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Resumen de la tesis que presenta Sandra Ivonne Lépez Barrén como requisito parcial para obtener el
grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Crecimiento y composicién bioquimica de Scenedesmus acuminatus cultivada con distinto aporte
quimico de nitrégeno e irradiancia

Resumen aprobado por:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra Dra. Ceres Anabel Molina Cardenas
Directora de tesis Codirectora de tesis

La composicidn bioquimica de las microalgas se ve afectada por las condiciones de cultivo y las fases de
crecimiento. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del aporte quimico del nitrégeno y de la
irradiancia respecto al crecimiento, la composicién proximal, pigmentos, fotosintesis y el perfil de acidos
grasos de Scenedesmus acuminatus. Se utilizaron dos aportes quimicos de nitrégeno (nitratos y amonio) y
tres irradiancias (50, 100 y 200 pmol m s1). La tasa de crecimiento presenté diferencias significativas por
efecto del aporte quimico de nitrégeno y por el nivel de irradiancia utilizado, donde la mayor tasa de
crecimiento se presentd en cultivos con amonio a 50 umol m? s, La composiciéon proximal exhibié
diferencias significativas por efecto del aporte quimico de nitrégeno y por la irradiancia, favoreciendo la
produccién de proteinas en cultivos con amonio a 50 pmol m?2 s en fase estacionaria. La mayor
produccion de lipidos se presentd en cultivos con amonio a 50 umol m? s en fase exponencial, mientras
que la mayor concentracion de carbohidratos se obtuvo con amonio a 200 umol m?2sten fase exponencial.
El contenido de clorofila presentd diferencias por efecto del aporte de nitrégeno y la irradiancia,
obteniendo los mayores valores de clorofila a en los cultivos a 50 y 100 umol m2 s suministrados con
amonio en fase estacionaria. La tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) N0 mostro diferencias
significativas durante las fases de crecimiento. Sin embargo, los valores mayores de ETRmax fueron para los
cultivos con amonio como aporte de nitrégeno y con la mayor irradiancia (200 pmol m2 s1). Scenedesmus
acuminatus mostré cambios en el contenido de acidos grasos por efecto de la forma de nitrégeno y del
nivel de irradiancia utilizado. La mayor produccién de acidos grasos poliinsaturados se obtuvo con aporte
de amonio y con los tres niveles de irradiancia utilizados. En conclusidn, el uso de amonio como forma
quimica de nitrégeno en el medio de cultivo produce un incremento en la tasa de crecimiento, la sintesis
de proteinas, el contenido de pigmentos, la eficiencia fotosintética y el contenido de acidos grasos
poliinsaturados en Scenedesmus acuminatus. La tasa de crecimiento, el contenido de proteinas y la
eficiencia fotosintética aumentan con la menor irradiancia utilizada (50 umol m2 s!) mientras que con el
aporte de nitrato se promueve un incremento en el contenido de d4cidos grasos saturados vy
monoinsaturados.

Palabras clave: Nitrégeno, irradiancia, crecimiento, composicidon proximal, acidos grasos, Scenedesmus
acuminatus.
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Abstract of the thesis presented by Sandra Ivonne Lépez Barrén as a partial requirement to obtain the
Master in Science degree in Aquaculture.

Growth and biochemical composition of Scenedesmus acuminatus cultivated with different nitrogen
source and irradiance

Abstract approved by:

Dra. M. del Pilar Sanchez Saavedra Dra. Ceres Anabel Molina Cardenas
Directora de tesis Codirectora de tesis

The biochemical composition of microalgae is affected by the culture conditions and the growth phases.
The aim of this work was to evaluate the effect of nitrogen source and irradiance on growth, proximal
composition, pigments, photosynthesis, and the fatty acid profile of Scenedesmus acuminatus. Two
nitrogen sources (nitrates and ammonium) and three irradiances (50, 100, and 200 pmol m-2 s-1) were
used. The growth rate presented significant differences due to the effect of the chemical supply of nitrogen
and the level of irradiance used, were the highest growth rate occurred in cultures with ammonium at 50
umol m? s, The proximal composition exhibited significant differences due to the effect of nitrogen
source and irradiance, favoring the production of proteins in cultures with ammonium at 50 umol m2 s
in the stationary phase. The highest lipid production occurred in cultures with ammonium at 50 pmol m=
st in the exponential phase, while the highest concentration of carbohydrates was obtained with
ammonium at 200 umol m? s in the exponential phase. The chlorophyll content presented differences
due to the effect of nitrogen source and irradiance, obtaining the highest values of chlorophyll a in the
cultures at 50 and 100 umol m? s supplied with ammonium in the stationary phase. The maximum
electron transport rate (ETRmax) did not show significant differences during the growth phases. However,
the highest ETRmax values were for cultures with ammonium as a nitrogen source and with the highest
irradiance (200 umol m2 s1). Scenedesmus acuminatus showed changes in the content of fatty acids due
to the effect of the nitrogen source and the level of irradiance used. The highest production of
polyunsaturated fatty acids was obtain with the ammonium and with the three levels of irradiance used.
In conclusion, the use of ammonium as a nitrogen source in the culture medium produces an increase in
the growth rate, protein synthesis, pigment content, photosynthetic efficiency, and the content of
polyunsaturated fatty acids in Scenedesmus acuminatus. The effect of irradiance used in Scenedesmus
acuminatus cultures, the growth rate, protein content, and photosynthetic efficiency increase with the
lower irradiance used (50 pmol m2 s1), with the contribution of nitrate an increase in the content of
saturated and monounsaturated fatty acids.

Keywords: Nitrogen, irradiance, growth, proximal composition, fatty acids, Scenedesmus acuminatus.
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Capitulo 1. Introduccion

El incremento acelerado de la poblacién y la poca disponibilidad de recursos ha traido consigo el dificil
reto de satisfacer el suministro de alimentos de una manera sustentable. Se estima que para el aiio 2050,
la poblacidon mundial sea de cerca de 9.7 billones de personas, lo cual implica un incremento hasta del 70%
en la produccidén actual de alimentos (Hua et al., 2019). La actividad agricola y ganadera contintan siendo
un aporte importante de alimentos, sin embargo, la acuicultura ha sido el sector productor de alimentos
con el mayor crecimiento en los Ultimos 30 afios, con tasas de crecimiento anuales del 10% en los afios 90

y hasta 4.5% entre 2011 y 2018 (FAO, 2020).

Una de las principales metas de la acuicultura es proveer alimentos con alto valor nutritivo, para lo cual se
requiere que los organismos de cultivo sean alimentados con dietas que incluyen a la harina y al aceite de
pescado como sus ingredientes principales, los cuales se obtienen como subproducto del procesamiento
de diversas especies de peces para consumo humano (Shepherd y Jackson, 2013). El uso de harina de
pescado en las formulaciones trae consigo beneficios como una mejor eficiencia alimenticia, mayor
crecimiento de los organismos, incrementa la palatablidad de los alimentos y mejora la toma, digestion y
absorcién de los nutrientes, en tanto que el aceite de pescado es una excelente fuente de lipidos como
triacilgliceroles y acidos grasos poliinsaturados (PUFA), entre los que destacan el acido araquiddnico (ARA),
el acido eicosepentaendico (EPA) y el acido docosahexaendico (DHA) (Hodar et al., 2020). Sin embargo, la
harina de pescado esta considerada como la fuente de proteina mas costosa en la elaboracidn de
alimentos formulados (Bhosale et al., 2010), debido a que con el aumento en la produccién acuicola
mundial se incrementa la demanda de harina y aceite de pescado y la disponibilidad de peces que son
capturados y procesados para la elaboracion de harinas y aceites no se ha incrementado en mas de 20
afios (Shepherd y Jackson, 2013). Estas situaciones, ademas de elevar el costo de estos ingredientes,
contribuye a disminuir la sustentabilidad de la harina y del aceite de pescado destinados a la elaboracion
de piensos para la acuicultura (Hua et al., 2019). Es asi que dentro del sector acuicola también se presentan
retos a resolver, tal es el caso de la formulacién de alimentos que logren satisfacer los requerimientos de
la especie a cultivar y disminuyan el alto costo de producciéon derivado de la compra de alimentos

formulados, el cual puede ir desde el 30 al 60% del costo total de produccién (Barreto-Pérez, 2018).

Durante los ultimos afios se ha buscado una solucién para reducir los costos de los alimentos formulados
y entre las estrategias que se han implementado se encuentra la sustitucion parcial o total de la harina 'y
aceite de pescado por otros ingredientes, tanto de origen animal como vegetal. Entre las opciones mas

utilizadas para sustituir a la harina de pescado se encuentran las harinas de subproductos de ave, de carne
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y hueso, de sangre, harina de krill, de insectos, de gusanos de tierra, biomasa de artemia y harina de soya.

Respecto a las alternativas para suplir al aceite de pescado se encuentran opciones de aceites vegetales
de soya, linaza, girasol, coco y oliva, mientas que las grasas derivadas de fuentes animales como cebo de
res o manteca de cerdo son menos utilizadas y han sido menos estudiadas en comparacion con las fuentes

vegetales (Hodar et al., 2020).

Dentro de las opciones vegetales para la sustitucidon de la harina y el aceite de pescado que han sido
recientemente estudiadas e implementadas se encuentra la inclusién de biomasa derivada del cultivo de
diversas especies de microalgas, organismos que tienen la capacidad de transformar la energia luminosa
en energia quimica y que constituyen la base de la cadena tréfica. Se estima que existen de un millén a
diez millones de especies de algas, siendo las microalgas las mas abundantes y diversas en cuanto a formas,
tamanio y estrategias de vida (Barsanti y Gualtieri, 2006). Estos organismos se clasifican en divisiones de
acuerdo al tipo de pigmentos fotosintéticos, la naturaleza quimica de sus pigmentos, estructuras
tilacoidales, composicion y estructura de la pared celular, ciclo reproductivo, asi como en el nimero,
arreglo y ultraestructura de los flagelos. Segun la clasificacion taxondmica se distinguen once grupos
mayores de microalgas: Cyanophyta, Prochlorophyta, Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta,
Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta y Chlorophyta (Barsanti y
Gualtieri, 2006), aunque autores como Morden y Sherwood (2002) mencionan que, ademas de éstos
grupos, es posible que a lo largo de la historia evolutiva de las microalgas se hayan presentado eventos

endosimbidticos que derivaron en varios linajes de dinoflagelados (Anexo 1).

Las microalgas presentan una amplia plasticidad ecolégica, pueden encontrarse en ambientes marinos o
dulceacuicolas, suelos y superficies humedas, en ambientes extremos de frio y calor (Becker, 1994).
Muchas de ellas pueden presentar un alto rango de tolerancia a pH, temperatura, turbidez,
concentraciones de oxigeno (O,) y diéxido de carbono (CO,) (Barsantiy Gualtieri, 2006). Existen microalgas
bentdnicas, las cuales se pueden encontrar en areas de baja profundidad o en los primeros centimetros
de los sedimentos (Pinckney, 2018) y también las hay plantdnicas, las cuales se encuentran a lo largo de la
columna de agua (Gémez-Luna, 2007). Ademas, son responsables de los florecimientos algales los cuales,
dependiendo de la especie, pueden producir toxinas que estan asociadas a la mortandad de diversos
organismos acuaticos. Aunado a esto, la alta densidad celular de microalgas que se presenta en los
florecimientos algales puede disminuir la cantidad de oxigeno disuelto e impedir el paso de la luz solar a
capas inferiores en la columna de agua, afectando a otros organismos fotosintéticos (Rodriguez-

Hernandez, 2018).



1.1 Fotosintesis y sintesis de carbohidratos, lipidos y proteinas en microalgas

Al ser organismos fotoautétrofos, las microalgas son capaces de realizar el proceso de la fotosintesis,
mecanismo que involucra una serie de reacciones de dxido-reduccién controladas por la energia luminica
cosechada por las moléculas de clorofila, donde el agua y el CO; son transformados en carbohidratos y
oxigeno. Este proceso se lleva a cabo en dos fases, la primera se conoce como reacciones de luz, las cuales
se llevan a cabo en las membranas fotosintéticas. En esta fase se llevan a cabo la absorcién de la luz, la
transferencia de excitones y la translocacién de protones y electrones, con lo cual la energia luminica es
transformada a energia quimica y tiene como productos poder reductor en forma de NADPH, y moléculas
energéticas de adenosin trifosfato (ATP). La segunda fase se conoce como reacciones oscuras y se lleva a
cabo en el estroma. En esta fase, el NADPH; y el ATP son utilizados como sustrato para la reduccién del

CO, v la sintesis de carbohidratos (Masojidek et al., 2013).

Los productos derivados del proceso fotosintético son empleados en diversas rutas metabdlicas para la
produccién de lipidos, carbohidratos y proteinas. La biosintesis de carbohidratos estd estrechamente
ligada al proceso fotosintético. En los cloroplastos, durante las reacciones del ciclo de Calvin (reacciones
de oscuridad de la fotosintesis), el CO; es utilizado para la carboxilacién de la ribulosa 1,5-bifosfato en dos
moléculas de 3 carbonos, conocidas como 3-fosfoglicerato, una de las cuales sera la molécula base parala
sintesis de carbohidratos. Los carbohidratos mas comunes producidos en las microalgas son la glucosa,
xilosa, manosa y ramnosa, mientras que los carbohidratos de reserva varian dependiendo de la especie,

siendo el almiddn el carbohidrato de reserva mas importante en las algas verdes (Markou et al., 2012).

La sintesis de lipidos, particularmente acidos grasos, se lleva a cabo en el cloroplasto mediante una serie
de siete reacciones que requieren del Acetil-CoA como molécula de inicio. El acetil-CoA es catalizado por
la enzima acetil-Coa Carboxilasa (ACCasa) formando Malonil-CoA. La segunda reaccidn tiene lugar cuando
el Malonil-CoA por medio de la enzima Malonil-CoA: ACP transferasa es catalizado formando Malonil-ACP.
La siguiente reaccion estd dada por una descarboxilacion del Malonil-CoA y la condensacidn con Acetil-
CoA. Durante la cuarta reaccion ocurre una reduccidon del 3-Cetobutiril-ACP por la 3-cetoacil-ACP
reductasa. La quinta reaccion del ciclo se da mediante la deshidratacién para la obtencidon de una
insaturacién en el carbono a por la enzima 3-hidroxiacil-ACP deshidrasa. Durante la siguiente reaccion
ocurre una reduccién de la doble ligadura por la enoil-ACP reductasa. La ultima reaccion del ciclo consiste
en una elongacion en donde las reacciones a partir de la etapa tres se repiten hasta la obtencion de acidos
grasos saturados palmitico (C16) o estedrico (C18). Otros lipidos somo los triacilgliceroles son sintetizados

en plastidos localizados en el reticulo endoplasmatico (Fernandez-Linares et al., 2012; Castillo et al., 2017).
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Por su parte, la sintesis proteica se lleva a cabo en dos etapas, conocidas como transcripcion y traduccion.

