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Resumen

RESUMEN

La alimentacion de las primeras postlarvas de camardn con diatomeas bentonicas
ocupa actualmente la atencién de algunos investigadores debido al buen criterio
que tienen de ellas los larvicultores. El objetivo del presente trabajo fue hallar las
concentraciones que alcanza la diatomea bentonica Navicula sp. con diferentes
variantes del medio Guillard y diferentes fertilizantes agricolas, asi como la
composicion organica y proximal que posee en la fase exponencial del cultivo. La
especie se aisldé en la Empresa de Produccion de Postlarvas “Yaguacam”, en
Cienfuegos, Cuba. Los medios de cultivo que se experimentaron fueron cuatro
variantes del medio Guillard, partiendo de las férmulas tradicionales fy h (Guillard,
1975) y se probaron los fertilizantes agricolas urea y nutrilake. Se hallaron las
curvas y tasas de crecimiento y se determind la composicion organica y proximal
en la fase exponencial. Las mayores concentraciones se alcanzaron con el medio
h y doble proporcién de silicatos al 3er dia de cultivo y con nutrilake al 4to dia. El
peso seco mayor fue con el medio f/2, que difirid significativamente del resto
(p<0.001). La composicion proximal fue superior en los medios h y h/2. Esto
pudiera deberse a que estos medios incorporan una fuente adicional de nitrégeno
que favorece el valor nutricional de la microalga. La urea exhibié porcentajes mas
altos que el medio Guillard f y redujo el costo del medio anual un 16.9% respecto
al medio f, no obstante los valores obtenidos estan en el rango reportado por otros
autores. La especie Navicula sp. ofrece buenas concentraciones para su cultivo
masivo y presenta un valor nutricional adecuado para utilizarla en la alimentacion
de postlarvas de camaroén.

Palabras clave: diatomeas bentdnicas; medios de cultivo; fertilizantes;
composicion proximal; Navicula sp.
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Introduccion

INTRODUCCION

Dentro de la gran diversidad que ocupa la agricultura esta la agronomia marina. Esta
fue descrita por primera vez en 1979, durante el IX Congreso Internacional de Algas
Marinas por el Dr. Maxwell Doty, de la Universidad de Hawaii, el cual acufid y definio la
agronomia marina como: “La produccion de organismos vegetales en medios marinos y
salobres para usos comerciales”, entendiendo como organismos vegetales tanto a las

algas como a las plantas (faner6gamas) submarinas y costeras.

En Europa, desde hace unos afios, se define la agronomia marina como el cultivo y
aprovechamiento industrial de los vegetales acudticos, principalmente macroalgas,
microalgas y cianobacterias (Oxa, 2005). Segun este mismo autor también en Chile se
ha desarrollado la agricultura marina relacionada principalmente en el cultivo de

microalgas y cianobacterias, realizandose las mayores inversiones en Sudamérica.

Las algas se consideran uno de los grupos de organismos de mayor variabilidad en
términos de tamafo, forma, funcidon ecoldgica y composicion bioquimica (Vonshak,
1993).

Basadas en su contribucion a la productividad primaria global, dentro de las microalgas,
las diatomeas son los organismos fotosintéticos mas importantes, dominan el
fitoplancton en aguas frias y ricas en nutrientes tales como las surgencias. También se
han detectado en ambientes extremos como el hielo polar o granos de arena de las
playas, e incluso se han aislado muestras de células suspendidas en el aire (Graham y
Wilcox, 2000).

El estudio de las microalgas plancténicas y su uso en la acuicultura, asi como lo
referido a los cambios en la composicion proximal y de acidos grasos, son numerosos
(Brown et al., 1996; Leonardos y Lucas, 2000; Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2006;
Milke et al., 2008) a diferencia de estudios llevados a cabo en microalgas bentdnicas
(Acien Fernandez et al., 2000, Liang et al., 2001, 2002; Mercado et al., 2004).

Las investigaciones sobre el cultivo de fitoplancton se han encaminado a procesos

productivos con el fin de garantizar una produccion continua, de alto crecimiento, que

2
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proporcione, ya sea una fuente de proteina vegetal que satisfaga los requerimientos de
los organismos en cultivo o que se logren grandes cantidades de biomasa para la
obtencion de bioproductos. La tendencia actual es basar las investigaciones béasicas en
resolver problemas concretos que existan en los procesos productivos, con el fin de

obtener altos rendimientos a menores costos.

Las formas de cultivo y el valor nutricional de algunas especies de diatomeas
bentbnicas recibe la atencion de los investigadores debido al papel que juegan en la
alimentaciéon de algunos organismos acuaticos. La mayor cantidad de estudios,
relacionados con alimentacion, refieren su utilizacién para moluscos, especialmente el

abulén (Simental y Sanchez-Saavedra, 2003; Sanchez-Saavedra, 2006).

El nimero de medios de cultivo encontrados en la literatura es amplio. En términos
generales, se pueden distinguir dos grandes categorias: los medios quimicamente
definidos y los medios de agua de mar enriquecida. La seleccién de un medio de cultivo
adecuado es el primer paso y probablemente el mas importante para el éxito de un

cultivo de microalgas.

Para volimenes menores a 5L el medio que mas se usa es el f/2 de Guillard (Guillard y
Ryther, 1962), ya que resulta econdmico y muy completo en composicion de nutrientes,
y cuando los cultivos alcanzan volumenes masivos hay que emplear formulas de

fertilizacion que abaraten los costos.

En la actualidad es de gran importancia generar conocimiento acerca del
comportamiento de diatomeas bentdnicas autoctonas en diferentes medios de cultivos y
fertlizantes agricolas, de forma tal que resulte econdmico y nos permita obtener
cantidades sustanciales de biomasa, para evaluar su potencial en el cultivo de

organismos acuaticos.

Esta investigacion representa una Novedad Cientifica, ya que esté vinculada a todos
los estudios basicos, que se haran por primera vez para la ciencia del cultivo de esta
especie de diatomea con vistas a alimentar postlarvas de camardn, ademas de que

aporta una metodologia basada en criterios cientificos. El estudio de los diferentes
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medios de cultivo y sus parametros poblacionales, asi como la caracterizacion de la
calidad y la cantidad de la biomasa producida de ellos, propiciaran el enriquecimiento

del conocimiento humano sobre estas microalgas,

El Aporte tedrico se basa en los conocimientos que ofrece a la comunidad cientifica
mundial sobre esta especie, tratada en cultivo para otros fines. Los resultados de esta
tesis son de aplicacion inmediata para la docencia de postgrado, ya lo que facilitaria

medios mas econdémicos para su cultivo.

La Importancia préactica radica en la obtencion de metodologias de cultivo, no
existentes hasta el momento, que ayudan a optimizar la explotacion del cultivo de
microalgas en Cuba.

Problema: ¢Qué comportamiento tendra la diatomea bentdnica Navicula sp. en

diferentes variantes del medio de cultivo Guillard (h y f) y con fertilizantes agricolas?

Teniendo en cuenta estos antecedentes para el presente estudio se formuld la siguiente

hipotesis de trabajo:

La diatomea bentdnica Navicula sp. puede cultivarse con diferentes variantes del medio
de cultivo Guillard y fertilizantes agricolas.
Para dar respuesta a la hip6tesis de trabajo nos trazamos los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar los parametros poblacionales, composicion proximal y organica de la
diatomea bentdnica Navicula sp. en diferentes medios de cultivo.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de diferentes variantes del medio de cultivo Guillard, con simple y
doble proporcién de silicatos, sobre el crecimiento poblacional, la composicién
proximal (proteinas, lipidos y carbohidratos) y organica (peso seco y peso organico),
de la diatomea bentdnica Navicula sp.
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2. Evaluar el efecto de la sustitucion de la fuente de nitrégeno (NaNO3) en el medio de
cultivo Guillard f por los fertilizantes agricolas urea y nutrilake, en el crecimiento
poblacional, la composicién proximal (proteinas, lipidos y carbohidratos) y organica

(peso seco y peso organico), de la diatomea bentdnica Navicula sp.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Las microalgas

Desde células simples con tamafios de pocos micrometros hasta ejemplares marinos
con longitudes de 50 m, las algas son organismos que habitan el planeta en casi todos
los ecosistemas de la biosfera. Ellas tienen gran importancia ya que contribuyen
aproximadamente con el 40-50% del oxigeno de la atmdsfera y constituyen la fuente

original del carbono comprendido en los yacimientos de petrdleo (Andersen, 2005).

