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RESUMEN

Se cultivaron las microalgas marinas Chaetoceros sp. e Isachrysis sp. en medio f enriguecido con 5, 10y 20 mg-{" de
los productos de naturaleza zeolitica {PNZ} Zestec 56, Zesep 56 y Zeben 06. Al final de la fase exponencial los cultivos
de Chaetoceros con PNZ registraron concentraciones celulares promedio entre un 40 y un 50%, superiores que en los
cultivos control, destacando los resultados obtenidos con 20, 10 y 5 mg-l" de Zestec 56, Zesep 56 y Zeben 06,
respectivamente. En el caso de fsochrysis sp. los mejores resultados se obtuvieren con todas las concentraciones de
Zestec 56 y con 5 mg-l" de Zesep 56 y Zeben 06. En la fase de crecimiento desacelerado los mejores tratamientos
fueron los mismos para Chastoceros, aunque las diferencias numéricas fueron menos impartantes que en la fase
anterior, mientras que fsochrysis alcanzé las mayores concentraciones con 5 mgl' de Zesep 56, sequido por los
valores registrados con 10 mg-I" de Zestec 56 y Zeben 06. Estos resultados fueron confirmados mediante un nuevo
pardmetro poblacional que mide la respuesta de las microalgas en términos de natalidad relativa, con respecto al
cantrol y demuestran que para Chaeteceras sp. los PNZ por lo general tuvieron un efecto més evidente al final de la
fase de crecimiento exponencial, mientras que para /sochrysis sp. parecen actuar con mayor eficacia en la fase de
crecimiento desacelerado de los cultivos. :
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ABSTRACT

The marine microalgae Chaetoceres sp. and Isochrysis sp. were cultured with 5, 10 and 20 mg-I" of the products of
zealitic nature Zestec 56, Zesep 56 and Zeben 06 and generally gave better results than with the control f medium. At
the end of exponential growth, Chastoceros cultures had cell concentrations about 40-50% higher with 20, 10 and 5
mg1" of Zestec, Zesep 56 and Zeben 06, respectively, while the best results were with all concentrations of Zestec 56
and with 5 mg-I" of the ather two products in the case of Isechrysis. During slow growth the best treatments were the
same in the case of Chaetoceras, althaugh the differences were numerically less important, while 5 mg-1! of Zesep 56
and 10 mg-* of Zeben 06 and Zestec 56 gave the highest values with fsochrysis. The results obtained with cell
concentrations were confirmed by statistical analysis of relative natality, which compares the number of cell divisions
of the treatments to that of the control cultures. They also show that in general the effect of these preducts is more
gvident during the exponential phase for Chastoceros and during slow growth in the case of Isochrysis.
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INTRODUCCION

La produccidn masiva de microalgas para la alimen-
tacion de larvas de especies marinas en [aboratorios
comerciales representa una fraccion considerable del costo
total de operacidn de esos laboratorios, debido a la
necesidad de mano de obra calificada, de infraestructura
adicional y adecuada y de los varios productos quimicos
que se requieren para este proceso (Fulks y Main, 1891;
Coutteau y Sorgeloos, 1992}, motivo por el cual es
importante investigar nuevas técnicas y nuevos medios de
cultivo, que influyan directa o indirectamente en la reduccidn
de costos.

Aunque se han reportado los resultados de muchos
estudios sobre este problema, la mayoria de ellos estan
dirigidos a reducir el costo de los medios de cultivo
sustituyendo las formulaciones tradicionales con una
variedad de productos tales como fertilizantes foliares de
uso comiin en la agricultura ¢ biodigeridos (Fabregas et al.,
1987; Paniagua Michel et al., 1987; Corsini y Karydis, 1990;
Sénchez Saavedra y Voltolina, 1994a; Nieves y Vega Pérez,
1994}, Aparte del hecho que en varios casos los resultados
no son totalmente alentadores debido a que con estos
medios la produccién es generalmente menor y a menudo
iregular (Nieves et af., 1996; Voltolina et a/., 1998}, también
se ha hecho notar que de todas maneras este acercamiento
es escasamente susceptible de ofrecer una solucién real a
este problermna, debido a que el costo del medio es un factor
poce importante sobre el costo global de produccién de
microalgas {Torres Rodriguez, 1997).

