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RESUMEN

En el presente trabajo se evalué el efecto de tres concentraciones del CO2(1, 5y 10 %) obtenido de valvas de
Argopecten purpuratus “concha de abanico” en el crecimiento poblacional de Tetraselmis suecica en
condiciones de laboratorio, utilizandose el disefio experimental completamente al azar. Todos los cultivos fueron
fertilizados con el medio Guillard. Los resultados permiten establecer una relacion directa entre la dosificacion
de CO:2 vy la disminucion del pH y el mejor incremento de biomasa se obtuvo con el tratamiento al 10% de COz,
aunque sin mostrar diferencias estadisticas significativas con valores de 210, 220.23, 249 y 250 mg L™ para los
cultivos dosificados con 0, 1, 5 y 10 % de CO?, respectivamente. Las mayores dosificaciones de CO3, al
parecer, no afectan la fisiologia fotosintética e incrementan su disipacién por desorcion de los cultivos algales.
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ABSTRACT

In this paper the effect of three concentrations of CO2 was evaluated (1, 5 and 10%) obtained from leaflets
Argopecten purpuratus "scallops" on the population growth of Tetraselmis suecica in laboratory conditions,
completely experimental design used to randomly. All cultures were fertilized with Guillard medium. The results
indicate a direct relationship between the dosage of CO2 and decreasing pH and the best increase in biomass
was obtained with treatment 10% of CO2, but not show statistically significant differences with values of 210,
220.23, 249 and 250 mg L-1 for crops dosed with 0, 1, 5 and 10% of COz2, respectively. The higher doses of
CO., apparently not affect the photosynthetic physiology and increase its dissipation by desorption of algal
cultures.
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos fotoautotrofos o fotosintéticos que mediante el uso de agua, CO, y
luz son capaces de obtener su propia materia organica y realizar todas sus funciones vitales, tales
como los procesos de reproduccion y crecimiento.

Tetraselmis suecica es una microalga clorofitica marina muy utilizada en la alimentacién de rotiferos,
moluscos bivalvos, peces herbivoros (Fabregas et al., 1995). Tienen alto valor nutricional, atéxicas,
gran adaptabilidad a las condiciones de cultivo masivo y alta tasa de reproduccion, que mediante la
fotosintesis absorben el carbono en forma de CO; disuelto en el agua para formar carbohidratos,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Said, 2007), en un proceso de disociacién del agua y la
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adhesion del hidrogeno a las moléculas del CO; para formar glucosa y oxigeno (Garcia, 2006). Las
fuentes de carbono inorganico utilizadas por las microalgas son CO,, COs2, y HCOs, cuyas
interconversiones estan influenciadas por las variaciones del pH del medio de cultivo que en
condiciones ambientales normales, la hidratacién del CO2, en HCOs es un proceso muy lento
comparado con la velocidad de la fijacion del COz durante la fotosintesis.

Segun Pulz (2001) las microalgas muestran crecimiento limitado cuando se les inyecta 1 L min~' de
aire por tener baja concentracién de CO: (0,003%), sugiriendo que la productividad mejoraria si
aumentamos la concentracién del CO: en el aire, en tal sentido, Velea et al, (2009), recomiendan
concentraciones de 0.2% a 5% y Gordillo (2003) demostraron que la fotosintesis y las tasas de
crecimiento de Dunaliella viridis mejoran al adicionarle 1% de CO. y algunas especies, como
Chlorococcum littorale, pueden crecer normalmente hasta 40% de CO- previa adecuacién, que evite
la inhibicidon originada por la disminucién del pH intracelular, como resultado de la actividad de la
anhidrasa carbonica bajo condiciones de excesivo CO. de las células algales (Velea et al., 2009).

