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RESUMEN

Los residuos de Argopecten purpuratus son una fuente de sales minerales que tienen
diversas aplicaciones, incluido el cultivo de microalgas. En este trabajo, se evalud el
efecto del del extracto de valvas de A. purpuratus con &cido acético en el pH, crecimiento
poblacional y contenido de lipidos de Scenedesmus acutus. Para ello, se elabor6 un patrén
de extracto acuoso de valvas de concha de abanico (EVCA) con acido acético. Los
cultivos experimentales se realizaron en fotobiorreactores con 1000 mL de volumen,
aireacion a un flujo de 1.5 L min! e iluminacion a 1500 Lux. Las concentraciones del
medio experimental fueron de 2.5,5.0y 7.5 mL L%, y como medio control se utiliz6 HM.
Se determing el crecimiento poblacional, la biomasa y los lipidos de los cultivos. Los
resultados indican que con 7.5 mL L™ de EVCA se obtiene el maximo crecimiento
poblacional (1164 + 64 x 10* cel mL™) que super6 al control HM (1090 + 53 x 10* cel
mL?) y a los demas tratamientos en el dia 6. Asimismo, con 7.5 mL L™ se obtiene la
mayor biomasa (0.93 +0.17 g L) en comparacion con el control HM (0.65 +0.11 g L™).
En cuanto al contenido de lipidos, los tratamientos con 2.5 mL Lty 5.0 mL L de EVCA
exhibieron los contenidos de lipidos mas altos (30.61 + 2.48 y 29.47 + 5.54%,
respectivamente) en comparacion con el control HM (18.88 + 2.50%). Estos resultados
demuestran la factibilidad del utilizar las valvas de A. purpuratus diluidas con acido

acetico para mejorar los cultivos de S. acutus.

Palabras clave: microalgas, concha de abanico, lipidos, biomasa. Scenedesmus.



ABSTRACT

The residues of Argopecten purpuratus are a source of mineral salts that have diverse
applications, including microalgae culture. In this work, the effect of A. purpuratus shell
extract with acetic acid on pH, population growth and lipid content of Scenedesmus
acutus was evaluated. For this purpose, an aqueous extract standard of fan shell agqueous
extract (EVCA) with acetic acid was prepared. Experimental cultures were performed in
photobioreactors with 1000 mL volume, aeration at a flow rate of 1.5 L min? and
illumination at 1500 Lux. The concentrations of the experimental medium were 2.5-, 5.0-
,and 7.5-mL L, and HM was used as control medium. The population growth, biomass
and lipids of the cultures were determined. The results indicate that with 7.5 mL L*
EVCA the maximum population growth (1164 + 64 x 10* cells mL™*) was obtained, which
exceeded the HM control (1090 + 53 x 10* cells mL1) and the other treatments on day 6.
Likewise, at 7.5 mL L the highest biomass (0.93 +0.17 g L) was obtained compared to
the HM control (0.65 + 0.11 g L™). As for lipid content, the treatments with 2.5 mL L
and 5.0 mL L™ EVCA exhibited the highest lipid contents (30.61 + 2.48 and 29.47
5.54%, respectively) compared to the HM control (18.88 = 2.50%). These results
demonstrate the feasibility of using A. purpuratus shells diluted with acetic acid to

enhance S. acutus cultures.

Key words: microalgae, fan shell, lipids, biomass. Scenedesmus.



I. INTRODUCCTION

Argopecten purpuratus es en uno de los moluscos méas importantes a nivel mundial para
la acuicultura (Ramajo et al., 2022). En el Per(, su produccion es exitosa debido a las
buenas condiciones climaticas para su produccién y la alta productividad primaria
(Alcazar & Mendo, 2008). En el 2021, se posicioné como el segundo exportador de este
molusco, con el 12% de las exportaciones en Latinoamérica, siendo las principales
regiones de produccion Piura (73%) y Ancash (18%). Ademas, se ha reportado que, hasta
mayo del 2022, el sector productivo de A. purpuratus super6 los US$ 50 millones en
exportacion, y se estima que para el fin del 2022 se alcance los US$ 130 millones
(MINCETUR, 2022); revelando la importancia de esta actividad para la economia del
pais. Sin embargo, Loayza et al. (2023), estimaron un volumen de produccion de residuos

de A. purpuratus en forma de valvas, que en el 2013 fue de 40616 t.

La produccion de A. purpuratus se enfrenta a significativos desafios ambientales, tanto
durante su cultivo como en las etapas de procesamiento. Uno de los problemas destacados
es el biofouling, un fendmeno que implica la acumulacion de organismos marinos en las
estructuras utilizadas para el cultivo de conchas de abanico el cual no solo afecta la
eficiencia del cultivo, sino que también contribuye al deterioro de las bahias donde se
lleva a cabo la acuicultura (Loayza & Tresierra, 2014). Ademas, el proceso de
procesamiento de esta especie genera volumenes sustanciales de desechos organicos,
planteando desafios relacionados con la gestion ambiental de estos residuos (Chulle,
2017). Estos problemas destacan la necesidad de abordar no solo los aspectos productivos
de la acuicultura de A. purpuratus, sino también las consideraciones ambientales y de
sostenibilidad a lo largo de toda la cadena de produccién, desde el cultivo hasta el

procesamiento.

Dentro de los impactos ambientales mas significativos derivados de las actividades de
procesamiento de A. purpuratus, se encuentra el problema de los residuos de las valvas
(Chulle, 2017). Se estima que solo el 15% de la biomasa de esta especie se aprovecha
(tallo y gbnada), dejando un 85% que se compone de residuos de valvas y visceras
(Carrillo-Siancas, 2017). Los residuos blandos (visceras) constituyen aproximadamente
el 15% de la biomasa (Colan-Ramos et al., 2019), lo que significa que aproximadamente
el 70% del peso corresponde a las valvas. Teniendo en cuenta los volimenes de

produccion, que alcanzaron las 13.3 mil toneladas métricas en 2021 (PRODUCE, 2021),
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es evidente que nos enfrentamos a un grave problema debido a las enormes cantidades de
desechos de valvas, que considerando los porcentajes de biomasa que se aprovechan, se

estarian generando 9.31millones anuales, aproximadamente.

La bahia de Sechura es uno de los principales cuerpos de aguas en donde se desarrolla el
cultivo de A. purputatus, en sistemas de corrales y long line (Yenquen, 2021). En este
lugar se evidencia el problema de contaminacion por las valvas de A. purputatus, las
cuales son arrojadas a botaderos informales situados alrededor de la bahia, generando
olores fetidos, presencia de moscas, roedores y cucarachas (Chu, 2019). Ademas, un
estudio de la presencia de valvas en el fondo de la bahia ha determinado que estas
modifican la comunidad del macrobentos, al modificar la estructura del fondo y los
pardmetros fisicoquimicos del agua (Lomovasky et al., 2015). Esto representa un
problema para el medio ambiente, pero también para la salud de los habitantes de esta
zona, porque las valvas originan la presencia de vectores que pueden transmitir
enfermedades (Carrillo-Siancas, 2017). Aunque no se dispone de reportes sobre los
efectos de la industria de A. purpuratus en Ancash, se infiere que ocurren problemas
similares. Un estudio reporta su disposicion en botaderos, a disposicion para su
reutilizacion (Farfan-Raymundo, 2015). En ese sentido, es necesario desarrollar medidas
dirigidas a reducir el impacto de las valvas, como por ejemplo mediante su reutilizacion
en otras actividades. Tomando como ejemplo la produccion de conchas de abanico en el
2013 (67 694 t), en este afio se habria producido un volumen de 40 616 t de valvas (Loayza
etal., 2023).