Una posibilidad diferente es la de enriquecer los medios
de cultivo con compuestos que incidan directamente en la
division celular y aceleren el proceso de produccion en las
sistemas de cultivo, ofreciendo la posibilidad de ahorros
reales en términos de tamaiio y uso de la infraestructura.
En esta perspectiva, se ha demostrado que algunos
productos de naturaleza zeolitica (PNZ) hacen posibie
aumentar la biomasa de algunas diatomeas que se puede
obtener en un tiempo determinado, lo cual es susceptible
de reducir los costos de produccién aumentando sustancial-
mente la productividad de cada sistema de cultive {L.épez
Ruiz et al., 1995; Voltolina et a/., 1996).

Las zeolitas sintéticas como los PNZ se preparan con
varias técnicas: se pueden usar procesos de reabsorcion
hidrotérmica de geles de silice y alimina en medios
fuertemente alcalinos, o se pueden tratar en ambiente
alcalino diversos materiales base con altos contenidos de
sifice y de alumina en varias condiciones, que se refieren
especialmente al tiempo de reaccidn y de cristalizacidn, a
la temperatura y a la presion en ambiente himedo 0 seco,
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a la agitacion y al tipo de estructurador de cristalizacion
gue se emiplea en el proceso.

Ei efecto de los PNZ en la produccién de microalgas
no ha sido estudiado en mayor detalle y ahora se esta
intentando dilucidar los mecanismos que lo favorecen. Por

ejemplo, no se conoce si estos resultados pueden ser

mejorados con dosis mayores de PNZ y queda por demostrar
si es posible obtener resultados similares con microalgas
diferentes de las diatomeas, cuyo crecimiento pudiera verse
estimulado por una posible disolucidn de los silicatos
coentenidos en las zeolitas.

En este contexto, el presente trabajo esta dirigido a
describir y comparar el crecimiento de dos especies de
microalgas marinas, una de ellas sin requerimientos
conocidos de silicatos, cultivadas con diferentes concentra-
ciones de tres productos zeoliticos.

MATERIALES Y METODOS

Las microalgas marinas utilizadas en este estudio
fueron la fitoflagelada Isochrysis sp. (IS-X-1) y la diatomea
Chaetoceras sp. (CH-X-1), obtenidas de la coleccidn de
cepas del Centro de Investigacidn Cientifica y de Estudios
Superiores de Ensenada {Trujillo Valle, 1993).

Para las pruebas de cultivo se usé el medio f de Guillard
y Ryther {1962} preparado con agua de mar filtrada a 1 um
y esterilizada por via quimica segln Hemerick {1973), sin
silicatos para Isachrysis sp. y enriquecido con una doble
cantidad de silicatos en el caso de Chaetoceres sp., debido
a su alta demanda de silicio {Villegas Herndndez, 1997).

Cada microalga se cultivé en cuadruplicado en medio
f solo {medio de cultivo control} y enriquecido con 5, 10 y
20 mg'l" de los tres PNZ experimentales Zestec 56, Zesep
56 y Zeben 06 cuyos componentes se muestran en la Tabla
1. Los experimentos se llevaron a cabo en recipientes de 3
litros con 1.5 litros de medio previamente tratados con una
solucién de acido murfatico y enseguida lavados cuidadosa-
mente con agua destilada, iniciando cada repeticidn de cada
uno de los tratamientos con una concentracién inicial de
siembra de 50,000 cél-ml para ambas especies.

Cada experimento consistid de tres pruebas sucesivas.
En la primera se usé un indculo comin cultivado en medio
f, mientras que en las dos restantes se utilizaron mezclas
de las repeticiones de cada tratamiento, para inocular cuatro
nuevos cultivos con el mismo enriquecimiento. Asi pdr
ejemplo se determind la concentracidn celular de la mezcla
de los cuatro cuitivos con 5 mg- "' de Zestec 56, este dato
sirvid para determinar el volumen de esta mezcla que era
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Tabla 1. Composicion (% de peso anhidro) de los tres produstes ds
naturaleza zeolitica empleados en este estudio. En paréntesis el
contenide residuo de agua después de activacian.

Zestec 5B Zesep 56 Zeben 06
Si0, £5.68 67.05 68.29
ALO, 25.52 22 12.20
Fe,0, 6.96 1.14 3.66
Cal 1.16 1.14 1.22
MgOD 1.16 21.27 12.20
Na,0 - 0.57 1.22
K,0 3.48 0.57 1.22
Ti0, 1.16 - -
v,0, 0.23 - -
C orgénico 4.64 - -
H,0 {13.8} (12) {18)

necesario para iniciar otros cuatro cultivos con la misma
concentracion de este PNZ. De la misma manera, al final de
esta prueba, se inicid el tercero y ultimo ensayo.