Con el advenimiento de la biotecnologia el estudio de las algas se ha intensificado,
para explorar los beneficios de estos organismos (Graham y Wilcox, 2000). Las técnicas
de DNA ribosomal han provisto la evidencia que existen de ocho a nueve divisiones de
algas. Dentro de los procariontes se encuentra la division Cyanobacteria y en los
eucariontes las divisiones: Glaucophyta, Euglenophyta, Criptophyta, Haptophyta,
Dinophyta, Ochrophyta, Rhodophyta y Chlorophyta (Graham y Wilcox, 2000). Las

diatomeas pertenecen a la division Ochrophyta.

En términos de diversificacion evolutiva, las diatomeas han sido extremadamente
exitosas. En el medio ambiente se pueden encontrar como células simples o formando
cadenas de células, con 285 géneros, se han reconocido entre 10,000 y 12,000
especies (Norton et al., 1996). Por su amplia diversidad las diatomeas compiten solo
con las algas verdes. Algunos expertos creen que muchas especies de diatomeas
permanecen sin ser descritas, motivo por el cual son probablemente los organismos

eucariontes mas numerosos en el ambiente acuatico (Norton et al., 1996).

Las diatomeas se dividen en dos érdenes, las centrales, que tienen una simetria radial,

y las pennadas, con valvas estriadas arregladas en relacion a una linea y que tienden a
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una simetria bilateral (Hasle y Syvertsen, 1997). Una caracteristica distintiva de las
células de las diatomeas es la pared de silice, la cual, dependiendo del tipo de
ornamentacioén, sirve a los taxbnomos para identificar especies. Los fristulos de las
diatomeas consisten en dos mitades ensambladas, la hipoteca y la epiteca. Las valvas
son penetradas por poros de varios tamafios y tipos, los cuales sirven como vias de

intercambio de gases celulares, nutrientes y otros materiales (Graham y Wilcox, 2000).

La reproduccion de las diatomeas esta asociada a la produccion de valvas, la division
celular (mitosis) siempre ocurre en el plano de la valva. Esta caracteristica limita a las
diatomeas a mantenerse siempre como una sola célula, ya que no comparten paredes
celulares, por lo que no es posible la existencia de diatomeas multicelulares. Algunas
diatomeas forman colonias filamentosas en las cuales, los fristulos se unen por medio
de conectores silicios, pero no existe una continuidad citoplasmatica como ocurre en

algunas algas verdes y cafés (Cook y Graham, 1999).

Las proteinas, carbohidratos, lipidos y minerales constituyen aproximadamente el 90%
del peso seco de las ceélulas. En cultivos de microalgas utilizadas en acuicultura se
observan los contenidos de proteinas (indicados en peso seco) entre el 10 y 57%, de
carbohidratos entre 4 y 37%, de lipidos entre 2.8 y 28% y de cenizas entre 7 y 57%,
obteniéndose que el 90% de los aminoéacidos estan en las proteinas, por lo tanto la
mayor parte de los aminoacidos esenciales para camardn se encuentran en las
microalgas (Olivera, 2002). Aun cuando los aminoacidos esenciales para el camarén se
encuentran bien establecidos, todavia falta mucha informacién acerca de los
requerimientos especificos de aminoacidos individuales para las diferentes especies
(Carrillo et al., 2001).
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Brown et al., (1997) plantean que las microalgas son usadas en maricultivo como
alimento vivo de algunos estadios de crecimiento de moluscos, para estadios larvales
de crustaceos y algunas especies de peces y organismos zooplanctonicos. Como son
nutricionalmente suficientes, las microalgas pueden suplir una mezcla balanceada de

nutrientes.

Ellos han estudiado la composicién bioquimica de alrededor de 40 especies de
microalgas pertenecientes a 7 clases taxonomicas, definidas como las mejores en
adaptarse a las condiciones de Australia. Las microalgas varian sus proporciones de
proteinas (6-52%), carbohidratos (5-23%) y de lipidos (7-23%) donde todas las
especies tienen una composicion similar de aminoéacidos. Los polisacaridos fueron
variables en su composicion de azucares encontrandose la mayor proporcién en la
glucosa (21-87%). Las diatomeas y otros grupos fueron ricas en Aacidos grasos
poliinsaturados (20:5(n-3) y 22:6(n-3)), importantes para las larvas de los peces
marinos. Todas las especies tenian relativamente altas las concentraciones de acido

ascorbico (1-16 mg/g de peso seco) y riboflavina (20-40 mu g/g).

La variacion de la composicion quimica de las microalgas depende de factores como
intensidad luminosa, salinidad, pH, temperatura y concentracion de nutrientes. Los
minerales también son importantes ya que intervienen como cofactores en las rutas
metabdlicas de la célula. Fabregas et al., (1989) sefialan que la variabilidad bioquimica
de las microalgas puede ser utilizada para producir células con un contenido bioquimico

previamente determinado.

La buena calidad del fitoplancton, entiéndase estado fisiolégico y composicién quimica
de las mismas es extremadamente importante para la alimentacion de organismos en
cultivo (Martinez, 1987).
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1.2 Cultivo de diatomeas bentdnicas

Examenes microscépicos revelan que las diatomeas benténicas proporcionan una
matriz basica para un complejo de microorganismos denominados perifiton, que incluye
diatomeas, bacterias, rotiferos, protozoarios, etc. Andlisis nutricionales han demostrado
gue un conjunto de diatomeas bentoénicas y el perifiton asociado es rico en acidos
grasos poliinsaturados y constituyen una fuente de alto valor para la alimentacion de las
postlarvas de camarén (Peterson y Curiel, 2002), por lo que cultivos no axénicos de
diatomeas bentdnicas pueden tener sus ventajas, ya que las bacterias tiene una

actividad enzimatica extracelular importante (Xing et al., 2007)

Por otra parte, Griffith et al., (1992) plantean que las diatomeas pennales de los
géneros Amphora, Cymbella y Navicula son productores primarios predominantes en
sedimentos costeros marinos y de agua dulce contribuyendo a la produccién de detritus
y su valor potencial, en su contenido nutricional, esta dado por el contenido lipidico.
Tadros y Johansen (1988) demostraron que dos especies de Navicula generalmente
tienen altos porcentajes de lipidos y poseen mas del 47% cuando crecen en

condiciones de maximo estrés.