Las valvas de concha de abanico, también conocidas como vieiras, presentan una
estructura compleja y resistente. Se componen principalmente de carbonato de calcio,
estas conchas poseen un disefio laminar que consiste en capas concéntricas, las cuales
otorgan fuerza y durabilidad a la estructura (Yauri & Anderson, 2021). Algunas
investigaciones han sido conducidas para reutilizar las valvas. Un estudio sobre
materiales alternativos de construccién ha sugerido la posibilidad de utilizar valvas
molidas de A. purpuratus como un sustituto del agregado fino en la elaboracion del
concreto (Carrillo-Siancas, 2017). En otro estudio, han utilizado las valvas en artesanias
y para el afirmamiento de caminos (Diaz & Veintimilla, 2019). También, se ha
desarrollado un agente floculante a partir de las valvas de A. purpuratus, mediante su
calcinacion para obtener 0xido de calcio, que posteriormente se utiliza para la floculacién
de contaminantes en aguas residuales (Siswoyo et al., 2021). No obstante, es importante
2



destacar que el proceso de calcinacion conlleva la emision de CO2 al medio ambiente, lo
que contribuye al problema del cambio climéatico. Otro estudio propone el uso de las
valvas como agente de eliminacion de metales pesados del agua mediante el uso de valvas

calcinadas (Moreno, 2016).

Por otro lado, también se ha propuesto la reutilizacion de las valvas de A. purpuratus
como una alternativa viable para el cultivo de microalgas. Su cultivo representa una
alternativa prometedora para la recuperacion de entornos contaminados y el tratamiento
de residuos solidos y liquidos (Sanchez, 2022; Buitron, 2021; Pardo, 2020). Entre las
microalgas mas faciles de cultivar se tiene a Scenedesmus acutus, la cual puede ser
cultivada con diferentes medios elaborados a partir de residuos organicos (Vereau &
Quiroz, 2015; Cam & Mostacer, 2019; Esquivel, 2023), incluido el extracto de valvas de
concha de abanico (10 mL L™ de EVCA) (Lépez & Rios, 2014).

S. acutus es una microalga valiosa en biotecnologia y alimentacién. Se conoce que, su
cultivo se ve influido significativamente por el pH del medio, teniendo un papel
fundamental en el desarrollo y la produccion de esta microalga (Gonzalez-Falfén et al.,
2021). Por lo tanto, el mantenimiento de un pH 6ptimo en el medio de cultivo es vital
para maximizar su crecimiento, metabolismo y calidad de produccion. Desviaciones
considerables en los niveles de pH pueden afectar negativamente su viabilidad y la
produccion de biomasa de los cultivos microalgales (Abalde, 1995), lo que destaca la
importancia de controlar cuidadosamente este parametro en los sistemas de cultivo, para

obtener rendimientos 6ptimos y sostenibles.

Reutilizar las valvas de concha de abanico para extraer extractos y luego utilizar esos
extractos en la produccién de cultivos de algas como Scenedesmus acutus representa una
forma de reciclaje y aprovechamiento de recursos. Esto puede reducir la cantidad de
desechos organicos y contribuir a un enfoque mas sostenible en la gestion de residuos. El
estudio puede proporcionar informacion importante sobre el potencial de los extractos de
valvas de concha de abanico en el cultivo de algas, lo que podria tener implicaciones en
la industria alimentaria, farmacéutica o de biocombustibles. Ademas, esta investigacion
podria ser el punto de partida para futuros estudios que exploren ain mas el uso de estos

recursos en diferentes campos.



Ademas, el acido acético tiene ventajas que podrian ser relevantes para el estudio. El
acido acetico tiene propiedades conservantes y antimicrobianas (Knudson-Ospina et al.,
2017). En el presente estudio, podria ayudar a preservar los extractos de valvas de concha
de abanico, evitando la descomposicion o el crecimiento microbiano no deseado.
Ademas, el acido acético puede funcionar como un agente modulador del pH. Controlar
el pH es fundamental para asegurar las condiciones Optimas para el crecimiento de las
algas (Fernandes et al., 2022). Un estudio similarmente, utilizo valvas de concha de
abanico diluidas con HCI (10%) a una concentracion de 10 mL L%, con los que obtuvieron

buenos crecimientos en S. acutus.

Planteamiento del problema

Dentro de este contexto, surge la necesidad de abordar el potencial de las valvas de A.
purpuratus en el cultivo de microalgas. Asi, planteamos la siguiente pregunta de
investigacion: ¢Cudl sera el efecto del extracto de valvas de A. purpuratus tratadas con
acido acético en el pH, crecimiento poblacional y contenido de lipidos de los cultivos de
S. acutus?

Hipotesis

Si empleamos concentraciones de 2.5, 5.0 y 7.5 mL L™ de extracto de valvas de A.
purpuratus con acido acético en el cultivo de S. acutus, se obtendra mayor crecimiento

poblacional y contenido de lipidos con la concentracion de 5.0 mL L™t y menor pH con la

concentracion de 7.5 mL L™,
Las concentraciones evaluadas fueron estimadas mediante pre ensayos en el laboratorio.

Variable independiente: Concentracion de extracto de valvas de A. purpuratus con &cido

acetico.

Variable dependiente: crecimiento poblacional (C), contenido de lipidos [L] y [pH].
Ho: CT1=CT2=CT3; [L]T1 =[L]T2=[L]T3; [pH]T1 = [pH]T2 = [pH] T3
Hi: CT1<CT2>CT3; [L]T1<[L]T2>[L]T3; [pH]T1 < [pH]T2 < [pH]T3

Donde T1, T2y T3, representan los tratamientos 1, 2y 3.



Objetivos

Objetivo general

e Evaluar el efecto del extracto de valvas de Argopecten purpuratus con acido acético
en el pH, crecimiento poblacional y contenido de lipidos de cultivos de Scenedesmus

acutus.
Objetivos especificos

e Caracterizar el extracto de valvas de A. purpuratus elaborado con acido acético.

e Determinar el efecto de diferentes concentraciones 2.5, 5.0 y 7.5 mL L del extracto

de valvas de A. purpuratus con acido aceético en el pH de los cultivos de S. acutus.

e Determinar el efecto del extracto de valvas de A. purpuratus con &cido acético sobre

el crecimiento poblacional S. acutus.

e Determinar el efecto del extracto de valvas de A. purpuratus con &cido acético sobre

el contenido de lipidos de S. acutus.



