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Resumen

La diatomea central Chaetoceros muelleri se mantu-
vo en un cultivo estatico con el fin de evaluar su crecimien-
to durante el escalamiento desde el nivel matraz de 100 ml.
hasta columnade 300 |y relacionar la composicion quimi-
cacelular con las diferentes fases de crecimiento. Se ensay6
el medio de cultivo f/2 y f/2 de Fritz en el nivel matraz de
100 ml para seleccionar el medio de cultivo mas convenien-
te parael escalamiento. Se obtuvé un adecuado crecimiento
con el medio Fritz el cudl rindié tasas diarias de crecimien-
to semejantes en cada nivel del escalamiento. La.composi-
cion bioquimica de esta diatomea dependio6 de su fase de
crecimiento. La fraccién de carbohidratos y proteinas no
fueron diferentes entre las fases exponencial y estacionaria
mientras que las porciones lipidica y mineral fueron mayo-
resen lafase estacionaria.

Palabras clave: crecimiento, composicion bioquimica,
diatormea marina, Chaetoceros muelleri.

Abstract

The Marine diatom, Chaetoceros muelleri was grown
in batch culture in order to assess growth rates during scale-
up to 300 L-column level and test the effects of growth phase
on biochemical composition. Guillard’s f/2 and Fritz's f/2
were compared in 100 mlflask. Fritz’'s medium gives equal
growth rate in each scaling level. Diatom biochemical
composition depend on growth phases. Carbohydrate and
protein contents were not differentin the log and stationary
phase but lipid and mineral contents were greater during
the latter

Key words: Growth, biochemical composition, marine
diatom, Chaetoceros muelleri

Introduccion

El fitoplancton, constituido por las microalgas,
por ser el medio de entrada de la energia solar a
los ecosistemas conforma la base de las cadenas
alimenticias acuaticas. Con su maquinaria
fotosintética produce nutrimentos que, en la ma-
yoria de las veces, los organismaos superiores no
pueden sintetizar, tal es el caso de los acidos
grasos poli-insaturados y las vitaminas (Tacon,
1990).
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Las microalgas juegan un papel preponderante
en el desarrollo de la acuacultura, ya que consti-
tuyen el primer alimento vivo que soporta el cre-
cimiento de las fases tempranas de vida de casi
todos los organismos cultivados (Brown et al.,
1989, 1997).

Dentro de los grupos de microalgas utilizadas
en acuacultura, se distinguen las diatomeas cen-
trales, ya que han demostrado ser un buen ali-
mento (Brown etal., 1989). Sin embargo, su culti-
vo masivo se dificulta debido a la cuantificacion
precisay oportuna de nutrientes, a pesar de que
se conocen algunos aspectos de los parametros
de crecimiento relacionadas con la limitacion de
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nutrientes en condiciones naturales y controla-
das (Regan, 1988).

Por su uso obligado en muchos laboratorios
de produccion de larvas para acuacultura, el cul-
tivo de Chaetoceros spp. y de otras microalgas re-
presenta un esquema cotidiano, formulado y
mecanico en el cual se conjugan aspectos rela-
cionados con un manejo inconsistente y variable
que disminuye la calidad bioquimica sostenible,
que al final se traduce en el valor nutricional
(Bustillos-Hurtado y Lépez-Elias, 1994). El cono-
cimiento de esta manipulacién no intencional da
pauta para proponer esquemas de manejo con
cotas que permitan predecir al larvicultor el va-
lor nutricional de la microalga bajo condiciones
tipicas hasta cierto punto controlables. Este tra-
bajo intenta describir un manejo tipico y su con-
secuencia en la calidad bioquimica de una
microalga, como indicador de su valor nutricional.

El objetivo principal del presente trabajo es
evaluar el crecimiento de la diatomea central
Chaetoceros muelleri Lemmerman en cada nivel del
escalamiento del cultivo estatico desde el nivel
de tubo de ensayo hasta columna de 300 | y rela-
cionar las fases de crecimiento de esta diatomea
en el nivel carboy con su respectiva composicion
bioguimica.

Materiales y métodos
A. Escalamiento del cultivo

Se siguio6 el esquema propuesto por Paniagua-
Michel et al. (1989) con el fin de caracterizar un
ciclo de produccién de microalgas para acuacultura.
Este escalamiento involucra el cultivo estatico
desde tubo de ensayo hasta la produccién masi-
va, por lo que se considera como representativo
para la diatomea empleada.