Los métodos de cultivo de diatomeas bentdnicas son los mismos que los utilizados para
otras especies de microalgas que se emplean en la alimentacion de camarones. Para
su utilizaciéon se pueden hacer florecimientos en los tanques que seran empleados para
la cria, como lo aplican en Aquatec, Ltda. de Brasil. Otros cultivadores aplican
superficies artificiales, que partiendo de un indculo inicial, son colonizadas y logran una
buena densidad para la alimentacion de las postlarvas (Peterson y Curiel, 2002). No
obstante esta poco estudiado y citado el cultivo y uso de las diatomeas bentbnicas para

alimentar las primeras postlarvas de camarén en cultivo.
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En nuestro pais, Almaguer et al, (2004) aislaron dos especies de diatomeas bentdnicas,

identificadas como Amphora cf. marina y A. cf. terroris que pudieran utilizarse con fines

de alimentacion de postlarvas de camarén. Estos autores estudiaron niveles de clorofila
ay c en los cultivos de estas especies por la dificultad de utilizar la enumeracion directa.
Al respecto, consideraron que los niveles de clorofila a resultaron indicadores de
crecimiento del cultivo, aunque no exista una relacion directa de la concentracion de
clorofila a con la cuantificacion en términos numéricos de las células, es decir, no se
puede establecer una relacion: concentracion de clorofila a/ concentracion celular, y
viceversa porque el contenido de pigmentos varia con las condiciones del cultivo.

Similares resultados fueron obtenidos por Leal et al., (2010) con otra especie Amphora.

No obstante Alfonso (1999) afirma que la correspondencia entre la concentracion
celular y las determinaciones de la cantidad de pigmentos y otros componentes no es
constante ya que éstos dependen de diferentes factores como el estado fisiologico de la
célula y la fase de crecimiento del cultivo, asi como de las condiciones fisico-quimicas a

gue estan sometidas las células.

La cuantificacion de las diatomeas bentdnicas por conteo directo se dificulta por los
productos exocelulares que secretan para formar sus colonias y adherirse al sustrato.
Ante la dificultad de la cuantificacion que presentan estas diatomeas, Voltolina (1991)
estudia diferentes técnicas de dispersion de la diatomea benténica Amphora
coffeaeformis debido a que la evaluacion que se hace de los cultivos es inapropiada,
originada por la separacion incompleta de las microalgas de los recipientes
experimentales o por la distribucion de las células en las muestras. Destaca que este
problema aparece a menudo en trabajos de diatomeas benténicas como manuales
metodoldgicos, donde sb6lo se menciona la técnica de dispersion sin ninguna indicacion

o advertencia. Este autor concluye que el mejor tratamiento para suspender las

10
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diatomeas bentdnicas en el medio es con tratamiento ultrasénico, que es un método

seguro y eficiente para este fin, ya que no dafia las células.

Sin embargo, Almaguer et al., (2004) propone que en la produccion de cultivos masivos
para la alimentacion de larvas en niveles comerciales, el desarrollo de los mismos debe
estimarse por la intensidad de la coloracibn que van adquiriendo en el tiempo,
realizando pruebas previas y con el correspondiente entrenamiento del cultivador, teoria

gue puede manejarse como subjetiva y no ofrece informacion al cultivador.

Tratandose de un proceso productivo continuo y a gran escala, para las diatomeas
bentdnicas no es practico realizar determinaciones de pigmentos u otras técnicas de
colorimetria. Tampoco es practico utilizar otras técnicas mas sofisticadas para la
dispersion de las células para después contarlas, como la expuesta por Voltolina (1991)
de aplicacion de ultrasonido de baja frecuencia que no dafa las células, ya que se hace

muy laborioso e incosteable a escala comercial.

Recientemente Leal et al., (2012) demostraron que para centros de produccion continua
que se emplee Amphora y cuando se quiere viabilizar los resultados por conteo directo,
lo mas rapido y econdmico es aplicarle a la muestra pentano 5%, que, aunque no logra
disolver en su totalidad los grumos de estas microalgas, se puede realizar el conteo con
confiabilidad. Este método no es aplicable a todas las especies de microalgas
bentdnicas porque no todas tienen la misma adhesion al sustrato ni entre ellas (Roberts
et al., 2000).

El estudio de diferentes medios de cultivos en la diatomeas benténicas se remonta a la
tltima década donde Simental-Trinidad et al., (2001), estudiaron el crecimiento

poblacional, porcentaje de proteinas, lipidos, carbohidratos y cenizas de tres especies

11
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de diatomeas bentonicas, cultivadas en medio f/2 y un medio agricola convencional.
Los que proponen el medio agricola que es menos costoso y se obtiene en las

microalgas la misma composicion bioquimica que con el /2.

Otro trabajo lo es el de Plasencia et al. (2004) que estudiaron la especie Amphora cf.
marina utilizando una zeolita como enriquecedor del medio de cultivo. También Curbelo
et al. (2004) aislaron, identificaron y cultivaron Navicula sp. tomada de aguas de un
banco de progenitores de camarén y probaron diferentes relaciones N:P del medio
Guillard h y distintas salinidades, encontrando que esta especie crece bien con una

relacion N:P de 15:1 del medio Guillard h y a una salinidad de 35 ups.

Leal et al., (2010) probé el efecto de la doble proporcion de silicatos en diferentes
medios de cultivos en la diatomea bentonica Amphora sp. y determin6é que cuando se
le duplica la cantidad de silicato a los medios estudiados, la densidad celular aumenta
considerablemente y el medio Guillard /2 resultdé ser el mas productivo y econdémico
que los deméas medios y demostréo que las cantidades de silice en este medio son
insuficientes para el cultivo de esta diatomea, tales estudios pudieran realizarse en
otros géneros de diatomeas bentdnicas de interés para el alimento de organismos
acuaticos, ya que en un inicio los medios fueron disefiados para microlagas

planctonicas de menor tamafio respecto a las bentonicas.

12
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarrollé en el laboratorio de cultivo de fitoplancton del Centro de
Produccion de Postlarvas de Camardn “Yaguacam”, del Ministerio de la
Industria Alimenticia, en la Provincia de Cienfuegos, Cuba. Para la
determinacion de la composicién proximal y organica de los diferentes medios,
fueron enviadas las muestras congeladas a la Facultad de Ciencias del Mar de
la Universidad Autonoma de Sinaloa, México, durante el mes de enero de

2011, donde fueron procesadas.
2.1 Ubicacion taxonémica

El estudio de especies autdctonas constituye un aporte al conocimiento
necesario y oportuno por lo que la especie objeto de estudio fue aislada de los
estanques de reproductores del Centro de Desove “Yaguacam”, los cuales
poseen paredes de cemento y suelo arcilloso, con un area 0.38 ha. La
ubicacion taxonomica de la especie de diatomea bentdnica Navicula sp. segun

Jiménez (1976) y Moreno et al., (1996) es la siguiente :

PHYLUM Crysophyta
DIVISION Cromophyta
CLASE Bacillarophiceae
ORDEN Pennales o Pennatae
SUBORDEN Biraphidineae
FAMILIA Cymbellaceae
GENERO Navicula

2.2 Medios de cultivo

Se disefiaron 3 experimentos con diferentes medios de cultivo cada uno. Se
realizaron cuatro réplicas por cada tratamiento y cada experimento duré 5
dias. El primero consisti6 en evaluar cuatro variantes del medio de cultivo
Guillard (h/2, h, f/2 y f) (Guillard, 1975). En el segundo experimento se afiadié
el doble de la proporcion de silicatos a los mismos medios del primer
experimento, a los que se les llamé: h/2s, hs, f/2s y fs, y el tercero consistio en

probar la sustitucion de la fuente de nitrdgeno (NaNOs) del medio de cultivo
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Guillard F ( tratamiento 1), por los fertilizantes nitrogenados de grado agricola,
urea (46-0-0) a razén de 150 mg.L™? (tratamiento 2) y Nutrilake (15-0-0) a 200
mg.L* (tratamiento 3).

