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RESUMEN

Se evalud el crecimiento poblacional y el contenido proximal de Scenedesmus sp.,
cultivada en diferentes salinidades (10 %o, 20 %o, 30 %0¢), con disminucién de nitrégeno
(N) y fosforo (P) en el medio (25, 50, 75%) y exposicion a un fotoperiodo (12 horas luz,
12 horas oscuridad). Los cultivos se realizaron por triplicado con medio Bold basal,
aireacion constante y temperatura de 27 + 1 °C. Para los cultivos con las diferentes
concentraciones de salinidad, nitrégeno y fésforo, la iluminacién fue de 24 horas (57
umol/s/m). El crecimiento poblacional se determino con concentracion de clorofila total.
La disminucién de N en el medio y la salinidad, afectaron significativamente el crecimiento
poblacional y la composicion proximal de Scenedesmus sp., particularmente cuando la
microalga se cultivo en la concentraciéon de N mds baja (11 mg/l) y en 20%0 y 30%0 de
salinidad. No se observaron cambios significativos cuando se disminuyé la fuente de
fésforo en el medio. El fotoperiodo causo una baja en el crecimiento, pero se observo un
aumento en el contenido de proteina y lipidos. Los datos obtenidos indican que los
parametros ambientales pueden utilizarse para la produccion de biomasa con caracteristicas

bioquimicas especificas para utilizarse como alimento vivo en acuacultura.



INTRODUCCION

Las microalgas pertenecen a un grupo de organismos muy heterogéneo,
predominantemente acudticos, microscopicos unicelulares que pueden formar colonias y
que filogenéticamente estdn compuestas de especies procariotas y eucariotas. Se
caracterizan por la presencia de pigmentos responsables de su coloracién asi como de los

mecanismos fotoautotréficos (Darley, 1987).

Actualmente existe un creciente interés en el estudio de las microalgas, ya que tienen una
importancia primordial dentro de diversas cadenas tréficas y una amplia posibilidad de
aplicacion comercial en distintas dreas como la nutricidon, salud humana y animal, en
tratamientos de aguas residuales, en la produccién de energia, en la obtencion de
compuestos de interés en la industria alimenticia, quimica y farmacéutica, en la agricultura
y acuacultura, ademds, pueden ser usadas en contra del efecto invernadero al asimilar CO,,
resultado del proceso de la quema de combustibles fésiles y de las précticas agricolas
impropias. (Morales, 1991; Borowitzka, 1993; Certik y Shimizu,1999; Kirk y Behrens,

1999; Leman, 1997; Bruno, 2001; Grobbelaar, 2004; Richmond, 2004).



Estos organismos pueden ser cultivados en diversos sistemas de produccion con voliimenes
variados. Los sistemas cominmente utilizados son muy poco sofisticados, muchas
empresas desarrollan cultivos en sistemas abiertos con condiciones naturales de
iluminacién y temperatura sin ningdn control de estos pardmetros ambientales. Los tanques
son generalmente rasos, construidos en concreto, fibra de vidrio, policarbonato, con fondo
de tierra o revestido con material plédstico. Recientemente algunos cultivos han sido
desarrollados con equipo mds especifico, denominado fotobiorreactor, esperando alcanzar
grandes producciones, ya que en este tipo de sistemas es posible controlar las condiciones

de cultivo; cantidad de nutrientes, temperatura, iluminacién, pH etc (Tredici, 2004).

En ambiente natural, asi como en cultivos estdticos, el crecimiento de una poblacion
microalgal es el resultado de la interaccion entre factores fisicos, quimicos y biolégicos
(Raven, 1988). Entre los factores fisco - quimicos que afectan el crecimiento de las
microalgas destacan la luz, temperatura, salinidad, pH, CO; y disponibilidad de nutrientes
(Coutteau, 1996; Sanchez et al., 2000; Leonardo y Lucas, 2000; Tzovenis et al., 2003).
Dentro de estos ultimos son relevantes los macronutrientes, que son utilizados para
sintetizar compuestos organicos, y los micronutrientes, usados como catalizadores

(Coutteau, 1996; Hidalgo et al., 1998; Sipauva-Tavares y Rocha, 2003).



La aplicacion mds comun de las microalgas se ha dado en la acuacultura. En esta area, el
principal uso de las microalgas se da en la nutricién ya que al ser la base de la cadena
tréfica y por su tamafio reducido y variado (5 — 50 pm en promedio) son de facil captura y
digestion por multitud de organismos que se alimentan en forma directa o indirecta del
fitoplancton; por lo tanto constituyen la principal fuente de alimento en el cultivo de todos
los estadios de moluscos bivalvos, de los estadios larvales de un gran nimero de peces
marinos y camarones peneidos y del zooplancton (Renuad et al., 2002; Brown, 2002;

Aloysio, 2003).

Sin embargo los mayores costos en ambiente controlado de la produccion de algunos
organismos acudticos como los pectinidos se los lleva la alimentacion, la cudl es
principalmente en base a microalgas (Coutteau y Sorgeloos, 1992; Uriarte et al., 2002). Por
esta razon, las investigaciones de la ultima década se han centrado en hacer mas eficiente y
costo/efectiva el cultivo de las microalgas en las diferentes fases del cultivo controlado,
utilizando tecnologias de manipulacion de las microalgas o de formulacion de sustitutos de
estas. Ello ha fomentado el desarrollo de los estudios nutricionales no solo de los moluscos

bivalvos, sino también, de otros organismos acudticos de interés comercial.



Asi las altas concentraciones de proteinas, carbohidratos, 4cidos grasos y vitaminas
presentes en las microalgas las hace fundamentales para la alimentacion de estos
organismos (Brown et al, 1997; D’Souza y Nelly, 2000; Renaud et al.,, 2002;

Aloysio, 2003).

Las microalgas representan una fuente proteinica con posibles aplicaciones en la nutricion
acuicola, debido principalmente a sus elevados contenidos proteinicos, potenciados por
poseer un buen balance de aminoécidos. El alto contenido de proteina de varias especies de
microalgas es una de las mayores razones para considerarlas como una inusual fuente de
proteina, se conoce que las microalgas pueden contener hasta un 70 % del contenido total
de materia seca. El patrén de aminodcidos de casi todas microalgas se compara
favorablemente con las de otras fuentes de proteina. A si las células son capaces de
sintetizar todos los aminodcidos y pueden proveer de algunos esenciales para algunas

especies acuicolas tales como leucina fenilalanina o treonina.

El contenido de lipidos de las microalgas puede variar entre 1% y 70% de peso seco y en
ciertas condiciones de cultivo, pueden alcanzar hasta un 90% (Borowitzca y Borowitzca
1988). Los lipidos de las microalgas son tipicamente compuestos por glicerol, azucares o
bases esterificadas y dcidos grasos estos ultimos pueden contener entre 12 y 22 carbonos
pudiendo ser saturados, mono o poliinsaturados y corresponden a la mayor fracciéon de

lipidos.



De estos los de mayor importancia son los dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga
principalmente los de la familia omega 3 y omega 6 (Langdon y Waldock, 1981; Sergeant
et al.,, 1997) ademds, en algunas especies los dcidos grasos poliinsaturados representan

entre 25 y 60% de lipidos totales (Becker, 1988; Brown, 1991; Becker, 2004).

Una gran cantidad de especies de microalgas han sido aisladas en diferentes partes del
mundo y son sometidas a cultivos intensivos; sin embargo, en las dltimas cuatro décadas
solo algunas centenas han sido probadas como alimento en acuacultura, pero muy pocas
han ganado un uso general (Jeffrey et al., 1992; Kawamura et al., 1998) ya que alrededor
de 40 especies de microalgas se utilizan en acuacultura en todo el mundo, la mayoria de
ellas de origen marino. Se han empleado especies de Bacillariophyceae (Chaetoceros spp.,
Thalassiosira spp. Phaeodactylum tricornutum, Skeletonema costatum), Haptophyceae
(Isochrysis spp.), Cryptophyceae (Rhodomonas spp.), Chrysophyceae (Monochrysis spp.),
Prasinophyceae (Tetraselmis spp.), Cyanophyceae (Arthrospira spp. y Spirulina spp.) y
Chlorophyceae (Chlorella spp., Dunaliella spp. y Scenedesmus spp.) y otras clases y

diversas especies.



Scenedesmus es un género que pertenece a la Clase de las cloroficeas, que esta
ampliamente distribuido en el mundo y que se encuentra en diferentes ambientes en las

aguas continentales mexicanas.

