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Resumen

El carbono constituye el principal macronutriente para el crecimiento y productividad de las
microalgas. Por tal motivo es necesario evaluar las diferentes fuentes de carbono organico e inorga-
nico en cultivos de microalgas. En este sentido se estudié el efecto del bicarbonato a 5 mM y del
acetatoa 1, 5y 10 mM sobre el crecimiento y contenido de clorofila y carotenoides de la microalga
Chroomonas sp. utilizando cultivos discontinuos con medio Algal a 4,0 mM NaNO, Los cultivos
para cada tratamiento se realizaron por triplicado y mantenidos con aireacion constante, ciclo de
luz:oscuridad 12:12h y 28+2°C. La mejor fuente de carbono para la produccion de biomasa fue el
acetato, con densidades celulares de 73,56; 78,55y 74,82 x 10° cel. mL™ para 1, 5y 10 mM respecti-
vamente, siendo estas densidades significativamente superiores (P < 0,05) a la obtenida con bicar-
bonato y en el control. Sin embargo, en los cultivos con bicarbonato se produjeron las concentra-
ciones mas elevadas de clorofila y carotenoides con 254,77 y 106,22 fg.cel " respectivamente y con
diferencia significativa (P < 0,05), respecto a los cultivos con acetato y en el control. Ademas, el con-
tenido de ambos pigmentos disminuyd con la concentracion de acetato. Los resultados indican que
el acetato estimula la produccion de biomasa en condiciones mixotroéficas; mientras que el bicarbo-
nato estimula la de clorofila y carotenoides en condiciones autotréficas.
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Effect of the carbono Source on growth and pigments
production of marine microalga Chroomonas sp.

Abstract

Carbon constitutes the major macronutrient for the growth and productivity of the mi-
croalgae. For this reason It's necessary to evaluate the different sources of inorganic and orga-
nic carbon in microalgal cultures. For this purpose, the effect of 5 mM bicarbonateand 1. 5, and
10 mM acetate on growth and chlorophyll and carotenoids content of the microalga Chroomo-
nas sp was studied, by using discontinuous cultures with Algal medium 4 mM NaNO,. Cultures
for each treatment were carried out by triplicate and maintained with constant aeration,
light:dark cycle 12:12 h and 28+2°C. The best carbon source for biomass production was aceta-
te with cell densities of 73.56, 78.55y 74.82 x 10° cel.mL™ for 1. 5 and 10 mM respectively, being
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this densities significantly higher than obtained in cultures with bicarbonate and control.
However, with bicarbonate the concentration of total chlorophyll and carotenoids of 254.77 y
106.22 fg.cel ™ respectively were significantly higher (P<0.05) to acetate and control. Moreover,
the content of chlorophyll and carotenoids decreased with acetate concentration. These results
suggest that acetate stimulates biomass production in mixotrophic conditions. While bicarbo-
nate increased the chlorophyll and carotenoids production in autotrophic conditions.

Key words: Carbon source; Chroomonas; microalga.

Introduccioén

Algunas microalgas son capaces de re-
emplazar las fuentes de carbono y energia,
utilizadas en sistemas autotroficos, por
compuestos organicos como azucares, aci-
dos organicos, alcoholes, aminoéacidos, ex-
tracto de levaduray peptonas (1, 2) tal como
ocurre en bacterias y hongos (3, 4). Por
ejemplo, en ambientes acuéticos los com-
puestos organicos podrian estimular una
prolongada supervivencia de ciertas mi-
croalgas bajo una ausencia o deficiencia de
iluminacion (3).

Los diversos tipos de nutricién organo-
tréfica en microorganismos fotosintéticos es-
tan relacionados con la utilizacion de energia
luminosa y CO,, ademas de los compuestos
orgéanicos asimilados. Tal es el caso, de la
condiciéon heterotréfica en microalgas capa-
ces de mantener un crecimiento estable y
sostenido en presencia de alglin sustrato or-
ganico en ausencia de iluminacion. En cam-
bio, cuando utiliza simultdneamente para su
crecimiento luz y sustratos organicos como
fuente de energia, y como fuente de carbono
CO,y sustratos organicos, la microalga ma-
nifiesta una capacidad mixotrofica (5).

En los cultivos mixotréficos la asimila-
cion oxidativa de los compuestos organicos
y de CO, a través de las reacciones fotosinte-
ticas ocurre simultdneamente, resultando
una estimulacién del crecimiento compara-
da con otras condiciones de cultivos (7). Es
decir, la microalga es capaz de mantener su
crecimiento utilizando un componente au-
totroéfico, a partir de diéxido de carbono y
luz, y un componente heterotrdéfico a partir
de un compuesto organico. Los estudios ba-

sados en bioenergética del crecimiento mi-
croalgal tanto experimentales como teori-
cos, en condiciones autotrdfas, mixotréficas
y heterotroficas sugieren que la mayor pro-
ductividad se obtiene bajo condiciones
mixotroficas (7).