Il. MARCO TEORICO

Las microalgas son organismos fotosintéticos unicelulares que viven en el mar o agua
dulce, convirtiendo la energia solar, el agua y el diéxido de carbono en biomasa algal
(Ruane et al., 2010). Pueden ser clasificadas como eucariotas o procariotas (Mata et al.,
2010). La produccion de microalgas se considera como una de las actividades mas
prometedoras para la captura de CO. debido a la extraordinaria productividad de la
biomasa, la cual tiene la ventaja adicional de producir diversos metabolitos de interés
comercial (Hadipoor et al., 2021). En la actualidad, se han reportado mas de 50,000
especies de microalgas, dentro de las cuales las més cultivadas son las de los géneros

Spirulina, Chlorela, Dunaliella, Chaetoceros, entre otras (Sathasivam et al., 2019).

En las Ultimas décadas, su cultivo viene experimentado un crecimiento significativo,
siendo empleadas tanto en la produccion de proteinas, vitaminas y otros suplementos
nutricionales, como en la purificacion de aguas residuales, la mejora de la calidad del
agua y su aplicacion como biofertilizantes (Mutanda et al., 2020). Se ha registrado que
algunas especies de microalgas son un excelente complemento alimenticio para el
hombre, por ejemplo, las harinas de Spirulina y Scenedesmus se caracterizan por su alto
valor proteico y sin efectos toxicos (Teuling et al., 2017), ademas, como alimento para la
acuicultura resaltan Chaetoceros y Thalassiosira (Saxena et al., 2022), por su interés
comercial Dunaliella para la produccion de biodiesel (Sugumar et al., 2020) y algunas
especies con importancia como Gymnodinium por ser causante de mareas rojas (Medina
etal., 2012).

Las microalgas requieren varios componentes nutricionales para su crecimiento
(Chowdury et al., 2020). Dichas necesidades suelen determinarse por métodos
experimentales en cultivos a pequefia escala, mediante los cuales se optimiza el medio de
cultivo (de Carvalho et al., 2019). En la actualidad, las investigaciones se han centrado
en proponer modificaciones de los medios de cultivo con el fin de lograr una mayor
productividad (Gonzalez-Delgado et al., 2017), sin embargo, la modificacion del medio
de cultivo tiene un impacto sobre la calidad y composicién quimica de la biomasa
(Morales et al., 2020).

La microalga S. acutus (Meyen, 1829) se encuentra clasificada dentro de la Division

Chlorophyta, la Clase Chlorophyceae, el Orden Chlorococcales y la Familia



Scenedesmaceae. Esta microalga puede encontrarse tanto de forma individual como en
colonias, donde forma cenobios, especialmente en condiciones propicias de crecimiento,
como una temperatura de alrededor de 28 + 2 °C y un pH que oscila entre 6.5y 9.5
(Garibay et al.,, 2009). Lo que la distingue es su capacidad para tolerar altas
concentraciones de nutrientes presentes en aguas residuales, su metabolismo activo y su
resistencia a las fluctuaciones ambientales, lo que le permite sobrevivir incluso en

entornos extremos (Geng et al., 2014).

S. acutus esta facultada para sintetizar sustancias organicas, y su cultivo se ha realizado
al aire libre en la Planta de Produccion de Microalgas en Sausal-Trujillo, en piletas de 10,
500 y 1000 m? utilizando como medio de cultivo la formula desarrollada por Heussler y
Merino (medio HM) (Merino, 2002), obteniéndose rendimientos de aproximadamente 10
g m?dia. Crece formando cenobios de 1, 2, 4 y/o 8 células. Esta forma de crecimiento
ha sido sugerida como un mecanismo para evitar a los predadores (Lurling, 2011).
Ademas, la presencia de un mayor nimero de células de 8 cenobios indica un mejor

crecimiento de las microalgas.

Estudios experimentales han demostrado que las microalgas pueden aprovechar
eficientemente el CO obtenido de la disolucion acida de las valvas de A. purpuratus. En
Tetraselmis suecica, se ha evaluado concentraciones de 1, 5y 10 % de CO- a partir de
valvas de A. purpuratus, logrando mayor biomasa (250 mg L) con 10% (Merino-Moya
et al., 2014). Asimismo, como resultado de la disolucion de las valvas con acido
clorhidrico (HCI) se ha obtenido un extracto acuoso de valvas, denominado EVCA, el
cual fue utilizado como medio de cultivo para S. acutus con rendimientos de 15 x 10*

células mL™ (L6pez y Rios., 2014).

Resulta importante considerar que el medio de cultivo para las microalgas debe aportar
nutrientes como nitrégeno, fosforo, potasio, hierro, entre otros, en cantidades especificas.
En tal sentido, es comun recurrir al uso de nutrientes quimicos de alto grado de pureza 'y
de altos costos (Paniagua et al., 1986). Sin embargo, en la actualidad, se suele recurrir a
la elaboracion de medios alternativos que se elaboran de residuos organicos, como
desechos de pescado (Shanthi et al., 2021), mariculturales (Hawrot-Paw et al., 2019) o
sedimentos (Nguyen et al., 2020), previo tratamiento térmico o quimico a fin de evitar la
presencia de microorganismos patogenos, demostrando la versatilidad de las algas para

aprovechar los nutrientes presentes en diversas fuentes y abaratando los costos de
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produccién. En este campo, resulta importante evaluar la bromatologia de las microalgas
ya que diferentes medios alternativos pueden conducir a un metabolismo diferente en las

microalgas (Chen et al., 2017).

Uno de los principales usos de las valvas de A. purpuratus es para la obtencién de CO>
(Merino et al., 2014). Esto se da mediante una reaccion quimica con una solucion acida.
Comunmente, se ha utilizado &cido clorhidrico por ser uno de los acidos més potentes
(Scandiffio et al., 2018), cuya reaccidn se describe en la siguiente férmula:

CaCOgz + 2HCI —» CaCl; + CO; + H20

Sin embargo, también es posible usar el acido acético para disolver las valvas de A.

purpuratus, con lo que obtenemos una reaccion similar:
CaCO3 + 2CH3COOH —» Ca(CH3CO0), + CO2 + H20

El principal componente que permanece en la solucion acida en la segunda reaccion es el
acetato de calcio, el cual puede ser aprovechado para el crecimiento de las microalgas.
Experimentos con Chlorella vulgaris demuestran que la incorporacion de acetato de
calcio ejerce un efecto positivo sobre la produccién de carbohidratos y lipidos (Ardila-
Alvarez et al., 2017). Asimismo, otro estudio demuestra que una fuente de carbono como

el acetato de sodio mejora los rendimientos (biomasa) de los cultivos (Ortega, 2004).

El pH es uno de los aspectos mas importantes en el cultivo de microalgas (Garcia-Romera
et al., 2017). Una caracteristica relevante durante la captacion de nutrientes y fijacion
fotosintética de COz en el cultivo de microalgas, es que el proceso tiende a inducir un
aumento en el pH del medio (Franchino et al. 2013), de esta manera los cultivos mas
viejos tienden a tener un pH mas alcalino. Por tal motivo, resulta necesario considerar el
pH inicial del medio, el cual se suele reducir a valores cercanos a 7.0 para un crecimiento
optimo (Guedes et al., 2011). Algunos estudios también sefialan que es posible evitar
algunos microorganismos contaminantes bajo condiciones de pH ligeramente acidos o

alcalinos que desfavorecen su propagacion (Zu et al., 2020).