En la transcripcién la informacion contenida en el acido desoxirribonucléico (ADN) transcrita a acido
ribonucleico mensajero (ARNm), el cual contiene una secuencia complementaria de nucledtidos de una de
las cadenas de ADN que sirvié como templete. En la etapa de traduccion, el RNAm se une a unos organelos
citoplasmaticos llamados ribosomas, los cuales son los sitios donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas
y donde se determina el orden de adiciéon de los aminoacidos para la conformaciéon de las proteinas

(Lengyell y Soll, 1969).

1.2 Usos de las microalgas en la acuicultura

Las microalgas se han convertido en uno de los insumos mas atractivos para los investigadores y
productores tanto de la industria biotecnoldgica como acuicola, debido a que su cultivo es amigable con
el medio ambiente, son materia prima de la cual es posible la obtencién de compuestos con diversas
actividad bioldgicas y su composicion bioquimica contiene del 30 al 45% de proteinas, de 10 a 25% de
carbohidratos, 10 a 20% de lipidos, con variaciones segun la especie y el tipo de cultivo utilizado
(Millamena y Golez, 2001; Li y Gatlin Ill, 2003; Cafiavate, 2011; Barraza-Guardado et al., 2019). Entre las
especies mas utilizadas en la industria acuicola debido a su importante aporte de proteinas con un perfil
aminoacidico balanceado, carbohidratos, acidos grasos poliinsaturados (PUFA), vitaminas y factores
promotores de crecimiento necesarios para la nutricion de los organismos en cultivo se encuentran
Nannochloropsis sp., Pavlova sp., Tetraselmis, Phaeodactylum, Skeletonema, Chaetoceros, Thalassiossira,
e Isochrysis sp. (Hemaiswarya et al., 2011; Ortega-Salas y Reyes-Bustamante, 2012; Santos et al., 2014;
Daniel et al., 2016). Segun las necesidades del organismo a cultivar, pueden ser utilizadas las microalgas
como Unico alimento para los organismos filtradores o durante las primeras etapas de vida de peces y
crustaceos (Abalde, 1995; Sanchez-Saavedray Voltolina, 2006). Ademas, es posible realizar combinaciones
de especies con la finalidad de mejorar el balance nutricional e incrementar el crecimiento de los

organismos de cultivo (Hemaiswarya et al., 2011).

La inclusidn de biomasa de distintas especies de microalgas en proporciones desde el 10 hasta el 50% en
las dietas formuladas para diversos organismos de cultivo ha sido probada con éxito, notando un
desempeino comparable a las dietas control elaboradas con harina de pescado en su totalidad, indicando
que la biomasa de microalgas es un excelente reemplazo parcial de la harina de pescado (Knutsen et al.,

2019). Por mencionar algunos de beneficios, se ha observado que al emplear biomasa de Schizochytrium
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sp en la alimentacidn del salmén Salmo salar se obtiene una mejor calidad de filete y retencién de acidos

grasos esenciales (Kousolaki et al., 2016), mayor capacidad de absorcidon intestinal en Sparus aurata al
incluir a Scenedesmus almeriensis en un 20% en la dieta (Vizcaino et al., 2014), asi como una efecto
inmunoestimulante y un mayor contenido de acido araquiddénico (ARA) en el filete de la tilapia
Oreochromis niloticus al incluir un 25% de biomasa de Scenedesmus almeriensis en la dieta (Garcia-
Marquez et al., 2020). Asi mismo, la suplementacién con 5% de Schizochytrium sp. y Grammatophora sp.
promovid un crecimiento similar o mayor en postlarvas de camarén blanco Litopenaeus vanammei en

comparacién con la dieta control que contenia solo harina de pescado (Pacheco-Vega et al., 2018).

Si bien el empleo de biomasa de microalgas tiene un gran potencial como sustituto de la harina y el aceite
de pescado o como Unicas fuentes de alimentacidon, es importante sefialar que estos organismos son
capaces de modificar su crecimiento composicién bioquimica dependiendo de las condiciones de cultivo
(Chia et al., 2013). Es por ello que la seleccidén de especies de microalgas capaces de satisfacer parcial o
completamente los requerimientos nutricionales del cultivo acuicola estara en funcién no Unicamente de

la especie per se, sino también de las condiciones de cultivo a las que sea sometida.

1.3 Antecedentes

La irradiancia y la disponibilidad de nutrientes son dos de las variables medio ambientales de importancia
fundamental para el fitoplancton, ya que estas variables estan relacionadas con el proceso fotosintesis y

en la sintesis de los compuestos celulares (Dubinsky y Stambler, 2009).

En condiciones de cultivo controladas para diversas especies de microalgas, la manipulacién de la
magnitud de las variables ambientales como la disponibilidad de nutrientes y la cantidad de luz, han sido
utilizadas para obtener biomasa microalgal para usos en la acuicultura, la biotecnologia y la nutracéutica

(Pal et al., 2011; Gacheva y Gigova, 2014; Torres-Tiji et al., 2020).

Se ha evaluado la composicion de diversas especies de microalgas y se encontré que la produccién de
biomasa y la composicién bioquimica se modifican segun las caracteristicas del grupo taxonémico de las
distintas especies (Brown, 2002). En los cultivos de microalgas el mayor contenido de proteinas ocurre en

general en la fase exponencial de crecimiento, debido a la mayor disponibilidad de luz y nutrientes;
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mientras que el mayor contenido de carbohidratos y lipidos, ocurre durante la fase estacionaria del

crecimiento por la limitacién de luz y de nutrientes (Fernandez-Reiriz et al., 1989; Torres-Tiji et al., 2020).

1.3.1 Nutrientes

Uno de los elementos clave en la produccién de biomasa microalgal es la composicion quimica del medio
de cultivo. El nitrédgeno es un elemento clave ya que es uno de los macro elementos que determinan la
tasa de crecimiento, la composicion proximal, el perfil de aminoacidos y de acidos grasos (Torres-Tiji et al.,

2020).

Uno de los usos principales de la biomasa microalgal en la acuicultura es por el aporte de proteinas, en
especial para las primeras etapas de vida de los organismos en cultivo (Brown, 2002). Las proteinas estdn
constituidas por nitrégeno, el cual es esencial para la sintesis de ADN y ARN y es un elemento estructural
de las células microalgales, por lo cual la cantidad y la forma quimica del nitrégeno en el medio de cultivo
modifican la tasa de crecimiento y la composicién bioquimica de las microalgas (Lopez-Elias et al., 2015).
El medio de cultivo mas ampliamente utilizado para la produccidn de microalgas es el descrito por Guillard
y Ryther (1962). En éste medio de cultivo, el aporte quimico de nitrégeno es provisto por nitrato de sodio.
Se ha evaluado que las diversas especies de microalgas pueden utilizar distintas formas quimicas de
nitrégeno, la mayoria de las algas pueden utilizar, nitratos, nitritos, amonio y urea. La capacidad del uso
de las distintas formas quimicas de nitrégeno, depende de la concentracién del nitrégeno en el medio y

del tipo de enzimas disponibles en las células microalgales (Darley, 1987).

La cloroficea Scenedesmus sp. se describe que es una especie con alto potencial de uso en la industria de
los alimentos balanceados para animales debido a su alto contenido de proteinas (25-35%), vitaminas y
acidos grasos poliinsaturados, ademds de contenidos de lisina en valores superiores a los indicados por la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO por sus siglas en inglés).
Por lo anterior, se investigd el uso de distintos medios de cultivo con los cuales obtener los valores mayores
de contenido de proteinas en cultivos de Scenedesmus sp. El medio estdndar 2 (KNOs: 1.00 g L™t y NaHCO:s:
5.44 g L'Y), presentd la mayor produccidn de biomasa (0.41 g L), mientras que el medio Algal (NaNOs:

0.17 g L'*y NaHCOs: 0.890 g L) produjo el mayor contenido de proteinas (23.18%) (Quevedo et al., 2008).
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En cultivos de Chlorella vulgaris se evalud el uso de dos medios mixotréficos con distintas concentraciones

de nitrato de sodio, fosfato de potasio, acetato de sodio y carbonato de sodio (estos dos ultimos como
fuente de carbono). Las mayores producciones de biomasa (3.72 g L™ para cultivos con acetatoy 2.17 gL
! para cultivo con carbonato) estén directamente relacionadas con el uso nitrato de sodio (1.96 mM) y el
fosfato de potasio (2.11 mM) en el medio de cultivo. Los maximos valores de proteinas fueron en los

cultivos con acetato (60%) y carbonato (30%) (Gonzalez-Delgado et al., 2017).

En estudios previos con microalgas del grupo de las cloroficeas como Desmodesmus communis se ha
evaluado que la limitaciéon de nitrégeno en el medio de cultivo afecta la produccion de lipidos vy

carbohidratos, ademas de reducir la tasa de crecimiento y el contenido proteico (Elias-Castelo, 2018).

En diversos estudios con Scenedesmus sp. se ha encontrado que la utilizacion de fertilizantes comerciales,
entre ellos el uso amonio como aporte de nitrégeno en el medio de cultivo, incrementa la produccién de
proteinas y de la tasa de crecimiento. La busqueda de fuentes alternas de nitrégeno para formular medios
de cultivo para la acuicultura tiene especial interés, ya que las fuentes de amonio tienen un menor costo

econdmico respecto al costo de los nitratos (Soares et al., 2018).

Se logro el incremento de la produccidon de lipidos en Scenedesmus obliquus al utilizar un hidrolizado libre
de lipidos (LFAH: 0, 5, 10 y 15%) y agua residual de glicerol (WG: 0, 5, 10y 20 g L), en donde las distintas
concentraciones WG con 15% de LFAH dieron los mayores valores de produccion de biomasa, mientras

que el uso de WG al 20 g L' indujo a la sobreproduccién de lipidos (Abomohra et al., 2018).

La mayor produccién de biomasa de Scenedesmus obliquus se obtuvo al realizar cultivos con aporte
quimico de urea y carbonato de amonio, sin embargo, se evalué un efecto negativo en la formacién de
nanoparticulas de plata (AgNPs), se considera que la presencia de enzimas (nitrato reductasa) como agente

reductor tiene un papel importante en la sintesis extracelular de AgNPs (Darwesh et al., 2019).

Al estudiar la relacién del metabolismo del nitrégeno y la produccién de lipidos en Scenedesmus vacuolatus
se encontrd que los valores mayores de la tasa de crecimiento, contenido de proteinas y carbohidratos se
encuentran a una concentracién de 10 mM de NaNQOs, sin embargo, los valores mayores del contenido de
lipidos se evaluaron en las menores concentraciones de nitrégeno en el medio de cultivo (2 mM de NaNOs)

(Grupta et al., 2019).

En la cloroficea Tetraselmis sp. se estudié el efecto de la concentracidn de nitrégeno provista en el medio

de cultivo (ON, IN y 2N de NaNOs) y se encontrd que la mayor concentracion de biomasa vy lipidos se
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obtuvieron en la concentracion intermedia de nitrogeno, mientras que la mayor concentracién de

proteinas y carbohidratos se evaluaron con la mayor concentracion de nitrégeno (Kumar et al., 2020).

1.3.2 Irradiancia

La luz es un factor que controla la fotosintesis en microalgas, las variaciones en la composicién espectral,
en la irradiancia y en las fluctuaciones temporales afectaran la produccién de biomasa y la calidad de la
biomasa producida en un cultivo (Dubinsky et al., 1995). La luz tiene un efecto directo sobre el crecimiento
de las microalgas en cultivo y puede producir alguna de las tres condiciones, limitacién, saturacién o
inhibicidon. Dependiendo de la magnitud de la irradiancia y de las caracteristicas del aparato fotosintético
de las distintas especies de microalgas, se puede producir una limitacidn del crecimiento, o un dafio al
aparato fotosintético (Gatamaneni et al., 2018). Para obtener una maxima produccion de biomasa
microalgal en condiciones de cultivo controladas con fines acuicolas o biotecnolégicos, es necesario
estudiar las condiciones adecuadas de irradiancia a las cuales se mantendran los cultivos, ya que
dependiendo de la magnitud de la irradiancia, se tendra distinta produccion de biomasa y composicion

bioquimica que repercutirad en el valor nutricional de los cultivos microalgales (Brown, 2002).

La cloroficea Nannochloropsis sp. se ha identificado como una buena alternativa para ser utilizada como
alimento para organismos en cultivo. Para incrementar la produccion de biomasa se evalud el efecto de
distintos niveles de irradiancia a 1500 lux (30 pmol m s?), 3000 lux (60 umol m? s™) y 4500 lux (90 umol
m2s1), los resultados mostraron que los mayores niveles de irradiancia incrementaron el crecimiento, el
contenido de clorofila y carotenos (Fakhri et al., 2017). En otro estudio realizado con Nannochloropsis
salina mantenida en cultivos expuestos a distintos niveles de irradiancia (5, 25, 50, 100, 250 y 850 umol
m2s71), se evalud que el crecimiento se aumentd hasta el nivel de irradiancia de 250 umol m2 sty que el
nivel de eficiencia de la utilizacién de la luz disminuyé a irradiancia mayor a 50 umol m2 s (Van Wagenen

etal., 2012).

El crecimiento de Chamydomonas reinhadtii incrementd cuando el nivel de la irradiancia aumenté de 60
a 300 umol m2s?, sin embargo, se encontrd poco cambio en la magnitud del crecimiento por efecto del

aumento del nivel de irradiancia en valores superiores a 200 pmol m2 s (Kim et al., 2006).
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Se encontrd que la diatomea Cyclotella meneghiniana, el efecto de la limitacidn de nitrégeno y de la

irradiancia pueden cambiar las rutas metabdlicas de sintesis bajo condiciones de estrés, generando un
aumento en la producciéon de ciertos compuestos de reserva, como lipidos y carbohidratos, asi como un

decremento en la velocidad del crecimiento (Rosen y Lowe, 1984).

Una especie de Scenedesmus obtusus aislada de India fue caracterizada en cultivos mantenidos en
estanques con distintos niveles de irradiancia, se encontré que los estanques con 3 cm de profundidad
muestran altos niveles de produccién de biomasa (49.05 mg L'* dia?) y los altos niveles de irradiancia (1831

umol m2s?1) producen un decremento de los niveles de clorofila (Jethani et al., 2019).

Al investigar el efecto del tipo de medio de cultivo (BBM: NaNOs a 25 g L' y Bristol: a 25 g L) en el cultivo
de Scenedesmus obliquus y Selenastrum bibraianum en distintas condiciones de cultivo, se encontré que
el mayor crecimiento, contenido de lipidos y carbohidratos se obtuvo con el medio BBM con una

-1

irradiancia de 2000 umol m? s'. Mientras que para Selenastrum bibraianum el mayor contenido de

proteinas se obtuvo al mantener los cultivos al exterior con iluminacion del sol (Khatoon et al., 2019).

El efecto de la disponibilidad de la luz fue evaluado en cultivos de Scenedesmus obliquus en valores de
irradiancia de 10 hasta 1000 pmol m? s y se encontrd que al incrementar el nivel de la irradiancia en
valores superiores a 200 pmol m? s no implicéd un incremento en la tasa de crecimiento (Sforza et al.,

2014).