En todas las pruebas los recipientes fueron colocados
en forma aleatoria en los estantes, la intensidad luminosa
se mantuvo entre 6,900 y 7,000 lux, la temperatura de
cultivo fue de 23+1°C y los cultives se mantuviercn en
suspension mediante burbujeo de aire comprimido, no
enriquecido con CO,.

Cada prueba duré cuatro dias, considerando que las
densidades opticas, medidas diariamente con un colori-
metro Klett Summerson equipado con filtro verde, indicaron
que la fase de crecimiento exponencial termind el dia tres y
que el dia siguiente los cultivos se encontraban en la fase
de crecimiento lento, por lo que en esos dias se obtuvieron
muestras que se fijaron con lugol para su recuento posterior
con hematocitomstro.

El nimero de divisiones celulares totales o natalidad
absoluta de cada repeticién i en el tiempo f se calculd
tomando en cuenta la concentracion inicial (V,=50,000
cél-ml'; t=0) y las densidades celulares registradas en los
dias tres y cuatro. La ecuacién utilizada para este fin fue la
siguiente:

NN, —InA,
Zuy=g
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donde:
N_ = Densidad celular inicial.
Nti = Densidad celular al tiempo t de la repeticion /.

E,u = Namero total de divisiones celularas en el tiempo t,
de Ia repeticidn i.

Para obviar el problema de la variabilidad entre
hioensayos se calculd el promedio con respectiva desviacion
estdndar de los valores de 2 del control (24 ) en un
dia particular y se dividieron Ios valores de E,u de cada
repeticidn de cada uno de los tratamientos entre Z,u ¢ cantrol
y se promediaron los resultados. Esta nueva variable se
denominé tasa de natalidad relativa, expresada en este
trabajo como:

Sy,
DY,

t, control

Zlum‘ =

Los datos promedio de los dias tres y cuatro
registrados en cada tratamiento de concentracién celular
{cel'ml')y Z,uﬁ registrados los dias tres y cuatro para cada
tratamiento con cada una de las dos especies fueron
sometidos a pruebas de andlisis de varianza paramétrica o
no paramétrica de dos factores, verificando previamente la
normalidad y homoscedasticidad de los datos {Conover,
1980; Sokal y Rohif 1979; Wilson, 1956). En los casos donde
los estadisticos de prueba resultaron significativos se
hicieron las pruebas de comparaciones mdltiples correspon-
dientes, con un nive! de significancia del 5% (Zar, 1996).

RESULTADOS

Mediante un andlisis preliminar de los resultados no
se detectaron indicios de fenémenos de aclimatacién de
las dos cepas a las posibles modificaciones del medio
inducidas por las caracteristicas peculiares de los productos
zeoliticos (Cisneros, 1998). Por este motivo, los datos
relativos a las tres pruebas llevadas a cabo con cada.
tratamiento se promediaron y contrastaron mediante las
técnicas estadisticas ya mencionadas.

En [a Tabla 2A, se puede apreciar que tres dias después
delindzule, todos los cultivos de Chaetoceros en los medios
con PNZ tenian concentraciones celulares significativa-
mente superiores que las registradas en los cultivos control
y que las més altas se encontraron con 20 mg-i* de Zestec
56, con 10 my-t" de Zesep 56 y con 5 mg-I" de Zeben 06,
sin diferencias entre estos tres enriguecimientos. En el
cuarto dia de cultivo estos mismos tratamientos dieron
nuevamente los resultades mejores, mientras gue en fres




§ M. Nieves, et al.