Son células de forma elipsoidal o fusiforme que se agrupan en cenobios de 2, 4, 8 o 16
células, las cuales suelen estar ornamentadas con espinas o prolongaciones mis 0 menos
largas que en su medio natural son utilizadas como mecanismo de defensa contra sus

depredadores.

En acuacultura algunas especies de este género han sido utilizadas para alimentar carpa
herbivora y tilapia, ademds se han utilizado en la produccién de algunas especies de
rotiferos, como Brachionus rubens y Brachionus calyciflorus, y cladéceros, que a su vez

son utilizados en el cultivo de peces de ornato.

El aporte de elementos como N, P y de compuestos lipidicos de alto valor nutricional
(principalmente HUFA) de Scenedesmus hacia rotiferos y cladéceros es un factor critico en
la tasa de crecimiento y fecundidad de estos ultimos ademas tiene una influencia en la tasa
de sobrevivencia de las larvas de los peces. Asi un aporte nutricional inadecuado se traduce
en una produccién mds lenta y reducida tanto de rotiferos y cladéceros como de peces, lo

que implica pérdidas econdmicas.



A pesar de ser utilizadas en la produccién de organismos zooplancténicos se considera
que las clorofitas de agua dulce como Scenedesmus 'y Chlorella poseen un valor nutricional
muy reducido, ya que en general estas microalgas raramente producen lipidos en exceso
principalmente dcidos grasos insaturados (Yongmanitchai y Ward, 1991; Ahlgren et al.,

1992).

Sin embargo las microalgas que crecen bajo limitacién de recursos exhiben variacion
considerable en su composicion bioquimica dependiendo del nutriente y del grado de
limitaciéon. Algunos estudios sugieren que algunas microalgas verdes bajo limitacién de P
pueden incrementar su contenido de lipidos y carbohidratos mientras que a bajas
concentraciones de N el contenido de lipidos es variable ademds de una reduccion en el

contenido de proteinas (Healey y Hendzel, 1979; Shifrin y Chisholm, 1981).



ANTECEDENTES

Las microalgas pueden ser manipuladas en su composicion bioquimica generalmente por
estrés ambiental (cambios en algunos factores fisico-quimicos como iluminacion,
temperatura, salinidad, pH y CO;) o por manipulaciéon en la disponibilidad de nutrientes

como concentracion de N y P en el medio de cultivo.

Wright et al., (1980) reportan que Scenedesmus quadricauda mostro un porcentaje de
lipidos de 15.5%, creciendo bajo luz continua y con KNO;3 como fuente de N y K;HPO, y
KH,PO4 como fuente de P, mientras que Ahlgren et al., (1992), en un analisis del contenido
de proteinas, aminoacidos y lipidos totales de 24 especies de microalgas dulceacuicolas,
reportaron un contenido bajo de lipidos (entre 10.2% Y 10.4%) y un contenido
relativamente elevado de proteinas (entre 22.6% y 32%) en 4 cepas de Scenedesmus y una
deficiencias en los niveles de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga en algunas
algas verdes incluidas entre estas, las 4 cepas de Scenedesmus. Piorreck y Pohl, (1984) en
cultivos de Scenedesmus obliquus bajo luz continua y con KNO3; y con K;HPO, como
fuente de N y P respectivamente, analizaron el comportamiento en la produccion de
biomasa, contenido de lipidos, clorofila y proteinas en una fase del cultivo; encontrando
que a medida que transcurria el cultivo y la concentracion de N en el medio se reducia el
contenido de proteina y clorofila total disminuia; mientras que el de lipidos y la

produccion de biomasa se incrementaba.
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Por su parte Piorreck et al., (1984) bajo las mismas condiciones de luz y concentraciones de
las fuentes de N y P observo que al reducir la concentracion de N en cultivos de
Scenedesmus obliquus la produccion de biomasa, el contenido de proteina y clorofila total
eran menores mientras que el porcentaje de lipidos se incrementaba. Alhgren y Hyenstrand,
(2003) en un estudio para determinar el efecto de diferentes concentraciones de nitrato y
amonio, como fuente de nitrogeno; sobre la composicion bioquimica de Scenedesmus
quadricauda encontraron un incremento en la composicion de lipidos y una disminucion en
el contenido de proteinas a bajas concentraciones de las diferentes fuentes de nitrogeno.
Yepes et al., (2004), evaluaron el efecto de seis concentraciones de nitrégeno en forma de
nitrato, sobre el crecimiento y la composicion bioquimica de la microalga Scenedesmus sp.,
encontraron que en la razon de 3,5:1 de N: P, se obtiene el mejor rendimiento celular, con
una tasa de crecimiento neta alta (2,9) a los siete dias. La concentracion de lipidos y
carbohidratos se incrementd significativamente en los tratamientos con baja concentracion
de nitrégeno, mientras que en el contenido de proteinas y clorofila no se observaron
cambios significativos. Sanchez et al., (2008) reportan tasas de crecimiento elevadas en
cultivos continuos de Scenedesmus almeriensis expuestos a luz continua y con una
proporcion de 5 g/l de NaCl en el medio; bajo estas condiciones encontraron altos
porcentajes en el contenido de proteinas, sin embargo el contenido de lipidos fue bajo.
Yongmanitcha y Ward, (1991), reportan haber obtenido altas proporciones de acidos grasos
poliinsaturados cuando la concentracion de la fuente de nitrogeno era alta en cultivos de

Scenedemus, Chlorella y Phaeodactylum tricornutum.

1



JUSTIFICACION

La produccion de microalgas es una parte integral de diferentes operaciones acuaculturales
y existe poca informacidn respecto al mejoramiento nutricional de especies de agua dulce y
su uso en la acuacultura en México. Por ello es importante generar el conocimiento para el

mejoramiento de la calidad nutricional de especies mexicanas.

HIPOTESIS

Los pardmetros ambientales influyen directamente en el desarrollo, crecimiento poblacional
y composiciéon bioquimica de los organismos, por lo que al modificar algunos de estos
pardmetros (ciclo luz-oscuridad, salinidad y reducciéon de N y P en el medio de cultivo)
durante el cultivo de la microalga Scenedesmus sp., se observaran cambios en el
crecimiento poblacional y la composicion bioquimica de la biomasa, factores que puedan

ser aprovechados en la Acuacultura.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la calidad nutricional de la microalga de agua dulce Scenedesmus sp., mediante la
modificacién de algunos pardmetros ambientales (ciclo luz-oscuridad, salinidad y reduccion

de Ny P en el medio de cultivo).

Objetivo Particular

% Determinar el crecimiento poblacional bajo diferentes concentraciones de N, P,
NaCl y un ciclo luz-oscuridad.

% Determinar la composicion proximal de lipidos, proteinas, cenizas y humedad en las
diferentes condiciones de cultivo (distintas concentraciones de N, P, NaCl y un ciclo

luz-oscuridad).

13



MATERIALES Y METODOS
1. Disefio experimental

El presente trabajo se elaboro en el Laboratorio de Produccion Acuicola de la UNAM FES
Iztacala, con la cepa de Scenedesmus sp., que se mantiene en este laboratorio. Las
microalgas se expusieron a diferentes variables ambientales: salinidad, disminucion en las
concentraciones de nitrogeno (N) y fosforo (P) en el medio de cultivo y exposicion a un
periodo de 12 horas luz- 12 horas oscuridad; para los cuales se emplearon reactores de
plastico de 2 1 con medio de cultivo Bold basal (1.85 1 por reactor) (Hernandez, 1998),
aireacion continua, temperatura ambiental de aproximadamente 27 + 1 °C y luz
suministrada por ldmparas fluorescentes de 30 watts con una intensidad luminosa de 57
molm™s”. Todas las pruebas se realizaron por triplicado para cada uno de los grupos
experimentales y controles. En cada caso se determino el crecimiento poblacional y la

composicion proximal (porcentaje de proteina, lipidos, humedad y cenizas).
2. Tratamientos
2.1 Nitrégeno

Para esta prueba se utilizo NaNO; como fuente de N en el medio a una concentracion de
250 mg/l de cultivo para el grupo control; 187.5 mg/l, 125 mg/l y de 62.5 mg/l para los
experimentales; equivalentes a 41 mg/l, 30 mg/l, 22 mg/l y 11mg/l de N en el medio

respectivamente.
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2.2 Fosforo

En estos cultivos se utilizaron dos fuentes de P en el medio K,HPO4 Y KH,POy4. Para
K,HPO,, las concentraciones fueron de 75 mg/l para el control y 56.25 mg/l, 37.5mg/l y
18.75mg/1 para los experimentales; que corresponden a 13.3 mg/l, 10 mg/l, 6.6 mg/l y 3.3
mg/l de P en el medio respectivamente. Mientras que para KH,PO, se utilizaron las
siguientes concentraciones; 175mg/l para el control; 131.25 mg/l, 87.5 mg/l y 43.75 mg/I
para los experimentales; equivalentes a 39.8 mg/l, 29.9 mg/l, 19.9 mg/l y 9.9 mg/l

respectivamente.

