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Resumen de la tesis que presenta Yaneth Alejandra Arenas Encinas como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Composicidn bioquimica de las diatomeas Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogii
en cultivo estatico y semicontinuo

Resumen aprobado por:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Directora de tesis

Las microalgas se caracterizan por tener una alta tasa de divisién, ademas de una adecuada
composicion bioquimica (proteinas, lipidos y carbohidratos) por lo que son utilizadas como alimento
vivo para moluscos bivalvos, en la etapa larval de crustdceos y algunos peces y para enriquecer
zooplancton. En este trabajo se realizé un cultivo semicontinuo (15L) de las microalgas Phaeodactylum
tricornutum y Thalassiosira weissflogii, con el objetivo de evaluar el efecto de las tasas de dilucién del
20, 30 y 40% sobre la produccién de biomasa (densidad celular) y la composicion bioquimica
(proteinas, lipidos, carbohidratos y clorofila a) de estas microalgas. En P. tricornutum y T. weissflogii,
las mayores densidades celulares se obtuvieron en los tratamientos del 20 y 30%. No se encontraron
diferencias en la concentracidon de proteinas y clorofila a, en las tres tasas de dilucién del sistema
semicontinuo de P. tricornutum. Mientras que, para T. weissflogii, el mayor contenido de lipidos y
carbohidratos se obtuvo en la tasa de dilucion del 20%. En conclusion, la tasa de dilucion del 20% es la
mas viable econdmicamente ya que mostré resultados similares a la tasa de dilucién del 30 y
superiores a la del 40% para la produccion de biomasa en ambas especies de microalgas.

Palabras clave: Microalgas, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira weissflogii, composicion
bioquimica, sistema semicontinuo.



Abstract of the thesis presented by Yaneth Alejandra Arenas Encinas as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Aquaculture

Biochemical composition of diatoms Phaeodactylum tricornutum and Thalassiosira weissflogii in
batch and semi-continuous culture

Abstract approved by:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Thesis Director

The microalgae are characterized by a high division rate, further a good biochemical composition
(protein, lipids, and carbohydrates). Therefore, they are used as feed for the larval stage of bivalve
mollusks, crustaceans, and some fish. Also, microalgae are used to enrich zooplankton. In this
investigation, a semicontinuous culture (15L) of the microalgae P. tricornutum and T. weissflogii was
carried out to evaluate the effect of 20, 30 and 40% dilution rates on biomass production (cell density)
and biochemical composition (proteins, lipids, carbohydrates, and chlorophyll a). For P. tricornutum
and T. weissflogii, the highest cell densities were obtained in the 20 and 30% (p>0.05). There were no
significant differences in proteins, and chlorophyll a (p>0.01) in the three dilution rates of the
semicontinuous system of P. tricornutum. While, for T. weissflogii, the highest lipid and carbohydrate
content was obtained in the 20 % (p<0.05) dilution rate. In conclusion, the 20% dilution rates is the
most economically since it showed results similar to the dilution rate of 30% and higher than that of
40% for biomass production in both microalga species.

Keywords: Microalgae, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira weissflogii, proximal
composition, semi-continuous culture.
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Capitulo 1. Introduccidn

Las microalgas son organismos autdtrofos que se encuentran comunmente en ambientes acuaticos, pero,
también podemos encontrar algunas especies habitando en regiones desérticas y ambientes polares (en
la nieve) (Graham y Wilcox, 2000); son muy diversas en su composicion bioquimica y, debido a esta
caracteristica y a su rdpida tasa de crecimiento, facil digestidn y alto valor nutricional, son utilizadas en la
acuicultura como fuente de alimento vivo en todos los estadios del ciclo de vida de los moluscos bivalvos,
en la etapa postlarval y juvenil de abulones y crustaceos, en etapas tempranas de algunas especies de
peces y para enriquecer zooplancton como Artemia, copépodos y rotiferos (los cuales son una fuente de
alimento para larvas de peces y crustaceos marinos) (Brown et al., 1989; Borowitzka, 1997; Graham y

Wilcox, 2000; Barsanti y Gualtieri, 2014).

Segun la FAO, en el 2020 se cultivaron alrededor de 35 millones de toneladas de algas (incluyendo a las
microalgas), siendo China el principal productor. Sin embargo, es dificil conocer el estado mundial actual
de la produccién de microalgas por falta de datos publicados de los principales paises productores como
Australia, Estados Unidos, Francia, India, Israel, Italia, Japon, entre otros (FAO, 2020). Por otro lado, en las
ultimas décadas las microalgas han adquirido gran importancia por las biomoléculas que producen,
algunas de las cuales son utilizadas en la industria farmacéutica y cosmética, y actualmente se han
intensificado las investigaciones para la produccidon de biocombustibles como biodiesel, biohidrégeno y

bioetanol (Borowitzka, 1999; Muller-Feuga, 2013; Ahmad et al., 2022).

La composicidn bioquimica es un factor importante que influye en la calidad nutricional de las microalgas
y esta varia dependiendo de la especie y de las condiciones de cultivo, como el tamafio de indculo, la fase
de crecimiento, la cantidad y calidad de los nutrientes, la temperatura, la intensidad de luz, el fotoperiodo,
el pH y el sistema de cultivo (Becker, 1994). Dentro de los principales compuestos de interés estan las
proteinas, carbohidratos, lipidos y, pigmentos (especialmente carotenoides y clorofilas) (Abalde et al.,
1995; Rebolloso-Fuentes et al., 2001; Markou y Nerantzis, 2013). En general, en términos de peso seco y
en condiciones estandar de cultivo, las microalgas contienen alrededor del 20 al 57% de proteinas, 7 al
40% de lipidos y 4.1 al 32% de carbohidratos (Brown et al., 1989; Renaud et al., 1999; Becker, 2013; Brown
y Blackburn, 2013).

Una de las principales razones por la cual se utilizan a las microalgas como fuente de alimento en la

acuicultura es debido a su alto contenido proteico, el cual tiene una distribucién equilibrada de
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aminodcidos esenciales (Abalde et al., 1995). Los aminodcidos esenciales deben de ser proporcionados en
las dietas diarias ya que los organismos no los sintetizan o lo hacen de manera lenta si se compara con la
velocidad en la que el cuerpo lo necesita (Garcia-Blandén, 1983). Por otro lado, los lipidos tienen
importancia fisioldgica, ya que son componentes de la membrana celular y fuente de energia (Khozin-
Goldberg et al., 2014), ademas, son ricas en fosfolipidos (entre el 70% al 90% de los lipidos totales)
producidos durante la fase logaritmica de crecimiento (Brown y Blackburn, 2013). Los lipidos son utilizados
en el sector de la industria alimenticia y en la salud, por lo que el cultivo de microalgas es una alternativa
viable para la obtencidn de los acidos grasos esenciales como el docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3), el

eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3) y el araquidénico (ARA; 20:4n-6).

Otros compuestos como los carbohidratos pueden afectar la digestibilidad de las dietas; en las microalgas,
se encuentran en forma de glucosa, fructosa, sacarosa, ramnosa, xylosa, manosa, almidén, glicégeno y
celulosa, son componentes de la pared celular y son de gran importancia como material de reserva (Tacon,
1989; Abalde et al., 1995; Markou et al., 2012). Asi como las proteinas vy los lipidos, la concentracion de
carbohidratos en las microalgas puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo (Abalde et al.,

1995).

Aungue existen muchos estudios sobre la composicién bioquimica de una gran cantidad de microalgas,
hasta la fecha, menos de 20 especies de microalgas se han aprovechado en la acuicultura como alimento
vivo (Barsanti y Gualtieri, 2014). Entre las especies mas utilizadas se encuentran . galbana, P. lutheri, C.
calcitrans, C. muelleri, T. pseudonana, Skeletonema costatum, Rhodomonas spp., Pyramimonas spp.,
Navicula spp., Nitzschia spp. Cocconeis spp., Amphora spp., Nannochloropsis oculata, Dunaliella tertiolecta
y Tetraselmis suecica. Otras especies que se han utilizado, pero en menor medida son Phaeodactylum

tricornutum y Thalassiosira weissflogii (Borowitzka, 1999; Brown, 2002; Guedes et al., 2015).