Tabla 2. Chaetoceros sp. Concentraciones celulares promedio (cél-105-mi) (A) y natalidad relativa promedio Zu, (B) registradas después de
tres y cuatro dias a partir de la fecha del indculo, en tres pruebas sucesivas de cultiva con ef medio f {Control) y con 5, 10y 20 mg-"' de tres
diferentes productos de naturaleza zeolitica. En todos los casos se indican los valores promedic = 1 desviacién estandar y los resultados de
ias pruebas de comparaciones miltiples SNK, con & = 0.05. Letras iguales indican falta de diferencias significativas, |.a presencia de mas de
una letra indica traslape de los intervalos de confianza. Ejemplo:asabc€b<c g < b < ¢ *Métods no paramétrico,

DiA 3 *DiA 4
5mgl! 10 mg-I? 26 mg1! 5 mgl* 10 mgH’ 20 mg?
A
CONTROL 0.792 ¢ 0.792¢ 0.792 2 1.153 2 1.153 # 1.153
+=0.110 = 0.110 +0.110 + 0.165 = 0.165 *+0.165
ZESTEC 56 1.104 &= 1.139 b 1.254°¢ 1.344 bed 1.306 = 1.4881
=+ (133 *+0.125 +=0.113 + 0123 = 0.134 +0.239
ZESEP 58 f.153 % 1.217°¢ 1.163 % 1.383 1.406 < 1.284°
+0.137 = 0.120 +0.118 + 0.207 = 0113 *=0.145
ZEBEN 06 1.256¢ 1.013¢® 1.130 & 1.423 = 1.262° 1.261+
+0.123 +0.196 + 0,130 + 0,143 +0.124 +0.147
B
CONTROL 1.000 1.000 ® 1.000 a 1.000 = 1.000 1.000 2
=+ 0.043 + 0.043 +0.043 =+ (.026 =+ 0.026 + 0.026
ZESTEC 56 1.121¢ 1.133 11704 *.052 bed 1.042 bed 1.083¢
=+ 0.030 += 0019 = (0.043 = 0.051 =+ (.048 + 0.079
ZESEP 56 1.138 = 1.158 « 1.138 1.05G bed 1.067 bed 1.036 o
+ 0,040 = 0.043 = 0.022 =+ 0.054 + 0.049 = 0.024
ZEBEN 06 1.169 ¢ 1.085 b 1.130 = 1.070~ 1.031 # 1.030*
+ 0.029 =+ 0.061 + (.023 + 0.047 =+ 0.036 = 0.041

casos (20 mg-I' de Zesep 56 y 10y 20 mg:H de Zeben 06)
las concentraciones celulares no resultaron significativa-
mente mayores de las encontradas con el medio f sin PNZ.

De igual manera se comportd la natalidad relativa
(Tabla 2B), aunque en este caso los mejores resultados
fueron con 20 mg-|" de Zestec 56 y con 5 mg-l' de Zeben
06 al final del tercer dia, con una natalidad absoluta
promedio de aproximadamente el 17% superior que la
registrada con el medio f, que al dia siguiente se redujo a
poco mas del 8% en el primer caso y al 7% en el segundo,
confirmando ademads la tendencia a valores menores y de
hecho estadisticamente no diferentes en los cultivos con el
medio f enriquecido con mas de 5 mg+1"' del producta Zeben
08.

Estos resultados coinciden en gran parte con los
descritos en Voltofina et al. {1997}, aunque los datos no
son totalmente comparables, ya que los indculos iniciales,
el volumen de los recipientes de cultivo y el tipo de medio
usado como controf fugron diferentes.

En el caso de /sochrysis sp., de la misma manera que
con Chaetoceros sp., se hace evidente el efecto positivo del
enriguecimiento con PNZ, con una tendencia generalizada a
concentraciones celulares promedio mayores practicamente
en todos los tratamientos con respecto al control, aunque
en varios casos las diferencias no resultaron estadistica-
mente significativas. Esto se explica por los diferentes
valores de concentracién que se encontraron en las tres
pruebas, que se ven reflejados por los altos valores de la
desviacion estandar que se reportan en la Tabla 3A. De todas
maneras, las mejores cosechas se obtuvieron, para el dia
3, con 10 y 20 mg-1" de Zestec 56 y con 5 mg-1" de Zesep
56 y Zeben 08, mientras que el dfa 4 el mejor resultado fue
con Zesep 56, aunque esto no resultd estadisticamente
diferente de [os valores obtenidos con 10 mg-l” de los otros
dos PNZ.