Se partio de un inéculo de 10 mL y se siguié la técnica del aumento progresivo
del volumen, con medio de cultivo Guillard /2, al que se le adiciond
hidroximetilaminometano (Tris-HCL) para regular el pH del medio, en una
proporcion de 1 mmol.L* de medio de cultivo. Los inéculos para los
experimentos (en 250 mL) crecieron en las variantes de los medios a que se
cultivarian. La concentracién inicial fue de 43 x 10° cél.mL™’ para los
experimentos 1y 2 y para el 3 de 59 x 10% cel.mL™. Todos se incubaron en
condiciones controladas de luz (47 pmol m?s™) y salinidad (35 g.L™) y ubicados
en una habitacion climatizada por tres aires acondicionados donde la
temperatura se mantuvo en 24.5 + 1°C con aireacion continua. El agua de mar

se filtro por5, 1, 0.35 y luz ultravioleta.

Para comparar los tratamientos se hall6 la concentracion celular (x10° cél.mL™)
de los cultivos por conteo directo con hematocitbmetro Neubauer,
desprendiendo las células que forman las biopeliculas con una varilla de vidrio

y con un burbujeo fuerte.

2.3 Tasade crecimiento

La tasa de crecimiento (U,) expresa el nimero de divisiones celulares o de

duplicaciones diarias de la biomasa, la que se determind segun la férmula:
Ho :[ In (X2/X1) / In2]/ to-tg

donde X, y X; es la concentracion celular en los tiempos t, y t;
respectivamente. Ademéas se determind la tasa de crecimiento acumulada
como la sumatoria de la tasa de crecimiento de cada dia de cultivo, en los

experimentos realizados (Arredondo y Voltolina, 2007).
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2.4 Composicién proximal

La composicion proximal se determin6 en la fase exponencial de los cultivos,
los que se concentraron en microfiltros de fibra de vidrio GFC de 25 mm. Las
muestras se guardaron a -70°C hasta su procesamiento. Para determinar la
cantidad de proteinas se siguié el método de Lowry et al. (1951), para los
carbohidratos el de Dubois et al. (1956) y para los lipidos el de Bligh y Dyer
(1959) modificado para microalgas. La cantidad de cultivo filtrada fue entre 15y
20 mL para las proteinas y entre 30 y 40 mL para lipidos y carbohidratos. De
cada réplica se hicieron 3 filtros para cada determinacion lo que daba un total

de 12 muestras por tratamiento.

2.5 Biomasay contenido organico

Para conocer la biomasa y el contenido organico, las muestras también se
colectaron en fase exponencial. Se tomaron 200 mL de cultivo y se
concentraron en microfiltros de fibra de vidrio GFC de 47 mm de didmetro, los
cuales fueron previamente lavados con agua destilada, incinerados en una
mufla Felisa a 400°C por 4 horas y se desecaron hasta llevarlos a peso
constante. Las muestras se lavaron con formiato de amonio al 3% para quitarle
los residuos de sales (Miranda-Baeza et al., 2007) y se incubaron en una estufa
Shell Lab a 60°C hasta obtener valores de peso seco constante. Al igual que
para la composicion proximal, se tomaron 3 muestras de cada réplica, lo que

sumaban 12 por tratamiento.

Para determinar el contenido de cenizas, las muestras se incineraron a 460°C
en una mufla por 24 horas y por diferencias entre el peso seco y el de cenizas

se obtuvo el contenido organico.
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3.6 Analisis estadistico

A los diferentes datos que se obtuvieron se les determiné la normalidad por el
estadigrafo de Kolmogorov — Smirnov y la homogeneidad de varianzas por la
prueba de Bartlett (Sheskin, 2007).

Se determiné la existencia de diferencias entre los tratamientos de cada
experimento mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via para los
datos obtenidos en el crecimiento poblacional para cada dia de cultivo, tasa de
crecimiento, ademas para la composicion proximal y organica. Para la
estadistica no paramétrica se aplico la prueba de Kruskal-Wallis, Anova de una

via en rangos.

Para los casos de diferencias significativas (P<0.05) se aplicé la prueba de
Tukey HDS de comparacion multiple de medias Sheskin (2007). Toda la

informacion se proceso en el software SigmaStat 3.5.

3.7 Andlisis econdmico

El analisis econdmico se realizé al experimento 3, donde solamente intervienen
las tres fuentes de nitrdgeno empleadas: NaNOgs, Urea y Nutrilake, de la solucién 1
de trabajo del medio Guillard (Guillard, 1975),(Tablal), ya que el resto de los
componentes del medio y las condiciones de cultivo son iguales. Se tuvo en
cuenta para esto los precios por kilogramo en moneda nacional (CUP) y en

moneda libremente convertible (CUC).

Se sumaron los volimenes a producir diariamente de Navicula sp., los que
fueron multiplicados por las cantidades de fertilizante que se emplearon en
cada medio. Posterior se calcularon las cantidades en CUP y CUC de acuerdo
a los precios de cada producto (Tabla 2). Este valor fue extrapolado al gasto

mensual y anual de cada uno.
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Tabla 1. Diferentes fuentes de nitrégeno de la solucién 1 de trabajo del medio

Guillard, en el experimento 3.

Tratamientos NaNO3 Urea Nutrilake NaH;PO, . H.O
1(f) 150 mg.L-1 - - 10 mg.L-1
2(urea) - 150 mg.L-1 - 10 mg.L-1
3(nutrilake) - - 200 mg.L-1 10 mg.L-1

Usar 1 ml.L™" de agua de mar a emplear

Tabla 2. Precio de los fertilizantes empleados en el experimento 3.

Precio NaNO; Urea Nutrilake
CUP/kg 6.489 0.297 5.499
CUC/kg 42.440 - 7.622
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1. Concentracién celular

En el primer experimento, los cuatro medios estudiados en la diatomea bentdnica
Navicula sp. revelaron la ausencia de una fase de latencia, con densidades
similares entre ellos por encima de las 700 x10° ceL.mL™", (Fig. 1). Aunque se
pudo apreciar que los maximos de crecimiento de esta microalga se alcanzaron al
2do dia para el medio h y al 3ero para el F diferente significativamente (P<0.05)
del medio f/2 y h/2 (Tabla 3).
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Fig. 1. Curvas de crecimiento de Navicula sp. con diferentes variantes del medio
Guillard.

Tabla 3. Concentracion de los cultivos de Navicula sp. con diferentes variantes del
medio Guillard los dias 2, 3 y 4 (en cel/mL) (£ ES). Letras diferentes en la
misma columna difieren entre si, a>b>c.

Dia 2 Dia 3 Dia 4
f 1112 188 #+ 52.088 1405 000 #+ 73.053 938 1252+ 95.752
f/2 914 375 %+ 50.245 752 188°+123.186 578 438 °+ 106.657
h 12228132+ 179.206 1188 750 *+ 110.554 834 063 * + 47.889
h/2 1066 250 “+ 18.186 882 188 *°+ 74.976 846 250 * + 38.256
Probabilidad P=0.185" P =0.002 * P=0.037"~
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Con la adicién de la doble proporcion de silicato en los medios evaluados se obtuvo
el valor maximo de crecimiento al 3er dia de cultivo para el medio h, (Fig. 2) con
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) del resto (Tabla 4). En este
experimento se observd una declinacion brusca a partir del 3er dia. Fue evidente

como la doble proporcion de silicato en el medio hs favorecié el crecimiento de

Navicula sp.
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Fig. 2. Curvas de crecimiento de Navicula sp. con diferentes variantes del medio
Guillard y doble proporcion de silicatos.

Tabla 4. Concentracion de los cultivos de Navicula sp. con diferentes variantes del
medio Guillard y doble proporcion de silicato, los dias 2, 3 y 4 (en cel/mL)
(x ES). Letras diferentes en la misma columna difieren entre si, a>b>c.