2.3 Salinidad

Para la prueba con diferentes salinidades, se disolvié NaCl (sal de grano para acuarios) en
agua destilada para obtener salinidades de 10, 20 y 30 %o, asi mismo, se mantuvo un grupo

control con salinidad de 0 %eo.

2.4 Fotoperiodo

Se realizaron cultivos bajo un periodo luz - oscuridad 12-12 (experimental) y bajo un
régimen de luz continua (control) con una concentracion de las fuentes de Ny P al 100% en
el medio (250mg/l de NaNOs;, 175 mg/l de KH,PO; y 75 mg/l de K,HPO,

respectivamente).
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3. Determinacion del crecimiento poblacional bajo las diferentes condiciones

medioambientales.

El crecimiento poblacional se obtuvo diariamente para cada uno de los grupos
experimentales, mediante el método de extraccion de clorofila, de acuerdo a Becker (1994).
Con ayuda de un espectrofotdmetro se determino la absorbancia de cada muestra a 650 y

665 nm. El contenido de clorofila se determino con la formula:

Clorofila a + Clorofila b = (4.0 x abs ss5) + (25.5 x abs s59) = Clorofila total mg/I

4. Analisis proximal

La determinacion del contenido de proteina se realizo con el método de Lowri (Becker,
1994); para lipidos totales se utilizo el método de Bligth y Dyer (1954), mientras que para

cenizas y humedad se utilizaron las técnicas reportadas por AOAC (1993).
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5. Analisis estadistico

Crecimiento poblacional

Para el andlisis de crecimiento se llevaron a cabo regresiones no lineales (regresion
cuadratica) para los casos de N, P y salinidad; se obtuvieron las tasas de crecimiento en
cada regresion y mediante un analisis de varianza de una via, se compararon las pendientes
de las diferentes concentraciones. Para el caso de fotoperiodo dado el comportamiento de
los datos se utilizo analisis de regresion logistica se calcularon las pendientes de grupo
control y experimental y mediante la prueba de t (para pendientes) se determino si existian

o no diferencias estadisticas significativas.

Analisis proximal

Para la comparacion del andlisis proximal a diferentes concentraciones de N, P, salinidad y
luz-oscuridad se aplicaron analisis de varianza para determinar si existian o no diferencias
significativas en el contenido de proteinas, lipidos humedad y cenizas entre las diferentes
concentraciones de cada tratamiento y entre los cultivos expuestos a luz continua y los

expuestos a fotoperiodo.
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RESULTADOS
1. Crecimiento poblacional

En el presente trabajo se determino la curva de crecimiento promedio (concentracion de

clorofila total) para los cultivos de Scenedesmus sp., bajo 4 tratamientos.

Para los tratamientos con diferentes concentraciones de N, P y salinidad se establecio que
las curvas de crecimiento se ajustaron a un modelo de crecimiento de tipo polinomial
cuadratica (Fig. 1-3) que estan representadas por las formulas mostradas en el anexo VIII,
mientras que para los cultivos expuestos a un ciclo de luz-oscuridad la curva de crecimiento
se ajusto a un modelo de tipo logistico (Fig. 4) que es representada por la ecuacion

C = A/1+be™ en donde k corresponde a la tasa de crecimiento.
1.1. Nitrégeno

Para Scenedsmus sp., reducir la concentracion inicial de N de 41 mg/l a 30 mg/l no tuvo un
efecto significativo en su crecimiento; ya que de acuerdo con el andlisis estadistico no se
encontré diferencia significativa entre sus tasas de crecimiento (21.81 y 24.52
respectivamente) asi como en su densidad maxima. Sin embargo a la concentracion de 22
mg/l se observo una densidad maxima de 83.43 mg/1 (Clorofila total), alcanzada a los 6 dias
con una tasa de crecimiento de 19.88 significativamente (p<0.05) mas baja que las
encontradas a la concentracion control. El efecto mdas drastico observado sobre el
crecimiento se dio a una concentracion de 11mg/l (Fig. 1) registrandose una tasa de
crecimiento (11.72) y una densidad méaxima (56.10 mg/l) 50% menor que los cultivos que

crecieron a 41 mg/l de N inicial (Tabla 1).
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1.2 Fésforo

La reducciéon en la concentracion de fosforo en el medio de cultivo no mostré ser una
limitante en el crecimiento de Scenedesmus sp., incluso cuando este elemento se redujo
hasta un 75% (13.3 mg/l), debido a que el analisis estadistico corroboré que no hubo
diferencias significativas en las tasas de crecimiento (Tabla 2) de los cultivos expuestos a

las diferentes concentraciones de fosforo inicial (Fig. 2).

1.3 Salinidad

Scenedesmus sp., parece tolerar salinidades hasta 10%o, ya que no se registrd diferencia
significativa entre este tratamiento y el control; aun cuando, también se observa una
disminucion de su crecimiento (Fig. 3). Sin embargo a concentraciones de 20%o y 30%o se
produjo una disminucion significativa en el crecimiento (Tabla 3) a partir del segundo y
tercer dia respectivamente (Fig. 3). El analisis estadistico demostrd que hubo diferencia
significativa (P<0.05) en la tasa de crecimiento de los cultivos que crecieron a salinidades
de 20%0 y 30%0 comparados con los cultivos que crecieron a 0%o. Scenedesmus sp.,
manifestd sensibilidad a concentraciones elevadas ya que a la concentracion de 30%o se

registro un descenso en el crecimiento de hasta el 50%.
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1.4 Ciclo luz-oscuridad.

El crecimiento de Scenedesmus sp., registro densidades maximas de 104.98 y 105.21 mg/I
de clorofila total bajo luz continua y fotoperiodo respectivamente (Tabla 4); sin embargo
bajo fotoperiodo la densidad maxima se alcanzo a los 18 dias (Fig.4) con una tasa de
crecimiento de .3996 (Tabla 4), por el contrario, los cultivos a luz continua alcanzaron la
densidad maxima a los 9 dias (Fig. 4) con una tasa de crecimiento de .6926 (Tabla 4), que
de acuerdo con el analisis estadistico es significativamente (P<0.01) mas elevada que la

obtenida en los cultivos bajo periodo luz - oscuridad (Tabla 4).

2 ANALISIS PROXIMAL

Se realizo el andlisis de la composicion porcentual de proteinas, lipidos, cenizas y humedad
de los cultivos a diferentes concentraciones de N, P, NaCl y expuestas a un periodo de luz-

oscuridad; los resultados se exponen en las tablas 5-8.

2.1 Nitrégeno.

La concentracion porcentual de proteinas resulto tener una relacion directamente
proporcional con respecto a la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo; a si los
maximos valores de proteina de 48.41% y 45.07%, se obtuvieron cuando la microalga
crecio a una concentracion de 41mg/l y 30 mg/l de N en el medio respectivamente, sin
diferencia significativa entre ambos valores; sin embargo en los cultivos que crecieron a
una concentracion de 11 mg/l el porcentaje de proteinas disminuyo significativamente

(P<0.05) hasta un valor de 11.76%. Estos resultados indican que Scenedemus sp., es
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dependiente de concentraciones adecuadas de nitrogeno para producir proteinas, ya que
cuando se reduce la concentracion en el medio de cultivo, el porcentaje de proteinas

disminuye significativamente. (Tabla. 5)

Por otra parte, cuando los cultivos se expusieron a concentraciones iniciales de N de 22
mg/l y 11 mg/l, se observaron los mayores porcentajes de lipidos totales, de 33.94% y
59.33% respectivamente, significativamente mayores (P<.05) que los registrados en los
cultivos que crecieron a concentraciones de 41 mg/l (control) y 30 mg/l con porcentajes de
14.33% y 15.66% respectivamente, este ultimo sin diferencia significativa (P<0.05) con el
control pero si con los porcentajes obtenidos a 22 mg/l y 11mg/l de N. Por lo tanto estos
resultados sugieren que a bajas concentraciones de N en el medio de cultivo se produce un

mayor porcentaje de lipidos totales en Scenedesmus sp. (Tabla 5).

