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Resumen

Se evalu6 el crecimiento de Tetraselmis suecica. El experimento fue realizado aplicando la Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR) con un Disefio Central Compuesto Rotacional (DCCR) con dos factores; pH vy
concentracion sanguaza/agua de mar, en los rangos de 7 - 9 y 2 — 5 % (Vv/v) respectivamente. Los medios de cultivo
fueron agitados por burbujeo de aire constante (0.07 L/s) e iluminados de manera continua con luz fluorescente de 40
W en recipientes de vidrio de 1.5 L de capacidad a una temperatura de 22.5 £ 2.1 °C. Se determing, utilizando el
modelo matematico de Gompertz, que a partir de un pH de 8.0 y una concentracién de sanguaza/agua de mar de
3.5% se logra el crecimiento maximo de Tetraselmis suecica. Un pH de 8.71 y una concentracion de sanguaza/agua
de mar de 4.56% permiten obtener un crecimiento maximo (logN/Ng) de Tetraselmis suecica de 0.659, con un error
de 12.3% al aplicar un modelo matematico de 2° orden. Los valores obtenidos con el medio de cultivo sanguaza/agua
de mar, superaron al medio de cultivo tradicionalmente usado (Guillard F/2 con agua de mar). Los resultados
demuestran la potencialidad de uso del medio sanguaza/agua de mar en estudios escalables a nivel piloto de
produccion de Tetraselmis suecica, con miras a la produccién de biodiesel.

Palabras clave: Cinética de crecimiento, Tetraselmis suecica, sanguaza, Superficie de Respuesta, modelo de
Gompertz.

Abstract

The growth of Tetraselmis suecica was evaluated. The experiment was realized using the Response Surface
Methodology (RSM) with Central Composite Rotational Design (CCRD) with two factors, pH and
sanguaza/seawater concentration in the range of 7 - 9 and 2 - 5 % (v/V), respectively. The culture media were stirred
by bubbling air constantly (0.07 L/s) and continuously illuminated with 40 W of fluorescent light in glass containers
of 1.5 L capacity at a temperature of 22.5 + 2.1 °C. Using the Gompertz mathematical model was determined that
from an 8.0 of pH and a ratio of 3.5% of sanguaza/seawater, the Tetraselmis suecica achieves maximum growth. An
8.71 of pH and a ratio of 4.56% of sanguaza/seawater allow the Tetraselmis suecica maximum growth (IlogN/No) of
0.659, with a 12.3% of prediction error by applying a mathematical model of 2" order. According to the study, the
values obtained in sanguaza/seawater as a culture medium outperformed the traditionally used culture medium
(Guillard F/2 with seawater). The results demonstrate the potential use of the sanguaza/seawater medium in scalable
studies on pilot scale production of Tetraselmis suecica, with a view to the production of biodiesel.

Keywords: Growth kinetics, Tetraselmis suecica, sanguaza, response surface, Gompertz model.

* Autor para correspondencia

E-mail: vivw@hotmail.com (V. Vasquez) 13



J. Silva et al. | Scientia Agropecuaria 2(2011) 13 - 23

1. Introduccién
Las algas (macro y microalgas) han sido

utilizadas por centurias por diferentes
civilizaciones en la alimentacion humana y
animal. Las microalgas o  algas

microscopicas, vienen siendo cultivadas de
manera industrial para la produccion de
proteinas, vitaminas y otros suplementos
nutritivos; son empleadas en simbiosis con las
bacterias para la remocion de fosfatos y
nitratos de aguas residuales, como
biofertilizantes (Mora et al., 2005). Su cultivo
se ha visto incrementado por ser fuente de

acidos grasos insaturados,  minerales,
pigmentos, enzimas, aceites esenciales,
antibioticos y otros metabolitos
biologicamente activos (Bermejo et al.,
2002).

Las algas microscopicas han merecido

considerable atencion por su potencialidad
como fuente de biodiesel, por la posibilidad
de suplir de manera parcial la escasez de
suministro de petréleo y asimismo, se
presentan como una alternativa a los precios
elevados de las materias primas tradicionales,
para la obtencion de los biocombustibles
como son la soja, cafia de azucar, maiz, palma
aceitera, colza, grasas animales, residuos de
grasas, entre los mas representativos.

Se reporta que reunir solo la mitad de
biodiesel que necesita el transporte existente
en EE.UU, requiere de grandes areas de
cultivo para producir mayor cantidad de
oleaginosas. En el caso de palma aceitera
(Elaeis guineensis) y jatropha (Jatropha
podagrica), plantas de buen rendimiento,
necesitarian que el 24% y 45% del total de
tierra respectivamente, esté dedicado a su
cultivo para cubrir solamente 50% de la
necesidad de combustible de transporte.