En cultivos mixotréficos de la microalga
Chlamydomonas humicola se ha descrito que
el acetato induce un crecimiento de 20 veces
respecto a un control sin acetato. Mientras
que, en Scenedesmus obliquus es capaz de
mejorar su crecimiento y asimilacién de
amonio (8, 9). Asi mismo, en Ankistrodesmus
convulutus se encontré que la glucosa logra
aumentar la velocidad de crecimiento y pro-
duccion de biomasa en comparacion a la adi-
cién de otras fuentes carbonadas, como ace-
tato, citrato y bicarbonato (10).

Es de suma importancia evaluar el
efecto de compuestos carbonados sobre mi-
croalgas de interés econdémico con la finali-
dad de comparar la producciéon de biomasa
en condiciones autotréficas y mixotréficas.
En este sentido, hemos seleccionado a la mi-
croalga marina Chroomonas sp., la cual pre-
senta potencial por su excelente crecimiento
en condiciones de laboratorio (11). Por tal
motivo, en el presente trabajo se evalud la
influencia del acetato y del bicarbonato so-
bre el crecimiento y contenido de pigmentos
de la microalga autdctona Chroomonas de
importancia en acuicultura.

Materiales y Métodos

Microorganismo

Se utilizaron cultivos unialgales de la
microalga marina Chroomonas sp., aislada
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al Norte de Maracaibo, Venezuela. Esta mi-
croalga se caracteriza por no presentar pa-
red celular, ser planctonica, biflagelada y de
un tamafo hasta de 5 micras (11).

Sistema de Cultivo

Todos los cultivos discontinuos se rea-
lizaron con agua de mar enriquecida con
medio de cultivo comercial AIGAI a una con-
centracion equivalente de 4,0 mM NaNO,,
(12). Se utiliz6 como fuente de carbono inor-
ganico, el bicarbonato de sodio a una con-
centracion de 5 mM vy el acetato de sodio
como fuente de carbono organicoa 1,5y 10
mM; con respecto a cultivos controles con
sélo el medio de cultivo comercial.

Los cultivos por tres réplicas se inicia-
ron con una densidad celular de 2x10°
cel-mL ™ enfrascos de 350 mL de capacidad a
un volumen de cultivo de 150 mL. Estos ex-
perimentos se mantuvieron con iluminacién
lateral a una intensidad luminosa de 156
pmol quanta. m?-s™, fotoperiodo de 12:12
horas, aireacion constante, salinidad de
35%o0 y a una temperatura de 28,5 + 1°C du-
rante 18 dias.

Densidad celular y parametros
de crecimiento

El crecimiento de la microalga se sigui6
mediante recuento celular cada dos dias,
hasta alcanzar la fase estacionaria utilizan-
do cAmara de Neubauer. Los valores de den-
sidad celular fueron expresados en cel.mL™
y corresponden al promedio de las produci-
das en fase estacionaria para cada trata-
miento. En la fase exponencial se calculé la
velocidad de crecimiento (M), expresada en
div-dia™ y el tiempo de duplicacion (td).

Pigmentos

La determinacion del contenido de clo-
rofila y carotenoides se realizé directamente
sobre cultivos frescos y por duplicado. Se
tomé un 1 mL de cultivo en un tubo de reac-
cion. Luego de centrifugado a 5500 r.p.m.
durante 15 minutos, se descarté el sobrena-
dante. Los pigmentos se extrajeron del pellet
mediante la adicién de 1 mL de acetona: me-

tanol 2:1 (/). Los extractos se clarificaron
mediante centrifugacion y el sobrenadante
medido a: 480, 630 y 663 nm en un espec-
trofotdmetro contra un blanco de acetona:
metanol 2:1 (/).

La concentracion de Clorofilaay cy la
de carotenoides obtenidas (13) y (14) fueron
expresadas en fg cel ™.

Analisis estadisticos

Los valores de densidad celular y de los
pigmentos se compararon mediante un ana-
lisis de varianza de una via para la determi-
nacién de grupos significativamente dife-
rentes. En todos los casos donde la prueba F
resulto significativa, se empleo la prueba de
rangos multiples de Scheffé’s a un nivel de
significancia del 95%, mediante el programa
StatMost for Windows version 3,0.