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio experimental

La investigacion tuvo un disefio experimental de estimulo creciente (Arroyo, 1984) con
tres tratamientos experimentales y un tratamiento control, que fueron trabajados por
triplicado. Las concentraciones que se emplearon fueron de 2.5, 5.0 y 7.5 mL L* de
extracto de valvas de A. purpuratus con &cido acético (descrito en detalle en 3.3), también
denominado como extracto acuoso de valvas de concha de abanico (EVCA). Dichas
concentraciones fueron determinadas previamente, mediante pre-ensayos en el

laboratorio (Anexo 1y 2). En todos los tratamientos se usé agua potable sin tratar.

Tabla 1. Disefio experimental para los cultivos de S. acutus.

Tratamientos Tratamiento experimental
TC Cultivos de S. acutus con medio HM
T1 Cultivos S. acutus con 2.5 mL Lt EVCA
T2 Cultivos S. acutus con 5.0 mL Lt EVCA
T3 Cultivos S. acutus con 7.5 mL Lt EVCA

T = tratamiento, C = control.

3.2 Procedencia del inoculo

La cepa de S. acutus provino del cepario del Laboratorio de Cultivo de Especies
Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa. La cepa fue mantenida bajo condiciones
asépticas de cultivo en fotobiorreactores de 1000 mL de volumen, con aireacion a un flujo
del.5 L mint, provista por un blower de 0.5 HP, e iluminacion (24:0) con un fluorescente
de 40 watts emitiendo ~1500 Lux.

Tabla 2. Composicién del medio de cultivo HM.

Componente Concentracién
Urea 206 g L*
Acido fosforico 30mL L*?
Cloruro de potasio 19¢gL?
Solucién de Hierro* 25gL?

Nota: se suministré 1 mL L de cada componente del medio HM para fertilizar los cultivos. * La solucion
se prepard disolviendo 2.5 g de clavos de hierro en 250 mL de HCI (10%).



El medio de cultivo usado para el mantenimiento de la cepa fue el medio HM (Tabla 2),
el cual se prepara con fertilizantes agricolas y agua potable para cada uno de los

componentes.

3.3 Medio de cultivo experimental EVCA

Las valvas de A. purpuratus fueron colectadas de la Bahia de Samanco, localizada en el
distrito de Nuevo Chimbote, provincia del Santa, departamento Ancash. Se colect6 1 Kg
de valvas para la preparacion del EVCA. Para la preparacion del medio experimental se
siguieron los siguientes pasos: 1) se lavd y removieron los epibiontes de las valvas de
concha de abanico y dejo secar al ambiente, 2) se pes6 500 g de valvas, 3) se molieron
las valvas finamente con ayuda de un molino mecanico, 4) se tamizé las particulas mas
finas con un tamiz de 10 micras, 5) se pesé nuevamente 100 g del material tamizado y se
disolvié en 100 mL de &cido acético, 6) se dejo en la solucién por 48 horas. Finalmente,
se realizé un analisis para caracterizar quimicamente al medio (24 elementos, Tabla 3),
mediante el método ICP (inductively coupled plasma) (Beauchemin, 2008), el cual fue

realizado en los laboratorios acreditados de la empresa COLECBI SAC.

. REMOVER
RECO\::ESL‘QN DE EPIBIONTES, LAVAR MOL:H': EEN“I"C%“NO
Y PESAR 500 G 1
DISOLVER EN 100 TAMIZAR CON
mL DE ACIDO = PE?:;;L;GDSEL D MALLA DE 10
ACETICO MICRAS
DEJAR DISOLVER UTILIZAR COMO
POR 48 HORAS * MEDIO DE cULTIVO

Figura 1. Flujograma de la elaboracion del medio EVCA con &cido acético.

3.4 Acondicionamiento de los cultivos experimentales

Los cultivos experimentales se realizaron en fotobiorreactores (botellas plasticas) de 3000
mL de volumen total, con un volumen efectivo de 1000 mL. Los cultivos fueron
inoculados con S. acutus a una proporcion de 2:10 v/v y se estimo la densidad celular
inicial mediante conteos al microscopio con ayuda de una camara Neubauer (como se
detalla en 3.5). La disposicion de las unidades experimentales se realizé por sorteo al azar.
Posteriormente, las unidades experimentales fueron acondicionadas con aireacion
mediante un sistema de aireacion con blower, y el flujo se regul6 con un flujémetro a 1.5

L min* para evitar la sedimentacion de las microalgas. Asimismo, la iluminacion fue
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provista por un fluorescente de 40 watts, colocado en forma paralela a los cultivos de S.
acutus. El tratamiento control fue dosificado con medio HM, con 1 mL L* de cada
solucidn (urea, &cido fosforico, cloruro de potasio y patron hierro), como se detalla en la
Tabla 2, y los cultivos experimentales fueron dosificados conforme se detalla en la Tabla
1. Para evitar contaminacién del medio ambiente, las unidades experimentales estuvieron

cubiertas con algodon.

3.5 Crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional de los tratamientos se determind mediante conteos diarios con
un microscopio 6ptico y una camara Neubauer. Para ello se tomd una muestra de la
suspension algal de cada tratamiento con ayuda de una pipeta Pasteur, luego se fijo la
muestra en el microscopio y se realizé el conteo a un objetivo de x40. Los célculos de la

densidad celular (cel mL™) se realizaron con la siguiente formula (Oscanoa et al., 2020):
Densidad celular (cel mL1) =P x10** D

Donde: P es el nimero promedio de células de los campos contados, D es la dilucion y
10* es la constante usada para expresar el volumen en mL. La dilucion sélo se realizd

cuando los cultivos fueron altamente densos.

Para determinar la tasa de crecimiento poblacional (u) y el tiempo de duplicacion (TD)
se emplearon las siguientes formulas (Guillard, 1975):

W = In (Nf - NO / Tf - TO)

Donde: Nf y NO representa el numero de células final e inicial, respectivamente, Tfy TO

representan el tiempo final e inicial del nimero de células, respectivamente.
TD=In(2)/ p

3.6 Determinacion de la biomasa

La biomasa de los cultivos se determind mediante el método gavimetrico con una balanza
analitica de +0.001 g. Para ello, se tomaron muestras de 50 mL de cada cultivo y se
colocaron en tubos Falcon. Las muestras fueron centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, el sobrenadante fue removido cuidadosamente para obtener el pellet.
Luego, los tubos fueron colocados en una estufa a 60°C por 5 horas y se pesaron en la

abalanza. La biomasa se determind mediante diferencias de pesos.
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3.7 Evaluacion del pH y temperatura

Se registrd la variacion del pH en todos los tratamientos, con una frecuencia diaria. Para
ello, se utilizé un pH-metro digital de 1:0.01 de sensibilidad. Asimismo, se registro la
temperatura de los cultivos para determinar fluctuaciones ligeras que ocurren dentro del

laboratorio, con un termémetro digital de 1:0.01 de sensibilidad.