Es evidente que en un futuro inmediato la
contribucidn de los cultivos de oleaginosas no
alcanzard para reemplazar los combustibles
liquidos, por lo que algunas compafiias estan
intentando comercializar biodiesel a partir de
la biomasa algal obtenida en cultivos (Knothe
et al., 1997; Lee, 1997).
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Si se lograria implementar el uso microalgas
para producir biodiesel, entre 1y 3% del total
de é&rea de cultivo de los EE.UU., serian
suficientes para producir la biomasa que
satisfaga el 50% del combustible que necesita
el transporte (Sheehan et al., 1998) y su
cultivo no comprometeria la producciéon de
alimento, forraje y otros productos.

Dependiendo de las especies, las microalgas

producen diferente tipos de lipidos,
hidrocarburos 'y otros aceites complejos
(Alvarez 'y Zarco, 1989; Guschina vy

Harwood, 2006), de los cuales no todos son
adecuados para producir biodiesel.

La cantidad total de lipidos, asi como la
tipologia de los é&cidos grasos presentes,
ademas de ser especifica para cada especie,
estd ligada a factores ambientales como la
intensidad  luminosa, pH,  salinidad,
temperatura, concentracion de nitrégeno y
otros nutrientes en el medio de cultivo
(Alvarez, 1989).

Entre las microalgas de potencial importancia
para la produccion de biocombustibles que
existen en los cuerpos de agua marina, se
encuentra la Tetraselmis suecica, la cual
posee en base seca 52% de proteina y entre
15 a 23% de lipidos (Hirata et al., 2001). Se
caracteriza por ser una alga Chlorofita,
unicelular y mévil, de 7 a 9 um de diametro y
10 a 16 pm de largo (Diaz et al., 2006). En
cultivos autotréficos puede utilizar diferentes
fuentes nitrogenadas como Urea, fosfato
diamonico, nitratos, nitritos, etc; y en cultivo
heterotrofico como ensilado de pescado
puede metabolizar diversos aminoacidos y
vitaminas, sintetizar acidos grasos
poliinsaturados (Bold y Wynne, 1985).
Actualmente se realizan esfuerzos para la
generacion de nuevas metodologias y
desarrollo tecnoldgico para la produccion
masiva de microalgas y sus derivados,
mediante el uso de medios de cultivos
alternativos. Una alternativa a los medios de
cultivo tradicionales ya estandarizados (puros
y quimicamente definidos, como el medio
Guillard) son los sustratos organicos,
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mayormente subproductos de otras industrias
y en cuya composicidn se encuentran fuentes
de C, N, P, microelementos y oligoelementos.
Utilizdndose en la actualidad diversas harinas
(de pescado, soya, lombriz de tierra, girasol),
gallinaza, gas, aceites, melaza de cafa,
exudados gomosos Yy residuos pesqueros
como la sanguaza (Herrero et al., 1994).

En Perd, los residuos pesqueros se producen
en grandes cantidades como consecuencia de
la intensa actividad de la industria pesquera,
que es una de las actividades extractivas
importantes del pais. Los residuos como
visceras, cabezas, piel, huesos y colas, se
cuantifican alrededor del 50% de la materia
prima, resultando finalmente en
contaminantes al ser vertidos
indiscriminadamente al medio ambiente,
provocando problemas de contaminacion y
enfermedades.

Un residuo de importancia es la “sanguaza”,
efluente constituido por agua, sangre y
solidos de pescado, generado durante su
almacenamiento en pozas y transporte hacia
los cocinadores en las fabricas de pescado.
Sin embargo, estos residuos pueden ser
aprovechados eficientemente si reciben un
buen tratamiento para transformarlos
(Gonzales y Marin, 2005).

Por lo que se considera importante evaluar la
sanguaza de pescado como medio de cultivo
de las algas microscopicas y en este sentido
se ha evaluado a nivel de pre-experimental
cuatro concentraciones de sanguaza/agua de
mar (% Vv/v) en la cinética de crecimiento de
Tetraselmis suecica, caracterizada por la
velocidad especifica de crecimiento (Mmax),
tiempo de generacién (TG), fase lag (A) vy
crecimiento maximo (a).