El efecto conjugado del nitrégeno vy la irradiancia produce en Scenedesmus sp. acumulacién de lipidos en
valores de hasta el 41%, como resultado de un estrés por altos niveles de irradiancia (400 umol m?2s?)y
con limitacién de nitrogeno en el medio (Liu et al., 2012). Lo anterior difiere con lo evaluado por Garcia-
Cubero (2011) en Scenedesmus vacuolatus, quien reporta porcentajes de lipidos del 15.8%, posiblemente
debido a la diferencia en la magnitud de la irradiancia utilizada (135 pmol m2 s) y a la distinta especie
utilizada en los cultivos. Por anterior, la composicién bioquimica de Scenedesmus spp. puede variar seguin

la concentracion de nitrégeno en el medio y la magnitud de la irradiancia en el cultivo.

Las investigaciones muestran un uso potencial del género Scenedesmus para la produccidon de compuestos
bioquimicos de interés acuicola, como proteinas, lipidos y carbohidratos, por lo que el cultivo de
Scenedesmus acuminatus bajo diferentes pardmetros ambientales como luz y aporte de nitrégeno,
contribuiran al acervo del conocimiento de este género. Ademas, el conocimiento generado acerca de esta

especie ayudard a determinar su uso potencial en la industria acuicola como sustituto parcial o
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complemento de piensos acuicolas dados los contenidos proteicos y lipidicos que esta especie pudiese

alcanzar.

1.4 Justificacion

El cultivo de microalgas para la acuicultura, la biotecnologia y la farmacologia se centra en el cultivo de no
mas de 20 especies. La amplia diversidad de ambientes en los que habitan las microalgas, incrementa la
posibilidad de encontrar especies tolerantes a diversas condiciones de cultivo y que sean capaces de

satisfacer los requerimientos nutricionales de los organismos en cultivo (Salomdn-Pérez, 2015).

En el drea de la acuicultura, uno de los principales problemas es obtener especies de microalgas con altas
tasas de crecimiento, alta produccidon de biomasa y con una composicién bioquimica capaz de satisfacer

los requerimientos nutricionales de los organismos que las consuman (Abalde et al., 1995).

Actualmente en México la mayoria de los estudios sobre microalgas se concentran principalmente en
aspectos descriptivos como la abundancia y monitoreo (Jiménez-Valera, 2016). Sin embargo, la
informacidon respecto al aislamiento, caracterizacion del crecimiento, composicién bioquimica y la
respuesta fotosintética bajo diferentes variables es escasa (Guedes et al., 2011). Tal es el caso de la
clorofita aislada de Baja California, México, a saber, Scenedesmus acuminatus, de quien el efecto de la
irradiancia y el aporte quimico de nitrégeno respecto a su crecimiento, composicién bioquimica, contenido
de pigmentos, respuesta fotosintética y perfil de acidos grasos no se conoce. Por tal motivo, se hace
relevante la obtencién de informacidn sobre la respuesta a la irradiancia y al aporte quimico de nitrégeno
de esta especie de microalga, teniendo como referencia las investigaciones realizadas con este género
donde se muestra un uso potencial en la industria acuicola y/o biotecnolégica, ademas de incrementar al

acervo del conocimiento bioldgico de las especies de la regidn de Baja California en México.

1.5 Hipaétesis

El aporte quimico de nitrégeno y la irradiancia son factores que afectan al crecimiento, composicion y
respuesta fotosintética de cultivos de microalgas, por lo que se espera que la forma reducida del nitrégeno

(NHs*) y un estrés por alta irradiancia (200 umol m? s1) aumenten la produccién de biomasa, la
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composicion bioquimica, el contenido de pigmentos y la respuesta fotosintética de la microalga

Scenedesmus acuminatus.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del aporte quimico de nitrégeno, la irradiancia y edad del cultivo en el crecimiento, la
composicion proximal, el contenido de pigmentos, la respuesta fotosintética y el perfil de acidos grasos de

Scenedesmus acuminatus.

1.6.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar la tasa de crecimiento de Scenedesmus acuminatus cultivada con nitrato (NOs’) y amonio

NH4*) como aporte quimico de nitrégeno con tres irradiancias (50, 100 y 200 pmol m2s?),
( porte g g y 200 u

2. Evaluar la composicidn proximal de Scenedesmus acuminatus cultivada nitrato (NOs’) y amonio (NH4*)

como aporte quimico de nitrégeno con tres irradiancias (50, 100 y 200 pmol m2s?).

3. Caracterizar el contenido pigmentario de Scenedesmus acuminatus cultivada con nitrato (NOs’) vy

amonio (NH4*) como aporte quimico de nitrégeno con tres irradiancias (50, 100 y 200 pmol m2s).

4. Conocer la respuesta fotosintética de Scenedesmus acuminatus cultivada con nitrato (NOs’) y amonio

(NH4*) como aporte quimico de nitrégeno con tres irradiancias (50, 100 y 200 umol m2s?).

5. Caracterizar el perfil de acidos grasos de Scenedesmus acuminatus cultivada con nitrato (NOs’) y amonio

(NH4*) como aporte quimico de nitrégeno con tres irradiancias (50, 100 y 200 umol m2s?).
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Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Obtenciéon de la cepa

Para esta investigacidon se eligiéd una cloroficea Scenedesmus acuminatus que fue aislada por Fierro-
Reséndiz (2006) a partir de muestras de agua de seis granjas de cultivo de camardn ubicadas en Mexicali,
Baja California, México. La cepa de Scenedesmus acuminatus forma parte de la coleccidn de microalgas
del laboratorio de Biotecnologia de Algas (BIOAL) del Departamento de Acuicultura del Centro de

Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE).

2.2. Caracteristicas del area de aislamiento de la cepa

Durante el aislamiento de la cepa de microalga la temperatura del agua de las granjas de cultivo oscild
entre 22 y 25 °C, mientras que el pH promedio del agua se encontrd entre 8.2 y 9.3. El oxigeno disuelto
varié entre 8.5y 12.0 mg L. La salinidad se encontrd entre 1 a 2 ppm a excepcidn de la Granja Acuicultura
Mosqueda en donde se registré un valor de salinidad promedio de 5.5 ppm (Fierro-Reséndiz, 2006). La
zona de donde fue aislada la cepa de microalga se denomina la Cuenca baja del Rio Colorado y se ha
descrito que las aguas de esta zona tienen un alto contenido de sales en solucién, debido al lavado de los

suelos en el Valle Imperial (Giffard-Mena y Martinez, 2003).

2.3 Mantenimiento de la cepa

Se realizaron cultivos monoespecificos, no axénicos de la cepa seleccionada, la cual fue mantenida de
manera estatica o sin recambio de medio (Stein, 1973), en matraces Erlenmeyer con medio “f’ descrito
por Guillard y Ryther (1962). Para la preparacion del medio de cultivo se usé agua de uso doméstico y se
esterilizd en una autoclave a 121 °C y 1.05 kg cm™ durante 20 min. Los cultivos se mantuvieron con
iluminacion contintda suministrada por lamparas fluorescentes de luz blanca (General Electric F40D-EX)

con una irradiancia de 50 umol m2 s a una temperatura de 20 + 1 °C y agitacién manual diaria.
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2.4 Efecto del aporte quimico de nitrégeno y de la irradiancia

2.4.1 Diseio experimental

Para evaluar el efecto del aporte quimico de nitréogeno y de la irradiancia en Scenedesmus acuminatus se
mantuvieron cultivos estaticos o sin recambio de medio en matraces Erlenmeyer de 1000 ml con 950 ml|
de medio “f” (Guilllard y Ryther, 1962). El nitrégeno del medio “f” fue provisto por nitrato de sodio (NOs:
nitrato) que fue utilizado como control experimental. El tratamiento experimental consistié en remplazar
el nitrato de sodio por cloruro de amonio (NH4: amonio). Para la sustitucion del nitrégeno provisto por
amonio, se tomd en consideracion la relacidon atdmica del ingrediente activo provisto por la fuente de
nitrégeno en el medio (nitrato de sodio). El medio de cultivo se prepard con agua de uso doméstico y

esterilizado como ya se indicd en la seccién 2.3.

Las condiciones de cultivo fueron temperatura de 20 £ 1 °C, salinidad de 33 + 1 ppm y agitacién manual.
El pH del medio fue medido cada dia con un potenciémetro Ohaus modelo starter 3100. La iluminacién de
los cultivos fue provista por [dmparas fluorescentes de las mismas caracteristicas que las descritas en el
inciso 2.3. Se mantuvieron tres niveles de irradiancia, 50, 100 y 200 pmol m s, los cuales se obtuvieron
ajustando la distancia de los cultivos a la lampara. La irradiancia se midié en el centro de la superficie del
matraz Erlenmeyer con un radidmetro de sensor 4 m (Biospherical Instruments Inc.). Cada condicion

experimental (nutrientes y luz) fue mantenida por triplicado para los ensayos experimentales.

2.4.2 Crecimiento y tamafio de las células

De los cultivos mantenidos en las distintas condiciones experimentales, se tomd diariamente una alicuota
para medir la densidad de células con un hematocitometro (Hausser Scientific) de 0.1 mm de profundidad
y un microscopio compuesto Olympus CX-31. La concentracidn celular se calculé de acuerdo a la férmula

descrita por Arredondo-Vega y Voltolina (2007):

C =N x*10*xdil

Dénde:

C= células mL*
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N= promedio de células presentes en 1 mm?(0.1 pL)

dil= factor de dilucion

Se agregd una gota de Liigol a cada muestra durante los dias que durd el experimento para fijar las células

y almacenar las muestras.

Con los datos de la densidad celular de cada muestra, se calculd la tasa de crecimiento y el tiempo de

generacion, con las férmulas descritas por Fogg y Thake (1987):

_ log,(N;) — log,(N;)
u =
t,—t

ey

Tg = (2)

1

u

Dénde:

W: tasa de crecimiento especifica

Log,: logaritmo en base dos

N: y N:: concentracion de células en el tiempo 2 (t;) y al tiempo 1 (ti)

Tg: tiempo de generacién

La medicién del tamafiio de las células se realizé6 en un microscopio compuesto Olympus CX31 adaptado
con una camara modelo Evolution MP Color, con objetivo de 40x aumentando el tamaio de la muestra

400 veces y se utilizo el software Imagine Pro Discovery version 5.1.

2.4.3 Peso seco total, pero seco organico y peso de las cenizas

Las muestras se obtuvieron en la fase exponencial (dia 2) y en la fase estacionaria (dia 6 y 7) de los cultivos.

El peso seco total, el peso seco organico y el contenido de cenizas de cada condicién experimental, se
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evalud por medio del procedimiento descrito por Sorokin (1973). Se utilizaron filtros de fibra de vidrio

(Whatman GF/C) de 45 mm de didmetro y 1 um de abertura del poro a los cuales se les realizé un lavado
previo con agua destilada y se incineraron en una mufla Barnstead Thermolyn (1400) a 490 °C por 4 horas.

Para obtener el peso seco, los filtros se pesaron en una balanza analitica Mettler Toledo modelo XS105.

Durante la fase exponencial y estacionaria del crecimiento y para cada condicién experimental, se tomé
una alicuota del cultivo que se pasé a través de los filtros previamente tratados. Para eliminar el efecto de
las sales en las muestras, estas se enjuagaron con formiato de amonio al 3%. Los filtros con las células
microalgales se colocaron en una estufa a 60 °C y a partir de las 24 horas se pesaron los filtros en una
balanza analitica, hasta que su peso se mantuvo constante, para obtener el peso seco total. El peso de las
cenizas se obtuvo incinerando los filtros en una mufla a 490 °C por 4 horas. El peso orgédnico se calculé

restando a los valores del peso seco total el valor del peso de las cenizas para cada caso.

2.4.4 Composicion proximal

El andlisis de la composicion proximal se realizd en la fase exponencial y estacionaria del crecimiento de
los cultivos de cada condicidn experimental. Para cada caso, las muestras se colectaron en filtros Whatman
GF/C de 25 mm de didametro y una apertura de poro 1 um. Los filtros previamente se lavaron con agua
destilada y se incineraron a 490 °C por 4 horas. Una vez realizada la colecta de muestras, éstas se
almacenaron a -20 °C hasta su andlisis. La cuantificacion de proteinas, carbohidratos y lipidos, se realizd

por métodos espectrofotométricos utilizando un HACH DR/6000 UV-VIS.

2.4.4.1 Proteinas

Para la cuantificacion de proteinas, primero se realiz6 una curva estandar con concentraciones conocidas
de albumina de bovino como proteina estandar (BSA, 98%). La extraccion de las proteinas se realizé por el
método de Lowry et al. (1951) modificado por Malara y Charra (1972). La extraccion se realizé con NaOH
1N en bafio Maria durante 60 min a 100 °Cy se aplicd un bafio con ultrasonido por 45 min. Las muestras
se centrifugaron a 4000 rpm (Centrifuga 5810R, Eppendorf) por 15 minutos y a 4 °C. Se realizé una segunda

extraccién y el sobrenadante se unid con el obtenido en la primera extraccidn. Se verificod que el pH de las
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extracciones se encontrara en valores de 12. Se agregd una solucién de Folin y agua destilada (1:1), se

agitaron las muestras y se dejaron reposar por 1.5 horas en obscuridad. Una vez transcurrido el tiempo de

extraccion, las muestras se leyeron a 750 nm en un espectrofotémetro HACH modelo DR/6000 UV-VIS.

2.4.4.2 Lipidos

Para la evaluacién del contenido de lipidos, primero se realizd una curva de calibracién con una solucién
de tripalmitina como estandar (Tripalmitina 98%). La extraccion de lipidos se llevé a cabo de acuerdo a la
metodologia propuesta por Bligh y Dyer (1959) utilizando una mezcla de cloroformo:metanol (1:2). Las
muestras se colocaron en un bafio con ultrasonido por 45 minutos y posteriormente se centrifugaron a
4000 rpm por 15 minutos (Centrifuga 5810R, Eppendorf) y a 4 °C. El sobrenadante de la primera extraccion
se transfirié a un tubo de ensayo. Se procedié a una segunda extraccidon con el procedimiento antes
descrito. Se juntd el sobrenadante de la primera y segunda extraccidn y se formé la bifase, se eliminé el
sobrenadante y las muestras se mantuvieron en una estufa a 45 °C hasta evaporar los solventes. La
cuantificacion se realizd por el método descrito por Pande et al. (1963) agregando mezcla crémica y se
colocaron las muestras en bafio Maria (100 °C) por 15 minutos. Una vez que las muestras se encontraron
a temperatura ambiente, se agregd agua destilada y se mezclaron con ayuda de un vdrtex para después

leer a 590 nm en un espectrofotémetro HACH modelo 6000.

2.4.4.3 Carbohidratos

Previo a la cuantificacidn de carbohidratos se realizd una curva de calibracion con una solucién de glucosa
usada como estandar (Glucosa anhidra 98%). La extraccion de carbohidratos se llevo a cabo con fenol
segun lo descrito por Whyte (1987). Para la cuantificacién de carbohidratos se utilizdé el método descrito
por Dubois et al. (1956) con fenol al 5% y acido sulfurico concentrado. La lectura de las muestras se realizd

a 485 nm en un espectrofotometro HACH modelo 6000.
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2.5. Pigmentos

Las muestras se colectaron en filtros (Whatman GF/C) de 25 mm de didmetro y abertura de poro de 1 um.
Para la extraccidn y cuantificacién de pigmentos se utilizd la técnica descrita por Parsons et al. (1984). La
extraccién de los pigmentos se realizd con acetona al 90%. Las muestras se refrigeraron a 4 °C por 24 hy
en oscuridad. La lectura de las muestras se realizd en un espectrofotémetro Hach modelo 6000 en las

distintas longitudes de onda que indica el método.