1. Obtencidn de cepa. La microalga Chaetoceros
muelleri (CH-M-1) se obtuvo de la coleccion de
microalgas del CICESE (Trujillo-Valle, 1995).

1 Fritz Industries Inc. Aquaculture Division. Dallas, TX. USA. Eluso de la
marca no implica retribucién por su uso.

2. Cultivo estatico en matraces Erlenmeyer de
100 ml. Con el objetivo de seleccionar un me-
dio de cultivo adecuado para el escalamiento,
se empled al medio f/2 de Guillard y al medio
f/2 producido comercialmente por Fritz
Chemical Inc.r. En ambos casos se siguio, en lo
posible, el protocolo descrito por Paniagua-
Michel et al. (op. cit.); y las indicaciones del fa-
bricante. Los tratamientos se realizaron por tri-
plicado. El monitoreo de la poblacion se realizé
simultaneamente empleando la técnica del
conteo directo y densidad optica (Guillard, 1973;
Paniagua-Michel etal., 1989).

3. Cultivo en matraces Fernbach de 2 1. Unavez
seleccionado el medio de cultivo, se procedi6 a
la preparacion de 2 1. de cultivo, esterilizando
los matraces y vidrieria con autoclave a 20 psi
por 15 minutos y preparando los estantes de
cultivo. Se emplearon dos matraces de vidrio y
uno de plastico, mantenidos a 15 cm. de tres
series de tubos alternados con luz fluorescente
tipo Cool-White y Day-Light de 40 w. Las
microalgas se mantuvieron por espacio de nue-
ve dias y diariamente se monitoreé su pobla-
cion de acuerdo a Paniagua-Michel et al. (op. cit.).

4. Cultivo en carboys de 18 |. En el cultivo ante-
rior se seleccioné a la poblacién de microalgas
con mejor crecimiento para inocular a dos
carboys. Estos recipientes son semejantes a lo
descrito por Paniagua-Michel et al. (op. cit.) y
fueron tratados al igual que al agua de mar por
esterilizacion quimica en la forma descrita por
los autores citados. Se inocularon 5 x 104 cél.ml2.
Se inyect6 CO, para mantener un valor de pH
no mayor de 8. En este nivel se continud el
monitoreo de la manera descrita en el nivel pre-
cedente. Se obtuvieron filtraciones de alicuotas
de 10 y 5 ml para analisis gravimétrico y
bioquimico.

5. Cultivo en columna de 300 I. Se selecciono al
carboy con mejor crecimiento y menor grado
de bacterizacién para inocular una columna
vertical con fondo cénico de 300 I, hecha con
una lamina de fibra de vidrio, y soportada por
una base metalica de solera de 3/8” adaptada
por cuatro pares equidistantes de lamparas
fluorescentes Cool-White de 40w. El agua de
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mar empleada en este nivel fue esterilizado qui-
micamente como en el nivel precedente. La co-
lumna fue llenada hasta 150 | y se inoculé 1x10°
cél.ml?. Se siguio el monitoreo de la poblacién
mediante el conteo estimado por densidad 6p-
tica.

6. Equipos empleados. El monitoreo diario con-
sistio en determinaciones de temperatura, po-
tencial de Hidrogeno y poblacion. En cada res-
pectivo caso se empled un termdémetro de cu-
beta con un intervalo de 0 a 50°C £1°C, un me-
didor de pH marca Cole-Parmer modelo pH-
Tester, y una cAmara Neubauer de 0.1 mm de
profundidad. Para la estimacién de la poblacion
microalgal se us6 un espectéfotometro marca
Shimadzu modelo UV-1201.

7. Condiciones de mantenimiento. Durante el
escalamiento se obtuvieron las siguientes con-
diciones: Salinidad: 33-34 UPS, Temperatura: 22
-30°C, pH: 7.9 - 9, lluminacién: 140- 191 me nr
2st, Aireacion: Constante, CO,: <1% del volu-
men de aire para agitacion por 2 minutos cada
24 horas.

B. Analisis gravimétrico y bioquimico

1. Andlisis gravimétrico. Se determind el peso
seco (PS), peso de cenizas (PC) y peso seco libre
de cenizas (PSLC) utilizando el protocolo de
Sorokin (1973). Las muestras se secaron a peso
constante en una estufa de conveccién a50°C e
incinerado a 470°C en una mufla.