En la presente investigacion se seleccionaron dos especies para cultivo por lo que se mencionardn algunas
cuestiones generales de estas especies. La microalga Thalassiosira weissflogii es una diatomea céntrica
que se distribuye en varias regiones del mundo. Esta especie se puede encontrar en aguas marinas,
salobres y dulces (Kociolek et al., 2015). Tiene un didmetro de 6-15 um y 20 um de alto, aunque otros
autores mencionan que puede alcanzar hasta 32 um de didmetro (Johansen y Theriot, 1987; Ortega-Salas
y Flores-Nava, 2017). Esta especie ha sido utilizada como fuente de alimento para reproductores de
moluscos bivalvos, en combinacidn de otras especies como T. pseudonana, P. lutheriy C. muelleri (Helem
et al., 2006). Ademas, es empleada como alimento vivo en el cultivo del camardén blanco (Litopenaeus

vannameij), el camardn tigre (Penaeus monodon) y el camardn de la India (Penaeus indicus), también es
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utilizada para enriquecer rotiferos (Emmerson, 1980; Kiatmetha et al., 2011; Ortega-Salas y Flores-Nava,

2017).

Por otro lado, la microalga Phaeodactylum tricornutum es una diatomea unicelular (Branco-Vieira et al.,
2018), con una alta tasa de crecimiento bajo condiciones éptimas de cultivo. Cultivada con altas
intensidades de luz y limitacién de nitrédgeno, produce altas concentraciones de lipidos, principalmente
EPA, por lo que tiene importancia econémica en la industria farmacéutica y alimenticia (Kaixian y
Borowitzka,1992; Bitaubé et al., 2008; Yang et al., 2017). Esta especie ha sido utilizada como fuente de
alimento para el cultivo de varias especies en estadios larvales de peces (Sparus aurata) y moluscos
(Crassostrea virginica) y para Artemia sp. (Epifanio et al., 1981; Fabregas et al., 1998; Martin-Jézéquel y

Tesson, 2012; Ribeiro et al., 2017).

Las diatomeas Thalassiosira weissflogii y Phaeodactylum tricornutum tienen una composicién bioquimica

balanceada (Tabla 1), ambas especies aportan una buena cantidad de proteinas, lipidos y carbohidratos.

Tabla 1. Composicién proximal de Thalassiosira weissflogii (TW) y Phaeodactylum tricornutum (PT) reportado por
varios autores. Las concentraciones son indicadas en pg cél™.

Especie Proteinas Lipidos Carbohidratos Autores
50.41 73.23 45 Garcia et al. (2012)
™
38.82 12.79 70 Li (1984)
5.72 3.45 6.26 ,
PT 257 > a2 3.01 Fabregas et al.
: : : (1998)
4.46 2.57 4.1

El cultivo de las microalgas se realiza con una variedad de métodos, desde condiciones controladas en
laboratorio hasta cultivos al exterior con condiciones menos predecibles. En los primeros se tiene control
de la temperatura, el pH, la iluminacidn, los nutrientes, la contaminacién por depredadores (como
zooplancton) o la competencia con otras especies de microalgas, asi mismo, se pueden lograr biomasas
con una buena composicién bioquimica. Por otro lado, los cultivos al exterior son de bajo costo, sin
embargo, es dificil mantenerlos por largos periodos de tiempo debido a la dificultad de controlar los
parametros de cultivo, ademas, lo anterior causa variaciones en la calidad de la biomasa (Borowitzka,

1999; Barsanti y Gualtieri, 2014).
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El sistema de cultivo de microalgas mas comun es el estatico (“batch” o “en lote”) (Figura 1) debido a su
simplicidad y bajo costo por lo que es frecuentemente utilizado para el cultivo comercial de microalgas
(Becker, 2013; Cheny Gao, 2021). Este se basa en agregar, por una sola ocasién, nutrientes y una cantidad
de indéculo conocido de microalgas con un volumen de agua limitado, donde no hay entrada ni salida de
materiales, por lo que los recursos son finitos y las condiciones fisicas y quimicas durante el cultivo varian
drasticamente, ya que los nutrientes se agotan a medida que la densidad celular aumenta y la cantidad de
luz que absorbe cada célula disminuye debido al autosombreado provocado por el incremento de la
densidad celular, lo que a su vez incrementa el nivel de pH y el oxigeno disuelto mientras que disminuye
el CO,. Ademas, una vez que los recursos son utilizados por las células, las microalgas mueren a no ser que

se agreguen nuevos nutrientes (Barsanti y Gualtieri, 2014; Chen y Gao, 2021).

El crecimiento celular de una microalga cultivada en un sistema estatico consiste en varias fases (Figura 1),
las cuales estdn caracterizadas por variaciones en la tasa de crecimiento (u: divisiones por dia™). En la fase
de acondicionamiento o fase “Lag” no hay crecimiento celular. En este tipo de cultivo, el indculo de
microalgas se adapta fisioldgicamente a las condiciones del nuevo sistema de cultivo, se incrementan las
enzimas y los metabolitos involucrados en la divisidn celular y en la fijaciéon de carbono. Una vez que la
poblacién de microalgas se adapta al nuevo entorno, inicia la fase de crecimiento exponencial, donde las
células se dividen rapida y constantemente; no obstante, esta fase dura poco tiempo (generalmente de
dos a tres dias) porque la luz se vuelve limitante debido al autosombreado causado por la alta densidad
celular y por la disminucion de los nutrientes. Debido a esto, el cultivo entra en fase de crecimiento lento
y posteriormente inicia la fase estacionaria donde el crecimiento celular permanece estancado, por lo que
la tasa de crecimiento es cero; durante esta fase la calidad del agua se deteriora, la concentracion celular
disminuye y, por ende, la tasa de crecimiento es negativa, lo que conlleva a la fase de muerte celular

(Barsanti y Gualtieri, 2014; Lee et al. 2015; Arredondo-Vega et al., 2017).

Otro sistema de cultivo es el semicontinuo (Figura 2), este se basa en cosechar un volumen del cultivo
diario y reemplazarlo con un volumen equivalente de agua con nutrientes, previamente se determina la
tasa de dilucidn adecuada, la cual dependera de la tasa de divisidn de la especie en cultivo; esta técnica de
cultivo presenta varias ventajas: las microalgas se mantienen fisiolégicamente estables, se puede
manipular y optimizar el cultivo, asi como la composicién bioquimica, de tal manera que se logre mantener
la calidad de la biomasa por largos periodos en las condiciones deseadas, ademas, es facil de operary es
util en estudios de limitacion de nutrientes (Borowitzka, 1999, Barsanti y Gualtieri, 2014; Chen y Gao,

2021).
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Como ya se mencioné anteriormente, uno de los factores que influyen en el crecimiento y la composicidn
bioquimica de las microalgas son los distintos sistemas de cultivo, siendo el estatico o “batch” de los mas
empleados; sin embargo, la estabilidad y calidad de la biomasa se puede ver afectada por los factores
antes mencionados, por lo anterior, los sistemas semicontinuos son una alternativa viable para el cultivo
de microalgas, ya sea para ser utilizadas directamente como alimento vivo o para la produccién de
compuestos de alto valor econémico, debido a que pueden ser mantenidos por largos periodos de tiempo
con una calidad estable, principalmente en la fase de crecimiento exponencial (Graham y Wilcox, 2000).
No obstante, es de gran importancia utilizar la tasa de dilucién adecuada que permita obtener las mayores

densidades celulares y una buena composicién bioquimica.