Dia 2 Dia 3 Dia 4
fs 809 063 ° +63.879 1271563°°+74.064 953 438° + 36.241
f/2s 610 000 © + 49.663 088 438 © + 25.266 680 938 © + 50.707
hs 1207 500 ® + 34.888 1794 063 °+96.453 1384 063 °+90.530
h/2s 992 813 ° +32.313 1095938°+45796 757 188 °° +20.472
Probabilidad P <0.001* P <0.001* P <0.001*

El empleo de los fertilizantes agricolas urea y nutrilake en la sustitucién de la fuente
de nitrégeno (NaNO3) en el medio de cultivo Guillard f reveld que nutrilake al 4to logro
el mayor valor de densidad de 994 x10° ceL.mL™, diferente significativamente del
resto, (P<0.05, Fig. 3, Tabla 5).
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Fig. 3. Curva de crecimiento de Navicula sp. en el medio Guillard f y los
fertilizantes agricolas (urea y nutrilake) u: urea, n: nutrilake.

El empleo de fertilizantes agricolas en este experimento demostré una fase
exponencial hasta el 4to dia lo que no fue observado del mismo modo para el

medio f.

Tabla 5. Concentracién de los cultivos de Navicula sp. con fertilizantes agricolas
en el medio Guillard f, los dias 1, 2, 3 y 4 (en cel/mL) (£ ES). Letras
diferentes en la misma columna difieren entre si, a>b.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
fs 78 125° + 4.371 474 375° +22.549 907 1882+ 26.301 859 375" + 46.865
Urea 1853132+ 16.688 620 625°+ 17.813 755625°+47.605 840625° +21.044

Nutrilake 98 438 ° + 4.371 609 688 @+ 9.497 888438°+22.870 993 750 ° + 43.226

Probabilidad P =0.001* P =0.001* P=0.023* P=0.013"

3.2. Tasade crecimiento

La tasa de crecimiento (u,) que se estimé para los medios de cultivo en el
experimento 1, tuvo su valor maximo (u,=4.35) en el medio f para el 1er dia, sin

diferencias significativas del resto (Tabla 6). Los valores acumulados de la tasa de
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crecimiento no tuvieron diferencias significativas entre los medios f y h y si
difirieron de /2 y h/2 (P>0.05).

En los medios con doble proporcion de silicato el numero de duplicaciones diarias
de la biomasa fue mas alto para el 1er dia en el medio h/2s de 3.05, valor que
difiere significativamente del resto de los tratamientos. Sin embargo el 2do dia
mostré el valor maximo para el f2s (u,=2.40), con diferencias significativas solo del
h/2s (P<0.05). A diferencia de los medios con simple proporcion de silicato (3er
dia), los valores negativos son evidentes a partir del 4to dia. El maximo de la tasa
de crecimiento acumulada fue para el medio hs de 4.40 sin diferencias

significativas del medio fs y si del resto, (Tabla 6).

La sustitucion del nitrato de sodio (NaNOs) en el medio Guillard f por los
fertilizantes agricolas urea y nutrilake, revelé un valor maximo de duplicaciones
diarias de la biomasa para la urea de 1.64, diferente significativamente del resto
(P<0.05), (Tabla 5). Sin embargo al 2do dia, los medios f y nutrilake exhibieron los
maximos de tasa de crecimiento para esta especie (u,=2.60 y 2.64
respectivamente) superiores a los alcanzados el 1er dia de cultivo. La urea
mantiene valores estables de duplicaciones diarias para los dos primeros dias de

cultivo.

El medio f tuvo su valor negativo el 4to dia a diferencia de los medios con
fertilizantes agricolas al 5to. La tasa de crecimiento acumulada exhibié valores
maximos para el medio con nutrilake de 3.56, similar a la urea, ambas con

diferencias significativas (P<0.05) del medio f.
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Tabla 6. Tasa de crecimiento (u,: divisiones por dia) y tasa de crecimiento
acumulada (Fuo) media (£ES), para Navicula sp. en los tres experimentos. Letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05),
(a>b>c).

Experimentos Tiempo de cultivo
1 2 3 4 5 SHo
f 4.35° 0.34° 0342 -051% -0.38° 4.14 2
+0.133  +0.159  +0.134 +0.260 +0.260  +0.384
1 f/2 4.00° 0.28 2 034° 0512 0172 3.39°
+0.453 +0.377 +0.336  +0.161 +0.222  +0.213
h 4.31°2 0.48 2 042% 0502 -0.06° 4.21°
+0.218 +0.572 +0.205 +0.356 +0.189  +0.151
h/2 4.05° 0592  -029° -005% .098% 331°
+0.207 +0.243  +0.222 +0.130 +0.373  +0.431
P= 0.239 0.660 0.006* 0.031  0.002*  0.002*
fs 2.17° 2.06 2 0662 -041% 0272  420%®
+0.347 +0.182 +0.140 +0.120 +0.275  +0.190
f/2s 1.41°¢ 2.40° 0712 -055% -0.17° 3.80°
2 +0.273 +0.297  +0.240 +0.286 +0.519  +0.326
hs 2.43° 2.38° 0572 -0.38% -0.60° 4.40°
+0.160 +0.153  +0.147 +0.335 +0.130  +0.158
h/2s 3.05 2 1.49° 0.14° 0532 0222  3.92°
+0.106 +0.073  +0.173 +0.068 +0.148  +0.182
P= 0.005* 0.013* 0.017* 0.349  0.204 0.010*
f 0.40° 2.60° 0948 0082 -132° 254"
3 +0.194 +0.302 +0.115 +0.076 +0.208  +0.166
Urea 1.64 2 1.76 ° 028° 0167 -0.52° 3.31°
+0.240 +0.320  +0.142 0254 +0.220  +0.209
Nutrilake 0.74° 264 2 054° 0162 0512 3.56 2

+0.126 +0.160 +0.103  +0.132 0.190  $0.154

P= <0.001* 0.002* <0.001* 0.131 <0.001* <0.001*

21



Resultados

3.3. Composicion proximal y organica

Los valores de la composicion proximal de Navicula sp. que se obtuvieron en las
diferentes variantes del medio Guillard, se favorecieron en los medios h y h/2, sin

diferencias entre ellos (P>0.05,Tabla 7).

Tabla 7. Composicion proximal y organica (+ ES) de Navicula sp. en diferentes
variantes del medio Guillard. Letras diferentes en la misma columna difieren
entre si, (P<0.05), a>b>c. PO: Peso organico, PS: Peso seco.

Tratamientos PO PS Proteinas Lipidos Carbohidratos

(pg.cel™y  (pg.cel™ (%PS) (%PS) (%PS)

f 975172  148.658°  18.237° 17.471° 9.416°
+4.065 +5.715 +0.554 +0.728 +0.253

f/2 127.800% 2115042 21265  19.291° 9.236 °
+8.003 +22.633 +1.139 +0.915 + 0.422

h 971152  138.934° 257732  25.103° 13.326 @
+3.012 +6.584 +0.703 +0.591 + 0.490

h/2 75.896°  115640°¢ 23.182%  26.122° 12.655 2
+1.943 +4.160 +0.938 + 1.004 + 0.532

Probabilidad  P<0.001*  P<0.001* P<0.001* P<0.001* P<0.001*

Los valores maximos de peso organico (127.800 pg.cel”) y peso seco (211.504
pg.cel") se alcanzaron para el medio /2, diferentes significativamente del h/2 para

el peso organico y del resto para el peso seco, (P<0.05, Tabla 7).

La adicién de la doble proporcién de silicato al medio aumenté de forma
significativa el contenido de proteinas y carbohidratos en los medios con amonio,
sin diferencias entre ellos. El contenido de lipidos solo se incrementd en el medio
h/2s, diferente estadisticamente del resto (P<0.05). Por lo que este medio favorece

el valor nutricional de Navicula sp. (Tabla 8).
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Tabla 8. Composicién proximal y organica (+ ES) de Navicula sp. en diferentes
variantes del medio Guillard con doble proporcién de silicato. Letras
diferentes en la misma columna difieren entre si, (P<0.05), a>b>c. PO: Peso
organico, PS: Peso seco.