2. Analisis bioguimico. El contenido de protei-
nas se determino de acuerdo a Lowry et al.
(1951), usando al suero de albimina de bovino
como estandar, de acuerdo con Lopez-Eliasy
Voltolina (1993).El contenido de carbohidratos
se determind con el método de fenol-acido sul-
farico de Dubois et al. (1956), usando Glucosa
como estandar, previa extraccion seguin el me-
todo de White (1987). El contenido de lipidos
se determingd colorimetricamente con la técnica
de Pande etal. (1963), empleando tripalmitina
como estandar, previa extraccion con el méto-
do de Bligh y Dyer (1959).

C. Analisis estadistico

Para las calibraciones de las estimaciones de
la biomasa celular, por medio de la densidad 6p-
tica, y las determinaciones bioquimicas se utili-
z6 el analisis de regresion lineal simple. Se em-
pleo un andlisis de varianza de una via para pro-
bar la significancia de los efectos de los cuatro
diferentes niveles del escalamiento de cultivo so-
bre los logaritmos binarios de las tasa medias dia-
rias de crecimiento, que se obtuvieron seglin
Guillard, (1973); y Paniagua-Michel et al. (1989).
Al aplicar logaritmo se atenud el efecto de heteros-
cedacidad de varianza, normalidad y aditividad
(Zar, 1984). Se realizé una prueba de indepen-
dencia para probar la significancia del efecto de
las fases de crecimiento en la composicion
bioquimica del nivel carboy. Se aplicé una prue-
ba t de Student para encontrar diferencias entre
el porcentaje de cada componente bioquimico
entre las dos fases del crecimiento. En todas las
pruebas se utilizé una significancia nominal de 5%.

Resultados

En el nivel matraz Erlenmeyer de 100 ml se
observo rapido crecimiento y mayor produccion
de biomasa de la microalga con el medio Fritz,
aunque al final del cultivo se evidencié que el
medio f/2 mantuvo la produccion de biomasa
hasta aproximadamente 5x106 cél. mi* (Figura 1).
Latasa diaria de crecimiento fuede 1.310y 1.73
para el medio f/2y Fritz, respectivamente. En
relacion a la produccion de biomasa, en términos
de rendimiento, la concentracion de células obte-
nida con el medio Fritz fue casi el doble que la
obtenida por el medio f/2 al cabo de seis dias.

10
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FIGURA 1: CRECIMIENTO DE Chaetoceros muelleri EN NIVEL MATRAZ ERLENMEYER DE 100
ML CON EL MEDIO DE CULTIVO F/2 CONVENCIONAL Y F/2 DE FRITZ.
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En el nivel Fernbach, solo se presenta la infor-
macion obtenida del crecimiento y biomasa de la
microalga obtenida en los matraces de vidrio de-
bido a que en el matraz de plastico se observé
una menor tasa diaria de crecimiento. La biomasa
alcanzé un maximo de 2.5x10° cél.ml* en cinco
dias de cultivo. La tasa diaria de crecimiento va-
ri6 de 0.32 a 3.03 con un valor promedio de 1.42.

En el nivel carboy o botell6n se obtuvo la ma-
yor biomasa de la diatomea al octavo dia de cul-
tivo con una poblacion de 8.98x10° cél. mlt. La
tasa diaria de crecimiento oscilé de 0.21 a 3.96
con un valor medio de 1.25 divisiones. El poten-
cial de Hidrdgeno afect6 negativamente el culti-
Vo, ya que al presentarse situaciones alcalinas
(pH<9.5), la poblacién sufrié un decremento en
Su crecimiento.

El cultivo realizado en la columna de 150 .
tuvo una mayor produccion de biomasa al sexto
dia de cultivo, con una concentracion de 3.48x10°
cél. mlI. La tasa diaria de crecimiento vari6 dede
0.31 a2.05 con un valor medio de 0.97 divisiones.
El efecto del aumento del pH (>9.5) en el sexto
dia se reflejo en un decremento de la tasa de cre-
cimiento del dia siguiente.