Actualmente, la utilizacién del sistema de cultivo semicontinuo es baja, en especial en aplicaciones
comerciales, a pesar de que se han reportado buenos resultados por ejemplo, Fabregas et al. (2004)
reportan para Nannochloropsis sp. que la tasa de diluciéon del 40% vy altas irradiancias promueve el
aumento en el contenido de proteinas; Brown et al. (1993), cuando evaluaron el cultivo estatico de
Isochrysis sp., Pavlova lutheriy Nannochloropsis oculata encontraron que la composicion bioquimica varié
a lo largo del tiempo, el contenido de proteinas fue mayor durante la fase de crecimiento exponencial,
mientras que los lipidos y carbohidratos aumentaron durante la fase estacionaria; sin embargo, cuando
compararon con el sistema semicontinuo, aunque el contenido de proteinas fue menor, este fue constante
durante todo el cultivo, ademas, el contenido de carbohidratos de las microalgas aumenté y P. lutheri

obtuvo un mayor porcentaje de lipidos.

Asi mismo, Lopez-Elias y Voltolina (1993) reportaron una buena calidad de la biomasa en el cultivo
semicontinuo de Chaetoceros sp., P. tricornutum, Tetraselmis sp. y P. lutheri utilizando tasas de dilucién
del 15 al 75%. Otero et al. (1997), determinaron el contenido del acido eicosapentaenoico (EPA) en cultivos
semicontinuos con limitacidn y saturacién de nitrogeno de las microalgas P. tricornutum, I. galbana y
Porphyridium cruentum y los resultados mostraron que el contenido de EPA aumenta cuando las tasas de
dilucién son mayores en condiciones de limitacién de nitrégeno. Cerdn (2000), encontré que las microalgas
Isochrysis sp., P. lutheriy C. calcitrans cultivadas en un sistema semicontinuo (con una tasa de dilucién del
20%) presentaron un contenido de proteinas similar entre las especies, pero una mayor concentracion de
lipidos en Isochrysis y Chaetoceros, ademas, en Isochrysis se obtuvo un mayor porcentaje del ac. graso

DHA, mientras que, en C. calcitrans y P. lutheri se registré un mayor porcentaje del ac. graso EPA.

Por ultimo, Fabregas et al. (1996), evaluaron la composicién bioquimica de P. tricornutum cultivada en un

sistema semicontinuo con distintas tasas de diluciéon y concentraciones de nutrientes y no encontraron
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diferencias en la densidad celular en los cultivos con mayor concentracidn de nutrientes, excepto en los
cultivos que usaron altas tasas de dilucidn, con un mayor contenido de proteina a mayor concentracion
de nutrientes, no obstante, el contenido de lipidos y carbohidratos fue menor en estas condiciones de
cultivo. En este trabajo se realizé un cultivo semicontinuo con tres porcentajes de dilucion (20, 30 y 40%),
con el objetivo de determinar la tasa de dilucidon que proporcione la mayor cantidad de biomasa y la mejor

composicion bioquimica en el cultivo de las microalgas T. weissflogiiy P. tricornutum.

Cél mit

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento tipica de una poblaciéon de microalgas en un cultivo estatico: (1) fase lag o de

acondicionamiento, (2) fase de crecimiento exponencial, (3) fase de crecimiento lento, (4) fase estacionaria y (5) fase
de muerte.

Cél mL?

Tiempo

Figura 2. Cinética de crecimiento de un cultivo semicontinuo de microalgas.



1.1 Hipdtesis

La biomasa producida (densidad celular) y la composicidn bioquimica de las microalgas P. tricornutum (PT)
y T. weissflogii (TW) se mantendran estables en un sistema de cultivo semicontinuo con un porcentaje de

dilucion del 20%.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar la biomasa producida por las microalgas P. tricornutum (PT) y T. weissflogii (TW) en cultivo estatico

y semicontinuo con tasas de dilucién del 20, 30 y 40%.

1.2.2 Objetivos especificos

Evaluar la densidad celular (niumero de células y peso seco total y organico), de las microalgas P.
tricornutum (PT) y T. weissflogii (TW) en cultivo estatico y semicontinuo (con diferentes porcentajes de

dilucién: 20, 30 y 40%).

Evaluar la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos y pigmentos) de las microalgas P.

tricornutum (PT) y T. weissflogii (TW) en cultivo estatico y semicontinuo.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cultivo de microalgas

2.1.1 Mantenimiento de las cepas

Las cepas de las microalgas Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira weissflogii se obtuvieron de la
Coleccion de Microalgas del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacién Cientifica y de
Educacién Superior de Ensenada (CICESE). Se realizaron escalamientos sucesivos de los cultivos a partir de
un matraz Erlenmeyer de 100 mL, matraz Fernbach de 2 L hasta botelldn de 10 L. Los cultivos se
mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (21+1 °C para P. tricornutum y 251 °C para T.
weissflogii), pH (8-8.5 controlado por medio de inyeccidén de CO), salinidad (35 ups) e intensidad de luz
(140 pmol m2 s, proporcionada por ldmparas fluorescentes de luz blanca fria). El medio de cultivo que se

utilizé fue el “f/2” de Guillard (1983).

2.1.2 Tratamiento del agua de mar

El agua de mar que se utilizd para los cultivos pasoé por una serie de filtros de cartucho de 10,5y 1 um de
poro, después se tratd con luz UV. El agua fue posteriormente esterilizada de dos formas. Para los cultivos
de 100 mLy 2 L se usé una autoclave durante 20 min a 15 Ib de presion y 121°C y para los botellones de
15 L, se esterilizé por medio del método de Hemerick (1974), el cual consiste en agregar 3 mL de cloro
comercial por cada litro de agua de mar y después de 24 h se agregaron 150 mg de tiosulfato de sodio por

litro y por ultimo se agregd aireacidn profusa por 24 h para neutralizar el cloro previamente afiadido.

2.1.3 Cultivo estatico y semicontinuo

Para el cultivo de las microalgas se evaluaron dos sistemas, estatico y semicontinuo, en el primer caso se

inicié con indculos de 200 x 103 cél-mL de P. tricornutum y 75 x 103 cél-mL? de T. weissflogii, en botellones

de 20 L, con un volumen util de 10 L. El cultivo estatico de las microalgas se mantuvo hasta el dia 6 para P.
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tricornutum vy 3 para T. weissflogii. Posteriormente se inicid un sistema semicontinuo, donde se evaluaron

tasas de dilucion del 20%, 30% y 40% con tres repeticiones para cada una.

2.2 Evaluacion de la biomasa

2.2.1 Toma de muestras

Para evaluar la biomasa producida con base en el peso seco total y orgdnico y en la composicién bioquimica
(proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos), se realizaron tres muestreos en el cultivo estatico de P.
tricornutum, dos en la fase de crecimiento exponencial (dia 3 y 5) y otro en la fase estacionaria (dia 6),
ademas de tres en el sistema semicontinuo (dia 14, 16 y 18). Por otro lado, en el cultivo estatico de T.
weissflogii se tomaron dos muestras en la fase de crecimiento exponencial (dia 2 y 3) y cuatro en el

semicontinuo (dia 7, 11, 14 y 18).

2.2.2 Concentracidon celular

Los recuentos celulares se realizaron en una camara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad y bajo un
microscopio compuesto (ZEISS, Primo Star) utilizando el objetivo de 10x, ademas, se midié la absorbancia
con el fin de obtener curvas de calibracién, comparando el nimero de células con las unidades de
absorbancia; para cumplir dicho propdsito, se realizé previamente un experimento de las dos especies de
microalgas cultivadas en botellones de 10 L, y en sistema estatico y se tomaron muestras cada 24 hy una
vez que inicié el sistema semicontinuo, los muestreos se llevaron a cabo antes y después de cada dilucién.
Para la medicidon de la absorbancia se utilizé un espectrofotometro Hach DR 6000 y las muestras se leyeron
a una longitud de onda de 680 nm, establecida previamente por un barrido a diferentes longitudes de

onda.