Asimismo se ha determinado por el Método
de Superficie de Respuesta — Disefio Central
Compuesto Rotacional (MSR - DCCR) la
concentracion de sanguaza/agua de mar que
permite obtener la mayor produccion de
biomasa caracterizada por el maximo
crecimiento (a) de Tetraselmis suecica.
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2. Material y métodos

Se utilizO cepas de Tetraselmis suecica
(Departamento de Biologia, Microbiologia y
Biotecnologia de la Universidad Nacional del
Santa, Ancash, Perl), agua destilada,
C,HsOH, CH3COOH, NaCl al 30 %, NaOH
0.1 N, lugol, aire comprimido, sanguaza del
Terminal Pesquero 27 de Octubre, Bahia de
Chimbote, Ancash, Pert (Tabla 1), agua de
mar (Tabla 2). Medio Guillard F/2 (medio
tradicional estandarizado, puro y
quimicamente definido) (Guillard, 1973).
Microscopio 6ptico de 400x, camara de
Neubauer, autoclave, mufla, compresora.

Tabla 1
Analisis proximal de la sanguaza

Componente Porcentaje (%)
Proteina 6.0
Grasa 4.0
Humedad 90.03
Ceniza 3.2
Solidos totales 13.2

Tabla 2

Composicién quimica de 1 litro de agua de mar
Componente Cantidad
Cloruro de sodio 24.0¢
Cloruro de magnesio 509
Sulfato de sodio 409
Cloruro de calcio 119
Cloruro de potasio 0.7¢9
Bicarbonato de sodio 0.2¢g
Bromuro de sodio 0.096 g
Acido bérico 0.026 g
Cloruro de estroncio 0.024 ¢
Fluoruro de sodio 0.003 g
Salinidad 34.5 %
pH 8.1

Durante el desarrollo experimental, se utilizo
4 concentraciones de sanguaza/agua de mar
(25, 5 10 y 20% v/v) y un experimento
control (agua de mar sin sanguaza y medio
Guillard F/2) (Figura 1). A cada una de los
medios se le adicion6 250 mL de indculo
completando un volumen total de 1500 mL.
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A los biorreactores se le introdujo aire con camara de Neubauer, fijandose con lugol,
una compresora a flujo constante (0.07 L/s), para evitar la movilidad de las células. El
con iluminacién constante (2 fluorescentes de recuento se realizdé con un microscopio optico
40 watts). Durante el desarrollo de los con aumento de 400x.

cultivos se determino el pH y temperatura; la En la Tabla 3 se muestra el protocolo pre-

variacion de biomasa se realiz6 a través de experimental que se utiliz para delimitar el
tres conteos diarios de las células por efecto de la concentracion sanguaza/agua de
mililitro, para lo cual se tom6 una muestra de mar en la produccion de biomasa de
cultivo de 1 mL, la cual fue colocada en Tetraselmis suecica.
CONTROLES
Agua de mar Sanguaza o Deferminacién proximal de la
sanguaza
. e Determinacién de la salinidad de
Medio | | aguade mar
Guillard
* Sanguaza/agua demar
C P P P P * pPH
l \L] \f ‘1/3 lj o Temperatura (°C)
Produccion de biomasa de Tetraselmis suecica {Reme’“" celular
l o Crecimiento mdximo (a)
o Fase de adaptacion (1)
Evaluacion de la cinética de crecimiento * Velocidad  especifica  de
crecimiento (Umg)
(modelo de GompertZ) s Tiempo de generacion (TG)

LEYENDA:

C: control con medio Guillard/agua de mar

P1: concentracion de sanguaza/agua de mar: 2.5% (v/v)
P2: concentracion de sanguaza/agua de mar: 5% (v/v)
P3: concentracion de sanguaza/agua de mar: 10% (v/v)
P4: concentracion de sanguaza/agua de mar: 20% (v/v)

Figura 1. Esquema pre-experimental para la evaluacion del efecto de cuatro concentraciones de
sanguaza/agua de mar en la cinética de crecimiento de Tetraselmis suecica.

Tabla 3
Protocolo pre-experimental de la composicion de los medios de cultivo para Tetraselmis suecica
Medio de cultivo Control 2.5 % (v/v) 5.0 % (v/v) 10.0 % (v/v) 20.0 % (viv)
Sanguaza (mL) 0 31.25 62.5 125 250
Agua de mar (mL) 1250 1218.75 1187.5 1125 1000
Medio Guillard (mL) 1.25 0 0 0 0
In6culo (T. suecica) (mL) 250 250 250 250 250
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De los resultados obtenidos en la etapa pre-
experimental se obtuvo los rangos de pH y
concentracion de sanguaza/agua de mar,
plantedndose en base a esto un disefio
experimental utilizando MSR, con DCCR.
Realizandose un planeamiento factorial
completo 2% incluido 4 puntos axiales y
cuatro puntos centrales, con lo que obtuvo un
ndmero total de 12 unidades experimentales.
El exponencial k representa el nimero de
variables independientes (k=2) pH vy
proporcién sanguaza/agua de mar. Se utilizo
el valor de a de 1.4142 (Rodriguez y lemma,
2005), de acuerdo a:
a:(zk )1/4