2.6. Fotosintesis

Para conocer la respuesta fotosintética a las condiciones de cultivo, se evalud la absorbancia de las células
de cada cultivo al medir el espectro de absorcién in vivo en un intervalo de 350 a 750 nm con un
espectrofotdmetro Hach modelo 6000. Los valores de la absorbancia se usaron posteriormente en el
cédlculo de los pardmetros fotosintéticos. Simultdneamente, se colectaron alicuotas de 15 mL? de cultivo
y se acondicionaron en oscuridad por 15 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacién se realizaron
curvas rapidas de luz, durante la fase exponencial y estacionaria de los cultivos para cada condicion
experimental con ayuda de un fluorimetro de pulso de amplitud modulada (PAM) (Walz, Junior PAM)
(Figueroa et al., 1997; White et al., 2011). Con los datos obtenidos de las curvas rapidas de luz y los calculos
de la absorbancia se realizaron los cdlculos de los pardmetros fotosintéticos transferencia maxima del
transporte de electrones (ETRmax), eficiencia fotosintética (a), irradiancia de saturacion luminica o indice
de saturacion (Ex) y méaxima produccidon fotoquimica del fotosistema Il (Fv/Fm) o eficiencia cuantica
maxima. El célculo de los parametros se realizo siguiendo el método de Eilers y Peeters (1988) a partir del

uso del programa Solver (Lopez-Figueroa, com. pers., 2018).

2.7 Acidos grasos

Para medir el contenido de acidos grasos, la biomasa proveniente de cada una de las condiciones
experimentales, fue cosechada durante la fase estacionaria de los cultivos y se concentré por
centrifugacidn a 4500 rpm por 15 minutos a 4 °C en una centrifuga marca Eppendorf modelo 5810R. Las
muestras se congelaron a -20 °C hasta su liofilizaciéon en un equipo marca Labconco, modelo Freezone 2.5.

Para la extraccidn de los lipidos totales se utilizaron de 30 a 50 mg de biomasa liofilizada y se siguid la



18
metodologia descrita por Folch et al. (1957), al usar una mezcla de diclorometano-metanol en una relaciéon

2:1. Una vez extraidos los lipidos, se realizé la saponificacidon con una solucién metanélica de KOH 0.3 N al
90% en bafio Maria a 60 °C por 30 min. Se agregd agua destilada, HClI 6N y hexano para extraer los lipidos
saponificables y se reservaron para la metilacidon de acidos grasos. Para realizar la metilacidon de acidos
grasos, se utilizd una solucidon de esterificacion de Trifloruro de Boro (BFs) al 14% de metanol y se
calentaron las muestras a 60 °C por 15 minutos por medio de un bafio Maria. Se agregé hexano y agua
destilada para extraer los esteres de acidos grasos para ser analizados en el cromatégrafo de gases (GC
Agilent Technologies 7890A) de columna capilar (Agilent J&W, 123-3232 DB-FFAP) con detector de
ionizacién de flama (2507C) e hidrégeno como gas de acarreo. Los acidos grasos se identificaron mediante
la comparacion de sus tiempos de retencidn con la de un estandar comercial (37 componentes Supelco

FAME Mix Sigma®).

2.8 Andlisis estadistico

Para todos los andlisis se probaron las hipdtesis que fundamentan la estadistica paramétrica de
normalidad de los datos y la homogeneidad de varianzas (Zar, 2010). El cambio en la concentracién de
células con respecto al tiempo de cultivo (covariable), se evaludé por medio de un Andlisis de Covarianza
(ANCOVA). Se ajustaron los datos de la concentracidon de células a un modelo lineal, por medio de

transformacion a logaritmo natural y se comprobaron las hipétesis que fundamentan el ANCOVA.

Se utilizé un Andlisis de Varianza (ANOVA) de tres vias con el fin de evaluar las interacciones entre las
variables independientes e identificar las diferencias significativas, entre irradiancia, el tipo de aporte
guimico de nitrégeno y fase de crecimiento (exponencial y estacionaria), para cada una de las variables de
respuesta (tamafno, peso seco total, peso seco organico y contenido de cenizas, proteinas, carbohidratos
y lipidos, clorofila a, b y ¢, parametros fotosintéticos). Para todas las pruebas estadisticas se fijé un nivel
de confianza de 95% (a = 0.05) y en el caso de encontrar diferencias significativas entre los tratamientos
se utilizé una prueba a posteriori de Tukey. Los datos se analizaron con el programa Statistica® version 10

(StatSoft, 2015).
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Curva de crecimiento preliminar

La curva de crecimiento de Scenedesmus acuminatus presentd una fase exponencial, del dia 4 al dia 15,
en donde se observo el inicio de la fase estacionaria del cultivo (Figura 1). Los valores de pH del cultivo de

Secenedesmus acuminatus oscilaron en valores entre 9 y 10, durante los dias de cultivo.
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Figura 1. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad celular graficada en escala logaritmica (células mL?
x 10°) de Scenedesmus acuminatus cultivada en sistema por lotes a una irradiancia de 100 pmol m2 st en medio “f”.

3.2 Efecto del aporte quimico de nitrégeno y de la irradiancia

Las curvas de crecimiento obtenidas de cada condicidn experimental, muestran una fase exponencial a
partir del dia 2 hasta el dia 4, donde inicia la fase estacionaria. No se encontraron diferencias significativas
por efecto del aporte quimico de nitrogeno (P=0.744). Sin embargo, se encontré que existe un efecto
significativo del tiempo (covariable) (P=0.001) y de la irradiancia (P=0.006) respecto a la densidad de las

células en los cultivos (P=0.001) (Figura 2, Anexo 2).

La tasa de crecimiento especifica no presentd un efecto por el aporte quimico de nitrégeno (P=0.061),
pero si se observé un cambio significativo debido a la irradiancia (P=0.009) (Anexo 3). La menor tasa de

crecimiento (0.331 + 0.01 divisiones dia) se presentd en los cultivos con nitrato como aporte quimico de
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nitrégeno a 200 pmol m2 s, La mayor tasa de crecimiento (0.479 + 0.01 divisiones dia) se presentd en

el tratamiento de amonio a 50 umol m?2 s (Figura 3). El tiempo de generacién presenté diferencias
significativas por efecto del aporte quimico de nitrégeno (P=0.041) y por el efecto de la irradiancia
(P=0.005) (Anexo 4). El mayor tiempo de generacién (3.020 £ 0.12 dias) se presentd en los cultivos con

nitrato como aporte quimico de nitrégeno a 200 umol m2 s (Figura 3).

El largo de las células presentd diferencias significativas durante las fases de crecimiento de los cultivos
(P=0.001). Los cultivos con nitrato como aporte quimico de nitrégeno favorecieron al incremento del largo
de las células en ambas fases de crecimiento (P=0.014), por efecto de la irradiancia no se encontraron

diferencias significativas (P=0.523) (Figura 4, Anexo 5).

El ancho de las células presentd diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.001). El
aporte de nitrogeno no afecté (P=0.871) el ancho de las células. Sin embargo, si fueron afectadas por
efecto de la irradiancia (P=0.004) (Anexo 6). Los mayores valores del ancho de las células se presentaron
durante la fase estacionaria a 200 pmol m s, Durante la fase exponencial las células de los cultivos con
50y 200 umol m2sten nitrato como aporte quimico de nitrégeno, presentaron mayores valores del ancho
de las células respecto a lo evaluado en los tratamientos con amonio. Sin embargo, durante la fase
estacionaria en el tratamiento de 100 umol m? sy con aporte quimico de nitrato el ancho de las células

fue mayor respecto a los valores obtenidos en los cultivos con amonio (Figura 4).
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Figura 2. Valores promedio y desviacién estdndar de la densidad celular (células mL?* x 10%) de cultivos de
Scenedesmus acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50 (m), 100 (®) y 200 (A ) pmol m?
s1, con diferente aporte quimico de nitrégeno (1: Nitrato y 2: Amonio) en el medio. Andlisis de covarianza (ANCOVA)
y prueba a posteriori de Tukey. Letras minusculas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b).
Letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
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Figura 3. Valores promedio y desviacién estdndar de la tasa de crecimiento (W) (divisiones dia) y tiempo de
generacién (Tg) de cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50,
100 y 200 umol m s%, con diferente aporte quimico de nitrégeno (Nitrato: m y Amonio: ). Andlisis de varianza de
dos vias y pruebas a posteriori de Tukey, a=0.05. Letras minusculas indican diferencias significativas por efecto de la
irradiancia (a>b). Letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
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Figura 4. Valores promedio y desviacion estandar del largo y ancho de las células (um) de cultivos de Scenedesmus
acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m s, con diferente aporte
quimico de nitrégeno (Nitrato: m y Amonio: e). Analisis de varianza de tres vias y pruebas a posteriori de Tukey,
a=0.05. Valores con nimeros indican diferencias significativas entre fases de crecimiento (1>2). Letras minusculas
indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c). Letras mayusculas indican diferencias
significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).

3.3 Peso seco total, peso organico y peso de cenizas

El peso seco total presento diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.001), por efecto
del aporte quimico del nitrégeno (P<0.001), por la irradiancia (P<0.005), ademds con interaccion entre los
factores (P=0.003) (Anexo 7). Los valores significativamente mayores de peso seco total se midieron en la
fase de crecimiento estacionaria. El aporte quimico de nitrato promovid valores significativamente
1

mayores de peso seco en las dos fases de crecimiento. Las irradiancias de 100 y 200 pmol m2 s

promovieron significativamente mayores valores del peso seco total (Figura 5).

El peso organico mostré diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.001), con efecto
del por aporte quimico de nitrégeno (P=0.001) e irradiancia (P=0.001) y con interaccidn significativa entre
los factores (P=0.020) (Anexo 8). Los mayores valores de peso organico se encontraron en la fase

estacionaria del crecimiento. El aporte quimico de nitrégeno favorecié mayores valores de peso seco
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orgdanico en los cultivos mantenidos con nitrato en ambas fases de crecimiento. Se encontré una relacion

directa entre la magnitud de la irradiancia y el peso seco organico solo durante la fase estacionaria (Figura

5).

Las cenizas mostraron diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.001), por efecto del
aporte quimico de nitrégeno (P=0.001), sin diferencia significativa por efecto de la irradiancia (P=0.279) y
con interaccion entre los factores (P=0.037) (Anexo 9). Los mayores valores de cenizas se encontraron
durante la fase estacionaria de los cultivos. La mayor cantidad de cenizas se obtuvo de los cultivos con
nitrato como aporte quimico de nitrogeno, tanto en fase exponencial como fase estacionaria (Figura 6). Es
posible que, debido a que los valores de probabilidad obtenidos al realizar los andlisis estadisticos de
ANOVA se encuentran préximos al nivel de significancia, las interacciones entre las variables no se aprecien

de manera visual (Figura 5).
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Figura 5. Valores promedio y desviacion estandar del peso seco total, peso orgdnico y peso de cenizas de cultivos de
Scenedesmus acuminatus mantenidos en fase exponencial y estacionaria, con tres irradiancias (50, 100 y 200 pumol
m2s1) y dos aportes quimicos de nitrégeno (NOs: * y NHa: 0). Anélisis de varianza de tres vias y pruebas a posteriori
de Tukey, a=0.05. Valores con nimeros indican diferencias significativas entre fases de crecimiento (1>2). Letras
minusculas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c). Letras mayusculas indican
diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
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3.4 Composicion proximal

El porcentaje de proteinas presentd diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.001).
Existio un efecto del aporte quimico de nitrégeno (P=0.001), y por efecto de la irradiancia (P=0.001), con
interaccion entre los factores nitrégeno e irradiancia (P=0.031) (Anexo 10). El mayor contenido de
proteinas se obtuvo durante la fase estacionaria, influenciado por el amonio como aporte quimico de
nitrégeno. La irradiancia de 50 y 100 pmol m% s promovid la produccién del contenido proteico en ambas

fases de crecimiento (Figura 6).

La produccién de lipidos no mostrd diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.273).
Sin embargo, existid un efecto significativo debido al aporte quimico de nitrégeno (P=0.001) y de la
irradiancia (P=0.002). El contenido de lipidos presenté interaccion (P=0.029) entre los factores aporte
qguimico de nitrégeno e irradiancia (Anexo 11). El mayor contenido de lipidos se obtuvo durante la fase
exponencial. El aporte quimico de nitrégeno en forma de amonio favorecié la produccién de lipidos en
ambas fases de crecimiento. Durante la fase exponencial la irradiancia de 50 pmol m2 s favorecié la
produccién de lipidos, contrario a lo evaluado en la fase de crecimiento estacionaria, en donde la
irradiancia de 200 umol m? s favorecid la produccion de lipidos, en medio con nitrato y amonio como

aporte quimico de nitrégeno (Figura 6).

El contenido de carbohidratos no presentd diferencias significativas durante las fases de crecimiento
(P=0.414), sin efecto debido al aporte quimico de nitrégeno (P=0.365). Sin embargo, existid un efecto
significativo debido a la irradiancia (P=0.001), y con interaccién entre los factores aporte de nitrégeno e
irradiancia (P=0.002) (Anexo 12). El mayor contenido de carbohidratos se registré a 200 umol m2 s con
nitrato como aporte quimico de nitrdgeno en ambas fases de crecimiento. El amonio como aporte quimico
de nitrégeno favorecid la produccién de carbohidratos en irradiancia de 50 y 100 umol m? s en ambas

fases de crecimiento (Figura 6).
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Figura 6. Contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos en (%) de cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos
en fase exponencial y estacionaria con tres irradiancias (50, 100 y 200 umol m™2 s) en dos aportes de nitrégeno
(Nitrato: » y Amonio: 0). Andlisis de varianza de tres vias y pruebas a posteriori de Tukey, a=0.05. Valores con
numeros indican diferencias significativas entre fases de crecimiento (1>2). Letras minusculas indican diferencias
significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c). Letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del
aporte de nitrégeno (A>B).



27
3.5 Pigmentos

El contenido de clorofila a presenté diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.001).
Sin embargo, no se encontro efecto del aporte quimico de nitrogeno (P=0.237) o irradiancia (P=0.050). No
obstante, se encontrd una interaccién entre los factores fase de crecimiento, aporte quimico de nitrégeno
e irradiancia (P=0.001) (Anexo 13). Los mayores contenidos de clorofila a se obtuvieron durante la fase
estacionaria. El nitrato como aporte quimico de nitrégeno, favorecié el contenido de clorofila a en
irradiancia de 50 y 100 pmol m?2 s durante la fase estacionaria, mientras que el amonio presenté un

mayor efecto en el contenido de clorofila a con irradiancia de 200 pmol m2 s (Figura 7).