Las valvas de “concha de abanico” Argopecten purpuratus, contienen alrededor de 96% de carbonato
de calcio susceptibles de ser trasformados en CO; y diversos elementos minerales como magnesio y
potasio (Dauphin et al., 2003) que pueden ser utilizados como nutrientes en el cultivo de microalgas,
de tal manera que la utilizacion de este CO, seria una fuente barata de carbono inorganico que
permitira incrementar la productividad de los cultivos algales y disminuir los costos de la produccion
del alimento vivo (microcrustaceos) utilizado en la acuicultura o en la obtencion de sustancias
quimicas de interés econdmico (pigmentos, lipidos, proteinas, etc.). Asimismo, esta nueva manera de
obtener CO,, por la gran disponibilidad de valvas durante todo el afo, permitira el reciclaje de
residuos que actualmente no son compatibles con el medioambiente terrestre y marino.

En el presente estudio consideramos como objetivo general, la evaluacidon del efecto de tres
concentraciones de CO: (1, 5y 10%) obtenido de valvas de A. purpuratus “concha de abanico”, en el
crecimiento de la microalga marina Tetraselmis suecica en condiciones de laboratorio; y como
objetivos especificos: determinar las tasas de crecimiento, y las variaciones del pH y temperatura
de los cultivos en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS
Localizaciéon del experimento

El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Tesistas de la Escuela Académico
Profesional de Biologia en Acuicultura, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional del Santa
(Ancash, Peru).

Cepa de Tetraselmis suecica

Se utilizdé la microalga T. suecica obtenida del Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares y
cultivada con medio Guillard f/2 (Guillard, 1975) en matraces de vidrio de 250 ml con 100 ml de medio
de cultivo, los que fueron transferidos a matraces de 500 ml con 250 ml de medio de cultivo, y luego a
botellas con 1 Ly 2 L de cultivo.

Los cultivos fueron iniciados con inéculo de 0,15 g L' procedente de la fase de crecimiento
exponencial, iluminados constantemente con tres fluorescentes de 40 watts y 4 L min™ de flujo de
aire continuo.
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Obtencién de CO; de valvas de Argopecten purpuratus “conchas de abanico”

Las valvas de “conchas de abanico” fueron recolectadas de los centros de produccién de la bahia de
Samanco (Ancash, Peru) y transportadas al laboratorio, donde fueron limpiadas, secadas y molidas
con un molino mecanico. Las valvas finamente molidas fueron disueltas en una solucion acida al 20%
dentro del reactor plastico de 3 L de capacidad (fig. 1) conteniendo dos aberturas tapadas
herméticamente, una para el ingreso de la solucién acida y la otra para las valvas molidas.

El CO- dosificado a los cultivos fue obtenido de la disolucién de 50 g de valvas molidas en 400 ml de
una solucion acida conteniendo 100 ml de acido clorhidrico comercial (HCI al 28%) y 300 ml de agua
de cafo. La inyeccién del CO, se realiz6 mediante una manguera de 5 mm de diametro y la
dosificacién fue regulada por llaves de paso y toberas calibradas.

llave de
paso
T Agel

cultivo

solucion acida

+
valva molida de
Argopecten purpuratus

Fig. 1. Reactor plastico con CO2 obtenido de valvas de “concha de abanico” para dosificar a los cultivos de T.
suecica.

Dosificacion del CO;

La dosificacion del CO: a los cultivos algales fue realizada directamente a través de llaves y toberas
calibradas para obtener los porcentajes de CO. ensayados (1, 5 y 10%). Las toberas fueron
confeccionadas con agujas hipodérmicas de diferente diametro y las cantidades del CO, dosificados
fueron determinados mediante el método de desplazamiento del liquido contenido en una probeta
invertida dentro de un recipiente con agua.

El CO, fue dosificado cada dos horas por dos minutos durante las 54 horas que duraron los ensayos.
Disefio experimental

Se empled el disefio experimental completamente al azar con tres tratamientos y un tratamiento
control, con tres réplicas para cada tratamiento.

Unidades experimentales y parametros de cultivo

Se utilizaron 12 botellas plasticas de 3 L de capacidad conteniendo 2 L de cultivo de acuerdo a los
tratamientos y repeticiones antes descritos. Se realizaron registros diarios de temperatura, con un
termometro de mercurio (+ 0,1°C de sensibilidad) y del pH de los cultivos con pH-metro digital marca
Checker (£ 0,01 de sensibilidad). El pH fue registrado antes y después de cada dosificacion del COz a
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cada unidad experimental a fin de evaluar las variaciones del pH y el consumo de CO; por las
microalgas.