En la Tabla 4 se muestran los valores que
fueron utilizados en el experimento principal
sobre la base de las pruebas pre-
experimentales desarrolladas (Figura 1):

Tabla 4
Valores usados en DCCR para las dos variables
utilizadas

Donde:

X1 = Concentracion sanguaza/agua de mar
(%, VIv)
X, = pH

Con los valores de la Tabla 4 se elabor¢ la
matriz (Tabla 5) en donde las variables
respuesta fueron los parametros de cinética de
crecimiento: crecimiento maximo (a), fase de
adaptacion (A), velocidad especifica de
crecimiento (umax) Y tiempo de generacion
(TG). Los volimenes de sanguaza, agua de
mar e indculo para los diferentes tratamientos
se presenta en la Tabla 6.

Para el desarrollo de la investigacion se
dispuso de agua de mar, la cual fue mezclada
con sanguaza entre las concentraciones de 2.0
a 5.0% v/v (Tabla 3) y los valores de pH
fueron ajustados entre 7.0 y 9.0,
disponiéndose de un disefio experimental con
12 ensayos, los cuales fueron desarrollados
para la evaluacion de produccién de biomasa
a traves de la cinética de crecimiento de un
La secuencia  del

Variables 141 -1 0 1 2 proceso fotosintético.
X, 2 244 35 456 5 desarrollo experimental se observa en la
X, 7 7.29 8 871 9 Figura 2.
Tabla5
Valores codificados para las variables independientes y respuesta (cinética de crecimiento de Tetraselmis
suecica)
X1 .
., Xs Variables respuesta
(concentracion s I
(pH) (cinética de crecimiento)
Tratamiento sa,nguaza/agua de mar) _
Codigo  Real (% viv) Cadigo Real a A iz TG
1 ¥ 2.44 B 7.29 a s W TG,
2 1 4.56 -1 7.29 do Ao M2 TG,
3 -1 244 1 8.71 as A3 i3 TG;
4 1 4.56 1 8.71 ay A4 H1a TG,
5 0 3.50 -1.4142 7.00 as As His TGs
6 0 3.50 1.4142 9.00 s X6 [ViT TGe
7 -1.4142 2.00 0 8.00 a7 e a7 TG,
8 1.4142 5.00 0 8.00 ag he Mg TGg
9 0 3.50 0 8.00 dg Ao Mo TGy
10 0 3.50 0 8.00 dio Mo VE) TGy
11 0 3.50 0 8.00 a1 M1 H11 TGy
12 0 3.50 0 8.00 dio Mo M2 TGy,
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Durante el desarrollo experimental posterior a
la preparacibn de las doce (12)
concentraciones de sanguaza/agua de mar, se
ajusto los valores de pH, los cuales fueron
controlados y ajustados durante todo el
proceso con NaOH 0.1 N y CH3COOH 0.1 N.
Se realizd dos conteos diarios por
microscopia de la produccion de biomasa
microbiana (células/mL), tomandose 1 mL
como muestra, la cual se coloco en cdmara de
Neubauer y fijandose con lugol para evitar el
movimiento de las microalgas durante el
recuento en la lAmina portaobjetos.

Igualmente en esta etapa se evalud la cinética
de crecimiento con el modelo de matematico
de Gompertz (Nakashima et al., 2000), lo que
permitié determinar la cinética de crecimiento
a traves del crecimiento maximo (a), fase lag
0 de adaptacion (L), velocidad especifica de
crecimiento (Umax) Y tiempo de generacion
(TG). Haciendo uso de MSR a través de un
DCCR, se evalué el efecto del pH y la
concentracion de sanguaza/agua de mar en la
cinética de crecimiento de Tetraselmis
suecica. Se realizd un ANVA para verificar si

el modelo mateméatico fue  significativo
(p<0.05), asi como la determinacién del nivel
del coeficiente de determinaciéon R% La
produccion de biomasa de Tetraselmis
suecica se realizo de acuerdo al esquema
mostrado en la Figura 3.