Bajo las diferentes concentraciones de N en el medio de cultivo no se observaron cambios
significativos en el porcentaje de humedad, el andlisis estadistico determind que no hubo
diferencias significativas entre los porcentajes de humedad de los cultivos control y
experimentales. Por el contrario en los cultivos que crecieron a bajas concentraciones de N
la proporcidn de cenizas se redujo significativamente (P<.05), registrandose porcentajes de
2.5%, 3.1% y 4.1% significativamente menores que los obtenidos a la concentracion de N

control. (Tabla 5).
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2.2 Fosforo

El analisis estadistico indicé que no hubo ningin efecto en el porcentaje de cenizas y
humedad a ninguna de las concentraciones de fosforo en el medio de cultivo, sin embargo
se observo una reduccion en el porcentaje de proteinas y lipidos cuando los cultivos
crecieron a concentraciones de 26.5 mg/l y 13.2 mg/l, obteniéndose porcentajes de proteina
42.86% y 40.32% mientras que para lipidos se alcanzaron porcentajes de 11.33% y 10.66%

respectivamente; (Tabla 6).

2.3 Salinidad

El incremento de la salinidad inhibi6 la sintesis de proteinas por efecto de estrés salino, de
tal forma que el contenido de proteinas disminuyo marcadamente en cultivos expuestos a
un medio salino, presentandose la mayor cantidad por volumen de cultivo a 10%o; de
18.43% (Tabla 7). Mientras que a salinidades de 20%o0 y 30%o el porcentaje fue de 16.56%
y 15.36% ligeramente menores (P<.05). Sin embargo, el aumento de la salinidad significd
un aumento de la produccion de lipidos, de tal manera que a salinidades de 20%o y 30%0 se
obtuvieron los porcentajes mas elevados de lipidos totales de 20.66% y 34.64%
respectivamente, significativamente mayores (P<.05) que los obtenidos en cultivos a 10%o

y sin concentracion de sal en el medio (control).
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Un efecto similar ocurrio con el contenido de humedad registrandose un descenso
significativo (P<0.05) en el porcentaje a medida que la concentracion de sal en el medio de
cultivo era mayor. Los porcentajes mas bajos se obtuvieron cuando los cultivos crecieron a
salinidades de 20%o0 y 30%o0 con proporciones de 76.16% y 76% respectivamente. Por el
contrario el analisis estadistico demostré que a medida que se incrementa la salinidad en el
medio el porcentaje de cenizas era mayor, es decir, que se registro un cambio significativo
(P<0,05) en el contenido de cenizas de los diferentes tratamientos con respecto al control

(Tabla 7).

2.4 Ciclo Luz-Oscuridad

En relacion al efecto de la luz sobre el contenido de proteinas, se encontré que el porcentaje
fue significativamente (P<0.05) menor cuando los cultivos se expusieron a luz continua,
mientras que los valores mas elevados por volumen de cultivo se registraron cuando la

microalga crecio bajo un periodo de luz oscuridad (58.9%).

En cuanto al contenido de lipidos, se registr6 un porcentaje de 14.11% a luz continua
incrementandose significativamente (P<.05) hasta un porcentaje de 25.5% en cultivos
expuestos a fotoperiodo. Sin embargo, no hubo diferencias en el porcentaje de humedad y
cenizas entre ambos tratamientos registrandose valores de 85.96% y 85.3% de humedad y

6.54% y 6.3% de cenizas respectivamente (tabla §).
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Tabla 1 Cinética poblacional de Scenedesmus sp., bajo diferentes concentraciones de N en el
medio de cultivo.

DENSIDAD TASA TIEMPO
TRATAMIENTO INOCULO INICIAL MAXIMA DE
DE CRECIMIENTO
mg/l de N mg/| de clorofila total mg/l de K CRECIMIENTO
clorofila total dias
41 mg/ 2.52 + 0.45 104.08 + 4.24 2181a 12
(control)
30 mg/l 2.65+0.53 105.23 + 1.06 24.52 a 12
22 mg/l 2.58 +0.30 83.43+1.21 19.88 b 12
11 mg/l 2.38+0.10 56.10 + 2.14 11.72c¢c 12

Tabla 2 Cinética poblacional de Scenedesmus sp., bajo diferentes concentraciones de P en el
medio de cultivo.

DENSIDAD TASA TIEMPO
TRATAMIENTO INOCULO INICIAL MAXIMA DE
DE CRECIMIENTO
mg/l de P mg/| de clorofila total mg/l de K CRECIMIENTO
clorofila total dias
53.1 mg/l 2.97 +0.10 103.37 + 3.88 16.84 13
(control)
39.9 mg/l 2.93 +0.40 103.81 + 2.37 17.09 13
26.5 mgl/l 2.71+0.38 102.89 + 0.48 17.03 13
13.2 mg/l 2.99 + 0.02 104.32 +2.18 17.09 13

24



Tabla 3 Cinética poblacional de Scenedesmus sp., bajo diferentes concentraciones de NaCl en el
medio de cultivo.

DENSIDAD TASA TIEMPO
TRATAMIENTO INOCULO INICIAL MAXIMA DE
DE CRECIMIENTO
g/l de NaCl mg/| de clorofila total mg/l de K CRECIMIENTO

clorofila total GIES

Sin NaCl
2.81+£0.28 105.27 £+ 2.14 15.61 a 12

(control)
10 %o 297 £0.44 97.89 £ 6.26 15.77 a 12
20 %o 2.81+£0.28 68.43 £1.10 9.85b 12
30 %o 2.98 £ 0.04 51.41 £1.90 522 ¢ 12

Tabla 4 Cinética poblacional de Scenedesmus sp., bajo un periodo de luz continua y un periodo de
12 hrs luz — 12 hrs osc.

DENSIDAD TASA TIEMPO
TRATAMIENTO INOCULO INICIAL MAXIMA DE
DE CRECIMIENTO

mg/I de clorofila total mg/l de K CRECIMIENTO
clorofila total dias

Luz continua

2.63+0.17 104.98 + 1.86 0.6926 a 13
(control)
Fotoperiodo
19. 12 2.68 £ 0.08 105.21 £ 1.47 0.3996 b 21

25



5 Datos obtenidos en el analisis proximal en % de materia seca de Scenedesmus sp., creciendo a

diferentes concentraciones de N en el medio.

TRATAMIENTO % % % %
mg/l de N PROTEINA LIPIDOS HUMEDAD CENIZAS

41 mgl/l

48.41+0.14 a 1433+ 1.54 a 85.96 6.54+0.70 a
(control)
30 mgl/l 45.07£2.26 a 15.66 £ 3.95 a 84.06 4100.57b
22 mg/l 34.300.73 ¢ 33.94+1.71b 83.43 3.10+0.28¢c
11 mgl/l 11.76 £ 0.06 d 59.33+0.00c 86 250+0.01d

Tabla 6 Datos obtenidos en el analisis proximal en % de materia seca de Scenedesmus sp.,

creciendo a diferentes concentraciones de P en el medio.

TRATAMIENTO % % % %
mg/l de N PROTEINA LIPIDOS HUMEDAD CENIZAS
53.1 mgl/l

48.41+ 0.14 a 14.33+0.50 a 85.96 + 2.50 6.54 +0.70
(control)
39.9 mgl/l 46.09+0.72 a 15.00+1.73 a 88.00 £ 0.50 7.08 + 0.68
26.5 mgl/l 42.86+1.17b 12.33+0.57b 88.50 + 0.50 6.79 + 0.61
13.2 mg/l 40.58 +0.60 b 10.66 £ 0.57 b 87.40 £ 1.65 6.66 + 0.86
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Tabla 7 Datos obtenidos en el andlisis proximal en % de materia seca de Scenedesmus sp.,

creciendo a diferentes concentraciones de NaCl en el medio de cultivo.

TRATAMIENTO % % % %
g/l de NaCl PROTEINA LIPIDOS HUMEDAD CENIZAS

Sin NaCl

48.41+0.14 a 14.33+0.57 a 85.96 £ 2.50 a 6.54+0.70 a
(control)

10 %o 18.43+0.12b 15.94 +0.09 a 82.33+1.25b 3.10+0.28b

20 %o 16.56 £+ 0.85¢c 20.66 +0.57 b 76.16 £ 1.52 ¢ 5.00+0.50 c

30 %o 15.36 £ 0.63 c 3464 £0.64 c 76.00+0.00 c 9.00+1.00d

Tabla 8 Datos obtenidos en el andlisis proximal en % de material seca de Scenedesmus sp.,

creciendo bajo un periodo de luz continua y un periodo de 12 hrs luz — 12 hrs osc.