Tasa de crecimiento algal

El crecimiento algal fue calculado, mediante determinaciones fotocolorimétricas de la tramitancia (T) a
560 nm de longitud de onda en un espectrofotdmetro marca Turner. Los datos de T obtenidos fueron
transformados en D.O (g L") segun la siguiente ecuacion de Sorokin (1975):

D.O.= log (100 /T)
La tasa de crecimiento (u) fue determinada segun la siguiente ecuacion:
u=Ln (Bf- Bi)/Tf'Tf

Donde B y B son los valores de la biomasa al final e inicio de los cultivos en los correspondientes
tiempos Tr y Ts

Analisis de datos

Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) usando un nivel de significancia de 0,05 para establecer
diferencias entre los promedios del crecimiento algal de cada uno de los tratamientos y se realizo el
tratamiento estadistico mediante el programa estadistico SPSS 14.0 para Microsoft Windows XP.

RESULTADOS
Tasa de crecimiento

Los cultivos de T. suecica mostraron continuos incrementos de la biomasa durante las 54 horas que
duro el experimento, siendo mas altos los dosificados con 10% de CO- (0.23 g.L™") que con 5% (0.21
g.L™"), y 1% (0.21 g.L™") sin mostrar diferencias estadisticamente significativas (Tabla 1); sin embargo,
estas diferencias son significativas al final de la fase logaritmico (36 horas o 1,5 dias) (Tabla 1 y fig.
2).

Tabla 1. Crecimiento (g.L™') de T. suecica cultivadas a diferentes concentraciones de CO2, en condiciones de

laboratorio.
{;";Taps‘; Control 1% 5% 10%
0 0.15 0.15 0.15 0.15
6 0.16 0.16 0.16 0.16
12 0.17 0.17 0.17 0.19
18 0.18 0.18 0.18 0.21
24 0.19 0.19 0.19 0.23
30 0.20 0.20 0.22 0.24
36 0.21 0.22 0.24 0.25
42 0.21 0.22 0.24 0.25
48 0.20 0.21 0.22 0.24
54 0.20 0.21 0.21 0.23
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Asimismo, los valores de las tasas de crecimiento algal (u) aumentan con la inyeccién del CO» (Tabla
2), cuyas diferencias seran muy significativas al extrapolarlas a cultivos de varios m?.

Tabla 2. Tasa de crecimiento (u) de T. suecica cultivadas a diferentes concentraciones de CO:, en condiciones

de laboratorio.

Tiempo (dias) Control 1% 5% 10%
Biomasa inicial (mg L") 150 150 150 150
Biomasa final (mg L) 210 220 240 250
Tiempo (dias) 1,5 1,5 0,15 0,15
u 2,73 2,83 3,00 3,07
0.27
0.26
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Fig. 2. Crecimiento (g.L™") de T. suecica (g.L™") cultivadas a diferentes concentraciones de CO2 en condiciones
de laboratorio.

Variaciones del pH

Los cultivos se iniciaron con pH de 8.6 y variaron de acuerdo a las dosificaciones de CO; con valores
minimos de 6,63, 8,90 y 7,83 los cultivos dosificados con 10, 5 y 1 %, respectivamente;
demostrandose que el pH de los cultivos disminuye conforme se incrementa la dosificacion del CO; y
amplitud es mayor segun la dosificacion del CO,, mientras que el control muestra ligeras variaciones
(8.60 a 8.77) debido al limitado aporte de CO, del aire. La recuperacion del pH a sus valores iniciales
denota el activo consumo del CO: por los cultivos algales (Tabla 3).
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Tabla 3. Variaciones del pH de los cultivos de T. suecica, antes (pHi) y después (pHr) de la dosificacion del CO-.