Sanguaza y agua de mar

l

Ajuste
de pH

(7-9) Proceso

fotosintético

Concentracion
sanguaza/agua de mar

(2-5%vv)

Evaluacion del crecimiento
de Tetraselmis suecica con
el modelo de Gompertz

—>

Tabla 6
VolUimenes de sanguaza, agua de mar e inéculo
Tratamientos Sanguaza  Agua de Indculo
(mL) mar (mL) (mL)
1 21.96 878.04 100
2 41.04 858.96 100
3 21.96 878.04 100
4 41.04 858.96 100
5 31.50 868.50 100
6 31.50 868.50 100
7 18.00 882.00 100
8 45.00 855.00 100
9 31.50 868.50 100
10 31.50 868.50 100
11 31.50 868.50 100
12 31.50 868.50 100
Biomasa de

Tetraselnis suecica

¢ Crecimiento maximo (a)

¢ Fase de adaptacion ()

» Velocidad especifica de crecimiento (L)
e Tiempo de generacion (TG)

Figura 2. Esquema del experimento principal para la evaluacion del efecto del pH y concentracion
sanguaza/agua de mar en la cinética de crecimiento de Tetraselmis suecica.
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Sanguaza Aguade mar
Calentamiento Sedimentacion
(70°C x 20 min) (24 horas)
I I
Sedimentacién Filtracién

(4°C x 30 dias)

(Whatman 5 / >2.5 pm)

Y

Separacion del
sobrenadante

Esterilizacion
(120°C x 90 min)

Cepa de T. suecica

!

Generacién de
inéculo

Medio Guillard —p

v

Fotosintesis en

h 4

fotobiorreactores

|

Biomasa de Tetraselmis
suecica

Figura 3. Diagrama de flujo de produccion de biomasa de Tetraselmis suecica

3. Resultados y discusion
3.1. Resultados del pre-experimento

Se analizo la cinética de crecimiento con el
modelo matematico de Gompertz,
determinandose los valores de los parametros
(a, byc), asi como los valores de la fase lag o
adaptacion (A), velocidad especifica de
crecimiento (umax), tiempo de generacion
(TG). Los rangos de pH observados fueron
determinados entre 7.13 y 869 y la
temperatura fluctu6 entre 21 y 24°C. Se
reporta experiencias de buen crecimiento de
Tetracelmis suecica a 20 £ 2°C (Serdar et al.,

Tabla 7

2007). Coll-Morales (1983) indican una
temperatura Optima de 18°C; Laim y Helm
(1981) mencionan que la productividad de T.
suecica no es afectada por temperatura de 18-
22°C, disminuyendo si la fuente de didxido de
carbono es insuficiente para mantener el pH
igual o inferior a 7.8. Se reporta cultivos de
T. Suecica en intervalos de pH de 7.3 a 8.5
(Millan-Nunez et al., 2010). Helm y Laing
(1981) reportan una intensidad luminica
optima de 40000 Lux (6 lamparas). Se
determind un p<0.05 para el recuento celular
y para el pH en todos los ensayos incluidos el
control.

Valores de los parametros de la cinética de crecimiento de Tetraselmis suecica ajustado al modelo de

Gompertz en la etapa pre-experimental

Tratamientos a b c A iz TG R

Control 0.30 9.51 0.08 109.66 0.023 12.88 0.79
P1 (2.5% viv) 0.39 4.01 0.06 50.16 0.023 12.96 0.96
P2 (5.0% v/v) 0.46 9.25 0.11 71.98 0.053 5.68 0.97
P3 (10.0% v/v) 0.33 44.24 0.05 869.17 0.016 18.48 0.91
P4 (20.0% v/v) -0.27 15.76 0.01 128.78 -0.031 -9.59 0.46

-19-



J. Silva et al. | Scientia Agropecuaria 2(2011) 13 - 23

En la Tabla 7 se aprecia que los mejores
tratamientos para la produccion de biomasa
fueron los tratamientos P; y P, con
concentraciones sanguaza/agua de mar de 2.5
y 5.0% respectivamente, donde se observa
una menor fase de adaptacion o fase lag (A
de 50.16 y 71.98 horas, una mayor velocidad
especifica de crecimiento (pma) de 0.023 h™
y 0.053 h™, un menor tiempo de generacion
(TG) de 12.96 y 5.68, un crecimiento maximo
(@ de 0.39 y 0.46 respectivamente; con
elevados valores de coeficiente de correlacion
R1 =0.96 y R, = 0.97, mientras que para los
tratamientos P3=10% y P,=20% de
concentracion de sanguaza/agua de mar, los
valores obtenidos en toda la cinética de
crecimiento fueron inferiores; incluyendo los
coeficientes de correlacion, R3=0.91 vy
R4=0.46 respectivamente. Rodriguez et al.,
(2007) reportan experiencias con buenos
resultados utilizando 20% de salinidad. Se
puede notar que el tratamiento 4 tuvo
limitaciones de crecimiento por la presencia
de una alta proporcion de sanguaza, que le
confiere un color oscuro al medio, lo que no
permite una adecuada iluminacion limitando
el proceso fotosintético (Coll-Morales, 1983).
Asimismo se puede observar que el control
con medio Guillard no se ajusta
adecuadamente al modelo de Gompertz, lo
que contrasta con lo afirmado por Guillard
(1973) y Herrero et al. (1994) quienes
sostienen que este medio es adecuado para el
cultivo de microalgas marinas por el aporte
de macro y micronutrientes.