PO PS Proteinas Lipidos  Carbohidratos
Tratamientos  (pg.cel’) (pg.cel’)  (%PS) (%PS) (%PS)
56.929° 101.413° 18.704° 11.134° 9.546 °
fs +0.910 +3.210 +0.796  +0.585 +0.383
71.486°% 114.7262 17.331° 16.006° 9.448 °
f/2s +2.243 +4.759 +0.833 +0.864 +0.398

56.161° 87.992° 233712 18594° 11.495 2
hs +1.573 +2.517 +0.690 +0.561 +0.481

72.9492 108.043% 240622 23.285°2 11.020 2°
h/2s +1.623 +2.654 +0.795 +1.374 +0.641

Probabilidad P<0.001* P<0.001* P<0.001* P=<0.001* P<0.007*

El peso organico tuvo un maximo de 72.949 pg.cel'1 para el medio h/2s, similar al
f/2s y diferente significativamente del resto (P<0.05), correspondiendo estos con
los medios menos enriquecidos y concentrados al 4to dia de cultivo. De igual
manera el peso seco alcanzé su maximo para el f/2s de 114.726 pg.cel'1 similar al
h/2s y diferente significativamente del resto (P<0.05). Evidentemente el peso
organico y seco de esta microalga aumentoé con la doble proporcion de silicatos en

los medios menos enriquecidos.

De los medios con fertilizantes agricolas estudiados, la urea reveld los maximos
valores de peso organico (97.906 pg.cel™) y peso seco (152.331 pg.cel) con
diferencias significativas (P<0.05), del resto para el primero y respecto al medio f
para el segundo. Asi como también la urea obtuvo los maximos en el contenido de
lipidos y carbohidratos, similar respecto al f. El contenido de proteinas oscil6 entre

17 y 19% sin diferencias entre los tratamientos (Tabla 9).
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Tabla 9. Composicion proximal y organica (£ ES) de Navicula sp. con los fertilizantes
agricolas urea y nutrilake en sustitucion de la fuente de nitrégeno en el medio
Guillard F. Letras diferentes en la misma columna difieren entre si, (P<0.05).
a>b>c, PO: Peso organico, PS: Peso seco.

Tratamientos PO PS Proteinas Lipidos Carbohidratos

(pg.cel™) (pg.cel™) (%PS)  (%PS) (%PS)

f 68.762 ° 107.62° 18.6362 17.276 2 12.461 2
+1.089 +1.848 +0.644 +0.579 +0.317

urea 97.906 2 152.331 2 19.796 2 16.782° 12.758 @
+4.330 +8.252 +0.708 +0.512 +0.548

nutrilake 77.848° 133.830 2 17.8432  13.434° 11.005 °
+1.851 +5.730 +0.988  +0.529 +0.552

Probabilidad P<0.001* P<0.001* P=0.232 P<0.001* P=0.034*
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CAPITULO 4. DISCUSION

La diatomea bentdnica Navicula sp. se utiliza en el cultivo larvario de camarén (Curbelo,
et al., 2006), por lo que un medio que promueva un rapido crecimiento y buena calidad
nutricional permite reducir el tiempo de cultivo y hacer un uso eficiente de las

instalaciones en los laboratorios productores de postlarvas.

Cuando se evaluaron los medios de cultivo con simple proporcion de silicatos, la especie
sometida a estudio crecié mejor en los medios h y f entre el segundo y tercer dia. Esto era
de esperarse debido a que los medios de cultivo h/2 y f/2 contienen la mitad de las
concentraciones de los nutrientes de los otros dos. Resultados similares encontré Curbelo
et al. (2006) para Navicula sp. al 4to dia de cultivo con el medio h y Leal et al. (2010) para
Amphora sp.

Sin embargo, Simental-Trinidad et al. (2001) encontraron para Nitzschia laevis el mejor
crecimiento entre el sexto y octavo dia de cultivo utilizando-fertilizantes agricolas. Si bien el
fertilizante comercial es bueno utilizarlo porque abarata el costo de produccion, el tiempo
de cultivo se lo incrementa, por lo que no resulta rentable sostener un cultivo con fines
productivos, maxime si es para emplearse en la alimentacion de pequefios organismos,

donde la manipulacion de tantos dias de cultivo puede ser fuente de contaminacion.

A diferencia de otras diatomeas bentdnicas estudiadas, Navicula sp. mostré una velocidad
de crecimiento alta, la que alcanzé la fase de crecimiento lento al 3er dia. Al respecto
Curbelo et al. (2004), con una especie del mismo género reporto cuatro dias para la misma
fase y densidades por encima de 2000 x10° ceL.mL™ mayores a la reportada en el
presente estudio. Esto se le atribuye a que el tamafio del in6culo inicial fue diferente y es
un factor que condiciona el crecimiento acelerado del cultivo. Otros autores como Leal et
al. (2010) obtuvieron entre el 4to y el 6to dia valores cercanos a las 1 000 x 10° ceL.mL™
en el medio h para Amphora sp.
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Cuando se utilizé la doble proporcién de silicatos en los medios estudiados, se vio
favorecido el medio hs. Esto puede deberse a que este medio es una variante del f/2
descrito por Guillard, que duplica los nutrientes mayores y menores ademas de incluir
53 mg.L™" de cloruro de amonio (1,0 mM). La incorporacién de amonio (N — NH,) al
medio trae consigo la modificacion de las concentraciones de nutrientes debido a que
incorpora una fuente adicional de nitrégeno y propicia un cambio en la relacion N:P

(Curbelo et al., 2004) que favorece, en este caso, el crecimiento de la microalga.

Del mismo modo, éste comportamiento en el crecimiento ante una fuente de nitrdgeno
en forma de amonio ha sido observado con otras especies de microalgas como
Amphora cf. marina (Plasencia et al., 2004), Rhodomonas sp. (Valenzuela-Espinoza et
al., 2005) y Amphora sp. (Curbelo, 2010).

En la Clase Bacillariophyceae, la presencia de silicatos es muy importante por ser un
elemento indispensable en la formacién de los frustulos (Curbelo, 2010). Las diatomeas
bentdnicas tienden a tener mas cenizas debido al volumen de silice de los frustulos que
es relativamente espeso (Affan et al., 2007). Otros autores como Raniello et al., (2007)
encontraron que la adicion de una doble concentracion de silicatos en el medio /2
mejord la tasa de crecimiento exponencial y produjo mayor densidad de células en la

diatomea benténica Cocconeis neothumensis.

Por otra parte, Curbelo (2010) refiere en Amphora sp. que, ademas de mejorar de
forma significativa la tasa de crecimiento y la densidad celular, un desfasaje en la etapa
exponencial de cultivo, de cuatro dias con silicato sencillo a cinco cuando se empled
doble, resulta recomendable por ser mas econémico y por eso propone el uso de f/2s.
Esto no se observa en el presente estudio, probablemente, porque los requerimientos
de silice para esta diatomea bentdnica no son tan exigentes como otras anteriormente

descritas.

La linea de productos Nutrilake (Nutrilake y Nutrilake-P) ha sido probada en todo el

mundo como la Unica linea de fertilizantes especialmente disefiada para la acuicultura,
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mostrando ventajas como promotor del fitobentos, regulador ecolégico y promotor del
crecimiento de microalgas bentonicas en estanques de camardn. Debido a su
presencia de sodio produce un efecto alcalinizante permitiendo mantener el pH
adecuado para el desarrollo del cultivo y el aprovechamiento del fosforo. Aportan el
100% del N en forma nitrica lo que implica su disponibilidad inmediata por parte de las
microalgas. El aporte de silicato soluble y algunos minerales como Mg, I», Bo y K ayuda
a las necesidades de estos elementos en las microalgas. Su uso mas recomendado ha
sido para estanques, sin embargo Leal et al. (2007) lo recomiendan para todo el
proceso del aumento progresivo de volumen a partir de 5 L, en diatomeas planctonicas
como Chaetoceros spp. y Thalassiosira weisflogii a razén de 200 mg.L™. Todo esto
fundamenta las mayores densidades encontradas en el presente trabajo, con Navicula
sp., al 4to dia de cultivo.