3.8 Determinacion de lipidos

La determinacion del contenido total de lipidos se llevo a cabo utilizando un método de
un solo paso (Axelsson & Gentili, 2014). En este proceso, se tomé una muestra de 15 mL
de cada cultivo y se colocd en tubos de ensayo previamente pesados, los cuales se
sometieron a una centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos. Luego, se eliminé la
fase liquida para aislar el pellet, el cual se seco posteriormente en un horno a 55 °C
durante toda la noche. El peso de cada muestra se midié para determinar la biomasa
mediante la diferencia en peso. A continuacion, se afiadieron 3 mL de una solucion de
extraccion (compuesta por cloroformo y metanol en una proporcién de 2:1 v/v), se agitd
enérgicamente y se permitio reposar durante 5 horas, en refrigeracion a 4°C. La mezcla
se centrifugo, se retird cuidadosamente el sobrenadante y el pellet se sec6 nuevamente
para registrar su nuevo peso. El contenido de lipidos se calcul6 como un porcentaje (%)

restando el peso inicial al peso después de la extraccion.

3.9 Analisis estadistico

Con la finalidad de determinar la normalidad de los datos se realiz6 la prueba de Shapiro-
Wilk. Posteriormente, los datos de pH, crecimiento poblacional y contenido de lipidos
fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) con la post prueba Tukey
para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Para

ello se empled el software SPSS v20.
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IV. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion del EVCA

En esta investigacion, se examinaron los niveles de nutrientes del medio EVCA que se
utilizé en los cultivos de S. acutus. Con relacién a aquellos elementos que desempefian
un papel critico en el desarrollo y la proliferacion de la microalga, se destaca el calcio
(Ca) con la mayor concentracion, de 17220 ppm. Asimismo, se observd una
concentracion significativa de magnesio (Mg) de 271 ppm. Cabe destacar la alta presencia
de nitrégeno (123 ppm). Ademas, el fosforo (P) tuvo una concentracion de 58 ppm, el
hierro (Fe) se cuantifico en 213 ppm, mientras que el sodio (Na) en 560 ppm (Tabla 3).
Estos elementos ayudaron se derivan de las valvas de A. purpuratus y fueron la fuente de

nutrientes para el crecimiento de S. acutus.

Tabla 3. Composicion quimica del medio EVCA utilizado en los cultivos de S. acutus.

El Concentracion Concentracion
emento Elemento
(ppm) (ppm)
Plata (Ag) <0.4 Potasio (K) <32
Aluminio (Al) 17 Magnesio (Mg) 271
Arsénico (As) <2 Manganeso (Mn) 3
Boro (B) <12 Molibdeno (Mo) <1
Bario (Ba) <2 Sodio (Na) 560
Calcio (Ca) 17220 Niquel (Ni) <0.2
Cadmio (cd) <0.4 Fosforo (P) 58
Cobalto (Co) <0.1 Plomo (Pb) <0.7
Cromo (Cr) <0.2 Antimonio (Sb) <2
Cobre (Cu) 1.9 Talio (TI) <2
Hierro (Fe) 213 Vanadio (V) <0.6
Mercurio (Hg) <0.5 Zinc (Zn) 1.5
Nitrogeno 123.00 - -

Fuente: COLECBI SAC.

4.2 Crecimiento poblacional

Los resultados del analisis estadistico del crecimiento poblacional de los cultivos de S.
acutus en el medio EVCA se presentan en la Tabla 4. En el dia 0, todos los grupos de
cultivo mostraron una poblacion inicial de 152 + 0.00 x 10* cel mL™. Sin embargo, a
medida que transcurrieron los dias, se observaron variaciones significativas en el

crecimiento poblacional entre los grupos.

En el dia 1, se registraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el
crecimiento entre los grupos de cultivo, con valores de 249 + 61.1 x 10* cel mL™* para el
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grupo control (HM), 225 + 38, 237 + 57 y 255 + 80 x 10* cel mL* para los tratamientos
experimentales con 2.5, 5.0 y 7.5 mL L™ de EVCA, respectivamente. A lo largo de los
dias 2, 3, 4, 5y 6, se mantuvieron diferencias significativas en el crecimiento poblacional
entre los grupos, principalmente con el tratamiento control (Figura 2). En el dia 7, aunque
persistieron diferencias, la tendencia fue hacia una convergencia en los valores de

crecimiento poblacional (Tabla 4 y Figura 2).

Estos resultados indican que la concentracion de nutrientes en el medio EVCA influyo
significativamente en el crecimiento poblacional de S. acutus a lo largo de los dias
estudiados, lo que tiene implicaciones importantes para el cultivo y la comprension de su

dinamica poblacional en este entorno especifico.

Tabla 4. Andlisis estadistico del crecimiento poblacional de los cultivos de S. acutus con
el medio EVCA.

Densidad poblacional (x 10% cel mL1)

Dias ™ EVCA

(25 mL L) (5.0 mL LY (7.5 mL LY
0 152 + 0.00? 152 + 0.002 152 + 0.00? 152 + 0.00?
1 249 + 612 225+ 382 237 + 572 255 + 802
2 590 + 17072 705 + 85° 740 + 146° 682 + 624
3 771 + 792 741 + 792 787 + 176° 771 + 127°
4 740 + 662 730 £ 732 813 + 66° 795 + 3°
5 876 + 1542 741 +22° 787 + 84° 971 + 227¢
6 1090 + 532 950 + 156° 860 + 271°¢ 1164 + 649
7 1012 + 82 770 + 74° 817 + 91¢ 858 + 2544

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Los datos de crecimiento poblacional de S. acutus muestra una clara dinamica que sigue
las fases tipicas de crecimiento microalgal. En la fase lag, que corresponde al primer dia,
todos los cultivos se adaptaron al entorno de trabajo, tanto con el experimental como al
control, con una densidad entre 225 y 255 x 10* cel mL™. Después del dia 1, los cultivos
entraron en la fase logaritmica, donde se observa un rapido aumento en la densidad
celular. El tratamiento T2 (5.0 mL L' de EVCA) destaca con un crecimiento
especialmente vigoroso durante esta fase. Sin embargo, en el dia 6, comenzamos a

observar una transicion hacia la fase estacionaria, donde el crecimiento se desaceleray se
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acerca a un equilibrio. El tratamiento T3 (7.5 mL L™ de EVCA) muestra la poblacion mas
alta en este punto, lo que sugiere un crecimiento mas sostenido. Por ultimo, en el dia 7,
todos los tratamientos contintian creciendo, pero las diferencias entre ellos disminuyen,
marcando el final de la fase estacionaria y la entrada en una posible fase de muerte o
declive (Figura 2 y 3). Estos resultados ilustran la importancia de comprender la dinamica
del crecimiento microalgal y cémo los tratamientos pueden influir en cada fase del

proceso.
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1200.0
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Figura 2. Curvas de crecimiento de los cultivos de S. acutus con el medio EVCA.