La concentracidn celular (Cél mL?) se obtuvo con la férmula de Guillard (1973):

N = C * 104F.D (1)

Donde:
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N = Cél mL™

C = promedio de células en los ocho cuadrantes externos de la cdmara Neubauer

10* = factor de conversién dado por la profundidad de la cdmara

F.D. = factor de dilucién (cuando fue necesario)

La tasa de crecimiento (u: divisiones dia) se calculd segin la formula descrita por Guillard (1973):

_ log2(Xy) — log2(X,) (2)
: (T, — Ty)

Donde:

X2 y X1 = concentracidn celular determinada en los tiempos t, y t1 (dias)

2.2.3 Peso seco total (PST) y organico (PO)

El peso seco total y orgédnico se obtuvo segun el método de Sorokin (1973). Se filtré un volumen de 20 mL
de microalgas en filtros de fibra de vidrio (Whatman GF/C, de 47 mm de didmetro, con retencién de
particulas de 1.2 um). Para obtener el peso de los filtros (PF), éstos fueron previamente lavados con agua
destilada, calcinados a 500°C en una mufla (Thermoline) por 12 h y pesados en una balanza analitica (marca
GR-202, A&D). Posteriormente, muestras de microalgas, de un volumen conocido, se filtraron y se lavaron
con una solucién de formiato de amonio al 3% para eliminar las sales del cultivo (Wikfors et al., 1992),
después se secaron en una estufa (Thermoline, series 9000) a 70 °C por 24 h; transcurrido este tiempo se
pesaron (PFM) en una balanza analitica y enseguida se calcinaron en una mufla a 500 °C por 12 hy se

pesaron para obtener el peso de cenizas (PFC).
Para los calculos de los pesos, se utilizaran las ecuaciones descritas por Sorokin (1973):

PST(ug mL™Y) = [(PFM) — PF]/VF (3)
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PC(ug mL™Y) = (PFCM — PF)/VF (4)

PO (ug mL™') = PST — PC (5)

En donde:

PST, PCy PO = peso seco total, peso de cenizas y peso organico.

PFM, PF, y PFCM= peso del filtro con microalgas, peso del filtro, y peso del filtro con las cenizas de

microalgas.

VF = Volumen de muestra filtrado.

2.3 Composicion proximal de las microalgas

La cuantificacidon de proteinas totales se realizd por el método de Lowry et al. (1951), previa extraccion
con NaOH 0.1 N (Rausch, 1981), mientras que la extraccidn de los lipidos totales se llevé a cabo segun el
método de Bligh y Dyer (1959), modificado por Cequier-Sanchez et al. (2008), utilizando diclorometano:
metanol (1:2), y posteriormente fueron analizados por el método de Pande et al. (1963). La extraccién de
los carbohidratos se realizé con H,SO4 1 M (Whyte, 1987) y la cuantificacion segln el método de Dubois et
al. (1956). Para estos andlisis se realizaron curvas de calibracién con albumina de suero de bovino para
proteinas (se leyeron las absorbancias a 750 nm), tripalmitina para lipidos (590nm) y para carbohidratos
con glucosa anhidra (485 nm). Por ultimo, los analisis de pigmentos (clorofila a), se realizaron por el
método de Lichtenthaler y Buschmann (2001) previa extraccion con metanol al 100%. La cuantificacion de

los pigmentos se obtuvo mediante las siguientes férmulas:

Ca = 16'72A665.2 - 9'16A652.4- (6)

Donde:

Ca= clorofila a

A= absorbancia
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2.4 Analisis estadisticos

Los resultados obtenidos durante el cultivo de las microalgas P. tricornutum y T. weissflogii (densidad
celular, peso seco total y orgdnico y composicién proximal), en las diferentes tasas de dilucién (20%, 30%
y 40%), se analizaron con el software R. Se verificaron los supuestos de la normalidad de los datos
mediante la prueba Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de varianzas con la prueba de Levene. Para P.
tricornutum se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto de las tasas de dilucion
(20, 30 y 40%) sobre el crecimiento celular; mientras que, para T. weissflogii, se utilizé la prueba Kruskall-
Wallis sobre la densidad celular teniendo como variable independiente las tasas de dilucién. Para ambas
especies se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias para determinar el efecto de las tasas de
dilucion y el tiempo sobre el peso seco total (PST) y unitario (POU), contenido de proteinas, lipidos,
carbohidratos y clorofila a. Cuando se encontraron diferencias significativas entre tratamientos se utilizé
la prueba a posteriori de Tukey. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con un nivel de significancia
del 0.05, a excepcion de proteinas y clorofila a, que se utilizé 0.01, para poder aplicar los analisis

paramétricos.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Crecimiento celular

3.1.1 Concentracidon celular de Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira

weissflogii en sistema estatico y semicontinuo

El cultivo estatico de la diatomea P. tricornutum tuvo una duracidén de seis dias (Figura 3), la fase de
crecimiento exponencial inicid a partir del dia dos con 1.1 + 0.22 div dia™ y se mantuvo hasta el dia cinco
donde se registré una tasa de crecimiento de 0.96 + 0.20 div dia™. Al dia seis se inicid el sistema
semicontinuo, con una densidad celular inicial de 5,515 x10%+ 1506 cél mL™* en los tres tratamientos, y una
tasa de crecimiento de 0.30 + 0.18 div dia™. Las densidades celulares durante los dias seis, siete y ocho de
cultivo tuvieron un promedio de 5,585x10°+ 283 cél mL y 0.08 + 0.23 div dia. El noveno dia, el nUmero
de células disminuyd significativamente (p<0.05) hasta 4,195x10% + 844 cél mLy-0.32 £ 0.15 div dia®, por
lo que se decidié no realizar la dilucidn el dia 10, para recuperacién de los cultivos. A partir de este dia la
densidad celular se estabilizd y en general se mantuvo hasta el dia 19 (p>0.05), con una densidad media
de 3,473 x10%3+ 375.33 cél mL y -0.05 + 0.23 div dia™. La prueba estadistica ANOVA mostré diferencias
significativas de la densidad celular entre los tres tratamientos, con base en los resultados del analisis

Tukey, la dilucién del 20% fue la de mayor densidad celular (p>0.05) (Anexo A).

Por otro lado, el cultivo estatico de T. weissflogii (Figura 4) tuvo una duracién de tres dias y la fase de
crecimiento exponencial inicié al dia dos con 1.3 + 0.21 div dia™. El sistema semicontinuo comenzé al dia
tres, cuando el cultivo tenia una densidad celular de 270.33 x10°+ 52.82cél mL' y una tasa de crecimiento
(1) de 0.65 + 0.08 div dia para los tres tratamientos. Estas densidades celulares se mantuvieron hasta el
dia cuatro. En el dia cinco se registré un incremento de la biomasa en los diferentes tratamientos, donde
se alcanzaron densidades de 532 x10% + 34.08 cél mL™ (diluciéon 20%) 471 x10%+ 53.57 cél mL™ (30%) y 376
x10° +28.49 cél mL?' (40%). Posteriormente, en los dias seis y siete la densidad celular de los tres
tratamientos disminuyd entre un 25% y 34%. No obstante, los cultivos en los tres tratamientos se
recuperaron a partir del octavo dia y se mantuvieron estables hasta el final del ensayo (dia 20). Durante
este periodo no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el nimero de células en los cultivos

semicontinuos con las tasas de dilucién del 20 y 30%, en los cuales se observaron las mayores densidades
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celulares (460 x103 + 33.62 cél mL?), estos tratamientos fueron diferentes al tratamiento del 40%, donde

se obtuvieron 370 x10°+ 66.91 cél mL* (p<0.05) (Anexo B).