0, o, o, o,
TRATAMIENTO A o & %

PROTEINA LIPIDOS HUMEDAD CENIZAS

Luz continua

4841 +0.14 a 14.33+0.57 a 85.96 +2.50 a 6.54£0.70 a
(control)
Fotoperiodo
1212 58.9+0.03b 255+150b 85.3+2.30a 6.3+0.75a
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Fig. 1 Crecimiento poblacional de los cultivos de Scenedesmus sp., expuestos a diferentes

concentraciones de N: 41 mg/l (control), 30 mg/l, 22 mg/l y 11 mg/l (experimentales).
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Fig. 2 Crecimiento poblacional de los cultivos de Scenedesmus sp., expuestos a diferentes

concentraciones de P: 53.1 mg/l (control), 39.1 mg/l, 25.5 mg/l y 13.2 mg/I (experimentales).
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Fig. 3 Crecimiento poblacional de los cultivos de Scenedesmus sp., bajo diferentes

concentraciones de NaCl en el medio: Sin NaCl (Control), 10 g/I, 20 g/l y 30 g/l (experimentales).
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Fig. 4 Crecimiento poblacional de los cultivos de Scenedesmus sp., bajo un periodo de luz continua

y un periodo de 12 hrs luz — 12 hrs osc.
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DISCUSION

Efecto de la concentracion de N en el crecimiento poblacional

A concentraciones bajas de nitrogeno se produce un efecto negativo muy marcado en el
crecimiento poblacional y una disminucion general en las tasa de crecimiento, asi como en
la produccion de biomasa; ademas, cuando el nitrogeno del medio se agota se observa una
disminucion significativa de su poblacion inicial y una importante decoloracion de los
cultivos (clorosis). El mismo efecto ocurre con otras cepas de Scenedesmus y otras algas
verdes (Yepes et al., 2004; Piorreck et al., 1984; Alhgren y Hyenstrand 2003) ademas de

algunas cianobacterias (Foy, 1993; Hu et al., 2000).

Es dificil determinar si existen diferencias en las tasas de crecimiento entre este y los
trabajos ya mencionados debido a que el crecimiento poblacional se midié por densidad
celular, produccién de biomasa y particularmente en este trabajo por contenido de clorofila

total.

No obstante en este trabajo a concentraciones de 41 mg/1 de N inicial en el medio se obtuvo
la méxima tasa de crecimiento y un alto rendimiento; un resultado similar es reportado por
Piorreck et al., (1984) para Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris a la misma
concentracion de N. En el presente trabajo, a la concentracién inicial de 30 mg/l de N el
crecimiento poblacional y la tasa de crecimiento fueron similares a las obtenidas a la
concentracion de 41 mg/l de N; ademads, la densidad maxima se obtuvo a los 6 dias de
iniciado el cultivo que representa un tiempo menor que el reportado por Yepes et al; (2004)

para Scenedesmus sp., (7 dias).
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Por el contrario bajo concentraciones iniciales de 22 mg/l de N en el medio (50% de N) el
crecimiento poblacional y la tasa de crecimiento se ven afectados reduciéndose un 16% que
es relativamente bajo comparado con otras microalgas verdes como Chlorella minutissima
que al reducir su concentraciéon de N inicial en un 50% (6 mg/l de N en el medio) el
crecimiento poblacional disminuy6 en la misma proporcion (50%) a diferencia de los
cultivos que crecieron bajo un 100% (12 mg/ de N) de N inicial en el medio (Illman et al.,
2000). Estos resultados sugieren que Scenedesmus sp., €s mas sensible a concentraciones de
N iniciales reducidas, que Chlorella minutissima, ya que Scenedesmus a una concentracion
de 11mg/l mostré una reduccion del 50% de su crecimiento poblacional y de la tasa de

crecimiento.

Efecto de la concentracion de N en el contenido de proteinas y lipidos

El comportamiento en la composicion porcentual de proteinas de Scenedesmus sp., bajo
deficiencia de nitrato como fuente de nitrogeno en el medio ha sido descrito previamente
por otros autores para Scenedesmus y otras algas verdes y verde- azules (Piorreck et al.,
1984., Alhgren y Hyenstrand 2003; Zhila et al., 2005 a y b; Kalacheva et al., 2001; Rosales
et al., 2006). En estos trabajos se hace referencia a una disminucion en el contenido de
clorofila total y proteina, a medida que se reduce las concentraciones de nitrogeno en el

medio.
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El contenido porcentual de proteinas de 48.41% obtenido a una concentracion inicial de
41mg/l de N registrado en este trabajo es relativamente mas alta que lo reportado por
Piorreck et al., (1985) a la misma concentracion de N en cultivos de Scenedesmus obliquus
(32%). Ademas, en nuestro trabajo a concentraciones de 30 mg/l se registra un porcentaje
igualmente elevado (45.07%); mientras que a una concentracion de 22mg/l el contenido
porcentual es semejante (34.30%) que el obtenido por este autor a concentracion 41.5 mg/1.
Sin embargo este autor reporta que a una concentracion inicial de 13.8 mg/ de N en el
medio obtiene un contenido de proteina de 34%. En nuestro trabajo a una concentracion
muy cercana (11mg/1) el porcentaje de proteinas se vio altamente afectado ya que se obtuvo
el porcentaje mas bajo (11.76%), mientras que en el trabajo realizado por Piorreck et al.,
(1984) se observo una disminucion en el contenido de proteinas partir de concentraciones
de 4.15 mg/l de nitrogeno en el medio. Estos resultados proponen que Scenedesmus sp.,
puede producir porcentajes de proteina relativamente alto a partir de concentraciones

iniciales de 22mg/l de N en el medio.

El efecto de bajas concentraciones de N en el medio sobre el contenido de lipidos es
variable en las diferentes especies de microalgas; en general se observa un incremento en el
contenido de lipidos cuando la concentracion de N en el medio es reducida; por ejemplo
Chlorella sp., mostré un aumento en el contenido de lipidos del 70% al 80% cuando la
fuente de nitrégeno aumento de 0.04mmol/l a 0.70 mmol /1 (Utting, 1985). Aunque en
otras microalgas el efecto es el opuesto, es decir el contenido de lipidos disminuye o se
incrementa paralelamente a la concentracion de nitrogeno en el medio; Xu et al., (2001)
reportan que Ellipsoidion sp., aumento el contenido de lipidos hasta un maximo de 32.8%

de materia seca cuando se incremento la concentracion de N en el medio de 0.16mmol/l a
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1.92mmol/l. Mientras que el contenido de lipidos de Isochrysis galbana decrecio
marcadamente de 30% a 19% de materia seca cuando el contenido de nitrogeno se redujo

de 2 mmol/l a 0.5 mmol/l (Molina y Sédnchez, 1992).

En este trabajo a concentraciones de 41 mg/l de N la concentracion de lipidos es baja de
14.33% mientras que a una concentracion de 30 mg/l de N el contenido es de 15.66%, este
contenido porcentual coincide con lo reportado por Wrigth, (1980), para Scenedesmus
quadricauda que exhibi6 un contenido de lipidos totales de 15.5% bajo una concentracion
de 118mg/l de N inicial en el cultivo. Por su parte Piorreck et al., (1984) reporta que a
concentraciones iniciales de entre 41.5 mg/l y 13.8 mg/l se registraron contenidos
porcentuales entre 29.8 % y 26.9% de lipidos totales alcanzando un contenido méximo de
lipidos a concentraciones iniciales de 4.15 mg/l en cultivos de Scenedesmus obliquus. Sin
embargo en este trabajo a 22 mg/l de N inicial en el medio se obtuvo un porcentaje de
33.9% mayor que el reportado por Piorreck et al., (1984). Ademés a concentraciones
iniciales de 11mg/l el contenido de lipidos se incremento hasta cuatro veces. Shifrin y
Chisholm, (1981) constatan que el contenido de lipidos se incrementa de dos a tres veces en
diferentes especies de microalgas después de 4 a 9 dias de cultivo bajo concentraciones
reducidas de N en el medio. Otros autores reportan incrementos de dos a tres veces en el
contenido de lipidos bajo diferentes concentraciones de N inicial para algunas microalgas
verdes como Botriococus brauni, Chlorella emersonii, Chlorella vulgaris y Chlorella

minutisima (Zhila et al., 2005 a y b; Illman et al., 2000).
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El mayor efecto de la limitacion de nitrogeno es la reduccion del contenido de N y proteina
en las células (Falkowsky et al., 1989; Geider et al., 1998). Esto se debe principalmente a
que el primer paso en la incorporacion de la fuente de nitrogeno en las células es la
formacion de aminodcidos que ocurre en los cloroplastos, los aminoacidos son la unidad
basica de las proteinas y de acuerdo con Alhgren y Hyenstrand, (2003) con la limitacion de
nitrogeno se inhibe indiferentemente la sintesis de estos y por consiguiente la formacién de
proteinas. La terminacion de la sintesis de proteinas causada por la limitacion de nitrégeno

en el medio afecta la integridad celular y por consiguiente la capacidad de duplicarse.