Tiempo Control 1% 5% 10%

(horas) pH pH; pHs pH; pHs pH; pHs
0 8.6 8.6 8.47 8.6 8.07 8.6 7.57
2 8.6 8.57 8.57 8.37 8.13 8.3 6.87
4 8.63 8.57 8.37 8.43 7.87 8.27 7.07
6 8.63 8.5 8.53 8.33 7.8 8.27 7
8 8.7 8.53 8.23 8.33 7.3 8.23 717
10 8.67 8.43 8.2 8.2 7.77 8.23 717
12 8.67 8.33 8.33 8.23 6.9 8.2 6.8
14 8.67 8.43 8.17 8.03 7.47 8.27 6.87
16 8.67 8.27 8.03 8.03 7.5 8.27 7.03
18 8.67 8.23 8.23 8.17 7.63 8.17 6.73
20 8.67 8.33 8.2 8.2 7.67 8.2 6.7
22 8.63 8.3 8.27 8.1 7.6 8.1 6.93
24 8.7 8.37 8.29 8.23 7.8 8.23 7.23
26 8.7 8.37 8.23 8.23 7.7 8.2 7.27
28 8.7 8.33 8.23 8.17 7.83 8.2 6.9
30 8.73 8.33 8.13 8.17 7.6 8.17 6.7
32 8.77 8.23 8.02 8.03 7.6 8 6.73
34 8.73 8.17 7.96 8.13 7.7 8.07 7.33
36 8.7 8.13 7.94 8.07 7.7 8.07 7.6
38 8.73 8.17 8.1 8.13 7.8 8.17 7.37
40 8.73 8.17 8.07 8.2 7.83 8.1 7.27
42 8.7 8.17 7.87 8.2 7.67 8.13 6.94
44 8.73 8.17 7.97 8.03 7.7 8 7.13
46 8.73 8.23 7.93 8.03 7.67 8.07 6.67
48 8.73 8.23 7.8 8.03 7.67 8.07 6.87
50 8.73 8.23 7.83 8.13 7.53 8.03 7.26
52 8.77 8.2 8.13 8.13 7.73 8 6.63
54 8.77 8.2 0 8.13 0 8 0

Volumenes de CO; inyectados a los cultivos de T. suecica

Los volumenes inyectados los cultivos de T. suecica fueron determinados considerando la cantidad
de CO; aportado por la aireacion constante y los tiempos de dosificacion del CO; y su transformacion
en biomasa algal (Tabla 4).

Temperatura

Las variaciones de la temperatura (24,0 — 24,6 °C) de los cultivos de T. suecica por no presentar
diferencias significativas en todos los tratamientos ensayados no ha afectado la dinamica del
crecimiento algal (Tabla 5).
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Tabla 4. Volumen (L) de CO: dosificados a los cultivos T. suecica

PARAMETRO Control 1% 5% 10 %
Inyecciéon de Aire (L min™) 4 4 4 4
Tiempo de inyeccién de
aire(min) 324 324 324 324
Tiempo de inyeccién de
CO,(min) - 54 54 54
CO; aportado por el aire (L) 0.39 0.39 0.39 0.39
Inyeccion de CO- (L) - 2.16 10.8 21.0
Total de CO; (L) 0.39 2.55 11.19 21.39
Biomasa algal (mg L) 210 220 240 250

Tabla 5. Variacién de la temperatura (°C) en los cultivos de T. suecica dosificados con diferentes
concentraciones (1, 5y 10%) de CO2, en condiciones de laboratorio.

Tiempo Control 1% 5% 10%

(horas)
0 24.0 24.0 24.0 24.0
6 244 24.3 24.2 24.2
12 24.2 24.2 24.3 244
18 24.3 24 .4 24.4 244
24 24.6 24.5 24.4 243
30 24.3 244 243 24.5
36 244 24.6 24.5 244
42 244 24 .4 24.4 243
48 24.5 24 .4 24.3 243
54 24.6 24 .4 24.3 244

DISCUSION

El CO, es considerado la mejor fuente inorganica de carbono y es ampliamente utilizada en los
cultivos masivos de microalgas por permitir adecuados crecimientos y perfiles bioquimicos (Acién,
2007), habiéndose demostrado que el bajo contenido del CO. del aire en condiciones atmosféricas
normales (0.03%), permite el lento crecimiento de los cultivos algales y que la adicion del CO-
optimiza la generacion de la biomasa algal (Velea, 2009), en tal sentido, algunas especies algales
(Cyanidium caldarium, Synechococcus elongatus, Chlorococcum littorale, Scenedesmus sp, Euglena
gracilis, Chlorella sp, Eudorinasp. Dunaliella tertiolecta, Nannochloris sp, Chlamydomonas sp vy
Tetraselmis suecica) pueden tolerar concentraciones de 14% hasta 100% de CO..