Parametros de crecimiento Rendimiento
Nivel Tasa di.aria Desviacion | Intervalo Biomasa Tiempo
media estandard | observado (Dias)
Matraz 100ml 1.72 1.24 0.585 -3.115 35 6
Matraz Fernbach 142 1.20 0.32 -3.03 2.6 5
Carboy 181 1.25 1.42 0.21 -2.05 8.98 8
Columnas 1501. 0.97 0.60 0.31-2.05 3.48 6

TABLA I: SUMARIO DE LOS PARAMETROS DE CRECIMIENTO (DIV.D"') Y RENDIMIENTO EN
BIOMASA (10¢ CEL.ML"") DE CHAETOCEROS MUELLERI EN CADA NIVEL DEL ESCALA-
MIENTO CULTIVADAS CON EL MEDIO F/2 DE FRITZ.

Al comparar las tasas medias de crecimiento
de cada nivel no se encontraron diferencias sig-
nificativas entre ellas (F, ,.=0.69, p<0.05), por lo
que se concluye que la microalga se dividié con
la misma tasa de crecimiento en cada nivel del
escalamiento (Tabla l).

La constitucion bioguimica de la diatomea
Chaetoceros muelleri cultivada en el nivel carboy
mostré un patrén caracteristico de esta especie.
Durante los dias estudiados, la dominancia del
porcentaje de cenizas fue evidente. Su proporcion

vario de 41.05 al 63.38%. El porcentaje de
carbohidratos no mostré una tendenciay tuvo un
intervalo de 10.41 a 28.78%. El constituyente
lipidico se incrementd hacia el final del cultivo,
en el cual oscilé de 6.94 a 21.74%. El componente

100%+
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FIGURA 2 PORCENTAJE DE LA COMPOSICION BIOQUIMICA (COMO % DE PSLC) DE
Chaetoceros muelleri CULTIVADA EN EL NIVEL CARBOY. CHO: CARBOHIDRATOS. P N.
E. INDICA LA DIFERENCIA ENTRE EL PESO SECO Y LAS CONCENTRACIONES DE LAS
DIFERENTES FRACCIONES CELULARES MEDIDAS CON LOS ANALISIS QUIMICOS CO-
RRESPONDIENTES MAS LAS CENIZAS.
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FIGURA 3 PORCENTAJE DE LA COMPOSICION BIOQUIMICA (COMO % DE LA FRACCION
ORGANICA) DE Chaetoceros muelleri CULTIVADA EN EL NIVEL CARBOY. CHO:
CARBOHIDRATOS.

protéico se comportd de la misma forma que los
lipidos y su proporcion vario de 6.15 a 30.24%
(Figura 2 y 3). Con la fraccion no explicada por
las técnicas empleadas en tres determinaciones
el total explicado excedi6 el 100% y en tres casos
representd del 8.82 al 25.58% (Figura 2).

La composicion bioquimica de Ch. muelleri
mantenida en el nivel carboy dependié de la fase
de crecimiento (¢? =48.45,¢? . =7.815)porlo
que se compararon los porcentajes obtenidos por
cada constituyente celular entre las dos fases de
crecimiento. De esta manera, se encontré que la
proporcién de carbohidratos y proteinas no fue-

Articulos y Ensayos



Biomasa Constituyentes (%)

Dia de Poblacién Carbohidratos'| Lipidos? |Proteinas®| Cenizas*
- Fasa 6z PSLC

cultivos 108 cél.ml n.s S. n.s S.
1 0.05 24.95 6.94 6.26 62.48
3 Exponencial 2.49 179.81 13.14 8.14 6.52 63.38
5 4.05 228.68 9.42 5.07 6.15 53.78
7 Estacionaria 6.56 40.78 28.78 21.30 30.24 44.82
9 lento 7.80 40.38 16.63 21.74 24.72 41.05
i Gl 9.07 102.54 10.41 10.87 11.69 54.07
I: 1,5, =0.34, p=0.38 2:t,45,,=-3.07, p=0.04 311, 15, =-2.89, p=0.051 411, =2.68, p=0.02

TABLA II: BIOMASA Y COMPONENTES BIOQUIMICOS CELULARES (EN PORCENTAJE DE PESO SECO
LIBRE DE CENIZAS) DE CHAETOCEROS MUELLERI CULTIVADA EN CARBOY DE 18 L. PSLC
INDICA EL PESO SECO LIBRE DE CENIZAS (MG) POR MILLON DE CELULAS. S: SIGNIFICANTE

MAYOR Y N.S. NO SIGNIFICANTE.

ron significativamente diferente entre las fases de
crecimiento mientras que las proporciones de
lipidos y cenizas resultaron significativamente
mayores en la fase estacionaria que en la fase
exponencial (Tabla Il).