Ademas, se calculd la tasa de crecimiento especifico () y el tiempo de duplicacion (TD)
para los cultivos de S. acutus (Tabla 5). Se observd que el tratamiento con 7.5 mL L de
EVCA presentd la tasa de crecimiento mas alta (1.15 + 0.01 dia?), indicando un
crecimiento mas rapido en comparacion con los tratamientos con EVCA. Este valor fue
similar al encontrado con el tratamiento control con HM (1.14 +0.01 dia™®), lo que sugiere

un crecimiento mas rapido en esta concentracion.

Los valores del u se corresponden con los del tiempo de duplicacion TD. Observamos
que el menor tiempo de duplicacion (0.60 + 0.01 dias) se obtiene con 7.5 mL L™t de EVCA
y el mayor (0.64 + 0.05) con 5.0 mL L de EVCA. Por su parte, en los cultivos con medio
HM se encontré un valor de TD = 0.61 + 0.01 dias. Sin embargo, no se identificaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el tratamiento control y el
tratamiento con 7.5 mL L de EVCA.
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Figura 3. Crecimiento de los cultivos de S. acutus con medio HM y EVCA en el dia 7.

Tabla 5. Analisis estadistico de la tasa de crecimiento especifico y tiempo de duplicacién
de los cultivos de S. acutus con medio HM y EVCA, en el dia 6.

EVCA
PARAMETRO HM
25mL L 50mL L* 75mL L
NG 152 + 0.00 152 +0.00 152 +0.00 152 +0.00
Nf 1090 + 53 950 + 156 860 + 271 1164 + 64
W (diad) 1.14+0.01*  1.11+003%  1.08+0.07°  1.15+0.01%
TD (dias) 061+0.01°  0.62+0.02  0.64+005"  0.60+0.01%

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

4.3 Produccion de biomasa

La tabla 6 presenta una comparacion de los valores de biomasa de cultivos microalgales
después de 7 dias, utilizando los dos medios, HM (control) y el EVCA. Los resultados
revelan diferencias significativas en la biomasa acumulada entre los distintos medios y

concentraciones.

Tabla 6. Biomasa total de los cultivos de S. acutus en el dia 7.

Biomasa (g L)

Dias M EVCA
(2.5mL LY (5.0mL L) (7.5 mL L)
7 0.65 £ 0.11° 0.55 £ 0.07° 0.64 £ 0.06° 0.93 0.17°

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Con el medio HM, se obtuvo una biomasa de 0.65 + 0.11 g L™, que sirve como punto de
referencia inicial. En contraste, el medio EVCA a diferentes concentraciones muestra
variaciones significativas en los niveles de biomasa. EI medio EVCA a 5.0 mL L (0.64

+ 0.06 g L?) muestra biomasa ligeramente menor que el control HM, aunque
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estadisticamente similar (p<0.05). Sin embargo, el medio EVCA a 7.5 mL L™ (0.93 +
0.17 g L") muestra un aumento sustancial en la biomasa en comparacion con los otros
tratamientos, siendo significativamente superior (p<0.05); lo que indica que esta
concentracion especifica de EVCA promueve un mayor crecimiento de microalgas. Por
otro lado, con el tratamiento de 2.5 mL L™ se obtuvo la menor biomasa (0.55 + 0.07 g L-
1Y que fue estadisticamente significativa (p<0.05) en comparacion a los demas

tratamientos.

4.4 Contenido de lipidos

En relacion al contenido de lipidos de S. acutus, se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos. En el medio de control HM, se determind un contenido
de lipidos totales del 18.88 + 2.50%. En contraste, el medio EVCA a diferentes
concentraciones muestra variaciones significativas en los niveles de lipidos. EI medio
EVCA a2.5y5.0mL L? produce 30.61 + 2.48% y 29.47 + 5.54%, respectivamente, sin
diferencia estadistica significativa entre ellos. Mientras que, con 7.5 mL L™ se obtiene
27.83 £ 2.32%, el cual es menor y estadisticamente diferente a los dos anteriores

tratamientos (Tabla 7).

Tabla 7. Contenido de lipidos totales de los cultivos de S. acutus con medio HM y EVCA.

Lipidos totales (%0)

Dias HM EVCA
(25 mL L) (5.0mL LY (75 mL LY
7 18.88 + 2.50? 30.61 + 2.48° 29.47 + 5.54° 27.83 + 2.32¢

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
4.5 Parametros fisico-quimicos de los cultivos

En relacion al pH de los cultivos, se observa diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos desde el inicio de los cultivos y a lo largo del tiempo. En el dia 0, se
observa la mayor diferencia del pH entre los tratamientos. Los tratamientos con HM
tuvieron un pH de 7.36 £ 0.56, mientras los tratamientos con el medio EVCA a diferentes
concentraciones muestra pH significativamente mas alto: 8.55 + 0.11, 8.40 + 0.27 y 8.29

+ 0.15 para las concentraciones de 2.5, 5.0y 7.5 mL L.

A medida que avanzan los dias, se mantienen las diferencias en el pH entre los

tratamientos. El control con medio HM tiende a mantener un pH mas bajo a lo largo del
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tiempo, mientras que con el medio EVCA, especialmente a 2.5 mL L™, mantiene un pH
significativamente mas alto. En el dia 7, las diferencias en el pH entre los tratamientos se
mantienen, con el control HM en 7.81 + 0.19, y con el medio EVCA a2.5mL L en 8.60
+0.04,a5.0mL L'en8.60+0.02ya7.5mL L*en8.56+0.04 (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis estadistico del pH de los cultivos de S. acutus con el medio HM y
EVCA.

pH (unidades)

Dias EVCA

AV (2.5 mL LY (5.0 mL LY (7.5mL LY
0 7.36 + 0.56° 8.55+0.11° 8.40 + 0.27° 8.29 + 0.15¢
1 8.40 + 0.19? 8.79 + 0.05" 8.73+0.03° 8.62 + 0.04°
2 8.29 + 0.272 8.81 +0.15° 8.74 + 0.05° 8.65 + 0.03¢
3 7.73+0.12 8.72 + 0.06" 8.68 + 0.03° 8.63 + 0.04°
4 7.86 + 0.03? 8.72+0.10° 8.67 +0.01° 8.63 + 0.03¢
5 7.80 +0.022 8.72 + 0.06° 8.78 £ 0.03° 8.67 + 0.04°
6 7.83 £0.017 8.63 £ 0.10° 8.62 + 0.06° 8.62 + 0.06°
7 7.81+0.19° 8.60 +0.04° 8.60 +0.02° 8.56 + 0.04°

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

—@—TC =HM T1=2.5 mL/LEVCA T2 =5.0 mL/LEVCA T3 =7.5 mL/LEVCA
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Figura 4. Variacion de la temperatura de los cultivos de S. acutus con medio HM y
EVCA.