La clorofila b presenté diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P<0.001), por efecto del
aporte quimico de nitrégeno (P<0.004), sin embargo, no existid un efecto significativo por la irradiancia
(P=0.092) y se presentd una interaccidon entre los factores fase de crecimiento, aporte quimico de
nitrégeno e irradiancia (P=0.005) (Anexo 14). Los mayores valores de clorofila b se obtuvieron durante la
fase estacionaria. El amonio como aporte quimico de nitréogeno favorecio la produccién de clorofila b en
fase estacionaria. Las irradiancias de 50 y 100 pmol m? s promovieron el contenido de clorofila b en

ambas fases (Figura 7).

La clorofila ¢ presenté diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.047). Se exhibié un
efecto significativo por el aporte quimico de nitrégeno (P=0.001), y de la irradiancia (P=0.001), con
interaccion significativa de los factores fase de crecimiento, aporte quimico de nitrégeno e irradiancia
(P=0.033) (Anexo 15). Los mayores valores de clorofila ¢ se obtuvieron durante la fase estacionaria del
crecimiento. Los cultivos con amonio como aporte quimico de nitrégeno favorecieron la produccién de
clorofila ¢ en ambas fases de crecimiento y para la irradiancia de 100 y 200 pmol m2 s en ambas fases

(Figura 7).

El contenido de carotenos mostré diferencias significativas durante las fases de crecimiento (P=0.001). El
aporte quimico de nitrégeno no presenté un efecto significativo (P=0.487) en el contenido de carotenos.
Sin embargo, existié un efecto por la irradiancia (P=0.001), con interaccidn entre los factores fase de
crecimiento, aporte quimico de nitrégeno e irradiancia (P=0.003) (Anexo 16). El mayor contenido de
carotenos se obtuvo durante la fase estacionaria. Se evalué que el aporte quimico de nitrégeno como
amonio y nitrato en los cultivos, presentd un efecto similar en la produccién de carotenos para ambas
fases de crecimiento. La irradiancia de 100 umol m2 st durante la fase exponencial favorecié la produccién

de carotenos en los cultivos con adicion de amonio en el medio de cultivo (Figura 7).



28

Exponencial Estacionaria
2 1 Aa Aa
0.5 0.5 1 Aa
= 0.4 0.4 A
- Aa '
S
g 0.3 0.3 4 Aa Aa Aa
© 0.2 Aa Aa 0.2
= Aa
Aa
© o1 An 0.1
0.0 0.0 T T !
2
0.5 1 051!
T 04 0.4 1
S
2 0.3 - 1
g Ba 0.3 .
a
‘E’ 0.2 1 0.2 1 % Af Ba
(@] Aa
0.1 1 Aa 0.1 1 B Aa
Ba A Ba Ba 2
a
0.0 T T y 0.0
2
| 1
0.5 0.5 A
\—,_é 0.4 0.4
\cj»; 0.3 1 0.3 A
)
= 0.2 A 0.2
© 0.1 1 Aa 0.1 - Ab Aa
Ac ' Ly
o)
0.0 Bc ’ BYb Ba 0.0 AC i B'a
2 1
—~ 0.5 1 1
5 0.5
E 0.4 0.4 -
2
~ 0.3 - 0.3 A
8
S 0.2 - 0.2 1
% Ab Aa Ab
S 0.1 0.1 i/\{/?ii
S Ab Aa Ab
0.0 0.0 T ‘ ‘
50 100 200

Irradiancias pmol m=2 s1

Figura 7. Valores promedio y desviacion estandar del contenido de clorofila a, clorofila b, clorofila c y carotenos en
cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos en fase exponencial y estacionaria con tres irradiancias (50, 100 y
200 pmol m2 s) en dos aportes de nitrégeno (Nitrato:  y Amonio: 0). Analisis de varianza de tres vias y pruebas a
posteriori de Tukey, a=0.05. Valores con nimeros indican diferencias significativas entre fases de crecimiento (1>2).
Letras minusculas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b>c). Letras maydusculas indican
diferencias significativas por efecto del aporte de nitrégeno (A>B).
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3.6 Fotosintesis

La eficiencia fotosintética (a) no presentd diferencias significativas durante las fases de crecimiento
(P=0.964), sin embargo, existieron diferencias significativas por efecto del aporte quimico de nitrégeno
(P=0.006), por efecto de la irradiancia (P=0.001), con interaccién significativa entre los factores (P=0.004)
(Anexo 17). El mayor valor de la eficiencia fotosintética se registré durante la fase estacionaria a una
irradiancia de 200 pmol m? seg™. La eficiencia fotosintética presentd un incremento en los tratamientos
suministrados con amonio como aporte quimico de nitrégeno en irradiancia de 100 y 200 umol m? seg™
en ambas fases de crecimiento. El valor mayor de la eficiencia fotosintética se presentd en el tratamiento

con nitrato a 100 pumol m2 seg? (Figura 8).

El indice de saturacion luminica (lk) no mostro diferencias significativas durante las fases de crecimiento
(P=0.796), por efecto del aporte quimico de nitrégeno existieron diferencias significativas (P=0.011), por
efecto de la irradiancia existieron diferencias significativas (P=0.006) y sin interaccion entre los factores
(P=0.449) (Anexo 18). El indice de saturacién luminica obtuvo los mayores valores en los cultivos con
amonio como aporte quimico de nitrégeno durante la fase estacionaria, registrando el mayor con la
irradiancia de 200 umol m2seg™. El indice de saturacidon luminica presenté un ligero cambio en los cultivos
durante la fase exponencial con los dos aportes de nitrégeno y los tres niveles de irradiancia utilizados. Sin
embargo, durante la fase estacionaria de crecimiento se encontraron los menores valores para las tres

irradiancias en los cultivos suministrados con nitrato como aporte quimico de nitrégeno (Figura 8).

La eficiencia cuantica (Fv/Fm) presentd diferencias significativas durante las fases de crecimiento
(P=0.008), no se encontraron diferencias significativas por efecto del aporte quimico de nitrégeno
(P=0.156), por efecto de la irradiancia no se encontraron diferencias significativas (P=0.432), sin
interaccion entre los factores (P=0.973) (Anexo 19). Los valores mayores de eficiencia cuantica se
encontraron durante la fase estacionaria, en los cultivos con nitrato como aporte quimico de nitrégeno en
irradiancia de 100 y 200 umol m2 seg™. Se observé una tendencia a disminuir la magnitud de la eficiencia
cuantica en los tratamientos con amonio como aporte quimico de nitrégeno y conforme aumenté la

irradiancia en ambas fases de crecimiento (Figura 8).

La tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) No mostré diferencias significativas durante las fases
de crecimiento (P=0.361), por efecto del aporte quimico de nitrégeno existieron diferencias significativas

(P=0.001), asi como por efecto de la irradiancia (P=0.001), con interaccion significativa entre los factores
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(P=0.019) (Anexo 20). Los mayores valores de ETRmax Se registraron en los cultivos con amonio como aporte

quimico de nitrégeno a 200 pmol m?2 s en ambas fases de crecimiento (Figura 9).
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Figura 8. Pardmetros fotosintéticos de la fase exponencial y estacionaria de cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos con distinto aporte quimico de nitrégeno (Nitrato: = y Amonio: ) a irradiancia (50, 100 y 200 pumol m
seg’l). Eficiencia fotosintética (a: umol m3 hl); indice de saturacién luminica (I umol foton m? s?) y eficiencia
cuéntica (Fv/Fm). Andlisis de varianza de tres vias y pruebas a posteriori de Tukey, a=0.05. Valores con nimeros
indican diferencias significativas entre fases de crecimiento (1>2). Letras minusculas indican diferencias significativas
por efecto de la irradiancia (a>b>c). Letras mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de
nitrégeno (A>B).
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Figura 9. Curvas fotosintéticas medidas como tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax: pmol electron m? s
1) de la fase exponencial y estacionaria de cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos con dos aportes quimicos
de nitrégeno (NOsy NHa) a irradiancias (50: @ 100: 0 y 200: ¥ pmol m? seg™). Andlisis de varianza de tres vias y
pruebas a posteriori de Tukey, a=0.05. Valores con numeros indican diferencias significativas entre fases de
crecimiento (1>2). Letras minusculas indican diferencias significativas por efecto de la irradiancia (a>b). Letras
mayusculas indican diferencias significativas por efecto del aporte de nitrogeno (A>B).

3.7 Acidos grasos

La mayor concentraciéon de acidos grasos saturados (SFA) fue en el acido graso C16:0 para todos los
tratamientos. El tratamiento con nitrato como aporte quimico de nitrégeno a 50 pmol m?2 s present? el
mayor contenido de C16:0 (34.67%). Se observd una ausencia en la mayoria de los acidos grasos saturados

con el tratamiento de nitrato a 200 pmol m2 s,

En los tratamientos en donde se suministré amonio como aporte quimico de nitrégeno, no se identifico el
acido graso C17:0, mientras que para los tratamientos con nitrato se identificd este acido graso

Unicamente en irradiancia de 50 y 100 pmol m2s™,

El grupo conformado por los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) presentd los mayores valores en el
C18:1n9 para todos los tratamientos, el tratamiento con aporte quimico de nitrato a 50 pmol m?2 s fue el
que presenté el mayor contenido (42.63%). Para el tratamiento con aporte quimico de amonio se presento

el mayor porcentaje de C18:1n9 a 100 umol m2 s (38.80%). Se observé la produccién del 4cido graso
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C15:1 Unicamente en los cultivos con la menor irradiancia (50 umol m2 s) para los dos tipos de aporte

guimico de nitrégeno.

El grupo de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) presenté las mayores concentraciones en el C18:3n3
siendo los cultivos suministrados con amonio a 200 pmol m?2 s los que presentaron el mayor porcentaje
(23.68%). Los cultivos suministrados con nitrato presentaron los mayores porcentajes en los cultivos
mantenidos a 100 (20.70%) y 200 pmol m s (19.30%). El 4cido graso C18:2n6C presentd los mayores
valores en los cultivos suministrados con amonio a irradiancias de 50 (9.93%) y 200 (10.27%) pmol m2s™,
Para los cultivos suministrados con nitrato los mayores porcentajes se obtuvieron a 50 (8.96%) y 200

(7.20%) umol m2 s2,
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Tabla 1. Porcentaje del total de acidos grasos identificados en cultivos de Scenedesmus acuminatus con dos aportes
quimicos de nitrégeno (NOsy NHa) a tres irradiancias (50, 100 y 200 umol m s1). Dénde: nd= no detectado. ISFA=
sumatoria de acidos grasos saturados. ZIMUFA=sumatoria de acidos grasos monoinsaturados. 2PUFA=sumatoria de
acidos grasos poliinsaturados.

Tratamientos

Nitrato Amonio
Acido graso 50 100 200 50 100 200
SFA
C10:0 4.68 2.20 0.90 3.82 1.22 3.34
Cl1:0 1.10 0.70 nd 0.67 0.57 0.58
C13:0 0.15 1.60 nd 2.69 1.46 2.14
Cl4:0 0.40 0.30 nd 0.52 0.42 0.85
C15:0 0.44 0.20 nd 0.45 nd 0.40
Cl6:0 34.67 25.40 29.80 26.00 24.15 23.81
C17:0 0.36 0.30 nd nd nd nd
C18:0 4,12 3.40 5.20 2.42 3.37 2.58
MUFA
C15:1 0.36 nd nd 0.40 nd nd
Ci6:1 0.46 1.70 nd 3.89 1.84 3.99
C17:1 0.32 2.40 2.80 3.01 1.67 3.36
C18:1n9 42.63 34.00 34.80 23.18 38.80 25.00
C20: 1n9 nd 0.30 nd nd nd nd
PUFA
C18: 2n6C 8.96 6.40 7.20 9.93 6.63 10.27
C18: 2n6T 0.47 nd nd nd nd nd
C18:3n6 0.42 0.40 nd 0.45 19.29 nd
C18:3n3 0.47 20.70 19.30 22.53 0.58 23.68
3SFA 45.92 34.15 35.99 36.59 31.19 33.70
IMUFA 43.77 38.45 37.53 30.49 42.31 32.35

IPUFA 10.32 27.40 26.48 3291 26.49 33.95
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Crecimiento

La densidad celular de los cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos con los dos aportes quimicos
del nitrégeno (nitratoy amonio), muestran la preferencia de esta especie para crecer y reproducirse en
medios de cultivo suministrados con amonio como aporte quimico de nitrogeno. La densidad celular de
Scenedesmus acuminatus no presentd diferencias significativas en la densidad de células por efecto del
aporte quimico de nitrégeno. Sin embargo, la densidad de células cambié con respecto al tiempo de
cultivo. Este cambio en la densidad de células por la edad del cultivo es debido a que, durante la fase
exponencial de crecimiento, las células dirigen los productos de la fotosintesis a la produccion de proteinas
para continuar con su reproduccién celular, mientras que durante la fase estacionaria, los productos de la
fotosintesis son destinados para la producciéon de compuestos de reserva de energia, como lipidos y
carbohidratos. En diversas especies de microalgas se ha visto que en la fase estacionaria de crecimiento
aumenta el tamafio de las células y se mantiene constante la densidad celular (Devi et al., 2012; Breuer et
al., 2013; Romero-Romero, 2015). La densidad celular de Scenedesmus acuminatus mostré un cambio
significativo por efecto de la irradiancia, donde los mayores valores de densidad de células (0.68 células
ml™? x10°) se presentaron en los cultivos mantenidos a 50 umol m s, mientras que los menores valores
(0.43 células ml™t x10°) se obtuvieron con la mayor irradiancia utilizada (200 umol m s) en cultivos con

amonio como aporte quimico de nitrégeno.

Los valores de las tasas de crecimiento obtenidas para los cultivos de Scenedesmus acuminatus
suministrados con amonio evaluados en esta investigacién son analogas a lo descrito por Adamsson
(2000), quien observé mayores tasas de crecimiento durante los primeros dias de cultivo de Scenedesmus
acuminatus al suministrar urea en el medio de cultivo respecto a lo obtenido con nitrato como aporte

quimico de nitrégeno en el medio de cultivo.

La magnitud de la tasa de crecimiento de Scenedesmus acuminatus evaluada en esta investigacion,
muestra una relacidn inversa conforme se aumenta la irradiancia. Sin embargo, estos resultados difieren
de lo obtenido con Scenedesmus obtusus, ya que mostré una tasa de crecimiento menor (0.233 divisiones
dial) a la mayor irradiancia utilizada en los cultivos (150 pmol m? s?) (Chandra et al., 2017). Estas
diferencias en la respuesta en la tasa de crecimiento respecto al efecto de la irradiancia, pueden ser
debidas a distintas adaptaciones del aparato fotosintético de las células del género de Scenedesmus. Se

ha descrito que un aumento en la irradiancia produce un estrés en las células de las microalgas y puede
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llegar a la saturacion por luz o a la foto inhibicién, dependiendo de la magnitud de la irradiancia y de la

capacidad de adaptacion del aparato fotosintético (Lin y Lin, 2011; Liu et al., 2012).

En los ensayos con Scenedesmus acuminatus se encontrd una relacion inversa de los valores de la tasa de
crecimiento respecto a la magnitud de la irradiancia y esto ocurrid con los dos aportes quimicos de
nitrégeno usados en los ensayos. Esta tendencia puede ser debida a una respuesta fisioldgica adaptativa
de la célula a los cambios en su entorno, favoreciendo el crecimiento en valores de baja irradiancia (50
umol m2 s1) con amonio como aporte de nitrégeno, asi como ha sido descrito para otras especies del

grupo de las cloroficeas (Lin y Lin, 2011; Liu et al., 2012; Breuer et al., 2013).