Resultados y Discusion

La microalga creci6 en todas las con-
centraciones de acetato, con densidades ce-
lulares superiores significativamente
(P< 0,05), a la del control y bicarbonato (Fi-
gura 1). El acetato a 5 mM produjo el mayor
crecimiento con 78,55 x10° cel-mL™. Aun-
que, el test de rangos multiples Tukey
(P< 0,05), indicé que los tratamiento con
acetato son homogéneos. Los cultivos con
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acetato también exhibieron una fase expo-
nencial de inmediato sin ninguna fase de
adaptacion; con lo cual produjeron una ma-
yor velocidad de crecimiento respecto al bi-
carbonato. Es decir,a 1,5y 10 mM de aceta-
to se alcanzaron valores de p de 0,36; 0,35y
0,33, respectivamente en relacién a la obte-
nida con bicarbonato, de 0,23 (Tabla 1). En
la microalga marina Isochrysis sp. también
se ha descrito un incremento del crecimien-
to y del peso seco hasta una concentracion
de 10 mM de acetato de sodio, en cultivos
mixotroficos crecidos entre 0 y 50 mM (15).

La baja densidad celular registrada en
los cultivos con bicarbonato en relacién al
control (Tabla 1), posiblemente sea debido a
la poca eficiencia de la microalga en utilizar
el HCO, a través del mecanismo de concen-
tracion del CO, para el crecimiento (16). A
pesar de que esta microalga es marinay pre-
senta un excelente crecimiento a pH entre 7
y 9 (11). Es posible que, Chroomonas utilice
el bicarbonato al rango de concentraciéon en-
contrado en el agua de mar. El hecho de que
esta microalga mantiene un crecimiento
sostenido con tan solo el CO, (0.03%) pre-
sente en el aire del sistema de agitacion, su-
giere que esta fuente de carbono es la utili-
zada con mayor eficiencia con respecto a
otras fuentes de carbono inorganicas.

Aun cuando el bicarbonato no favore-
ci6 el crecimiento de la microalga Chroomo-
nas, en cambio si estimuld la produccion ce-
lular de clorofila y de carotenoides con
254,77 y 106,22 fg-cel’ respectivamente,
cuyos valores fueron significativamente su-
periores (P > 0,05) al resto de los tratamien-
tos (Tabla 1).

La disminucion del contenido celular de
clorofila y de carotenoides por efecto del ace-
tato ha sido reportada para otros compues-
tos organicos. En Poterioochromonas malha-
mensis, la adicion de glucosa, glicerol o eta-
nol a los cultivos induce un aumento de su
crecimiento, pero decrece la concentracion
celular de la clorofila. Lewitus y Caron (17)
propusieron un efecto inhibitorio de la sinte-
sis de clorofila debido a la presencia de estos
sustratos organicos en el medio de cultivo.

En la microalga Chlamydomonas humi-
cola, en cambio, el acetato logra mejorar la
produccién de clorofila en relacion a las cé-
lulas autotroéficas (8), situacion descrita de
igual manera para Golenkinia sp. (18) y
Chlamuyobotrys stellata (19). Esto significa
que el efecto de compuestos organicos pue-
de variar dependiendo de la microalgay con-
diciones de cultivo. Es decir, la abundancia
de carbono organico en el medio puede inhi-

Tabla 1
Densidad celular (10° cel- mL"+std), velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (td)
y contenido de clorofila y de carotenoides (fg-cel™) de la microalga Chroomonas sp. cultivada con
acetato y bicarbonato

Control Bicarbonato Acetato Acetato Acetato
5mM 1 mM 5mM 10 mM
Densidad Celular 67,19+7,6 61,29+10,34 72,56+9,3 78,55+8,9 74,82+15,5
M 0,34 0,23 0,36 0,35 0,33
Td 2,02 3,01 1,95 2,00 2,10

Clorofila
(fg-cel™+std)

Carotenoides
(fg-cel*+std)

88,49+13,7

106,22+14,0

197,92+33,6 254,77+29,0 200,07+21,2 184,73+42,3 168,90+18,0

94,13+6,2 89,45+17,9 84,27+8,9

u= Velocidad de crecimiento (divisiones por dia). td= Tiempo de duplicacién (dias™). Control sin bicarbonato y sin

acetato.
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bir o estimular la formacién de clorofilas en
algunas microalgas (20).

Conclusiones

Los resultados indican que el acetato
puede ser utilizado para estimular el creci-
miento de la microalga Chroomonas en con-
diciones mixotréficas. Mientras que, el bicar-
bonato parece canalizar la produccion de clo-
rofilay la de carotenoides con una mayor efi-
cacia que el acetato en cultivos autotréficos.
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