Finalmente, en relacién a la fluctuacién de la temperatura, notamos que estas fluctuaron

ligeramente debido a las condiciones de confinamiento dentro del laboratorio, ya que no
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se observo fluctuaciones mayores a 0.5 °C entre los tratamientos (Figura 4). A pesar de
la fluctuacion de la temperatura, obtuvimos valores dentro del rango dptimo para el
cultivo de S. acutus, con valores entre 26.4 y 28.6 °C (Figura 4).
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V. DISCUSION

Los datos recopilados sobre el pH, el crecimiento poblacional y el contenido de lipidos
de los cultivos de S. acutus, sometidos a diferentes tratamientos con extracto de valvas de
A. purpuratus en acido acético, han revelado tendencias y patrones significativos que
requieren un analisis detallado. En ese sentido, nuestros datos sugieren una influencia de
los tratamientos experimentales con el medio EVCA, sobre las variables de estudio, con
una importante implicancia en la biomasa y lipidos, relevantes especialmente para la

produccién masiva de esta microalga.

En esta investigacion, se ha determinado los niveles de nutrientes presentes en el medio
EVCA utilizado para los cultivos de S. acutus (Tabla 3). Hasta la fecha, no se disponian
de reportes sobre la composicion quimica de las valvas de A. purpuratus, por lo que

nuestros datos significan el primer reporte, con 24 elementos analizados.

La composicion de nutrientes en el medio es un factor critico que determina el éxito de
los cultivos de microalgas, ya que estos organismos dependen de una serie de elementos
para su crecimiento y desarrollo (Soto-Sanchez et al., 2023). En particular, hemos
identificado una concentracidn excepcionalmente alta de calcio (Ca) en el medio EVCA,
alcanzando 17220 ppm (Tabla 3). Sin embargo, las concentraciones especificas de calcio
pueden variar entre diferentes especies de moluscos y pueden oscilar en torno al 95% o
mas del peso seco de la valva (Rios & Velasquez, 2016). El calcio desempefia un papel
esencial en la formacion de la pared celular de las microalgas (Rendon et al., 2015), y su
presencia en cantidades significativas, como se ha observado en mayores concentraciones
de EVCA, ha contribuido al rapido desarrollo de las células de S. acutus en nuestros
cultivos. Este hallazgo coincide con investigaciones previas que han destacado la
importancia del calcio en el cultivo de microalgas, subrayando su influencia en la
estabilidad de la pared celular y, por lo tanto, en el crecimiento poblacional (Tang et al,
2022; Santomauro et al., 2012).

También observamos niveles sustanciales de magnesio (Mg) en el medio, con una
concentracion de 271 ppm (Tabla 3). EI magnesio es un cofactor esencial en muchas
reacciones bioquimicas, incluida la fotosintesis, un proceso critico en las microalgas
(Radzun et al., 2015). Ademas, la presencia de magnesio en el medio proporciona un

elemento clave para la actividad fotosintética de S. acutus, lo que podria haber contribuido
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significativamente a su crecimiento saludable durante el experimento. En cultivos
experimentales enriquecidos con magnesio realizados en S. dimorphus, se han encontrado
tiempos de duplicacion de 0.59 + 0.04 dia™* (Schwenk, 2012), similar a lo encontrado en

los tratamientos con EVCA.

En cuanto a la concentracion de fosforo (P), en el medio se registro en 58 ppm, y la del
hierro (Fe) alcanz6 los 213 ppm (Tabla 3). La presencia de fésforo (P) y hierro (Fe) en el
medio de cultivo desempefia un papel crucial en el crecimiento y desarrollo de S. acutus,
como lo reflejan los resultados de esta investigacion. El fosforo es un nutriente esencial
para las microalgas, ya que forma parte de moléculas criticas como el ATP (adenosina
trifosfato) y el ADN (Yaakob et al., 2021). La concentracion de fosforo en el medio (58
ppm) proporciond una fuente adecuada de este nutriente, lo que probablemente
contribuyé al metabolismo activo y al crecimiento de S. acutus, pues se observa que a
mayor concentracion del medio hubo mayor crecimiento. Ademas, la presencia de una
cantidad adecuada de fosforo es fundamental para las microalgas, ya que regula una
variedad de procesos biogquimicos necesarios para su crecimiento y reproduccion;
mientras que su ausencia ocasiona acumulacion de lipidos en las microalgas (Lovio-
Fragoso et al., 2021). Asimismo, el hierro es un cofactor esencial para muchas enzimas
involucradas en procesos metabdlicos y, especificamente, en la fotosintesis (Polat et al.,
2020), lo que les habria permitido mayor eficiencia de crecimiento (Figura 2).

La presencia abundante de estos nutrientes esenciales provenientes de las valvas de A.
purpuratus proporciond ventajas significativas para el cultivo de S. acutus. El calcio y el
magnesio, en particular, son fundamentales para el fortalecimiento estructural y el
metabolismo celular (Valdiviezo, 2023), respectivamente, fomentando un crecimiento
robusto de la microalga. Asimismo, la alta concentracion de nitrégeno y fésforo potencid
la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, elementos cruciales para la expansion celular
y la vitalidad del cultivo (Pineda, 2023).

Los resultados obtenidos en este estudio sobre el crecimiento poblacional de S. acutus
utilizando el medio EVCA concuerdan con un estudio previo. Lopez y Rios (2014)
emplearon una preparacion similar de EVCA utilizando HCI en el cultivo de S. acutus;
no obstante, en su enfoque metodoldgico neutralizaron el pH del medio con hidréxido de
sodio, logrando un méaximo crecimiento poblacional de 122 x 10* cel mL™ con una

concentracion de 15 mL L™ de EVCA. En nuestro experimento, se observé una densidad
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celular considerablemente mayor, alcanzando hasta 1164 x 10* cel mL™? con una
concentracion de 7.5 mL L™ de EVCA, lo cual posiblemente se deba al aporte nutricional
proporcionado por el acido acético con 7.5 mL L de EVCA, lo cual puede atribuirse al

aporte nutricional del &cido acético, el cual también incorpora carbono orgéanico.

Es importante resaltar la estabilizacion del crecimiento entre los dias 3, 4 y 5 en los
tratamientos con extracto de valvas de concha de abanico (EVCA) y el control (HM), que
puede sugerir un periodo prolongado de adaptacion inicial, donde las condiciones de
cultivo proporcionaron un entorno similar para el desarrollo de las microalgas. Este
equilibrio se reflejé en un crecimiento lineal parecido en todos los grupos (Figura 2).
Asimismo, podemos atribuir esta estabilizacion a problemas con el fluido eléctrico que
no logré ser controlado durante las 24 horas, lo cual pudo afectar la iluminacion y
agitacion de los cultivos, influenciando en la dinamica del crecimiento poblacional. Sin
embargo, a partir del dia 5, se observaron diferencias significativas, sugiriendo que los
nutrientes especificos del EVCA comenzaron a influir en el crecimiento celular,

desencadenando un crecimiento méas notorio en comparacion con el control con HM.

El acido acético, al ser un compuesto organico, proporciona una fuente adicional de
carbono para las microalgas (Figueroa-Torres et al., 2022) lo cual dirige un metabolismo
mixotrofico en S. acutus, reportado en estudios previos (Kamalanathan et al., 2018;
Urbina-Suérez, 2022), lo que habria contribuido a su crecimiento acelerado, pudiendo ser
heterotrofico. Asimismo, la presencia de carbono en forma de acido acético podria haber
mejorado la disponibilidad de sustrato para la fotosintesis (Znachor & Nedoma, 2010) v,
por lo tanto, aumentado la tasa de crecimiento de S. acutus. Ademas, es importante
mencionar que el acido acético también puede tener efectos positivos en la absorcion de
nutrientes por parte de las microalgas al acidificar ligeramente el medio, lo que facilita la
disolucién de minerales y nutrientes esenciales, por ejemplo, el calcio a pH ente 5.3-5.8

se solubiliza mas rapido (McMahon et al., 2005).