La perdida de color puede estar influenciada por un incremento en la relacion
carotenoides/clorofila, ya que bajo deficiencia de nitrogeno se tiene una disminucion del
contenido de clorofila a y b de al menos 2.5 veces comparado con el contenido de
carotenoides el cual se incrementa. Este incremento puede estar relacionado con una parcial
degradacion de las membranas de los cloroplastos (Piorreck et al., 1984) que es causada por
una disminucion en el contenido de lipidos polares durante este periodo. Esta averia en la
estructura de la membrana de los cloroplastos causa la finalizacion de la sintesis de los
galactolipidos, el lipido polar mas abundante en las membranas fotosintéticas (Harwood y

Jones, 1989; Constantopoulas, 1970).
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En algunas microalgas verdes los acidos grasos de los lipidos polares son redirigidos a la
sintesis de lipidos neutrales principalmente triacilgliceroles, que son componentes de
reserva de un buen numero de algas unicelulares, ademas, el contenido de estos lipidos se
puede incrementar varias veces, bajo limitacion de nitrogeno dependiendo de la especie

(Thompson, 1996; Piorreck et al., 1984; Tornabene et al., 1983).

Efecto de la concentracion de P en el crecimiento poblacional

La reducciéon en las concentraciones de fosfatos no tuvo un efecto negativo sobre el
crecimiento de la microalga, el contenido de clorofila total se comporto de manera similar

bajo las tres concentraciones utilizadas.

Las concentraciones de P utilizadas en este trabajo posiblemente no fueron inhibitorias ni
limitantes ya que se utilizaron 2 fuentes de P en el medio con lo que se compensaron las
necesidades de este nutriente para la microalga; ademas, para Scemedesmus y otras
microalgas verdes estas formas de fosforo inorganico son las més facilmente asimilables y
cuando se encuentran en concentraciones elevadas estas son altamente consumidas y
almacenadas en granulos en forma de polifosfatos y metafosfatos (principales reservas de
fosforo en las algas) y son utilizados posteriormente cuando los niveles de fosforo son

limitados (Martinez et al., 1997).
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De esta forma se puede proveer de P necesario para las reacciones asociadas con la division
celular (Darley, 1987; Fogg y Thake, 1987; Valenzuela-espinosa et al., 2005). Por lo tanto
Scenedesmus sp., puede crecer a expensas de sus reservas de P interno como fue reportado
por Rhee, (1973) y confirmado por Martinez et al., (1997) ademas el uso de estas reservas

se hace mas eficiente debido a una mayor produccion de fosfatasa (Martinez et al., 1999 a).

Efecto de la concentracion de P en el contenido de Proteinas y Lipidos

A concentraciones iniciales de 52 mg/l de P se obtuvo una concentracion de 48.41%,
mientras que a concentraciones mas bajas se registro un contenido de proteinas ligeramente
menor. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Kilham et al., (1997) y
Healey y Hendzel (1979). Mientras que Steiner y Robinson no encontraron diferencias en el
contenido de proteinas cuando Scenedesmus sp., crecid a una concentracion severamente
reducida de P comparados con los cultivos que crecieron a concentraciones optimas de P.
Estos resultados sugieren que bajas concentraciones de P en el medio no tienen un efecto
muy drastico en la produccioén de proteinas ya que a pesar de disminuir la produccion, el
porcentaje se mantiene relativamente alto comparado con otras especies de Scenedesmus

(Piorreck et al., 1984; Alhgren et al., 1992)
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El porcentaje de lipidos totales no vari6 significativamente a concentraciones iniciales de P
en el medio de 52 mg/l y 39mg/l. Sin embargo a concentraciones de 26 mg/l y 13 mg/l se
obtuvo un porcentaje mas bajo ( 12.33% y !0.16%). Algunos autores como Rhee., (1978),
Kilham et al., (1997) y Lynn (2000) indican que el contenido de lipidos en cultivos de
diferentes especies de Scenedesmus a bajas concentraciones de P en el medio tienden a
incrementarse. Estos resultados muestran que Scenedesmus sp., es sensible en la produccion
de metabolitos a exposiciones prolongadas de luz bajo concentraciones reducidas de P en

el medio como lo reporta Martinez et al., (1999b).

Efecto de diferentes niveles de salinidad sobre el crecimiento poblacional.

Algunos autores han reportado una reduccion de 98% en la densidad celular a salinidades
de 25 %o y 35 %o; obteniéndose una densidad elevada a salinidades menores de 15 %o (Mora
et al.,, 2006). El mismo efecto es reportado para algunas cianobacterias en las que se
obtienen las mayores tasas de crecimiento a salinidades de 15 %o (Jonte et al., 2006; Mora
et al; 2006). En este trabajo a concentraciones de 10 %o se obtuvo una tasa de crecimiento
similar a la obtenida en los cultivos sin salinidad; sin embargo el crecimiento se vio
ligeramente disminuido, por su parte en los cultivos a 30 %o el contenido de clorofila total
se redujo hasta un 63% con una tasa de crecimiento 3 veces menor que los cultivos no

salinos.
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Estos resultados sugieren que a concentraciones por debajo de 10 %o de NaCl se obtiene un
crecimiento mas adecuado con tasa relativamente altas, lo anterior es confirmado por
Sanchez et al., (2008) que encontr6 un crecimiento optimo para Scenedesmus almeriensis a
concentraciones salinas de 5 g/l con tasas de crecimiento incluso mas altas que los cultivos
sin salinidad; ademas encontr6 un crecimiento menor a 10 %o y a 30 %o con una
disminucion en las tasas de crecimiento del 50%. Ranga Rao (2006) por su parte reporta
que Botriococcus braunii crecio satisfactoriamente a concentraciones de NaCl de 1mM a

85mM (58 mg/l a 4.9 g/1) obteniendo un crecimiento elevado a 85 mM (4.9 g/l).

Es importante destacar que la sensibilidad a la salinidad difiere entre especies como lo
sugiere Goncalves et al (2006); que reporta alta sensibilidad de 3 diferentes microalgas
verdes de agua dulce con una inhibicion del crecimiento alrededor de los 5 g/l de NaCl o

menos.

Esta disminucion de los procesos metabdlicos y la replicacion celular se debe a que el
estrés salino influencia la capacidad de la microalga para adquirir las fuentes necesarias
para su crecimiento y productividad. Desde el punto de vista energético y de acuerdo con
Oren, (1999), el costo de producir solutos osmoéticos organicos en organismos haloficos es
enorme y dado que la cantidad de energia necesaria para la produccion de solutos
osmoticos quizas exceda grandemente los requerimientos energéticos para la biosintesis de
proteinas, acidos nucleicos, paredes celulares y otros compuestos, por lo que la energia
disponible para el crecimiento se ve disminuida cuando se incrementa la salinidad del

cultivo (Serpa y Calderén, 2005).
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Efecto de diferentes niveles de salinidad sobre el contenido de clorofila total, proteinas

y lipidos.

La cantidad de clorofila es un indicador del proceso de fotosintesis, asi, el hecho de que el
contenido de clorofila en mg/l disminuya al aumentar la salinidad demuestra que la
fotosintesis es inhibida por incremento de la salinidad del cultivo (Cowan et al., 1992). La
variacion en el pH por el incremento en la salinidad (estrés i6nico) altera el flujo linear del
fotosistema I contribuye a la disminucién de la proporcion NADPH/NADP y a su vez
indica una disminucion de las actividades biosintéticas (incluidas la sintesis de clorofila). El
incremento de la salinidad también influye en la asimilacion del CO; a pesar de la aparicion
de la anhidrasa carbonica (Fisher et al., 1992). A si, la acumulacion de fotosistemas II
inactivos podria ser debido a la fotoinhibicidon causada por la fotosintesis en condiciones de

limitada fijacion de CO2 (Serpa y Calderon 2005).