Syrett (1981) menciona que las células algales prefieren incorporar formas quimicas de nitrégeno que
representen un menor gasto de energia, como el amonio. Esto ocurre porque las células requieren
incorporar el nitrogeno que ingresa en compuestos organicos como aminodacidos y proteinas. Para que el
nitrato sea asimilado por la célula, requiere ser reducido a nitrito (NO,’) para después ser reducido por la

enzima nitrito reductasa y convertirse en amonio, lo cual conlleva un mayor gasto energético.

Para que un factor se considere limitante en el crecimiento microalgal, debe de existir un desequilibrio
metabdlico que tiene como resultado un ajuste en el metabolismo y composicion bioquimica de la célula,
con el fin de volver a un estado de equilibrio (Torzillo y Vonshak, 2013). Teniendo en cuenta la reduccion
en la tasa de crecimiento conforme aumenta la irradiancia, es posible que se diera un cambio en las rutas
metabdlicas, asimilando de mejor manera el amonio como aporte quimico de nitrégeno, fomentando una
mayor produccién de nuevas células, es decir, una mayor tasa de crecimiento. Lo anterior es probable que
sea resultado de una mayor concentracion de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), quien es la
encargada de la incorporacién del amonio en la célula y de quien se tiene evidencia que, bajo ciertas
condiciones de estrés, puede aumentar su concentracién (Boardman, 1977; Cullimore y Sims, 1981;

Mufioz-Blanco y Cardenas, 1989).

En éste estudio se observaron cambios en el tamafio celular de Scenedemsus acuminatus, con diferencias
en el largo de las células debido al aporte quimico de nitrégeno, siendo mayor el tamafo celular en los
cultivos con nitrato en ambas fases de crecimiento, mientras que el ancho de las células se vio afectado
por la irradiancia y la fase de crecimiento, obteniendo un mayor tamafio celular en la fase de crecimiento
estacionaria y con irradiancia de 200 umol m s, El cambio en el tamafio de las células ha sido descrito
en otras investigaciones con Scenedesmus acuminatus, en donde una privacién de nitrégeno promueve el

aumento del largo de las células y se produce un incremento en sustancias de reserva y favorece la
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formacién de pequeiios cimulos de lipidos dentro de la célula por inanicién de nitrégeno. Lo anterior

produce disminucién de la reproduccién y en consecuencia, un aumento en el tamafio de las células (Zhan
et al., 2019). Se ha descrito que en células de Scenedesmus obtusus existe un aumento en el ancho de las
células y en el contenido de lipidos cuando los cultivos han sido expuestos a altos valores de irradiancia
(150 pmol m2 s1) (Chandra et al., 2017). Los resultados de esta investigacidon con Scendesmus acuminatus
indican que el ancho de las células se modificé por efecto de la irradiancia, presentando células mds anchas
en los cultivos expuestos a los mayores valores de irradiancia (200 pmol m s) en fase estacionaria. Esto

puede ser resultado de la respuesta de Scendesmus acuminatus a un estrés producido por la irradiancia.

4.2 Peso seco total, peso organico y peso de cenizas

La cantidad de biomasa producida y evaluada como peso en Scenedesmus acuminatus mostré una mayor
produccidon en los cultivos con nitrato como aporte quimico de nitrégeno a 200 pmol m™? s?. Estos
resultados difieren con lo reportado para Scenedesmus obliquus, donde se obtuvieron los mayores valores
de peso seco (1.18 g I'!) al mantener los cultivos con bajos niveles de irradiancia (75 pmol m2 s) (Mandal

y Mallick, 2009).

Se encontrd que Scenedesmus obliquus al ser mantenida en cultivos en gradiente de irradiancia (100 y 560
umol m2 s1), obtuvieron los mayores valores de peso orgénico con la mayor magnitud de la irradiancia
utilizada (Senger y Fleischhacker, 1978). Estos resultados son similares a lo obtenido en esta investigacion
con Scenedesmus obliquus en donde los mayores valores de peso seco organico (79 a 110 pg ml?) se
tuvieron durante la fase estacionaria con los dos aportes de nitrégeno y con la mayor irradiancia utilizada
(200 pmol m2 s1). El cambio en el contenido de peso organico de Scenedesmus acuminatus puede ser
explicado por la edad del cultivo, el aporte quimico de nitrégeno y la irradiancia utilizada, principalmente

(Darley, 1987; Arias-Pefiaranda et al., 2001; Pandey et al., 2010).

Las células de Scenedesmus acuminatus presentaron los valores mayores de peso orgdnico durante la fase
estacionaria, lo que correspondié a los mayores tamafios de las células (largo y ancho) en esta fase de
crecimiento. El aumento en el largo y ancho de las células de Scenedesmus acuminatus tiene relacion
directa con la magnitud de la irradiancia, ya que en altos valores de irradiancia (200 umol m2 s?) disminuyé
la tasa de crecimiento y aumentd la produccidon de compuestos de reserva, lo cual dio como resultado un

incremento en los valores de peso seco organico.
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Los mayores valores en el tamafio celular de los cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos con

nitrato indican que, a pesar de encontrar mayor cantidad de biomasa expresada como peso seco organico
en los cultivos con amonio, las células resultaron con menor tamafio respecto a las evaluadas en los
cultivos con nitrato como aporte de nitrégeno. Se ha descrito que un mayor tamano celular en las
microalgas resulta en un incremento en el peso seco organico y que, en dependencia de la fase de
crecimiento, puede haber acumulacion de compuestos como proteinas, lipidos y/o carbohidratos (Darley,

1987; Pandey et al., 2010).

El contenido de cenizas en esta investigacidn fue significativamente mayor durante la fase estacionaria de
los cultivos para nitratos como aporte quimico de nitrégeno. Este aumento en el contenido de cenizas se
debe principalmente al aumento en la biomasa y a una posible acumulacion de sales en la célula, ya que
se ha reportado que las células tienden a acumular las sales del medio (Zhu y Lee, 1997) y esto aumentaria

durante la fase estacionaria debido al mayor tiempo de exposicién de la célula a las sales del medio.

4.3 Composicion proximal

El contenido de proteinas de Scenedesmus acuminatus evaluado en esta investigacion difiere con lo
reportado por Renaud et al. (1991), quienes midieron porcentajes de proteina de 39% en Isochrysis sp. a
107 umol m? s y contenidos de proteina de 45.5% para Nannochloropsis oculata a irradiancias de 243
umol m2 s, En investigaciones con clorofitas como Tetraselmis suecica se indican valores de proteinas de
14% a 60 umol m s durante la fase estacionaria (Fernandez-Reiriz et al., 1989), lo que difiere con los
resultados obtenidos para Scenedesmus acuminatus en esta investigacion en el contenido de proteinas

(17%) a 50 pmol m2 s durante la fase estacionaria de crecimiento.

La mayor produccién de proteinas durante la fase estacionaria en Scenedesmus acuminatus al utilizar
amonio en el medio de cultivo, puede deberse a un cambio en el metabolismo celular, de manera que
posiblemente existid un retraso en la produccién de moléculas formadoras de proteinas. Este retraso en
la produccién de proteinas puede ser ocasionado por una retardada activacion de los genes encargados
de la asimilacién del nitrégeno del medio, los cuales pueden ser activados o suprimidos por factores
ambientales como pH, concentraciones de nitrégeno en el medio y estrés por irradiancia. La funcidn de
estos genes es inducir el transporte del nitrégeno al interior de la célula y por medio de enzimas como la

glutamina sintetasa (GS) y la enzima glutamina oxoglutarato amino transferasa (GOGAT), se encargan de
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la asimilacidn del nitrégeno para la formacién de moléculas implicadas en la produccion de proteinas. A

este proceso de asimilacion del nitrégeno se le conoce como el ciclo GS/GOGAT (Krauss y Thomas, 1954;

Thomas y Krauss, 1955; Mufioz-Blanco y Cérdenas, 1989; Florencio, 1999; Fernandez y Galvan, 2007).

Los cultivos suministrados con amonio como aporte de nitrégeno durante la fase estacionaria presentaron
posiblemente una mejor eficiencia en el ciclo GS/GOGAT, esta eficiencia puede ser debida al menor
requerimiento energético que requiere la célula para convertir el amonio en aminodcidos, los cuales
pasaran a formar parte de las proteinas formando asi los componentes estructurales de la célula. A nivel
metabdlico, en otras clorofitas como Chlamydomonas, se ha reportado la activacién de genes implicados
en la asimilacién del nitrégeno en forma de nitratos y amonio, siendo la asimilacidn del nitrato el proceso
que requiere de mas transportadores y enzimas para su asimilacion (Syrett, 1981; Brown et al., 1996;
Fernandez y Galvan, 2007; Suarez et al., 2013; Chiranjeevi y Mohan, 2016). Esta tendencia en el aumento
de las proteinas durante la fase estacionaria de los cultivos se ha observado en cultivos de Chaetoceros
calcitrans (Fernandez-Reiriz et al., 1989) y Tetraselmis suecica, Aphanocapsa marina, Heterococcus sp. y

Navicula sp. (Jiménez-Valera y Sdnchez-Saavedra, 2016).

La menor produccidn de proteinas en Scenedesmus acuminatus para el mayor valor de irradiancia (200
umol m2st) puede estar relacionada con el menor crecimiento evaluado en esta condicidn experimental,
debido a que las células no pudieron realizar sintesis de nuevos componentes estructurales debido a una
condicidn de estrés por lairradiancia. En otros estudios se ha descrito que, debido al efecto de altos niveles
de irradiancia, el metabolismo de las células microalgales se desvia para producir componentes de reserva
de energia (Harrison et al., 1990; Brown et al., 1996; Yeesang y Cheirsilp, 2011; Chiranjeevi y Mohan 2016).
Esta tendencia antes descrita corresponde a lo evaluado respecto a la composicion proximal en

Scenedesmus acuminatus en los cultivos suministrados con nitrato como aporte de nitrégeno.

Los resultados obtenidos en el contenido de lipidos con la mayor irradiancia (200 pmol m2s) son similares
a lo descrito por Wang et al. (2013) en Scenedesmus dimorphus, quienes describen un incremento en el
contenido de lipidos (12 al 45%) conforme aumentd la irradiancia (50 a 1200 umol m2 s). Esta mayor
produccién de lipidos en la mayor irradiancia es debida al estrés producido por el alto nivel de la
irradiancia, a la sintesis de productos de reserva en las células y la disminucion de la tasa de crecimiento.
Sin embargo, en cultivos de Scenedemus obliquus durante fase estacionaria se produjeron bajos valores
de lipidos (12%) a irradiancias de 75 umol m s (Mandal y Mallick, 2009), esto posiblemente es debido a

las caracteristicas de esta especie para la sintesis de productos de reserva.
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Los cambios en la concentracién de lipidos y carbohidratos estan asociados principalmente a un cambio

en el metabolismo de la célula al medio en el que se encuentra. En otras investigaciones (Shifrin y
Chisholm, 1981; Miller et al., 2010; Us-Vazquez, 2011; Griffiths et al., 2012; Chandra et al., 2017; Zhang et
al., 2018), se ha descrito que Scenedesmus acuminatus tiene la capacidad de producir lipidos vy
carbohidratos como respuesta a una fotoaclimatacidn inducida por altas irradiancias, por lo que produce
compuestos de reserva de energia. Lo anterior puede dar un indicio sobre la ruta metabdlica que las células
tomaron en respuesta a una elevada irradiancia (200 umol m2 s1), independientemente del aporte de

nitrégeno utilizado.

4.4 Pigmentos

Los maximos picos de absorcion in vivo para los cultivos de Scenedesmus acuminatus se observaron en las
regiones azul y rojo del espectro de luz visible, en longitudes de onda préximas a los 430y 663 nm en todos
los tratamientos. Se ha descrito que la clorofila a tiene valores maximos de absorcion a los 438 y 675,
mientras que la clorofila b presenta maximos de absorcién a los 470 y 652 nm (Bidigare et al., 1989), por
lo que es probable que estos dos pigmentos sean los responsables de los maximos de absorcion espectral
para la especie aqui estudiada. El contenido de pigmentos de Scenedesmus acuminatus en esta
investigacion se modifico por efecto de la fase de crecimiento, el tipo de aporte de nitrégeno y el nivel de
la irradiancia utilizada. La clorofila a presentd los mayores valores durante la fase estacionaria. Esta
respuesta es debida a que, durante la fase estacionaria, hay una mayor densidad de células y éstas causan
un efecto pantalla o de auto sombreado y se produce una disminucién de la cantidad de luz disponible
para las células. Por lo anterior, las células requieren incrementar la sintesis de clorofila para aumentar la
captacién de la luz. Esta adaptacion en la sintesis de clorofila a respecto a la fase de crecimiento y la
densidad de células, ha sido previamente descrita para diversos grupos de microalgas por otros autores

(Dubinsky y Stambler, 2009).

El aumento significativo en el contenido de la clorofila a en los cultivos suministrados con amonio como
aporte de nitrogeno puede ser debido a la mayor asimilacion del nitrégeno del medio. Esto concuerda con
lo evaluado para Scenedesmus acuminatus respecto a la mayor produccion de proteinas en los cultivos
suministrados con amonio como aporte de nitrégeno en la fase estacionaria, ya que la molécula de
clorofila contiene proteinas que forman parte de su estructura en los complejos de captacién de luz

(William y Laurens, 2010).
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Para los cultivos suministrados con nitrato, la mayor produccién de clorofila a se presenté en los cultivos

a 200 umol m?2 s, Sin embargo, en éstos se encontrd el menor porcentaje de proteinas, posiblemente el
nitrato en Scenedesmus acuminatus fomenté el aumento en el tamafio de las unidades cosechadoras de
luz y no requirid la sintesis de clorofila a. Esta tendencia, previamente descrita para Scenedesmus
acuminatus, ha sido mencionada por otros autores para otras especies de microalgas en donde se modifica
el tamafio de las unidades antena, el tamafo de las células y se produce un incremento en el peso organico

de las células (Chavez-Medrano, 2008; Gonzalez-Moreno et al., 2008).

Los resultados obtenidos acerca del contenido de pigmentos para Scenedesmus acuminatus en cultivos
suministrados con nitrato como aporte de nitrégeno y durante la fase estacionaria, son similares a lo
reportado en Chlorella sp. y Monoraphidium sp. en donde se mantuvieron los cultivos a diferentes
irradiancias (40, 80 y 100 pmol m? s por dos dias y después 40, 200 y 400 umol m2 s?), observando un
decremento en el contenido de la clorofila a bajas irradiancias (40 pmol m?2 s?) (He et al.,2015). Las células
de microalgas en fase exponencial de crecimiento y con bajos niveles de irradiancia, no requieren alta
concentracién de clorofila a, ya que la densidad de células en la fase exponencial es baja y no se produce

auto sombreado de las células (Dubinsky y Stambler, 2009).