Discusiones y conclusiones

El crecimiento de Chaetoceros muelleri se mani-
fest6 dentro del intervalo de la especie (Truijillo-
Valle, 1995). En los cuatro escalamientos realiza-
dos se presentaron tres factores que determina-
ron la gran variacion en la estimacion de la tasa
de crecimiento diario (Tabla I). Dos factores
aleatorios provocados por las condiciones am-
bientales interiores y exteriores pudieron seguir-
se: latemperaturay el potencial de Hidrégeno
(pH). De éstos, el pH afectd adversamente la tasa
diaria de crecimiento, situacion que se solvento
en lo posible con la inyeccion de CO,,. La varia-
cion sistematica se le atribuye a los errores en las
estimaciones de densidad. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los
valores medios de este parametro poblacional en
cada nivel del escalamiento.

La produccion de biomasa de Ch. muelleri fue
mayor con el medio Fritz que con el medio f/2 a
nivel matraz de 100 ml. Este rendimiento permi-
ti6 seleccionar al primero para su posterior uso
en el escalamiento (Tabla I). En términos de tiem-
po, el uso de este medio se traduce en un ahorro
debido a los calculos y preparacion de los consti-
tuyentes del medio f/2. La tasa diaria de creci-

miento de Ch. muelleri en el nivel Fernbach,
Carboy y Columna fue menor en comparacion a
lo reportado por Trujillo-Valle (1995). Estas dife-
rencias son atribuibles al uso de una concentra-
cion diferente del mediof.

En relacion a la produccion de biomasa por
Chaetoceros muelleri se observo que en el nivel
carboy fue mayor, lo que concuerda con lo repor-
tado para otras especies de Chaetoceros (Aquacop,
1983).

La composicion bioguimica de las microalgas
depende, en mayor grado, de la concentracion
de los nutrimentos en el medio de cultivo y del
estado fisiologico (Myklestad y Haug, 1972). Se
ha reportado que para las diatomeas, la mayor
porcidn lo constituyen las cenizas (Parsons etal.,
1984; Cordero-Esquivel etal., 1993). Los resulta-
dos obtenidos en este trabajo reflejaron este pa-
tron (Tabla ll), el cual es atribuible a la formacién
y constitucién de la frastula de las diatomeas
(Paasche, 1973).

Parsons etal. (1984), consideraron que la cons-
titucion organica es similar entre las microalgas
y observaron la predominancia de las proteinas.
En este reporte, solo se hall6 esta tendencia en
los dltimos tres dias del experimento (Tabla Il).

Se observo que la composicion bioquimica
depende de la fase de crecimiento, lo que con-
cuerda con lo reportado por Myklestad (1977).
En el presente caso, se estudio la fase exponencial
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y la estacionaria, que coincide con tres dias del
experimento, respectivamente. Esto permitio evi-
denciar que los carbohidratos y proteinas conser-
varon su proporciéon en estas dos fases, aunque
es evidente una fraccion mayor en el primer dia
de cultivo (Tabla Il). Este valor probablemente
reflej6 un almacenamiento inducido en la fase
estacionaria logrado en el nivel anterior.

La fraccion lipidica y mineral fue mayor en la
fase estacionaria que en la exponencial. Esta ten-
dencia es semejante a lo reportado para Chaeto-
ceros gracilis (Bustillos-Hurtado y Lépez-Elias,
1994, Brown etal., 1997). Este comportamiento
refleja la produccion de carbohidratos como sus-
tancia de reservay la liberacion de polisacaridos
extracelular como respuesta a una limitacion de
nutrientes, que ocurre en la fase estacionaria
(Myklestad, 1977).

Se concluye de este trabajo que el medio Fritz
soporta adecuadamente el crecimiento de
Chaetoceros muelleri, dando como resultado tasas
diarias de crecimiento homogéneas en cada nivel
del escalamiento y la mayor biomasa en el nivel
carboy. La composicion bioguimica depende de
la fase de crecimiento. La proporcién inorganica
es mayor que la organica. Esta ultima guardo la
tendencia descrita para las microalgas. La pro-
porcién de carbohidratos y proteinas fue seme-
jante en la fase exponencial y estacionaria, en tan-
to que la fraccion lipidica y mineral fue mayor en
lafase estacionaria.
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