En este contexto Sanchez et al. (2008)
encontraron que un ensilado de pescado no
hidrolizado, proporciona buena productividad
de la microalga Nannochloropsis oculata, en
relacion a la obtenida cuando se usan los
medios de cultivo Yashima y Guillard F/2. El
ensilado de pescado fue obtenido mediante un
proceso de fermentacion &cido lactico con
melaza como fuente de carbono.

Rodriguez et al. (2007) investigaron el
empleo del medio EM-Bokashi con
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Tetraselmis suecica, obteniendo un buen
crecimiento poblacional en relacion a los
medios Yashima y Guillard modificado.
Asimismo determinaron que el medio EM-
Bokashi proporciona un menor costo de
produccion (98.8% menor que cuando se usa
el medio Yashima). Este medio es un
fertilizante orgénico, obtenido mediante
fermentacién de materia organica por accion
de  microorganismos  eficaces (EM),
confiriendo propiedades probioticas.
Sostienen que la presencia de probioticos
compite con las bacterias patdgenas
inhibiendo su desarrollo, lo que contribuye al
equilibrio ecolégico del medio.

3.2. Resultados del experimento principal

En el Tabla 8 se presentan los valores de a, b
y ¢ para los 12 tratamientos del experimento
principal, obtenidos aplicando el modelo
matematico de Gompertz [Y A=a*exp(-exp(b-
c*TA)), donde YA = log(N/Ng) y TA =
tiempo en h], asi como los parametros de la
cinética de crecimiento de Tetraselmis
suecica, comprendidos por la fase lag o de
adaptacion (), velocidad especifica de
crecimiento (umax), tiempo de generacion
(TG); asi como el coeficiente de correlacion
R. Los valores de R obtenidos en todos los
ajustes variaron entre un minimo de 0.93 y
0.99, lo que indica el buen ajuste de los datos
experimentales.

Los valores que se presentan en Tabla 8
fueron usados en el DCCR para la obtencion
de la Superficie de Respuesta. En la Tabla 9
se presentan los coeficientes de regresion de
la fase lag, velocidad especifica de
crecimiento, tiempo de generacion 'y
crecimiento maximo; lo que permite obtener
modelos matematicos de 2° orden, pasibles de
corregirse  cuando p<0.05, los cuales
mostraron baja capacidad de prediccién de la
fase lag entre los valores experimentales y los
predichos con un R? de 79.2% conforme se
observa en la Figura 4.
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Tabla 8

Valores de los pardmetros de la cinética de crecimiento de Tetraselmis suecica ajustado al modelo de
Gompertz en el experimento principal

Tratamientos a b c by Mrmax TG R
1 0.61 2.72 0.03 56.70 0.019 37.33 0.97
2 0.57 3.29 0.04 57.89 0.023 30.68 0.99
3 0.56 2.36 0.04 30.88 0.025 27.98 0.95
4 0.66 2.53 0.04 41.13 0.025 28.29 0.97
5 0.55 3.87 0.04 66.55 0.024 29.40 0.93
6 0.63 3.28 0.04 62.16 0.023 29.93 0.97
7 0.53 3.16 0.05 40.74 0.028 24.86 0.99
8 0.58 2.87 0.04 43.37 0.025 27.91 0.97
9 0.62 3.69 0.07 39.11 0.043 16.24 0.98
10 0.62 4.69 0.08 43.82 0.052 13.21 0.98
11 0.63 3.89 0.07 42.07 0.043 16.11 0.98
12 0.64 3.82 0.07 40.41 0.044 15.59 0.98
Tabla 9

Coeficientes de regresion para la fase lag (1), velocidad especifica de crecimiento (umax) Yy tiempo de
generacion (TG) y crecimiento maximo (a) de Tetraselmis suecica

Fase lag () Velocidad especifica Tiempo de generacion Crecimiento maximo
Parametro de crecimiento (Kmax) (TG) @
Coeficiente P Coeficiente P Coeficiente P Coeficiente P

Intercepcién 1431995  0.001 -1.61216 0.008 1181.576 0.001 -0.144482  0.752
(1) pH (L) -333.628 0.001 0.38044 0.008 -264.180 0.001 0.226657 0.104
pH (Q) 19.655 0.001 -0.02338 0.008 15.883 0.001 -0.022228  0.034

(2) Prop% (L) -14.153 0.323 0.07478 0.070 -57.927 0.001 -0.156630  0.039
Prop% (Q) -1.163 0.204 -0.00906 0.011 5.595 0.001 -0.026685  0.002