Las mayores tasas de crecimiento en los cultivos con silicato simple fueron el primer
dia, lo que coincide con lo observado por Simental y Sanchez-Saavedra (2003) y
Curbelo (2010) y los medio h y f tuvieron tasas de crecimiento acumulada superiores
gque nos demuestran el mejor aprovechamiento de estos medios, con mayor

concentracion de los distintos nutrientes, por parte de esta especie.

Hay que destacar que no todas las especies, incluso dentro del mismo género, tienen
la misma tasa de crecimiento. Asi, Simental y Sanchez-Saavedra (2003) reportaron
tasas de crecimiento maximas de 2.9 para Nitzschia laevis, de 4.44 para Nitzschia

thermalis var. minor y de 5.3 para Navicula incerta, cultivadas en medio f/2.

Cuando se adicion6 doble proporcion de silicatos, la tasa de crecimiento acumulado
resultdé similar a las obtenidas para el primer experimento, siendo los medios h y f
superiores y significativamente diferentes de los otros, sin embargo, la tasa de
crecimiento diario fue gradual los dos primeros dias lo que lleva a pensar en una

adaptacion de la célula ante un medio que tiene doble concentraciéon de un nutriente.
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Valores inferiores a los encontrados en el presente trabajo los repora Affan et al.,
(2006) para Grammatophora marina y Khatoon et al. (2010) para Amphora sp.,

Navicula sp. y Cymbella sp.

Las condiciones a que se sometieron los cultivos en el presente trabajo fueron buenas
para lograr una fase de latencia muy corta con una tasa de crecimiento alta, que resulta
beneficioso cuando se quieren obtener grandes cantidades de biomasa en el menor

tiempo posible.

Los valores negativos de la tasa de crecimiento estan dados por la disminucion de la
concentracion celular del cultivo. Con el uso del silicato sencillo estos valores se
presentaron a partir del 3er dia en los medios con simple proporcién de silicatos, esto
puede deberse a la alta productividad de biomasa microalgal el ler dia de cultivo, lo
que evidencio limitacion de nutrientes al 3er dia, que pudiera ser el silicato, ya que con
la adicion de su doble proporcién estos valores se observaron al 4to, lo que hizo
desfasar el valor de p, un dia mas. Con la incorporacion de fertilizantes comerciales
como fuente de nitrogeno al medio f fue evidente la presencia de estos valores

negativos al 5to dia, lo que demostrd un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento.

Cuando hacemos cultivos de microalgas con fines de alimentacion es importante obtener
buenas concentraciones, pero no se puede descuidar el valor nutricional de la especie que

estamos ofreciendo como alimento.

El valor nutricional de un alga es un factor importante para las dietas de los animales
marinos (Knucket et al., 2002), sin embargo, diversos son los factores que inciden en
el, dentro de los cuales se incluyen la temperatura de cultivo (Thompson et al., 1992), el
medio de cultivo y la composicién de nutrientes (Fabregas et al., 1986; Wilkfors, 1986),
el fotoperiodo (Sicko-Goad y Andersen, 1991), la intensidad de la luz y longitud de onda
(Figueroa et al., 1996; Sanchez— Saavedra y Voltolina, 1996); variables que se pueden

manejar en dependencia de los propdsitos de trabajo.
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La acumulacion de proteinas en Navicula sp. que se obtuvieron en el experimento con
simple y doble proporcién de silicatos de este estudio se vieron favorecidos, ademas del
nitrato, por la presencia de amonio en los medios h/2, h, h/2s y hs. Estos resultados
son inferiores a los que encontraron Simental- Trinidad et al., (2001) en Navicula
incerta (35%) y Nitzschia thermalis (34%), Gordon et al. (2006) en Nitzchia leavis (38%),
Navicula cf. lenzii y Amphora luciae (32%) y Curbelo (2010) para Amphora sp. (30%),
todas durante la fase de crecimiento exponencial en el medio f/2. Como puede verse

se trata de especies diferentes y no necesariamente deben coincidir en los valores.

Sin embargo, Courtois et al., (2012) encontraron valores de proteinas menores a los
reportados en el presente estudio, para Navicula incerta (13%), determinados al 2do dia

de cultivo.

Khatoon et al., (2010) reportdé entre un 40 y 50% de proteinas para Navicula sp. a
salinidades entre 15y 25 g.L™, lo que confirma que las microalgas se pueden manipular

en dependencia de los intereses del cultivador.

El contenido de lipidos en los medios f y f/2 en este estudio fue similar al obtenido por
Simental-Trinidad et al. (2001) para Nitzschia laevis y por Leal et al. (2010) para
Amphora sp., ambas especies cultivadas en el medio /2. Sin embargo, los primeros
autores reportaron para N. thermalis var. minor en medio f/2, cantidades de lipidos
menores (21%) a los obtenidos en este trabajo en el medio h

(25%) y para Navicula incerta en el mismo medio de 13%.

Otro reporte sobre lipidos totales en ciertos géneros y especies de diatomeas
bentdnicas es el de Barashkov (1972), el cual logré porcentajes, en Navicula sp., entre
35 - 44%, valores superiores a los nuestros y para Nitzschia closterium entre 24 — 28%,
similares a los medios h y h/2 en este estudio, lo que confirma que no todas las
especies tienen la misma composicion bioquimica, asi se cultiven en las mismas

condiciones.
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Courtois et al. (2012), report6é para Navicula incerta 6% de lipidos al 2do dia de cultivo,
lo que fue muy inferior a los que se alcanzaron para Navicula sp. en los medios con
simple y doble proporcién de silicatos al 3ro y 4to dia respectivamente. Dada la
importancia que tiene el contenido lipidico del alimento para suministrarlo a postlarvas
de camarodn, es necesario tener en cuenta el dia de cosecha y las condiciones del
cultivo con vista a lograr una microalga que le aporte a la larva los acidos grasos que

requiere para esta etapa.

Estudios realizados en Navicula sp. revelaron porcentajes de lipidos entre 20 y 25%
para salinidades entre 15 y 25 g.L™ (Khatoon et al., 2010) y para cultivos controlados
(26%) y no controlados (38%) en Amhora sp. (Pefia, 2007).

El contenido de carbohidratos de Navicula sp. en los diferentes medios fue similar a los
obtenidos por Simental- Trinidad et al. (2001), que encontraron entre 7 y 13% para
Nitzschia thermalis, N. laevis y Navicula incerta, al 4to dia de cultivo y mayores de

Curbelo (2010) en otra especie de diatomea bentdnica.

Diferentes autores plantean que las microalgas, durante la fase de crecimiento
logaritmica retardada, contienen de 30 a 40% de proteinas, de 10 a 20% de lipidos y de
5 a 15% de carbohidratos (Brown et al., 1997; Renaud et al., 1999). Estos reportes se
corresponden con los valores que logré Flores-Vergara (1998) y Curbelo (2010) para
diatomeas bentdnicas y los que se obtuvieron en este estudio para los ocho medios

estudiados.