La adicion de 1% de CO- favorece el crecimiento de Dunaliella viridis y el 2% estimula el crecimiento
y la sintesis de clorofila y carotenoides de Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, Spirulina
platensis, Nostoc y Stigonema (Gordillo et al., 2003, Sorokin, 1975)).

En nuestras experiencias, las concentraciones de CO: (1, 5 y 10%) dosificadas a los cultivos de T.
suecica favorecen el crecimiento algal, alcanzando los maximos valores a las 36 horas o 1,5 dias
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(Tabla 1), demostrando la capacidad de metabolizan el CO; obtenido de las valvas de “concha de
abanico”. Los cultivos dosificados con 10% de CO», presentan mayor crecimiento (Fig. 2) debido a la
mejor adecuacion del mecanismo de transporte y metabolismo del carbono, ya que es necesario la
adecuacion de los sistemas metabdlicos para optimizar el consumo del CO; a altas concentraciones y
evitar interferencias metabdlicas derivadas de las variaciones del pH de los cultivos producto de las
dosificaciones del CO2 (Yang & Gao, 2003).

El CO- es asimilado por las algas mediante la participacién de la enzima rubisco cuya afinidad por el
CO: se debe a la presencia de mecanismos de concentracién de carbono que favorecen el aumento
de la concentracion del CO; en el entorno de la enzima y la actividad de la carboxilasa (Shiraiwa,
1992). Los mecanismos de concentracién del carbono estan basados en el transporte a través de
membrana mediante la anhidrasa carbodnica que acelera la transformacion reversible del CO; a HCO3
y la presencia de esta enzima en la superficie de las células algales permite el uso de CO, como
fuente de carbono inorganico para la fotosintesis (Mercado, 1999). Nuestros resultados demuestran
que la dosificacion del CO, favorece el incremento de la biomasa algal (Tabla 2) y es responsable de
las variaciones del pH de los cultivos por la rapida formacion de acido carbdnico y su consumo
fotosintético permite la recuperacion del pH.

Respecto a los volumenes de CO; inyectado, las mayores dosificaciones (10%) conlleva al aumento
del proceso de desorcion del gas por el aumento de la presién parcial del gas en el agua y la
constante aireacion de los cultivos no permiten establecer una relacion directa entre el aporte del CO»
y la biomasa algal generada (Tabla 4); sin embargo, queda demostrado Ila capacidad de las
microalgas de utilizar el CO- obtenido a partir de valvas de “concha de abanico”.

Las variaciones de la temperatura (Tabla 5) de los cultivos son similares debido al sistema cerrado
(botellas de plastico) utilizado y a las condiciones de laboratorio y aireacion constante; en
consecuencia, consideramos que este parametro no ha interferido en la dinamica del crecimiento
algal por lo que los incrementos de la biomasa es el resultado directo de la asimilacion del CO;
durante el proceso fotosintético (Yang y Gao, 2003).

CONCLUSIONES

» El cultivo de T. suecica dosificado con el 10% de CO2 presenta mayor incremento de biomasa
que aquellos cultivos dosificados con Guillard, 1 y 5% de CO», cuyos valores son de 250, 220,
240 y 210 mg L, respectivamente, asimismo, las tasas de crecimiento (u) muestran la misma
tendencia.

» Las variaciones del pH de los cultivos de T. suecica dependen de las dosificaciones del CO-
siendo mayores en los cultivos dosificados con 10%, y su activa asimilacién permite la
recuperacion del pH a valores iniciales.

» Las variaciones de la temperatura no han influidos en los resultados obtenidos.
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