En cuanto al efecto combinado de la irradiancia y el aporte de nitrégeno respecto a la produccion de
clorofila b en los cultivos de Scenedesmus acuminatus, se observé una mayor concentracion en los cultivos
suministrados con nitrato como aporte de nitrégeno a bajos niveles de irradiancias, mientras que este
mismo efecto combinado produjo en los cultivos suministrados con nitrato, una mayor produccion de
clorofila b bajo la mayor irradiancia (200 umol m?2s?). La clorofila b, funciona como antena receptora de

la energia de los fotones que luego transfiere a la clorofila a (Dubinsky y Stambler, 2009).

En los cultivos de Scenedesmus acuminatus se encontrd que en la clorofila ¢ hubo un efecto combinado
del aporte quimico de nitrégeno y de la irradiancia y que favorecié la produccion de clorofila ¢ con los tres
niveles de irradiancia utilizados en los cultivos suministrados con nitrato como aporte de nitrégeno. Sin
embargo, el contenido de clorofila c en los cultivos con amonio permanecio similar en la fase exponencial.
La clorofila ¢, es un pigmento accesorio que capta energia y la transfiere a la clorofila a para la activacion
de los centros de reaccion (Dubinsky y Stambler, 2009). En este trabajo realizado con Scenedesmus
acuminatus, la sintesis de clorofila ¢ parece estar modulada por la fase de crecimiento de las células, en
donde es sintetizada para favorecer la captacién de luz y transmitirla a la clorofila a para la activacién de

los centros de reaccion.
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En esta investigacion se observd en los cultivos de Scenedesmus acuminatus que el nitrato a 100 y 200

umol m2 s favorece la produccidn de carotenoides en los cultivos suministrados con amonio. El aumento
en el contenido de carotenoides puede ser explicado como una forma de fotoproteccidon que utiliza la
microalga para maximizar la actividad celular como la fotosintesis y el mantenimiento de las funciones

basicas de las células (Figueroa et al., 1997; Guerrero et al., 1999; Miranda de la Maza, 2019).

4.5 Fotosintesis

En los ensayos realizados con Scenedesmus acuminatus se observé una correspondencia entre los valores
de la eficiencia fotosintética (a) con respecto a los valores mayores de irradiancia (200 pmol m2 s).
Posiblemente esto se debe a una respuesta de esta especie de microalga ante el estrés ocasionado por la
irradiancia. Se ha descrito que Intensidades de luz elevadas, temperaturas altas o bajo contenido de
nutrientes en el medio de cultivo, suelen ser factores inhibitorios para la tasa fotosintética (Darley et al.,

1987; South y Whittick, 2009).

En este estudio se observé un aumento en el indice de saturacion luminica (lk) durante la fase estacionaria
de crecimiento y con aporte quimico de amonio a 200 umol m=2 s, donde se obtuvieron valores de I de
1500 a 3500 umol m2s?, lo que puede ser interpretado como una respuesta altamente adaptativa de esta
especie a los altos valores de la irradiancia utilizada. Estos valores de Ik difieren con lo reportado en
Scenedesmus obliquus, donde se presentaron valores de I, de 7696 umol m2 s, estas diferencias pueden
ser debidas al distinto tipo de medio de cultivo utilizado (TAP), el nivel de irradiancia (100 umol m2 s?),
que se utilizé como factor estresante a la temperatura (20, 25 y 30°C) y el aporte de carbono (acido acético
y sacarosa) (Mdarquez-Reyes, 2016). Diversos autores recomiendan usar un indice de saturacidon luminica

en clorofitas en valores de 211 umol m™ s’ para evitar un estrés celular (Richardson et al., 1983).

El estrés producido por efecto de la irradiancia en los cultivos de Scenedesmus acuminatus puede
observarse también en la eficiencia cuantica (Fv/Fm), en donde los cultivos se mantuvieron en un rango
de valores de 0.250 a 0.525 durante la fase exponencial y en valores de 0.390 a 0.690 en la fase estacionaria
del crecimiento, como respuesta a un estrés por la menor irradiancia utilizada (50 pmol m2s%). Los valores
antes mencionados son inferiores a los valores asociados a células no estresadas que se sitian en un
intervalo de valores de entre 0.650 a 0.850 (Maxwell y Johnson, 2000; Parkhill et al., 2001; Rodriguez et

al., 2017). Los cultivos de Scenedesmus acuminatus en fase exponencial presentan menores valores de
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Fv/Fm, esto puede ser debido a que las células se encontraban en un proceso de adaptacion al medio de

cultivo y a los niveles de irradiancia utilizados en los ensayos. Los resultados evaluados para Scenedesmus
acuminatus en ésta investigacion son similares a los descritos para células de la clorofita Nannochloris
maculata, quienes mostraron valores de eficiencia cuantica de 0.1 a 0.3 al ser para expuestas a radiacién

solar (Figueroa et al., 1997).

La eficiencia cudntica guarda una estrecha relacion con la producciéon de compuestos como la clorofila, ya
que es un indicador del funcionamiento del fotosistema Il. Al encontrarse en valores de 0.4 a 0.5 es posible
que el fotosistema Il presente algun dafio debido a factores ambientales (Tan et al., 2016), lo que causa
una reduccidon en la captacién de luz por medio de los complejos de clorofila. En los cultivos de
Scenedesmus acuminatus se encontraron valores bajos para el contenido de clorofila a en los cultivos
suministrados con amonio y mantenidos a 200 umol m2 s, mismos que también presentaron los menores

valores de Fv/Fm durante fase estacionaria.

La tasa de transporte de electrones (ETRmax) puede proporcionar informacion del estado fisiologico del
aparato fotosintético, por lo que niveles bajos de ETRmax pueden indicar que las células de las microalgas
se encuentran bajo niveles estresantes y que pueden limitar la tasa de fotosintética (Masojidek et al.,
2001; Zermefio-Gonzalez et al., 2015). Se ha descrito para diversas especies de microalgas una reduccion
en la eficiencia fotosintética conforme aumenta el nivel de la irradiancia y un posible dafio en el PSlI
(Werneretal., 2001; He et al., 2015). Los resultados de ETRmax 0btenidos en este estudio con Scenedesmus
acuminatus son menores a los reportados por Wu et al. (2008) quienes obtuvieron valores de ETRmax de
38 a 40 pumol electréon m? s para cultivos de Scenedesmus quadricauda sometidos a oscuridad. Estas
diferencias en los valores de ETRmax obtenidos Scenedesmus acuminatus respecto a lo evaluado por los
autores antes mencionados, pueden indicar una distinta capacidad del aparato fotosintético entre

especies, aun a pesar del mismo género taxondmico y por las distintas condiciones de cultivo utilizadas.

4.6 Acidos grasos

Diversos organismos marinos no tienen la capacidad de sintetizar acidos grasos poliinsaturados en la
cantidad suficiente para satisfacer sus necesidades fisioldgicas, por lo que tienen que ser adquiridos por
medio de la dieta (Thompson et al., 1993). Los perfiles de los acidos grasos de Scenedesmus acuminatus

bajo las condiciones experimentales de esta investigacion mostraron porcentajes de acidos grasos
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saturados (SFA) del 31 al 45%, acidos grasos monoinsaturados (MUFA) del 30 al 43% y acidos grasos

poliinsaturados (PUFA) del 10 al 33%.

Los porcentajes de los acidos grasos C16:0 y C18:0 obtenidos en esta investigacién difieren con lo
reportado por da Silva et al. (2009) para Scenedesmus obliquus, donde se obtuvieron menores porcentajes
de C16:0 (21%) y de C18:0 (0.4%) y mayores porcentajes en C16:1 (6%) respecto a lo encontrado en este
estudio. Asimismo, los autores determinaron la presencia de los acidos grasos C16:2, C16:3, C16:4, y C18:4,

los cuales no fueron identificados en esta investigacion.

Investigaciones realizadas con cultivos de Chlorella cepa MFD-1 y Nannochloropsis cepa MFD-2 muestran
menores porcentajes de acidos grasos monoinsaturados a los obtenidos en este trabajo, como el C18:1n9,
en donde se determind un 3.70% para Chlorella y el cudl no logro determinarse en los cultivos con
Nannochloropsis. Para los acidos grasos poliinsaturados, como el C18:3n3, en este trabajo se encontraron
porcentajes similares a los descritos para Chlorella (21.60%), mientras que para Nannochloropsis se
encontraron porcentajes de 1.35%, valores menores a los encontrados en esta investigacion. Sin embargo,
los porcentajes de acidos grasos saturados son similares a los obtenidos en esta investigacién, reportando
en Chlorella porcentajes menores al 1% para el C14:0y para el C16:0 porcentajes de 23.25% para Chlorella

y 26.70% para Nannochloropsis (James et al., 1989).

Las variaciones en el contenido de acidos grasos para Scenedesmus acuminatus encontrada en esta
investigacion respecto a lo descrito por James et al. (1989) pueden ser atribuidas a la especie utilizada, a
las diferentes temperaturas a las que se realizaron los experimentos (15 a 35°C) y a las distintas irradiancias
en las que se mantuvieron los cultivos (140 y 150 umol m2s?) en las investigaciones anteriores, ya que se
ha observado que las variaciones en estos factores modifican el contenido de acidos grasos (Breuer et al.,

2013).

El proceso de fotosintesis se encuentra estrechamente ligado al contenido de acidos grasos presentes en
Scenedemus acuminatus. Al existir un mayor contenido de clorofilas captadoras de luz como lo observado
en esta investigacion, el proceso que lleva a la formacidn de acidos grasos puede verse favorecido en
menores irradiancias (50 umol m2 s). A mayores irradiancias (200 umol m2 s?), las células pueden estar
sometidas a condiciones estresantes, lo cual derivaria en posibles dafios en el fotosistema Il. De acuerdo
a lo descrito por Gonzalez et al. (2019) conforme hay un incremento en la irradiancia, el contenido de

acidos grasos saturados y monoinsaturados disminuye, lo cual incrementa la proporcién de acidos grasos
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poliinsaturados, respuesta que permite a las células incrementar la fluidez de membranas y la captaciéon

de luz en las células fitoplanctdnicas en condiciones de elevada irradiancia (He et al., 2015).

En un estudio realizado por Darki et al. (2017) con Scenedesmus obliquus se encontraron mayores valores
de C16:0, C16:1, C18:2n6¢c, C18:3n6 y C18:3n3 respecto a los valores obtenidos con Scenedesmus
acuminatus en esta investigacidn. Estas diferencias en el contenido de 4cidos grasos entre ambas especies
de microalgas pueden ser debido al tipo de especie utilizada (Custédio et al., 2014; Zhang et al., 2018),
método de extraccion de los acidos grasos (Wiltshire et al., 2000) y a diferencias en las condiciones de
cultivo como luz, el tiempo de cultivo y temperatura. Otros factores como el pH (Breuer et al., 2013),
salinidad (Salama et al., 2013) y CO; (Tang et al., 2011) también pueden modificar el contenido de acidos
grasos y, cuando en el medio de cultivo existe un ambiente desfavorable por el contenido de nutrientes o
un estrés por la irradiancia, las células tienen la capacidad de cambiar las rutas metabdlicas para la sintesis

de compuestos primarios como proteinas, lipidos o carbohidratos (Liu et al., 2012).

En esta investigacidon se observaron cambios principalmente en la sintesis de lipidos neutros como el
C16:0, con porcentajes del 23.81 al 34.67% y donde la mayor produccion se obtuvo en los cultivos a 50
umol m2 s para cada aporte de nitrégeno. Ademas, se observd una relacion directa entre el dcido graso
C16:0 y el contenido de C18:1n9, donde los cultivos con mayores porcentajes de C16:0 presentaron de
igual forma los mayores contenidos de C18:1n9. Esto se puede atribuir al proceso de desaturacion y
elongacion que sufre el acido palmitico (C16:0) para formar acidos grasos de cadena larga como el C18:1n9
(Boyer, 2000; Nelson y Cox, 2005). La produccion de acidos grasos como el C16:0 y el C18:1n9 son los
principales productos utilizados para el almacenamiento de energia en la célula (Thompson et al., 1990;
Breuer et al., 2013; Leal-Medina et al., 2017), estrategia que las células de Scenedesmus acuminatus

pudieron emplear al encontrarse en la fase de crecimiento estacionaria.

La mayor produccién de C16:0 a la menor y mayor irradiancia utilizada (50 y 200 umol m? s?) fue
consistente con distintas especies de Scenedesmus como Scenedesmus bijugatus (Arumugam et al., 2013),
Scenedesmus sp. (Samkhaniyani et al., 2017) o en otras clorofitas como Neochloris oleoabundans (Li et al.,

2008).

En investigaciones con Scenedesmus rubescens se observd un mayor porcentaje de acidos grasos
saturados (64%) en medios con urea como aporte quimico de nitrégeno, en comparacién con medio
suministrado con nitrato (62%) (Lin y Lin, 2011). Este cambio puede deberse a una mayor asimilacién del

nitrégeno en el medio.
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El perfil de acidos grasos de Scendesmus acuminatus en esta investigacion muestra a los acidos grasos

saturados y monoinsaturados como los principales grupos de acidos grasos que componen a Scenedesmus
acuminatus, con porcentajes totales de SFA del 31 al 45% y de MUFA del 30 al 43%. Estudios en otras
especies de clorofitas como Parietochloris incisa indican un incremento en los acidos grasos totales
conforme aumenta la irradiancia, obteniendo un contenido de acidos grasos del 16% al 34% del peso seco
total al ser cultivadas en irradiancias de 35 a 400 pumol m?2 s, respectivamente. Esta tendencia difiere con
la observada en esta investigacién, donde los mayores valores del total de acidos grasos se presentaron
de forma general en los tratamientos con las menores irradiancias (50 y 100 umol m s) (Solovchenko et

al., 2008).

Los cultivos suministrados con nitrato como aporte quimico de nitrégeno muestran un decremento en el
contenido total de acidos grasos saturados y monoinsaturados conforme aumenta la irradiancia, mientras
que el grupo de los poliinsaturados presenté un mayor contenido (27%) a 100 pmol m?2s™. Para los cultivos
suministrados con amonio como aporte de nitrégeno se observaron mayores porcentajes de acidos grasos
saturados a 50 umol m? s, El grupo de los monoinsaturados presentaron un mayor contenido (42%) a
100 umol m™? s™t. Mientras que el grupo de los poliinsaturados presentd mayores porcentajes a 50 (32%) y
200 pmol m2 s (33%). El aumento en el contenido de 4cidos grasos poliinsaturados a baja irradiancia
puede deberse a una correcta captacién de energia por parte del fotosistema I, del cual por medio del
proceso de fotosintesis surgiran los productos necesarios para la formacion de acidos grasos, mientras que
para los cultivos a alta irradiancia el aumento en el contenido de acidos grasos puede deberse a una forma

de fotoproteccion de la célula para evitar un dafio en el fotosistema Il.