1L por 2L 30.010 0.113 -0.00143 0.672 2.315 0.090 0.044846 0.003

(L) = Lineal (Q) = Cuadratico

75

Valores predichos

B \8) owkew CIRANURIBD

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Valores observados

Figura 4. Valores esperados y predichos para la Figura 5. Superficie de Respuesta del crecimiento
fase lag () o de adaptacion por el modelo maximo (a) de Tetraselmis suecica en funcién del
matematico pH y concentracion sanguaza/agua de mar (% Vv/v)
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Desde el punto de vista de produccion de
biomasa el crecimiento maximo (a) es un
elemento importante. En la Figura 5 se
observa la Superficie de Respuesta de
crecimiento maximo en funcién al pH y
concentracion  sanguaza/agua de  mar,
notandose a partir de un pH de 8.0 y de una
concentracion sanguaza/agua de mar de 3.5%
(v/v), permiten alcanzar un crecimiento
maximo. Los valores experimentales con los
valores predichos para el crecimiento maximo
(2) mostraron un R? de 84.9% cuyo nivel de
dispersion se muestra en la Figura 6.
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0.52 054 0.56 0.58 0.60
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062 0.64 0.66 0.68

Figura 6. Valores esperados y predichos para el
crecimiento maximo (a) por el modelo
matematico.

De acuerdo al tratamiento experimental 4 con
un pH de 871 y una concentracion
sanguaza/agua de mar de 4.56 % (v/v) se
obtuvo una cinética de crecimiento mostrada
en la Figura 7. Observandose un valor de
crecimiento maximo (logN/Ng) de 0.659 y
utilizando el modelo matematico que
proyecta la MSR se obtiene un valor de 0.73
(error de 12.3%).

El uso de agua de mar con sanguaza, ha
demostrado ser una buena alternativa para la
producciébn de biomasa de Tetraselmis
suecica, considerando que la sanguaza es un
residuo, cuyo costo es menor que el medio
EM-Bokashi y obviamente que el medio
Yashima. EI medio Bokashi esta constituido
por 50% de salvado de trigo, 30% de harina
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de soja, 18% de cebadina, 2% de carbon
vegetal, 1% de EM activado (10% de EM
puro + 10% de melaza + 80% de agua)
(Rodriguez et al., 2007). La composicion de
la sanguaza podria variar dependiendo de la
incorporacion del tipo de residuos y de las
operaciones durante el procesamiento de
pescado. Sin embargo queda abierta la
posibilidad de evaluar la eficiencia del medio
EM- Bokashi y con respecto a la sanguaza.
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Figura 7. Curva suavizada por el modelo de

Gompertz para el tratamiento 4 con pH = 8.71 y
concentracién sanguaza/agua de mar de 4.56 %.

4. Conclusiones

Se evaludé a nivel pre-experimental cuatro
concentraciones sanguaza/agua de mar (2.5,
5 10 y 20 % v/v) en la cinética de
crecimiento  de  Tetraselmis  suecica,
determinandose que los rangos de pH y
concentracion de sanguaza/agua de mar de 7
-9y 2-5% (v/v) respectivamente, permiten
obtener la mejor cinética de crecimiento de
Tetraselmis suecica, caracterizada por una
menor fase de adaptacion o fase lag (L) de
50.16 y 71.98 h, una mayor velocidad
especifica de crecimiento (pma) de 0.023 h
y 0.053 h™, un menor tiempo de generacién
(TG) de 12.96 y 5.68 h, un crecimiento
maximo (a) con valores de: 0.39 y 0.46
respectivamente, con elevados valores de
coeficiente de correlacion R; = 0.96 y R, =
0.97. Se determind por el Meétodo de
Superficie de Respuesta (MSR) con un
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Disefio Central Compuesto Rotable (DCCR),
utilizando el modelo mateméatico de
Gompertz, que a partir de un pH de 8.0 y una
concentracion de sanguaza/agua de mar de
3.5% (v/v) se logra un crecimiento maximo
de Tetraselmis suecica. Un pH de 8.71 y una
concentracion de sanguaza/agua de mar de
4.56% (v/v) permite obtener un crecimiento
maximo (logN/Ng) de 0.659 de Tetraselmis
suecica, obteniéndose una prediccion con un
12.3% de error con un modelo matematico de
2° orden.

Referencias

Alvarez, M.; Zarco, J. 1989. Lipids in Microalgae. A review
I. Biochemistry. Grasas y Aceites 40(2): 118-145.

Alvarez, M. 1989. Lipids in Microalgae. A review Il.
Environment. Grasas y Aceites 40(3): 213-223.