7000
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4000
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2000

Cél mL1 (x103)
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Dias de cultivo
—a— Sistema estético —o— PT20 —=— PT30 PT40

Figura 3. Densidad celular de Phaeodactylum tricornutum en sistema estatico y semicontinuo a tasas de dilucién de
20% (PT20), 30% (PT30) y 40% (PT40). Los nimeros indican las tasas de division (u=div dia?) durante la fase de
crecimiento exponencial.
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Figura 4. Densidad celular de Thalassiosira weissflogii en sistema estatico y semicontinuo a tasas de dilucidon de 20%
(TW20), 30% (TW30) y 40% (TW40). Los numeros indican las tasas de division (u=div dial) durante la fase de
crecimiento exponencial.
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3.1.2 Peso seco total y organico unitario

Para P. tricornutum, durante el cultivo estatico se observaron los mayores PSTU (247.87 + 21.71 pg cél't) y
POU (78.93 + 2.14 pg cél) al dia tres de cultivo que corresponden a la fase de crecimiento exponencial.
En los siguientes dias se registrd una disminucion de los pesos, sin diferencias significativas (p>0.05) en el
PSTU entre los dias cinco y seis (promedio de los dos dias: 86.73 +9.48 pg cél?), pero si en el POU (p<0.05),
donde se obtuvieron promedios de 39.85 +1.70y 50.21 + 2.26 pg cél™ respectivamente (Figuras 5y 6).

300
JE 200
Q0 _ & =
L
- T
F 100 T
o- III III

0 T T T T T
3 5 6 14 16 18
Dias de cultivo
m Sistema estatico 20% W 30% 40%

Figura 5. Peso seco total unitario (PSTU) de Phaeodactylum tricornutum en los sistema estatico y semicontinuo (20,
30y 40% de dilucién).

El sistema semicontinuo inicié con promedios de 92.35 * 5.32 pg cél de PSTU y 50.21 + 4.38 pg céllde
POU. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ambos pesos (PSTU y POU) entre los valores
del dia seis (sistema estatico) y las diferentes diluciones del dia 14 de cultivo. Posteriormente se registrd
un aumento significativo (p<0.05) en el PSTU y POU durante los dias 16 y 18, los cultivos con los
tratamientos de 20% y 40% de dilucién fueron los que alcanzaron una mayor biomasa (en PSTU) durante
el dia 18, por otra parte, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el peso organico unitario

(POU) durante el dia 18 de cultivo (Anexo A).
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Figura 6. Peso organico unitario (POU) de Phaeodactylum tricornutum en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y
40% de dilucién).

En relacidn con la microalga T. weissflogii, al igual que P. tricornutum, los mayores pesos se obtuvieron en
el sistema estatico al dia dos de cultivo, con 1,709 + 71 pg cél™ (PSTU) y 683 + 18 pg cél* (POU) (Figura 7 y

8, respectivamente), los cuales disminuyeron al dia tres en un 34% (de PSTU) y 25.27% (de POU).
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Figura 7. Peso seco total unitario (PSTU) de Thalassiosira weissflogii en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40%
de dilucion).
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El sistema semicontinuo inicié con 1,132 + 12 pg cél? de PSTU y 529 + 12 pg cél’ de POU y estos se
mantuvieron constantes hasta el dia siete de cultivo (p>0.05). El PSTU en los dias 11 y 14 fue mayor en el
tratamiento del 20% (1,079 + 23 pg cél?) (p<0.05), se estabilizé al dia 18, donde se obtuvo un promedio
de 963 + 27 pg cél?, sin diferencias significativas entre diluciones (p>0.05). Por ultimo, el POU en el
tratamiento del 40%, se observé una disminucién del dia 7 al dia 11 (p<0.05) (Anexo B), después se

recuperd y se mantuvo estable hasta el final del cultivo.
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Figura 8. Peso organico unitario (POU) de Thalassiosira weissflogii en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40%
de dilucion).

3.2 Composicion bioquimica

3.2.1 Cuantificaciéon de proteinas

Como se puede observar en la Figura 9, en el cultivo estatico de P. tricornutum, el contenido de proteinas
aumenta a lo largo del cultivo en las tres tasas de dilucidn utilizadas, el menor contenido se registré en el
dia tres con 4.7 + 0.4 pg cél, estos valores aumentaron hasta el dia seis, donde se encontrd una mayor
concentracion de proteinas (8.0 + 0.5 pg cél), durante este dia de cultivo las microalgas se encontraban
en la fase de crecimiento lento. El sistema semicontinuo inicié con una concentracién de proteinas de 8.0
+1.1 pg cély se mantuvo estable hasta el dia 16 en las tres tasas de dilucidn, con un aumento significativo
en el dia 18 (p<0.01) alcanzando valores de 13.5 + 3.7 pg cél™X. No se encontraron diferencias significativas
(p>0.01) en el contenido de proteinas entre tratamientos (20, 30 y 40% de dilucién) por dia de cultivo

(Anexo A).
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Figura 9. Contenido de proteinas de Phaeodactylum tricornutum en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40%

de dilucion).

Con relacién a la microalga T. weissflogii (Figura 10), el mayor contenido de proteinas se registré durante

el cultivo estético (dia dos), con 334.9 + 15.0 pg cél* (fase de maximo crecimiento exponencial), en el dia

tres se observd una disminucidn significativa en el contenido de proteinas con valores de 245.4 + 23.3 pg

cél’? (p<0.05).
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Figura 10. Contenido de proteinas de Thalassiosira weissflogii en sistema estético y semicontinuo (20, 30 y 40% de

dilucion).
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En general, durante el sistema semicontinuo, el contenido de proteinas se mantuvo estable entre las tasas
de diluciéon (20%, 30% y 40%), solamente se encontraron diferencias significativas durante el dia 14, donde
el contenido fue mayor en la tasa de dilucién del 20% (p<0.05). Las concentraciones registradas durante
el sistema semicontinuo fueron menores a las obtenidas durante el dia dos en el sistema estatico (p<0.05)

(Anexo B).

3.2.2 Cuantificacidon de lipidos totales

El mayor contenido de lipidos de P. tricornutum, en el sistema estatico, se obtuvo al tercer dia de cultivo
en las tres tasas de dilucién, con un promedio de 9.8 + 0.5 pg cel® (Figura 11), esta concentracion
disminuyd en el dia cinco y se mantuvo estable hasta el dia seis con valore promedio de 7.5 + 0.8 pg cél™.
El contenido de lipidos aumentd durante el sistema semicontinuo en las tres diluciones, inicié con una
concentracion de 7.5 + 0.9 pg célly en el dia 18 aumenté hasta los 13.5 + 1.4 pg cél? en las diluciones del

30y 40% (p>0.05) (Anexo A).
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Figura 11. Contenido de lipidos de Phaeodactylum tricornutum en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40% de
dilucién).

Por otro lado, en T. weissflogii (Figura 12), en las tres tasas de dilucién el mayor contenido de lipidos en el
cultivo estatico se registro al dia dos (fase de crecimiento exponencial), con una concentracién promedio

de 73.5 + 5.2 pg cél?, esta concentracién disminuyé en el dia tres un 14.5%. El sistema semicontinuo inicié
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con un 62.9 *+ 4.3 pg cél! y esta concentracién se mantuvo, en general, hasta el final de cultivo en los
tratamientos del 30% y 40% (p>0.05). A partir del dia 14, la concentracién de lipidos del tratamiento del
20% fue significativamente mayor (p>0.05) a los tratamientos del 30 y 40%, siendo el dia 18 cuando se

registrd la mayor concentracion (78.8 + 7.9 pg cél?) (Anexo B).
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Figura 12. Contenido de lipidos de Thalassiosira weissflogii en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40% de
dilucidn).

3.2.3 Cuantificacion de carbohidratos

El mayor contenido de carbohidratos de P. tricornutum (Figura 13) en el sistema estatico se registro al dia
seis de cultivo, con una concentracion de 3.3 + 0.6 pg cél™?. Durante el sistema semicontinuo, el contenido
de carbohidratos no mostré una tendencia clara. A lo largo del cultivo semicontinuo el contenido de
carbohidratos fue distinto entre tratamientos, siendo menor en el del 40% (p<0.05), ademas, se
encontraron diferencias significativas (p<0.05), entre los dias 16 (2.5 + 0.6 pg cél?) y 18 de cultivo (3.3 +

0.6 pg cél?), siendo este ultimo el que registrd mayores concentraciones de carbohidratos. (Anexo A).