Hay pocos reportes sobre el efecto de la salinidad sobre la composicion bioquimica de las
microalgas. La literatura sugiere que diferentes niveles de salinidad son asociados con
pequeiios cambios en la composicion quimica de las microalgas. Dependiendo de la
especie en estudio puede haber un incremento en el contenido de cenizas y de lipidos
totales (Bent-Amotz et al., 1985) y un incremento o decremento en el total de proteinas

(Bent-Amotz et al., 1985; Fabregas et al., 1985).
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La positiva correlacion del contenido de cenizas con la salinidad de este trabajo coincide
con los resultados de trabajos previos hechos por Renaud y Parry, (1994). Este incremento
en la materia inorganica es conocido como un ajuste para el estrés celular causado por altos
contenidos de sal en la solucion del cultivo (Richmond, 1986). Ademas se encontr6 un
incremento en el contenido total de lipidos y un decremento en el de proteinas, a
salinidades elevadas, este resultado concuerda con lo reportado por Vazquez-Duhalt,

(1991), Sarada et al., (2002) y Ranga Rao, (2006) con otras microalgas verdes.

Nuestros resultados muestran una disminuciéon muy marcada en el contenido de proteinas a
partir de concentraciones salinas de 10 %o en el medio de cultivo; mientras que para el
contenido de lipidos se encontrd que el mayor porcentaje se obtuvo a una concentracion de
30 %o, sin embargo a pesar de haberse obtenido un porcentaje elevado de lipidos; esta
concentracion resulta no ser adecuada para fines acuaculturales debido a que se obtiene un
rendimiento muy bajo en el crecimiento poblacional. Por lo tanto estos resultados sugieren
que la concentracion adecuada para una composicién bioquimicas aceptable desde el punto
de vista acuacultural; se encuentra por debajo de los 10g/l de NaCl. Lo anterior es
confirmado por Sanchez et al; (2008) que encontrdé una concentracion optima de 5 g/l de

cloruro de sodio para cultivos de Scenedesmus almeriensis.
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Efecto del fotoperiodo en el crecimiento poblacional.

Diferentes trabajos reportan que bajo régimen de luz continua las células presentan tasas de
reproduccion reducidas, la tasa de reproduccion se incrementa si se les somete a un periodo
de Iuz oscuridad como lo reporta Brown, (1991). Sin embargo en este trabajo los resultados
muestran una tasa de crecimiento mayor bajo régimen de luz continua, con un tiempo de 9
dias para alcanzar la maxima densidad; mientras que los cultivos bajo fotoperiodo 12- 12

hrs luz-oscuridad la densidad maxima se alcanzo en un periodo de tiempo de 18 dias.

Espacios de tiempo prolongados para alcanzar un méximo crecimiento son reportados para
Botryococcus sp. (Zhila et al., 2005 a) de 20 dias bajo un fotoperiodo de 14 horas luz- 10
horas oscuridad. Por su parte Vega, (2006) reporta un tiempo de 15 dias para alcanzar su
maéxima produccion de biomasa en cultivos de Scenedesmus incrassatulus bajo el mismo
fotoperiodo que Botriococcus sp. Mientras que Ortega, (2006) reporta una densidad
maxima a los 33 dias para Chlorella sp., bajo un fotoperiodo 12-12 hrs luz-osc. Sin
embargo para otras microalgas verdes como Chlorella vulgaris la tasa de crecimiento es
alta registrandose su densidad méxima a los 12 dias, mientras que Chlorella minutissima
alcanzo su mayor crecimiento a los 9 dias pero con una tasa de crecimiento menor; ambas

especies, creciendo bajo un fotoperiodo 16-8 hrs. luz-oscuridad.
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Las baja tasa de crecimiento y produccion de biomasa asi como el periodo que duro el
cultivo de Scenedesmus sp., en este trabajo se debe posiblemente al pobre suministro de
aire en el sistema de cultivo, lo que provoca una débil agitacién y bajo condiciones de luz
limitada no se promueve el crecimiento ni un aumento en la produccion de biomasa como
lo reporta Vega (2006). Ademas, el régimen luminico tiene un efecto directo sobre la tasa
de crecimiento, debido a que bajo iluminacion continua la tasa de crecimiento es afectada
debido a que la mayor parte de las células en cultivo continuo se dividen durante el periodo
de obscuridad, ademas de que bajo estas condiciones se tiene una mejor actividad

fotosintética.

Produccion de proteina y lipidos

Los cultivos bajo periodo luz - oscuridad mostraron una composicion de proteinas
relativamente superior (58.9%) comparada con aquellos que se llevaron a cabo bajo luz
continua (48.41%). Renaud et al., (1994) encontraron contenidos similares de proteina total
en cultivos de Scenedesmus dimorphus y Scenedesmus quadricauda cuando fueron
expuestas a un periodo luz-oscuridad. Estos resultados sugieren que el régimen de luz
continua afecta la asimilacion de N y por consiguiente la sintesis de proteinas como lo
reporta Jeanfils et al., (1993) y que es reforzado con los trabajos realizados por Shifrin y
Chisholm, (1981); Piorreck et al., (1984) y Alhgren et al., (1992) quienes reportan bajas
concentraciones en el contenido de proteinas de Scenedesmus obliquus creciendo bajo

condiciones de luz continua.
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Por otra parte, es importante reconocer que la luz es un factor importante en la asimilacion
de nitrogeno, debido a que en estas condiciones; a través de la fotosintesis se obtiene la
energia necesaria (ATP) para el transporte activo de nitrato, el cual es utilizada mas
eficientemente en la fase obscura de la fotosintesis ya que en este periodo se lleva a cabo la

sintesis de metabolitos como proteinas y carbohidratos (Rajasekaran et al., 1981).

Bajo fotoperiodo el contenido de lipidos se incremento alrededor de un 40% (25.5%)
comparado con los cultivos que crecieron en un régimen de luz continua (14.33%). Renaud
et al., (1994) reportan contenidos porcentuales de lipidos totales similares a los de este
trabajo para Scenedesmus dimorphus (23.1%); mientras que para Scenedesmus quadricauda
el contenido porcentual fue ligeramente menor (19%). En general bajo fotoperiodo el
contenido lipidico de algunas microalgas verdes es registrado entre 18% y 29%. Un
porcentaje de hasta 63% de lipidos es reportado para Chlorella emersonni creciendo bajo
fotoperiodo, sin embargo este porcentaje tan elevado estd relacionado con una

concentracion reducida de la fuente de nitrogeno.
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Utilizacion en acuacultura

Algunas especies de Scenedesmus son utilizadas como alimento de organismos
zooplanctonicos como cladoceros y rotiferos, los cuales son capaces de degradar gruesa

pared celular que poseen estas microalgas (Pérez, 2003; Caviedes 2007).

Diversos estudios sugieren que las algas verdes (clorofitas) poseen una adecuada calidad
nutricional para los cladoceros y a pesar de que en alguno de ellos se reportan bajos niveles
en el contenido de lipidos y proteinas el crecimiento ha sido adecuado (Hardy y Castro,
2000; Caviedes, 2007). La calidad nutricional de estas microalgas, para estos organismos
zooplactonicos, ha sido relacionada con altos contenidos de P (Sterner, 1993) y de PUFA,
particularmente los del tipo omega 3 (Ahlgren et al., 2000; Muller-Navarra 2000).
Diferentes trabajos demuestran un incremento en los niveles de P a rigurosas limitaciones
de N (Ahlgren, 1985). Por otra parte el N es un elemento importante en la sintesis de
acidos grasos, por lo que a niveles bajos de N se esperaria una baja produccion de acidos
grasos, sin embargo, la reduccion de nitrogeno tiene efectos muy variables sobre la

produccion de PUFA (Piorreck et al., 1984; Xu et al., 2001).

Asi la produccion de esta microalga bajo condiciones particulares de cultivo puede ofrecer
los elementos nutricionales necesarios para un adecuado desarrollo de los organismos
zooplanctonicos y estos a su vez servir de apoyo en las produccion de algunos peces de

ornato o bien de peces comestibles como la carpa.
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CONCLUSIONES

R/
A X4

Los datos obtenidos a diferentes concentraciones de salinidad demuestran que a
concentraciones reducidas; menores a 10 %o, se puede tener un resultado mds
favorable en la produccion de biomasa como en su composicidon proximal, las

cuales pueden ser utilizadas con fines acuaculturales.

La respuesta de Scenedesmus sp., ante cambios como en la concentracién de N o P
en el medio es diversa, y al igual que la luz y la salinidad, van a depender de la
interrelacion de estos pardmetros, del tipo de especie y de las condiciones existente

en su habitat natural.

Se observo que el régimen luminico es un factor importante en el desarrollo de los
cultivos estdticos por lo que una forma préictica de utilizar estos resultados seria
combinar el fotoperiodo 12-12 en cultivos con concentraciones reducidas de

nitrégeno o salinidad.