4.7 Recapitulacion

Esta investigacion con Scenedesmus acuminatus muestra que el efecto conjugado de la irradiancia y el
aporte de nitrégeno puede promover la produccion de 4cidos grasos de grupos especificos, como los SFA,
en especial el 4cido graso C16:0 y los MUFA como el C18:1n9. Respecto al grupo de los PUFA’s, el C18:3n3
presento los mayores contenidos. Este acido graso es utilizado en la dieta de salmdnidos para satisfacer
los requerimientos del organismo de acidos grasos como C16:0 y C18:0, ademas de ser el acido graso
precursor para la sintesis del acido graso C22:6n3 (DHA), uno de los mas importantes en la nutricién de
especies marinas en etapas larvales y postlarvales de organismos en cultivo (Kanzawa, 2000; Bell et al.,

2001).
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Ademas de promover la produccion de ciertos acidos grasos, el efecto del aporte de nitrégeno/irradiancia

puede llegar a favorecer la desaturacidn de acidos grasos como el C16:0 para la formacion de acidos grasos
mono y poliinsaturados, tales como el C20:1n9 a 100 pmol m2 sty el C18:2n6t a 50 pmol m2 st los cuales
se identificaron Unicamente en los cultivos suministrados con nitrato como aporte quimico de nitrégeno.
Esta respuesta puede estar relacionada con una mayor actividad de las elongasas y las desaturasas las
cuales son las responsables de la sintesis de los acidos grasos C18:2n6T y el C20:1n9 a partir del C16:0

(Solovchenko et al., 2008; Mihlroth et al., 2013).

Al modificar factores como el aporte de nitréogeno vy la irradiancia se producen cambios en el contenido de
acidos grasos de Scendesmus acuminatus, es por ello que los parametros de cultivo dependeran del fin
gue se le quiere dar a la biomasa producida ya sea para la nutricién acuicola de especies larvales o como
sustituto parcial en harinas de pescado, la cual por el contenido de acidos grasos presentes en la biomasa

algal, facilita la absorcion de nutrientes solubles en grasa a los organismos acuicolas (Lee et al., 2003).

Teniendo en cuenta los factores irradiancia y aporte quimico de nitrégeno, Scenedesmus acuminatus se
presenta como una especie con potencial uso en la industria acuicola, ademas de que puede producir un
alto contenido de acidos grasos saturados (34-45%), acidos grasos monoinsaturados (38-43%) y acidos
grasos poliinsaturados (10-27%) empleando nitrato como aporte quimico de nitrégeno y bajas irradiancias

(50 y 100 pmol m2s?) minimizando los requerimientos de energia eléctrica para los cultivos.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Eltipo de aporte quimico de nitrégeno, la irradiancia y la edad del cultivo modifican el crecimiento y
la composicién proximal de Scenedesmus acuminatus.

e El uso de amonio como forma quimica de nitrégeno en el medio produce un incremento en la tasa de
crecimiento de Scenedesmus acuminatus.

e Los cultivos de Scenedesmus acuminatus con nitrato y amonio como aporte quimico de nitréogeno
presentan inhibicidn de la fotosintesis a 200 pmol m s, reduciendo la tasa de crecimiento de los
cultivos.

e La produccidn de biomasa evaluada como peso seco organico en Scenedesmus acuminatus fue mayor
cuando se suministrd nitrato como aporte quimico de nitrégeno en el medio.

e Existe una relacidon directa entre el incremento del peso seco organico y los niveles de irradiancia en
Scenedesmus acuminatus.

e El uso de amonio en el medio de cultivo y nivel de irradiancia de 50 pmol m? s? favorecen la
produccién de proteinas en Scenedesmus acumiantus.

e El uso de amonio como aporte de nitrégeno en el medio de cultivo induce la produccién de lipidos en
Scenedesmus acuminatus.

e Durante la fase exponencial de crecimiento y con baja nivel de irradiancia (50 pmol m? s?) se
incrementd la produccidn de lipidos en Scenedesmus acuminatus, mientras que durante la fase
estacionaria se incrementé el contenido de lipidos con altos niveles de irradiancia (200 umol m2s?).

e El contenido de carbohidratos en Scenedesmus acuminatus aumentd en altos niveles de irradiancia
(200 umol m2s?),

e El contenido de clorofila a en Scenedesmus acuminatus se ve modificado por efecto del tiempo de
cultivo favoreciendo su acumulacion durante la fase estacionaria de crecimiento.

e La respuesta fotosintética de Scenedesmus acuminatus se modificd por el tipo de aporte quimico de
nitrégeno y por los niveles de irradiancia. Los valores mayores de tasa mdaxima de transporte de
electrones (ETRmax) corresponden a los obtenidos en cultivos con amonio como aporte de nitrégeno
y con la mayor irradiancia (200 umol m2s?),

e El uso de amonio como medio de cultivo para Scenedesmus acuminatus favorece la produccién de
acidos grasos saturados (SFA) y acidos grasos monoinsaturados (MUFA) con los tres niveles de
irradiancia utilizados en los ensayos (50, 100y 200 umol m2s?).
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Capitulo 6. Recomendaciones

e Evaluar el perfil de aminoacidos de Scendesmus acuminatus al ser mantenido en cultivo bajo las tres
irradiancias y los dos aportes quimicos de nitrégeno utilizados en esta investigacion.

e Sustituir el aporte quimico de nitrato en el medio de cultivo por aportes de nitrégeno organicos o bien
por fertilizantes y evaluar la composicién quimica de Scenedesmus acuminatus.

e Utilizar mayores gradientes de irradiancia como factor estresante para inducir una posible
acumulacién de acidos grasos poliinsaturados en Scenedesmus acuminatus.

e Realizar bioensayos en organismos acuicolas al utilizar la biomasa de Scenedesmus acuminatus como
sustituto parcial en piensos acuicolas.
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Figura 10. Relaciones evolutivas hipotéticas entre grupos de microalgas y derivaciones de varios linajes de
dinoflagelados basados en posibles eventos de endosimbiosis de plastidos (Modificado de Morden y Sherwood,

2002).
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Anexo 2

Efecto del aporte quimico de nitrégeno y de la irradiancia

Tabla 2. Resumen del analisis de covarianza (ANCOVA) de la densidad de células de cultivos de Scenedesmus
acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m s, con diferente aporte
quimico de nitrégeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para el tiempo de cultivo (covariable),
aporte quimico de nitrégeno e irradiancia, con los niveles de interaccion (P<0.05).

F P

Covariable 592.30 0.0001
Irradiancia 13.66 0.0006
Nitrogeno 0.11 0.7448

Irradiancia*Nitrégeno 1.00 0.3702
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Anexo 3

Efecto del aporte quimico de nitrogeno y de la irradiancia... continuacion

Tabla 3. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de la tasa de crecimiento de cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 umol m s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para el aporte quimico de nitrogeno e irradiancia,
con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P
Nitrogeno 4.23 0.0619
Irradiancia 35.73 0.0009

Nitrégeno*Irradiancia 1.89 0.1930
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Anexo 4

Efecto del aporte quimico de nitrogeno y de la irradiancia... continuacion

Tabla 4. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) del tiempo de generacion de cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m™ s%, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para el aporte quimico de nitrogeno e irradiancia,
con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P
Nitrogeno 5.21 0.0413
Irradiancia 39.46 0.0005

Nitrégeno*Irradiancia  2.37 0.1348




Anexo 5

Efecto del aporte quimico de nitrogeno y de la irradiancia... continuacion

Tabla 5. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) del largo de células en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m s}, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de

nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 13.76  0.0010
Nitrogeno 6.89 0.0147
Irradiancia 0.66 0.5239
Fase*Nitrogeno 0.93 0.3428
Fase*Irradiancia 0.37 0.6894
Nitrégeno*Irradiancia 0.16  0.8487
Fase*Nitrogeno*Irradiancia 0.21 0.8047




Anexo 6

Efecto del aporte quimico de nitrogeno y de la irradiancia... continuacion

Tabla 6. Resumen del anélisis de varianza (ANOVA) del ancho de células en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m™ s}, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de

nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P
Fase 138.95 0.0001
Nitrogeno 0.02 0.8712
Irradiancia 21.94 0.0004
Fase*Nitrogeno 1.64 0.2124
Fase*Irradiancia 11.64 0.0002
Nitrégeno*Irradiancia 495 0.0157
Fase*Nitrogeno*Irradiancia 0.38 0.6853
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Anexo 7

Peso seco total

Tabla 7. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) del peso seco total en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m™ s%, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de
nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P
Fase 532.47 0.0001
Nitrégeno 209.55 0.0001
Irradiancia 15.13  0.0005
Fase*Nitrogeno 23.31 0.0006
Fase*Irradiancia 3.13  0.0617
Nitrégeno*Irradiancia 10.19 0.0006

Fase*Nitrogeno*Irradiancia 6.08 0.0072




Anexo 8

Peso organico

Tabla 8. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) del peso organico en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 umol m2 s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de

nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 1182.27 0.0001
Nitrogeno 130.62 0.0001
Irradiancia 40.87 0.0001
Fase*Nitrogeno 0.73 0.3997
Fase*Irradiancia 1.20 0.3172
Nitrégeno*Irradiancia 8.08 0.0020
Fase*Nitrégeno*Irradiancia 4.59 0.0205




Anexo 9

Peso de cenizas

Tabla 9. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) de cenizas en cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos
en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m2 s, con diferente aporte quimico de nitrégeno
(nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de nitrogeno e

irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 81.14  0.0001
Nitrogeno 144.33 0.0001
Irradiancia 1.34 0.2790
Fase*Nitrogeno 34.35 0.0005
Fase*Irradiancia 3.37 0.0512
Nitrégeno*Irradiancia 6.73 0.0047
Fase*Nitrégeno*Irradiancia 3.78 0.0372




Anexo 10

Composicion proximal

Tabla 10. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de proteinas en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pumol m s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de

nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 13.38 0.0012
Nitrogeno 14.79 0.0001
Irradiancia 20.19 0.0007
Fase*Nitrogeno 48.49 0.0001
Fase*Irradiancia 3.14 0.0614
Nitrégeno*Irradiancia 4.01 0.0314
Fase*Nitrogeno*Irradiancia  0.29 0.7475




Anexo 11

Composicion proximal... continuacion

Tabla 11. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de lipidos en cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos
en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m2 s, con diferente aporte quimico de nitrégeno
(nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de nitrogeno e

irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 1.25 0.2732
Nitrogeno 85.11 0.0001
Irradiancia 16.80 0.0002
Fase*Nitrogeno 17.96 0.0002
Fase*Irradiancia 26.81 0.0001
Nitrégeno*Irradiancia 4.10 0.0292
Fase*Nitrégeno*Irradiancia  0.65 0.5270




Anexo 12

Composicion proximal... continuacion

Tabla 12. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) de carbohidratos en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 umol m2 s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de
nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P
Fase 0.69 0.4145
Nitrégeno 0.85 0.3658
Irradiancia 99.44 0.0001
Fase*Nitrogeno 3.00 0.0960
Fase*Irradiancia 11.22 0.0003
Nitrégeno*Irradiancia 17.31 0.0002

Fase*Nitrégeno*Irradiancia  0.46 0.6351




Anexo 13

Pigmentos

Tabla 13. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) de clorofila a en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 umol m s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de

nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P
Fase 241.77 0.0001
Nitrégeno 147 0.2371
Irradiancia 3.40 0.0507
Fase*Nitrogeno 2.04 0.1657
Fase*Irradiancia 5.80 0.0087
Nitrégeno*Irradiancia 8.94 0.0012
Fase*Nitrégeno*Irradiancia 8.16 0.0019




Anexo 14

Pigmentos... continuacion

Tabla 14. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de clorofila b en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 umol m s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de

nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P
Fase 51.99 0.0001
Nitrogeno 24.74 0.0004
Irradiancia 2.63 0.0920
Fase*Nitrogeno 0.02 0.8794
Fase*Irradiancia 3.95 0.0327
Nitrégeno*Irradiancia 13.97 0.0009
Fase*Nitrégeno*Irradiancia  6.65 0.0050




Anexo 15

Pigmentos... continuacion

Tabla 15. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de clorofila ¢ en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pumol m s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de

nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 435 0.0477
Nitrogeno 82.29 0.0001
Irradiancia 96.49 0.0001
Fase*Nitrogeno 51.16 0.0001
Fase*Irradiancia 0.80 0.4599
Nitrégeno*Irradiancia 96.17 0.0001
Fase*Nitrégeno*Irradiancia 3.91 0.0337




77

Anexo 16

Pigmentos... continuacion

Tabla 16. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) de carotenos en cultivos de Scenedesmus acuminatus
mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pumol m s, con diferente aporte quimico de
nitrogeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte quimico de
nitrogeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 138.18 0.0001
Nitrégeno 0.49 0.4876
Irradiancia 18.25 0.0001
Fase*Nitrégeno 21.70 0.0009
Fase*Irradiancia 13.28 0.0001
Nitrégeno*Irradiancia 2.52 0.1008

Fase*Nitrégeno*Irradiancia  11.36 0.0003




Anexo 17

Fotosintesis

Tabla 17. Resumen del andlisis de varianza (ANOVA) de la eficiencia fotosintética (a) en cultivos de Scenedesmus
acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m2 s, con diferente aporte
quimico de nitrégeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte

quimico de nitrégeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 0.02 0.9648
Nitrégeno 8.90 0.0064
Irradiancia 35.22 0.0001
Fase*Nitrogeno 1.90 0.1800
Fase*Irradiancia 1.33 0.2819
Nitrégeno*Irradiancia 7.14 0.0036
Fase*Nitrégeno*Irradiancia  6.70 0.0048




Anexo 18
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Fotosintesis... continuacion

Tabla 18. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) del indice de saturacion (lk) en cultivos de Scenedesmus

acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 umol m? s, con diferente aporte

quimico de nitrégeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte

quimico de nitrégeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 0.06 0.7964
Nitrogeno 7.50 0.0114
Irradiancia 6.18 0.0068
Fase*Nitrogeno 6.12 0.0208
Fase*Irradiancia 2.11 0.1422
Nitrégeno*Irradiancia 2.62 0.0929
Fase*Nitrogeno*Irradiancia 0.82 0.4494




Anexo 19

Fotosintesis... continuacion

Tabla 19. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de la eficiencia cudntica (Fv/Fm) en cultivos de Scenedesmus
acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m2 s, con diferente aporte
quimico de nitrégeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de crecimiento, el aporte

quimico de nitrégeno e irradiancia, con los niveles de interaccién (P<0.05).

F P

Fase 8.11 0.0088
Nitrogeno 2.14 0.1563
Irradiancia 0.86 0.4325
Fase*Nitrogeno 0.27 0.6038
Fase*Irradiancia 2.49 0.1032
Nitrégeno*Irradiancia 5.82 0.0086
Fase*Nitrogeno*Irradiancia 0.02 0.9739
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Anexo 20

Fotosintesis... continuacion

Tabla 20. Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de la tasa maxima de transporte de electrones (ETRmax) en
cultivos de Scenedesmus acuminatus mantenidos en sistemas por lotes a una irradiancia de 50, 100 y 200 pmol m™
s1, con diferente aporte quimico de nitrégeno (nitrato y amonio). Donde se muestra el valor de F y P para la fase de
crecimiento, el aporte quimico de nitrégeno e irradiancia, con los niveles de interaccidn (P<0.05).

F P

Fase 0.86 0.3619
Nitrogeno 17.66 0.0001
Irradiancia 22.61 0.0001
Fase*Nitrogeno 4.52 0.0437
Fase*Irradiancia 2.39 0.1126
Nitrégeno*Irradiancia 6.15 0.0069

Fase*Nitrogeno*Irradiancia  4.63 0.0198