Respecto T. weissflogii, el contenido de carbohidratos disminuyd en el sistema estatico (Figura 14),
pasando de 53.8 + 1.8 pg cél™ durante el segundo dia de cultivo a 36.1 pg cél*durante el dia tres (p<0.05).
El sistema semicontinuo inicid con un promedio de 36.1 + 2.2 pg cél?, el mayor contenido de carbohidratos

se obtuvo con la tasa de dilucidn del 20% en los dias del 11 al 18 (p<0.05) (Anexo B).
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Figura 13. Contenido de carbohidratos de Phaeodactylum tricornutum en sistema estdtico y semicontinuo 20, 30 y
40% de dilucién).
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Figura 14. Contenido de carbohidratos de Thalassiosira weissflogii en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40%
de dilucion).
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3.2.4 Cuantificacion de pigmentos (Clorofila a)

La concentracion de clorofila a aumenté durante el cultivo estético de P. tricornutum en las tres tasas de
dilucién (Figura 15), los valores minimos (0.4 + 0.1 pg cél?) se registraron durante el dia tres de cultivo y
aumentaron durante los dias cinco y seis (p<0.01), iniciando el sistema semicontinuo con concentraciones
de 2.7 £ 0.2 pg cél (Anexo A). No se encontraron diferencias significativas en el contenido de clorofila a
(p>0.01) entre las tres tasas de dilucién durante el dia 14. No obstante, en el dia 16 se observé un aumento
en el tratamiento del 20% con un valor similar al obtenido en el dia 18 (p>0.01) con una concentracion de
2.0+ 0.4 pg cél™. Por otro lado, en el tratamiento del 30%, el contenido de clorofila a se mantuvo constante
durante los dias 14 y 16 (1.1 + 0.5 pg cél?) y aumentd significativamente durante el dia 18, alcanzando 2.1
+ 0.1 pg cél! (p>0.01). Finalmente, el contenido de clorofila g del tratamiento del 40% se mantuvo

constante hasta el final del cultivo (1.4 £ 0.02 pg cél?).

Clorofila a (pg cél?!)
w

3 5 6 14 16 18
Dias de cultivo

B Sistema estatico 20% W 30% 40%

Figura 15. Contenido de clorofila a de Phaeodactylum tricornutum en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40%
de dilucion).

De forma contraria a P. tricornutum, en T. weissflogii el contenido de clorofila a disminuyé durante el
cultivo estatico (Figura 16), el mayor contenido de clorofila a se registré al dia dos de cultivo, con una
concentracion de 4.9 + 0.1 pg cél L. El sistema semicontinuo inicid en el dia tres con una concentracion de
3.8+ 0.1 pg cél’. A partir del dia 11, el contenido de clorofila a aumentd en los tratamientos del 30 y 40%

y en estos tratamientos se mantuvo constante hasta el final del cultivo (4.7 + 0.5 pg cél) (Anexo B).
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Figura 16. Contenido de clorofila a de Thalassiosira weissflogii en sistema estatico y semicontinuo (20, 30 y 40% de
dilucion).
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Capitulo 4. Discusion

En el crecimiento de las microalgas influyen tanto el método de cultivo, asi la temperatura, la intensidad
de luz, el tipo y cantidad de nutrientes, entre otros, las cuales pueden incidir en su composicién bioquimica
(Brown et al., 1989; Chen y Gao, 2021). Abalde at al. (1995), menciona que ademas de estos factores, el
rendimiento de los cultivos también depende de la concentracién celular, por lo que es necesario un
indculo de un tamaifo minimo adecuado, para que los cultivos puedan desarrollar su maximo potencial de
crecimiento. En el transcurso de este trabajo, las condiciones de cultivo como temperatura, intensidad de
luz y pH de las microalgas P. tricornutum y T. weissflogii se mantuvieron en condiciones éptimas, dentro
del intervalo recomendado para estas especies, por lo que se considera que estas no tuvieron una

influencia directa en los resultados obtenidos.

Las microalgas se caracterizan por ser un grupo con una gran variedad de formas y tamafios; en este
trabajo se observé una diferencia respecto al nimero de células obtenidos en P. tricornutum y T.
weissflogii, lo que puede ser debido en gran parte al tamafio celular de cada especie de diatomea, como
lo ha mencionado Agusti et al. (1987). Por ejemplo, Janta et al. (2012) encontraron que, a pesar de obtener
altas densidades celulares en el cultivo de Chlorella sp. y Nannochloropsis limnetica, el peso seco de ambas
microalgas era menor en comparacion de otras especies de microalgas que cultivaron, mencionando que,
el tamafio celular es un factor importante en la produccién de la biomasa. Ademas, en condiciones
Optimas, las microalgas con tamafos mayores tendrdn una menor biomasa y densidad celular en
comparacién con las microalgas de tamafios pequefios, esta dependencia parece ser atribuida al
autosombreado de las mismas microalgas, lo que limitaria la penetracién de luz en el cultivo (Agusti et al.,

1987).

Como se ha reportado para otras especies, la densidad celular de los cultivos semicontinuos de P.
tricornutum y T. weissflogii disminuyen al incrementar las tasas de dilucion; la densidad celular de T.
weissflogii también depende fuertemente del nivel de escalamiento y del sistema de cultivo (Fabregas et

al., 1996; Otero et al., 1997 y Tam et al., 2021).

Con respecto a P. tricornutum, la fase de crecimiento exponencial inicié al segundo dia de cultivo con 1.1
div dia® y se mantuvo asi hasta el dia cinco; resultados similares fueron reportados por Kaixian y
Borowitzka (1992) para esta especie en un cultivo estatico y Marti (1982), menciona que es raro que P.

tricornutum entre en una fase de latencia, por lo que la fase de crecimiento exponencial casi siempre inicia
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al agregar el inéculo al cultivo. Lépez-Elias y Voltolina (1993) mencionan que los cultivos semicontinuos de
esta microalga en porcentajes altos de dilucidn (50, 60 y 75%), se mantienen estables por no mas de siete
dias debido a la alta divisién celular, provocando el decaimiento del cultivo, con la consecuente
precipitaciéon de la biomasa. En este trabajo, la densidad celular de P. tricornutum, a pesar de que
disminuyd al iniciar las diluciones en los tres tratamientos (20, 30 y 40%), se estabilizé a partir del dia 10y

permanecié estable hasta el final del cultivo.

Por otro lado, se observaron variaciones en la densidad celular de T. weissflogii en los primeros dias del
cultivo semicontinuo, lo cual se puede atribuir a que las microalgas se estaban adaptando al nuevo sistema
de cultivo. Botte et al. (2018), compararon la composicion bioquimica de esta microalga en dos cultivos
semicontinuos y demostraron que los nutrientes son un elemento importante en la productividad de la

biomasa.

Los valores de densidad celular obtenidos en los primeros dias de cultivo con las tres tasas de dilucién de
T. weissflogii fueron similares a los encontrados por Peraza-Yee et al. (2022), quienes la cultivaron en un
sistema semicontinuo con una tasa de dilucién del 30%; los autores reportaron alrededor de 200,000 cél
mL?y, al igual que en este trabajo, la densidad celular se mantuvo estable, para las tres tasas de dilucion,
en los primeros dias del sistema semicontinuo. Por otro lado, Tam et al. (2021) reportan para esta

microalga, en cultivos a diferentes niveles de escalamiento y en distintas condiciones de cultivo a las

utilizadas en este trabajo, densidades celulares, de 500x103cél mL?, al dia seis de cultivo mientras que en

este trabajo estas biomasas se obtuvieron al dia cinco para las tres tasas de dilucién; los autores

mencionan que, T. weissflogii puede alcanzar densidades celulares de hasta 800x10*cél mL; no obstante,
como se menciond anteriormente, la densidad celular puede variar dependiendo de las condiciones de

cultivo.