Resultados andlogos a los mencionados se obtuvieron
analizando los datos de natalidad relativa {Tabla 3B); esta
Gltima, al eliminar las diferencias en concentraciones
celulares entre las diferentes pruebas, remarca la mayor
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Tabla 3. isachrysis sp. Concentraciones celulares promadio {cél-105-ml") {A) y natalidad relativa promedio Zy, (B) registradas después de
tres y cuatro dias a partir de la fecha del indculo, en tres pruebas sucesivas de cultivo con el medio f (Control] y con 5,10y 20 mg-I* de tres
diferentes productos de naturaleza zeolitica. En todos los casos se indican los valores promedio + 1 desviacion esténdar los resultados de
las pruebas de comparaciones miltiples SNK, con o= 0.05. Letras iguales indican falta da diferencias significativas. La presencia de mas de
una letra indica traslape de los intervalos de confianza. Ejemplo: a < abc < b <<¢;a < b < ¢. *Método no paramétrico.

DiA 3 *DiA 4
5 mg 10 mg-" 20 mg-[? 5 mgH 10 mgt! 20 mg-i!
A
CONTROL 2.568 2.568 * 2.568 % 3.679° 3.679 3.679°
=+ 0.402 + (0.402 + 0.402 = 0.271 =027 + 0.271
ZESTEC 56 3.040' 3.183¢ 3.180° 3.998 == 5.217 4.205
+ (0.852 + (.524 =+ 0.875 =+ 0.367 =+ 1.076 + 0.416
ZESEP 56 3171 ¢ 2.902 % 2.937 5.738 4473 % 3.865 =
+1.220 + 0.837 * 0.7157 + 1,460 + 0.525 +0.374
ZEBEN 06 3.066 ¢ 24082 2.804 #= 3.910 *c 4,728 ¢ 4,179 bed
+0.734 + 0.405 + 0,570 + 0.481 +0.575 + 0.454
B
CONTROL 1.000 = 1.000 * 1.000= 1.0002 1.000® 1.0004
+ (0.032 + 0.032 =+ 0.032 =+ 0.014 + 0.014 + 0.014
ZESTEC 56 1.034¢ 1.055¢ 1.046 ¢ 1.019% 1.078¢ 1.031 bee
* 0.061 =+ 0.046 + (0.058 + 0.027 + 0,053 = 0.024
ZESEP 56 1.025¢ 1.024 % 1.027 ™ 1.094 1.045 =+ 1011
=+ 0137 + 0,060 + 0.055 + 0.083 +0.030 + 0.026
ZEBEN 06 1.039° 0.983° 1.029% 1013 % 1.058 o 1.029%
+ 0,047 = (.029 =+ 0.035 =+ 0.030 + 0.033 =+ 0.027

eficiencia del enriquecimiento con 5 mg-I" de Zesep 56, o
con 10 mg-l” de Zeben y Zestec.

DISCUSION

Es indudable que el niimero tan elevado de investiga-
ciones sobre las diferentes maneras de optimizar los
sistemas de cultivo de microalgas revela el interés que
existe a nivel mundial sobre este campo del conocimiento,
en vista de la posibilidad de aplicacién practicamente
inmediata de los resultados que se obtengan. En este
sentido, este estudio es novedoso sobre todo por el fipo de
productos que se estdn estudiando, aunque es importante
subrayar gue |la ventaja de este acercamiento reside en el
hecho que los PNZ que se estén evaluando son de precio
mucho més bajo, en general no superior a los 5-6 délares-Kg”’
gue los otros tipos de enriquecimientos que se sugieren en
la literatura cientifica, como los extractos de productos
naturales o de desecho propuesto por Fabregas et al. {1987},
por Paniagua Michel et a/. {1987) y por Sénchez Saavedra
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y Voltolina (1994a), los cuales requieren de una inversion
adicional para su preparacion, o los reguladores de crecimiento
vegetal estudiados por Alcéntar Villagrana y Lépez Ibarra (1994)
y Barreras Cota (1998), ademas de que no se requieren
modificaciones al sistema de cultivo, como las propuestas por
Séanchez Saavedra y Voltolina (1994b} y Torres Rodriguez
{1997), las cuales implican gastos adicionales.

Este trabajo constituye un avance en esta linea de
investigacidn, ya que se pudo demostrar que los tres
productos inducen un mayor crecimiento en ambas
microalgas y que se obtienen resultados mejores con
concentraciones diferentes de PNZ, segln el alga y el tipo
de producto ensayado.

Finalmente, con los resultados de este estudio se pudo
también canfirmar que el efecto positiva de los PNZ no esta
limitado a las diatomeas, y que por lo tanto no puede ser el
efecto de una disolucién de los silicatos presentes en la
estructura de las zeolitas, los cuales favorecerian solamente
a las diatomeas.
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