Bermejo, R.; Alvarez P.; Acien, F.; Molina, G. 2002.
Recovery of pure N-phycoerythrin from the microalga
Porphyridium cruentum. Journal of Biotechnology
93:73-85.

Bold, H.; Wynne, M. 1985. Introduction to the Algae. New
Jersey: Prentice Hall. USA.

Coll-Morales, J. 1983. Acuicultura Marina Animal. Mundi-
Prensa, Madrid. Espafia.

Diaz, A.; Ramirez, A.; Godinez, D.; Gallo, C. 2006. Efecto
del tamafio de las microalgas sobre la tasa de ingestion en
larvas de Artemia franciscana (Kellog, 1906). Zootecnia
Tropical 24(2): 193-203.

Gonzalez, D.; Marin, M. 2005. Obtencion de ensilados
bioldgicos a partir de los desechos del procesamiento de
sardinas. Revista Cientifica FCV-LUZ 15(6): 560-567.

Guillard, R. 1973. Handbook of physiological methods. J. R.
Stein Cambridge University press. London. England.

Guschina, 1.; Harwood, J. 2006. Lipids and lipid metabolism
in eukaryotic algae. Progress in Lipid Research, 45:160-
186.

Helm, M.; Laing, 1. 1981. Cost effective culture of marine
unicellular algae. In F. Vogt (Edit), Energy Conservation
and Renewable Energies in the Bio-industries. Pergamon
Press, Oxford and New York: 247-259.

Herrero, C.; Cid, A.; Fabregas, J.; Abalde, J. 1994. Yields in
biomass and chemical constituents of four commercially
important marine microalgae with different culture
media. Aquacultural Engineering 10: 99-110.

-23-

Hirata, K.; Tsujimoto, Y.; Namba, T.; Ohta, T.; Hirayanagi,
N.: Miyasaka, H.; Zenk, M.H.; Miyamoto, K. 2001.
Strong induction of phytochelatin synthesis by zinc in
marine green algae, Dunaliella tertiolecta. Journal of
Bioscience and Bioengineering 92: 24-29.

Knothe, G.; Dunn, R.; Bagby, M. 1997. Biodiesel: the use of
vegetable oilsand their derivatives as alternative diesel
fuels. ACS Symp Ser. 666: 172-208.

Laing, I.; Helm, M. 1981. Factors affecting the semi-
continuous production of Tetraselmis suecica (Kylin)
Butch. in 200-1 vessels. Aquaculture 22: 137-148.

Lee, Y.K. 1997. Commercial production of microalgae en the
Asia-Pacific rim. Journal of Applied Phycology 9: 403-
411.

Millan-Ndfiez, R.; Valenzuela-Espinoza, E.; Trees, C.;
Santamaria del Angel, E.; Nafiez, F. 2010. Efecto de la
intensidad de luz en la razon de pigmentos de
Tetraselmis suecica. Revista Acuacultura. Disponible en:
http://promepsol.sep.gob.mx/archivospdfs/produccion/Pr
oducto773306.PDF

Mora, R.; Moronta, R.; Ortega, J. Morales, E. 2005.
Crecimiento y produccion de pigmentos de la microalga
nativa Chlorella sp. aislada de la Represa de Tulé,
Municipio Mara, Estado Zulia, Venezuela. Ciencia
Completa: 1-9.

Nakashima, S.; André, C.; Franco, B. 2000. Revisdo:
Aspectos Basicos da Microbiologia Preditiva. Brazilian
Journal of Food Technology 3:41-51.

Rodriguez, L; Juscamaita, J. Vargas, J. 2007. Efecto del
medio EM-Bokashi en el cultivo de la microalga marina
Tetraselmis suecica K. Ecologia Aplicada 6: 111-116.

Rodriguez, M.; lemma, A. 2005. Planeamiento de
experimentos y optimizacion de procesos. Edit. Casa do
Pao. Brasil.

Sanchez, H.; Juscamaita, J.; Vargas, J.; Oliveros, R. 2008.
Produccion de la microalga Nannochloropsis oculata
(Droop) Hibberd en medios enriquecidos con ensilado
bioldgico de pescado. Ecologia Aplicada 7: 149-158.

Serdar, S.; Lok, A.; Acarli, S.; Kdse, A. 2007. The effect of
two different culture media and five different salinities
on growth of Tetraselmis suecica. Rapp. Comm. int. Mer
Médit. 38: 394.

Sheehan, J.; Dunahay, T.; Benemann, J.; Roessler, P. 1998.
A Look Back at the U.S. Department of Energy’s
Aquatic Species Program — Biodiesel from Algae.
Disponible en: http://www.nrel.gov/docs/legosti/fy98/
24190.pdf