Otros autores como Affan et al., (2006) obtuvieron para Grammatophora marina,
proteinas (5%), lipidos (15,82%) y carbohidratos (5.65%) y Affan et al. (2007) para N.
incerta, 7% de proteinas, 1,7% de lipidos y 12,8% de carbohidratos, después de dos
semanas de cultivo. Estos valores no se corresponden a los reportes de proteinas
citados anteriormente, ya que a ese tiempo de cultivo hay limitaciéon de nitrégeno y su
ausencia en el medio y puede ser la causa de la disminucién del contenido de

proteinas, ademas en este caso, la fase de cultivo predominante es la de declinacion o
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muerte regresiva. En cambio la cantidad de carbohidratos se mantiene en el rango
segun los reportes anteriores, lo que parece indicar que el porcentaje de carbohidratos

en las diatomeas benténicas se mantiene constante en la fase de declinacion.

El contenido de proteinas (17-19%), lipidos (13-17%) y carbohidratos (11-12%) en los

medios con fertilizantes agricolas fue maximo en presencia de urea. Estos resultados

son menores a los que obtuvo Simental- Trinidad et al. (2001) para las proteinas en un
medio no convencional al 4to dia, lo cual se debié a que emplearon en la misma formula
de fertilizacion tres fuentes de nitrégeno: nitrato, amonio y urea, lo que segun Simental y
Sanchez-Saavedra (2003) pueden considerarse buenos nutrientes para estas
microalgas. Esto hace que se considere el empleo de diferentes fuentes de nitrégeno ya
que pudo condicionar el porcentaje de proteinas en la especie Navicula incerta por
encima de 30%. Sin embargo, el contenido de lipidos fue ligeramente superior en
nuestro estudié al de ellos, aunque los porcentajes de carbohidratos que obtuvieron

ellos fueron similares respecto al medio con urea.

En los medios con simple proporcién de silicatos los valores maximos de peso organico
y peso seco se favorecieron en el medio menos rico en nutrientes (f/2), sin embargo con
la adicion del silicato doble a los medios estudiados estos valores se vieron
incrementados con la riqueza de los medios. Hay que destacar que los maximos valores
de peso orgénico y seco coinciden con los de menor concentracion microalgal en los

tres experimentos y viceversa.

Este comportamiento de la no correspondencia entre los valores de concentracion y
peso organico y seco en las diatomeas bentbnicas ha sido observado por otros autores
(Curbelo, 2010), debido posiblemente a la adicion de la doble proporcién de silicatos al
medio, lo que contrasta de los resultados de este trabajo, donde los experimentos
donde no se adicion6 la doble proporcion de silicatos tienen este mismo

comportamiento, y esto pude deberse a que las cantidades de silice que se emplearon
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en los experimentos 1y 3 satisfacen los requerimientos nutricionales de esta microalga

en nuestras condiciones.

Al respecto Simental y Sanchez-Saavedra (2001) plantean que la alta densidad celular
en los cultivos implica en las diatomeas pérdida en el tamafio celular y con ello la
disminucion en la produccion de biomasa y sefalaron que el alto contenido de cenizas
que producen las diatomeas benténicas en cultivo podrian ser originadas por los

requisitos de silice para la formacion de los frastulos.

Werner (1977), plantea que muchas diatomeas pueden ser capaces de captar y
almacenar de forma continua determinadas cantidades de silice en sus vacuolas, por lo
gue las diatomeas tienen una gran dependencia del silice para la generacion de los

frastulos.

Los resultados de este trabajo coinciden con los de un estudio realizado con las
diatomeas Navicula salinarum y Thalassiosira weissflogii por Vrieling et al. (1999) donde
reportaron que el contenido de este mineral en las células puede variar y depende de
las condiciones del cultivo, por lo tanto la relacion peso total: peso organico puede
presentar cambios y no necesariamente tiene que existir una correspondencia entre
ellos, lo cual se aprecid en estos resultados, donde el menor valor de la biomasa
correspondié con el mayor valor de peso organico y seco en todos los medios que se

estudiaron.

5.3 Anélisis econdmico

El aumento progresivo de volimenes hasta 25 L de esta especie es de 179.5 L y como se
emplea de la solucién de trabajo de sales 1ml.L™* de agua de mar, el frasco de 1 L dura
aproximadamente 6 dias de trabajo, lo que nos lleva a preparar 2.5 L mensuales de esta

solucién.
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El analisis econdémico de los tres medios revel6 que es mas economico emplear como
fuente de nitrdgeno en el medio Guillard f a la urea, ya que reduce los costos en $ 30.00
CUP y $ 205.68 CUC por cada litro de medio a preparar anualmente (Tabla 6), ademas de

ser de los dos fertilizantes agricolas el mas rico en nutrientes.

Tabla 6. Costo y ahorro anual de las diferentes fuentes de nitrogeno en el medio Guillar F,
de 1 L de la solucion de sales, empleadas en el cultivo de la diatomea benténica

Navicula sp.
Fuentes de Proporcion Costo Ahorro
Nitrogeno (mg.L-1) (1L) (Anual)
(CUC) (USD) (CUC) (USD)
NaNOs (p.a.) 150 31.44 205.68 - -
Urea (comercial) 150 1.45 - 30.00 205.68
Nutrilake (comercial) 200 35.46 49.17 -4.02 156.51

Si el costo anual del medio de cultivo Guillard f esta valorado en $ 3 330.605 CUP y $ 1
279.9257 USD, se ahorra por este concepto el 0.9% de la primera moneda y el 16 % de la

segunda.

Existen estudios relacionados con el empleo de fertilizantes agricolas ya sea en medios
de cultivos o en formulas de fertilizacion para abaratar los costos de produccién
(Gonzalez-Rodriguez y Maestrini, 1984; LoOpez-Elias y Voltolina, 1993; Gracida-
Valdepefia, 1999). El mas reciente es el de Simental y Sdnchez-Saavedra (2003), los
que emplearon un medio no convencional y lo compararon con el tradicional /2, en el
cultivo de las diatomeas bentdnicas Nitzschia laevis, Nitzschia thermalis var. minor vy
Navicula incerta, los que concluyen que el medio no convencional, con fertilizantes
agricolas, no afecta la produccién de biomasa microalgal y reducen el costo del medio

con fertilizantes agricolas 12.5% menos que el f/2 de Guillard tradicional.

En este caso se reduce mas el costo del medio ya que soélo se sustituyo el nitrato de

sodio que es un reactivo quimico para analisis y su precio es alto en el mercado a
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través de terceros paises, comparado con la urea que es de grado agricola y se obtiene

directamente del pais que la produce.
Si la reduccion del costo del medio de cultivo fue de 16.9 % solo con la sustitucién de la

fuente de nitr6geno, se pueden probar otros componentes del medio Guillard por

fertlizantes agricolas para minimizar ain mas el costo del medio.
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CONCLUSIONES

. La simple proporcién de silicatos favorece los valores de concentracion en el
medio Guillard f, la tasa de crecimiento y tasa de crecimiento acumulada
para los medios mas enriquecidos (f y h).

. La composicion proximal aumenté en los medios con amonio h y h/2, al igual
que la composicidén organica con la disminucion de la riqueza nutricional en
el medio f/2.

. Con la adicion de la doble proporcion de silicatos al medio de cultivo, se
favorece el Hs, la tasa de crecimiento acumulada y la composicién organica
se incrementaron con las riquezas de los medios, y la composicion proximal
dependié de la incorporacion de amonio al medio.

. El empleo de la Urea en sustitucion del NaNO3; en el medio Guillard f tiene
un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento (uo), tasa de crecimiento
acumulada (3 uo), € influye de forma significativa en la composicién proximal
y organica de la microalga Navicula sp. en cultivo, con un ahorro del 16.9%
del costo del medio de cultivo.
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RECOMENDACIONES

Realizar investigaciones donde se evalue la sustitucion de los demas
componentes del medio Guillard f, por fertilizantes agricolas, en la diatomea

bentdnica Navicula sp. sin afectar la produccién de biomasa microalgal.
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