Estos resultados demuestran que bajo ciertas condiciones de cultivo se puede
obtener una composicidon bioquimica adecuada, por lo que es necesario realizar un
andlisis del patrén de aminodcidos y 4cidos grasos a si como el comportamiento de
estos a bajas concentraciones de N, P, salinidad y bajo fotoperiodo o bien una

combinacidn de estos factores.
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ANEXOS

I. Medio Bold basal (Nichols, 1979; en Hernandez, 1998).

Se disolvieron por separado cada uno de los siguientes reactivos en un litro de agua:

Macronutrientes

NaNO; 250 g
CaCl, 25¢
MgSO,4 75¢g
K>HPO,4 75 ¢
KH,PO4 175 ¢g
NaCl 25¢
Micronutrientes

Solucion A 50g
EDTA 31g
KOH

Solucion B
Fest4 4.98 g
HzSO4 1 ml

Solucion C

Solucion D

ZnSOy 882 ¢
MnCl, 144 g
MoO; 071 g
CuSOq4 1.57 g
CO(NO3)2 0.49 g
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II. Preparacion del medio para los diferentes tratamientos

Cultivos control, cultivos con diferente salinidad y cultivos bajo fotoperiodo
En un matraz de 100 ml; se agregd ordenadamente, un mililitro por litro de cultivo de cada

una de las soluciones anteriormente mencionadas, hasta obtener una solucién de color azul.

Cultivos con diferente concentracion de N en el medio
En estos casos solo se modifico la cantidad agregada de la solucion de NaNO; de la

siguiente manera:

a) Para los cultivos con el 25% de N en el medio se agregaron 0.5 ml de NaNO;
b) Para los cultivos con el 50% de N en el medio se agregaron 1.0 ml de NaNOs

c) Paralos cultivos con el 75% de N en el medio se agregaron 1.5 ml de NaNO;

Cultivos con diferente concentracion de P en el medio
Para este tratamiento unicamente se altero la cantidad agregada de las soluciones de

K;HPO4 y KH,PO4 como sigue:

a) Para los cultivos con el 25% de P en el medio se agregaron 0.5 ml de K;HPO4y 0.5
ml de KH,PO4

b) Para los cultivos con el 50% de P en el medio se agregaron 1.0 ml de K,HPO,y 1.0
ml de KH,PO4

¢) Para los cultivos con el 75% de P en el medio se agregaron 1.5 ml de K;HPO4y 1.5
ml de KH,POq4
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III.  Cultivo de la microalga (Hernandez, 1997)

En botellas de plastico de 2 litros de capacidad se agregaron 1.8 litros de agua destilada,
después se adiciono el medio Bold basal, previamente preparado (anexo II) y finalmente se

inoculo la cepa de Scenedesmus sp, afiadiendo 30 ml de un cultivo previo.

En el caso de los cultivos con diferente concentracion de NaCl, antes de agregar el medio

de cultivo, se disolvi6 sal de grano para acuarios de la siguiente manera:

a) Para los cultivos a 10 %o se disolvieron 10 g/l de NaCl
b) Para los cultivos a 20 %o se disolvieron 20 g/l de NaCl

c) Para los cultivos a 30 %o se disolvieron 30 g/l de NaCl

IV. Cuantificacion de clorofila total (Becker, 1994)

Para realizar la cuantificacion de clorofila total se tomo una muestra de 10 ml de cultivo,
esta se centrifugo a 3000 rpm durante un minuto; el sobrenadante fue eliminado; la pastilla
sobrante se resuspendio con etanol al 96%: todas las muestras se calentaron a bafio maria a
60 °C en una parrilla durante 10 minutos, pasado este tiempo cada muestra se diluyo con
5 ml de etanol al 96%, finalmente en un espectrofotometro se determino la absorbancia de

cada muestra a 650 y 665 nm.

Utilizando la siguiente formula se obtuvo la cantidad de clorofila total en mg/I:

Clorofila a + b = (4.0 x abs ¢55) + (25.5 x abs s59) = Clorofila total mg/l
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V.  Cuantificacion del contenido de Proteina total - Método de Lowry (Becker,

1994)

Se prepararon 5 tubos con proteina estandar y un tubo extra (blanco) como lo indica la

siguiente tabla:
Solucién de proteina estandar Agua Concentracion de proteina
ml ml png/ml
0.125 0.875 50
0.250 0.750 100
0.500 0.500 200
0.750 0.250 300
1.000 0 400
0 1.000 -

*Estos tubos formaron la curva patron.

Por otra parte en tubos de centrifuga de 15 ml se tomaron 0.02 g de muestra seca y se
anadio 1 ml de agua destilada a cada tubo. Enseguida, se agregoé 1 ml de Reactivo de Lowry
a los tubos de la curva patrdn, a los tubos con muestra y al blanco; 20 minutos después se
adicion6 0.5 ml de Reactivo Folin y Fenol Ciocalteu a cada tubo; pasados 30 minutos se
anadio 7.5 ml de agua destilada para tener un volumen final de 10 ml. Se midi6 la
absorbancia de todas las muestras en un espectrofotometro de la marca Hach DR 2800 a

una longitud de onda de 540 nm.
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Para determinar el porcentaje de proteina se grafico la absorbancia vs el contenido de
proteina total en pg/l y asi obtener la curva patron, a partir de la cual se extrapolaron las
absorbancias de las muestras para obtener el contenido de proteina total en ug. Por ultimo,

con la siguiente formula se determino el porcentaje de proteina total de cada muestra:

% de proteina total =
[Peso final de la muestra (proteina total en ug)/peso inicial de la muestra] x 100

VI.  Cuantificacion de Lipidos Totales - método de Bling y Dyer (1954)

Se agregaron muestras secas de 0.02 g en tubos de centrifuga de 15 ml. A todos los tubos
con muestra se afiadi6 1.5 ml de cloroformo y 3 ml de metanol, la mezcla fue
homogeneizada por 2 minutos a 15000 rpm. Posteriormente se agregd 1.5 ml de cloroformo
y de nuevo se homogeneizd. Inmediatamente todos los tubos se centrifugaron a 13 000 rpm
por 15 minutos, pasado este tiempo el sobrenadante se decanto en embudos de separacion.
Se afiadieron 3 ml de una mezcla de cloroformo-metanol (en proporcion 1:1) y 2.4 ml de
agua destilada poco a poco (manteniendo siempre la proporcion 1:1: 0.8, cloroformo,
metanol y agua). Al formarse las fases, la capa de cloroformo fue colectada en tubos de
ensaye y evaporada por un rotavapor. Las muestras sobrantes fueron resuspendidos con 1
ml de la mezcla cloroformo: metanol 1:1 y vaciada en frascos de vidrio en donde los
solventes fueron eliminados, para después pesar los frascos con las muestra obtenida.

Con la siguiente formula se obtuvo el porcentaje de lipidos totales:

% de lipidos totales = (peso de muestra final/peso de la muestra inicial) x 100
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VII. Cuantificacion de Humedad y Cenizas — AOAC, (1993)

Para el porcentaje de humedad se tomaron muestras de la microalga de 0.2 g afiadidos en
crisoles de porcelana (previamente secados y pesados) los cuales se colocaron en una estufa
a 60°C por 24 horas; transcurrido este tiempo los crisoles con las muestras secas se

pesaron. Finalmente con la siguiente formula se obtuvo el porcentaje de humedad:

% de humedad = [I- (peso de la muestra final/peso de la muestra inicial)] x 100

Para determinar cenizas se tomaron muestras de 0.2 g de microalga seca, en crisoles de
porcelana (previamente secados y pesados). Todas las muestras se colocaron en una mufla a
500°C por 24 horas, transcurrido este tiempo las muestras se pesaron y con la siguiente

formula se obtuvo el porcentaje de cenizas:

% de cenizas = (peso de la muestra final (cenizas) / peso de la muestra inicial) x 100
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VIII. Cuadro de Ecuaciones

NITROGENO ECUACION R’

Control Y=-1.213x"+21.81x -.128 0.93

25% Y=-.646x>+ 11.72x + 5.409 0.94

50% Y=-1.176x>+ 19.88x + .38 0.95

75% Y=-1.440x*+ 24.52x -2.979 0.95
FOSFATOS

Control Y=-.762x*+ 16.84x - 1.757 0.98

25% Y=-.732x>+ 17.09x - .674 0.98

50% Y=-.810x>+ 17.03x + 2.982 0.96

75% Y=-.732x*> +17.09x - .674 0.98
SALINIDAD

Control Y=-279x*+15.61x + 4.01 0.98

10 %o Y=-.685x>+ 15.77x + .803 0.98

20 %o =-372x>+9.857x - 2.428 0.99

30 %o Y=-.124x>+ 5.224x + 4.017 0.96

61



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Justificación   Hipótesis
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Conclusiones
	Referencias
	Anexos