El peso seco total y organico de las dos especies de microalgas (P. tricornutum y T. weissflogii) mostraron
una tendencia a disminuir en el cultivo estatico. Sin embargo, al iniciar las diluciones los pesos aumentaron
en el caso de P. tricornutum, mientras que en T. weissflogii se mantuvieron estables a lo largo del cultivo
semicontinuo. La disminucién del peso se debid a la disminucién del tamafio de las microalgas, lo cual
puede atribuirse a la limitacién de nutrientes (nitrégeno), debido probablemente a una menor absorcién
de luz (Stramski et al., 2002; Peter y Sommer, 2015). Probablemente hubo una limitacidn de nutrientes en
los cultivos estaticos de ambas especies de microalgas y estos se recuperaron al iniciar los sistemas
semicontinuos, lo anterior se pudo observar claramente en la densidad celular de T. weissflogii, ya que

esta aumento al iniciar las diluciones.
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Como se menciond anteriormente, la temperatura influye en la produccion de biomasa de las microalgas,
Liu et al. (2011) y Garcia et al. (2012) cultivaron T. weissflogii a 18 y 20°C, y obtuvieron menores pesos a
los obtenidos en este trabajo, tanto en el cultivo estdtico como en el semicontinuo, los cuales fueron
mantenidos a 25 °C, de cinco a siete grados de diferencia con los autores mencionados. Otros autores
(Hernandez-Sandoval et al., 2022; Ortega-Salas y Flores-Nava, 2017), obtuvieron pesos comparables a los
obtenidos en este trabajo bajo condiciones de temperatura similares a las de este estudio. Stramski et al.
(2002) ya habian reportado diferencias respecto al tamafio celular en el caso de T. pseudonana, la cual

alcanzé su talla minima a 7°C, mientras que al ser cultivada a 25°C obtuvo un mayor tamano celular.

El valor para la acuicultura de una especie de microalga esta relacionado con su composicién bioquimica,
por lo que un mejor conocimiento del perfil bioquimico permite una mejor manipulacién y mayor
productividad de la especie en cultivo (Fabregas et al., 1995). En este trabajo el mayor contenido de
macromoléculas de los cultivos semicontinuos de P. tricornutum y T. weissflogii fueron proteinas, seguido
de lipidos y por ultimo carbohidratos y una pequena fraccion de pigmentos. Fernandez-Reiriz et al. (1989)
analizaron la composicién bioquimica de P. tricornutum en cultivos estatico y semicontinuo y encontraron
que el contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos disminuyeron drasticamente al iniciar las diluciones.
La diferencia de resultados se puede deber a que el cultivo semicontinuo de este trabajo inicié al dia 6
(crecimiento lento) y el de los autores alrededor del dia 12, por lo que puede ser que sus cultivos de
microalgas se encontraban en distintas fases de crecimiento. Si bien estos autores no mencionan en qué
fase se encontraban sus cultivos, es probable que la microalga estuviera en la fase estacionaria antes de
que iniciara el sistema semicontinuo, por lo que tal vez estarian limitados de nutrientes. Fabregas et al.
(1995 y 1996) reportaron diferencias en el perfil bioquimico de P. tricornutum en un sistema semicontinuo,
con tasas de dilucién del 10, 20, 30, 40 y 50% y con distintas concentraciones de nitrégeno y observaron
un aumento en el contenido de proteinas conforme aumentaron las tasas de dilucidn y una disminucion
del contenido de lipidos. En este trabajo se observd que la concentracidn de proteinas y lipidos se
mantuvieron relativamente estables en las diferentes tasas de dilucién, pero con un aumento de proteinas
en el dltimo dia de cultivo, es probable que las diferencias en la composicion bioquimica de P. tricornutum
reportadas por los autores se deba a que utilizaron una mayor concentracién de nitrégeno (1 mmol L) en
comparacién de los 0.88 mmoles utilizados en este estudio. La concentracién de proteinas y lipidos que se
obtuvieron en este trabajo, en el sistema semicontinuo y con luz continua, (8.04 y 7.53 pg cél?
respectivamente) fueron mayores a las reportadas por Fabregas et al. (1996), quienes reportaron valores
de 4.46 a 5.04 pg cél? para proteinas y 3.45 a 2.57 pg cél™ para lipidos con diferentes tasas de dilucidn.
Estas diferencias podrian estar relacionadas con el volumen del cultivo y la intensidad de luz ya que los

autores realizaron los cultivos en tubos de 80 mL y con periodos de luz y oscuridad. Kaixian y Borowitzka
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(1992) reportaron mejores resultados respecto al crecimiento y la composicion bioquimica de P.
tricornutum cultivada en luz continua. Ademas, Abalde et al. (1995), menciona que la cantidad de
proteinas varia dependiendo el método utilizado para su cuantificacion, por lo que algunos datos
encontrados en la literatura podrian estar sobreestimados, al tomar en cuenta una fraccion de nitrégeno

no proteico como acidos nucleicos, péptidos, aminoacidos y pigmentos.

El contenido de proteinas de T. weissflogii en un cultivo estatico varia segun las condiciones de cultivoy la
fase en que es cosechada, por ejemplo, Herndndez-Sandoval et al. (2022) cultivaron esta microalga en un
cultivo estatico y con distintas concentraciones de nitrogeno y observaron que, en la mayoria de los casos,
la concentracidn de proteinas disminuyd y los lipidos aumentaron a través del tiempo; no obstante, en
este trabajo, la concentracién de proteinas y lipidos se mantuvieron estables durante el cultivo

semicontinuo en las diferentes tasas de dilucién (20, 30 y 40%).

El contenido de carbohidratos también varia dependiendo de las fases de crecimiento de las microalgas,
asimismo, se ha reportado que el método analitico que se utilice para su analisis también influye en su
cuantificacidn, por lo que las diferencias reportadas por los diferentes autores hacen dificil la comparacién
de las especies bajo las mismas condiciones de cultivo (Tibbetts et al., 2015). En este trabajo se
encontraron variaciones en el contenido de carbohidratos de P. tricornutum y T. weissflogii en las distintas
tasas de dilucién. No obstante, al igual que Fabregas et al. (1996), la tendencia observada en ambos
trabajos es que el contenido de carbohidratos en un cultivo semicontinuo disminuya al aumentar las tasas
de dilucidn. Fidalgo et al. (1995), mencionan que el contenido de lipidos y carbohidratos de P. tricornutum
en un cultivo estatico aumenta en la fase estacionaria de crecimiento, el autor menciona que, en esta
especie, los carbohidratos son los productos primarios de reserva, no obstante, los lipidos pueden llegar a

serlo cuando hay un largo periodo de limitacién de nutrientes (Fidalgo et al., 1995).

En el cultivo estatico y en las diferentes tasas de dilucidén del sistema semicontinuo de T. weissflogii se
observd que el contenido de proteinas fue superior a la concentracién de lipidos, resultados similares
fueron reportados por Vasquez-Suarez et al. (2013) para T. pseudonana, en un cultivo semicontinuo bajo
distintos niveles de irradiancia y obtuvieron una mayor concentracién de proteinas y una menor cantidad

de lipidos, lo cual se puede deber al rapido crecimiento celular (Branco-Vieira et al., 2018).

Las clorofilas son el principal grupo fotosintético de todas las algas, siendo la clorofila a el pigmento
predominante en las diatomeas, el cual juega un papel importante en la conversidon de la energia

fotoquimica en la mayoria de los organismos fotosintéticos (Kuczynska et al. 2015). El contenido de
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clorofila en las diatomeas sigue una tendencia similar a la produccidn de biomasa ya que este pigmento
depende de la concentracién de nutrientes (Herndndez-Sandoval et al. 2022; Saxena et al. 2022). En este
trabajo no se encontraron diferencias significativas en el contenido de clorofila a, en ambas especies de
microalgas, entre las tres tasas de dilucién. Fidalgo et al. 1995 reportaron para P. tricornutum una mayor
concentracion de clorofila g (0.52 a 0.61 pg cél?) durante la fase de crecimiento exponencial y las menores
en la fase de crecimiento estacionaria (0.21-0.22 pg cél?), estas concentraciones fueron similares a las
reportadas en esta investigacion. Por otro lado, la concentracién de clorofila a para T. weissflogii fue mayor

a lo reportado por Vasquez-Sudrez y colaboradores en el 2013 para T. pseudonana.
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Capitulo 5. Conclusiones

En general, las tres tasas de dilucidn (20, 30, 40%) evaluadas en el sistema semicontinuo de P. tricornutum
mostraron resultados similares en la produccién de biomasa (densidad celular) y en la calidad de ésta
(contenido de proteinas, carbohidratos y clorofila a). Por lo cual se recomienda la tasa de dilucion del 20%
debido a que se utilizan menos nutrientes. La tasa de dilucidn del 30% mostrd los mejores resultados en
la produccidn de lipidos, por lo tanto, se sugiere su uso si el objetivo es la produccién de este compuesto.
Respecto a T. weissflogii, la tasa de dilucion del 20% resultd la mejor para la produccidon de biomasa,
ademads de que esta obtuvo un buen contenido de proteinas y una mayor concentracion de lipidos y
carbohidratos. Se recomienda utilizar el sistema de cultivo semicontinuo para la produccién de microalgas
ya que en este sistema se puede mantener la calidad y cantidad de la biomasa por un largo periodo de

tiempo.
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Anexo A. Resultados de los analisis estadisticos de los datos de P. tricornutum

Coefficients:
Estimate std. Error © value Pri=|t|)

{(Intercept) 4369.4 175.2 24.942 <Ze-1f #w*
GrupoPT30 -b41. 8 247.8 -2.591 Q.0107 *

GrupoPT40 -533.2 247.8 -2.152 Q.0333 *

Signif. codes: © "#*%' 0,001 ***' 0.01 **° 0.05 *." 0.1 * '

Figura 17. Resultados del ANOVA de la densidad celular de P. tricornutum.

Numero_celulas groups

PT20 4369.418 a
PT40 3836.168 ab
PT30 3727, 597 b

Figura 18. Resultados de la prueba Tukey de la densidad celular de P. tricornutum.

Response: PSTU_pg_cel

pf Sum 5gq Mean 5 F walue Pri=F)
Grupo 2 1736 868 8.1160 0.0012319 ==
Dia 5 171191 34238 320.0550 <« 2.2e-1p %=
Grupo:Dia 10 5450 545 5.0942 0.0001287 %%
Residuals 36 3851 107

Figura 19. Resultados de ANOVA de dos vias del PSTU de P. tricornutum

Response: PSOU_pg_cel

pof Sum Sq Mean Sq F wvalue Pri=F)
Grupo 2 15.0 7.49 1.5474 0.2266
Dia 5 10808.0 2161.60 446.3315 <« 2.2e-16 %%

Grupo:Dia 10 378.2 37.82 7.BOBY 1.705e-0f #%%
Residuals 36 174.3 4,84

Figura 20. Resultados de ANOVA de dos vias del POU de P. tricornutum

1



Response: Froteinas

pf Sum Sq Mean 5q F wvalue Pri=F)
Grupo 2 8.00606 4,033 0.8269 0.4495
Dia 3 166.420 55.473 11,3738 7.7BBe-05 =%

Grupo:Dia 6 12.011 2.002 0.4104 0.8647
Residuals 24 117.055 4. 877

Figura 21. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracién de proteinas de P. tricornutum

Response: Lipidos

pof Sum Sg Mean 5g F value Pr{=F)
Grupo 2 16.470 8.235 7.0125 0.003997 %=
Dia 3 160,376 53.459 45.5222 4.652e-10 ##%*

Gr‘LIpD:Dia 7] 5. 360 0.893 0.7607 0.607657
Residuals 24 28.184 1.174

Figura 22. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracion de lipidos de P. tricornutum

Response: CHOS

pf Sum Sgq Mean 5q F wvalue Pri=F)
Grupo 2 6.4931 3.2466 11.43595 0.0003242 ===
Dia 34,7254 1.5751  5.5501 0.0048708 ==

Grupo:Dia 6 4.0965 0.6827 2.4057 0.0580239 .
Residuals 24 6.8112 0.2838

Figura 23. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracién de carbohidratos de P. tricornutum

Response: Ca

pf  Sum Sq Mean 5q F value Pri=F)
Grupo 2 0.1604 0.0802 1.1590 0.330738
Dia 3 12.95%76 4.3192 62.4222 1.76le-11 #%**

Gr‘LIpD:[ﬂ'a 6 2.2335% 0.3756 5.4281 0.001148 #**
Residuals 24 1.6606 0.0892

Figura 24. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracion de clorofila a de P. tricornutum
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Anexo B. Resultados de los analisis estadisticos de los datos de T. weissflogii

LY n statistic

Nﬂmerc_ce1u1as 1é2 52.3

df

p method
-i 4.46;;12 K;uska1—wa11is

Figura 25. Resultados de la prueba Kruskal-Wallis de la densidad celular de T. weissflogii

Numero_celulas Tw20 TW30 54 54 -0.647 5.17e- 1 5.17e- 1 ns
Numero_celulas Tw20 TwW40 54 54 -5.56 5.3%92-11 5.39e-11 #www
Numero_celulas TwW30 TwWa0 54 54 -5.91 3.37e- 9 3.37e- g #www

Figura 26. Resultados de la prueba Dunn de la densidad celular de T. weissflogii

Response: PSTU_pg_cel
Df Sum 5gq Mean sqQ

Grupo 2 48731 24366
Dia 4 205921 51480
Grupo:Dia B 55108 65889
Residuals 30 39955 1332

F value Fri{=F)
18. 2948 6.393e-006
38.6538 1.973e-11

5.1722 0.0004117
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Figura 27. Resultados de ANOVA de dos vias del PSTU de T. weissflogii

Response: PSOU_pg_cel

ot sum 5q Mean Sg
Grupo 2 27957 13978.4
Dia 4 17221 4305.2
Grupo:Dia 8 24737 309%.6
Residuals 30 7908 263.6

F value Pr{=F)
53.029 1.416e-10
16,332 3.317e-07
11.740 2.170e-07

¥ ¥ ¥
B
B

Figura 28. Resultados de ANOVA de dos vias del POU de T. weissflogii

Response: Proteinas

pf sum Sg Mean Sq
Grupo 2 1234.5 627.26
Dia 4 7194.6 1798.64
Grupo:Dia B 4080.2 510.03
Residuals 30 7087.7 236.26

F value Pri=F)
2.6550 0.0867681
7.6131 0.0002333 »»=
2.1588 0.0007490 .

Figura 29. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracion de proteinas de T. weissflogii



Response: Lipidos

pf Sum 5g Mean sSg F value Pri{=F)
Grupo 2 143,12 71.5%61 10.296 0.0003941 #=*
Dia 4 288.98 72.245 10.394 2.102e-05 d##=
Grupo:Dia B 674.57 84.321 12.132 1.525e-07 ##=
Residuals 30 208.52 6.951

Figura 30. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracion de lipidos de T. weissflogii

Response: CHOS

pf sum s5gq Mean Sq F walue Pri=F)
Grupo 2 bob.64 333.32 47.38BE 5.1B6e-10 #%¥
Dia 4 305.95 75.49 10.874 1.437e-05 %%

Grupo:Dia B 721.25 90.16 12.818 B.373e-0F #%%
Residuals 30 211.01 7.03

Figura 31. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracion de carbohidratos de T. weissflogii

Response: Ca

pf Sum Sg Mean 5g F value Pri{=F)
Grupo 2 1.9838 0.99292 10.9376 0.0002707 ##%#*
Dia 4 7.4228 1.85569 20.4415 3. 23%e-08 #=#=®
Grupo:Dia & 1.9945 0.24932 2.7464 0.0211059 *

Residuals 30 2.7234 0.09078
Figura 32. Resultados de ANOVA de dos vias de la concentracion de clorofila a de T. weissflogii