En Acutodemus obliquus (chlorophyta) se ha determinado que el acetado (derivado del
acido acético en nuestra reaccion) es un sustrato adecuado para su crecimiento
mixotréfico, lo que aumenta la tasa de crecimiento. Sin embargo, a pH < 5 el crecimiento
se inhibe en presencia de acetato, sin consumo aparente de acetato; mientras que a niveles
de pH entre 9 y 10 se consume todo el acetato (Lacroux et al., 2020). Estos resultados

concuerdan con los datos registrados de crecimiento y pH, por lo que podemos inferir
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que, usar acetato en vez de HCI, resulta mas ventajoso pues provee un pH adecuado, por
encima del limite inferior que tolera esta especie; ademas de proporcionar una fuente de

carbono organico.

Los resultados de biomasa mejores rendimientos con el medio EVCA en altas dosis (7.5
mL L), en comparacion con el medio HM (Tabla 6). EI medio HM produjo una biomasa
de 0.65 + 0.11 g L%, ya que es el medio estandar, lo que nos brinda un punto de partida
en términos de productividad de biomasa. Por otro lado, el medio EVCA a 2.5 mL L
(0.55+0.07 g LY) y5.0mL L™ (0.64 +0.06 g L'*) muestra biomasa ligeramente inferior
en comparacion con el control HM (Tabla 6). Jiménez & Rojas (2015), obtuvieron 0.443
g L con medio HM, Vésquez & Zavaleta (2017), determinaron 0.68 g L y Huertas &
Mazza (2019), estimaron 0.65 g Lt en cultivos de S. acutus con medio HM similarmente.
Estos resultados sugieren que, en la concentracion especifica de 2.5 mL L™ de EVCA, es
posible que algunos componentes del medio estén limitados, restringiendo el crecimiento

y la produccion de biomasa en esta microalga.

El medio EVCA a 7.5 mL L™ (0.93 + 0.17 g L) revela un aumento sustancial en la
biomasa en comparacion con los otros tratamientos (0.28 g L™* mas en promedio). Esto
indica que esta concentracion especifica de EVCA promueve un mayor crecimiento de
microalgas, posiblemente debido a la presencia de nutrientes y compuestos beneficiosos,
como el acido acético, que pueden haber actuado como fuentes de carbono y energia

adicionales para S. acutus.

Ademas, los resultados revelaron un aumento sustancial en el contenido de lipidos de S.
acutus cuando se cultivd en medios enriquecidos con EVCA. Esto es especialmente
evidente en los tratamientos con 2.5 mL L y 5.0 mL L de EVCA, que exhibieron
contenidos de lipidos significativamente mayores en comparacion con el medio de control
HM. Estos datos son consistentes con reportes previos que afirman que las microalgas
pueden acumular lipidos en respuesta a condiciones de estres, como la disponibilidad
limitada de nutrientes (Song et al., 2022; Trivedi et al., 2022) o la presencia de

compuestos organicos (Song & Pei, 2018), como también ocurrié con el acido acético.

Resulta interesante que el tratamiento con 7.5 mL L de EVCA muestra una disminucion
en el contenido de lipidos en comparacion con los tratamientos anteriores (Tabla 7). Este

fendmeno podria estar relacionado con la complejidad de las respuestas metabolicas de
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las microalgas a diferentes concentraciones de nutrientes y compuestos organicos (Cobos
et al., 2016). Se podria hipotetizar que, a una concentracion méas alta de EVCA, los
recursos podrian estar mas disponibles, lo que podria llevar a una menor necesidad de
acumulacién de lipidos como fuente de almacenamiento de energia. Esto implica la
disponibilidad de nitrogeno y fosforo, ya que a menos contenido de estos nutrientes se

incrementa la produccion de lipidos (Yaakob et al., 2021).

Comparando estos resultados con otras especies de Scenedesmus, es importante destacar
que diferentes especies pueden mostrar respuestas variadas a los mismos estimulos.
Algunas especies pueden tener una mayor capacidad para acumular lipidos en presencia
de acido acético, mientras que otras pueden no responder de la misma manera. Como en
S. obliquus se ha determinado concentraciones de lipidos de hasta 36.7% (Leyla et al.,
2022) y en S. rubescens hasta 42.9% (Lin & Lin, 2011), porcentajes que superaron
nuestros resultados con el EVCA (Tabla 7). Esto puede deberse a diferencias genéticas y
metabdlicas entre las especies de Scenedesmus, lo cual resalta la necesidad de estudiar y

seleccionar especies especificas para aplicaciones biotecnoldgicas basadas en lipidos.

Los resultados que muestran diferencias significativas en el pH de los cultivos de los
cultivos de S. acutus bajo diferentes tratamientos sugieren una influencia directa de ambos
medios de cultivo en el equilibrio acido-base del sistema. En el dia 0, se observa una
diferencia inicial en el pH entre los tratamientos, en donde los cultivos con el medio HM
presentando un pH mas bajo en comparacién con los tratamientos con el medio EVCA
(Tabla 8). Este fendmeno podria estar relacionado con la composicion quimica del medio,
ya que el HM incorpora HCI de la solucion de Hierro y H3POs de la solucion de fosforo
(Tabla 2).

El acido acético es un compuesto organico, que actia como un &cido débil en solucion
acuosa (Schiavoni et al., 2021). Cuando se disuelve en agua, el &cido acético libera iones
hidroxilo (OH-) durante su disociacion parcial (Teijon, 2006). Esto puede resultar en un
aumento en el pH del medio, ya que la formacién de iones hidroxilo puede neutralizar
parte de la acidez inicial. Por lo tanto, es plausible que la adicion de EVCA con &cido

acético haya contribuido a elevar los valores de pH en los cultivos de S. acutus.

A medida que avanzaron los dias, se observo una tendencia consistente en la que los

cultivos con EVCA mantuvieron valores de pH significativamente mas altos en
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comparacion con el medio HM (Tabla 8). Esta persistencia en las diferencias de pH a lo
largo del tiempo sugiere que el efecto del acido acético en el pH del medio fue duradero,
ademas del crecimiento de las microalgas, las cuales incrementan el pH con la actividad
fotosintética (Rojas, 2023). En ese sentido, se puede argumentar que la interaccion entre
el acido acético y otros componentes del medio, como los tampones y los iones en el

agua, contribuyeron a mantener el pH en niveles més alcalinos en los cultivos con EVCA.

En relacion a la temperatura, los resultados relativos a la fluctuacion de la temperatura en
el laboratorio revelan que esta variable experimento variaciones menores a lo largo del
periodo experimental, principalmente debido a las condiciones de confinamiento en el
entorno de laboratorio. A pesar de estas fluctuaciones, es importante destacar que los
valores de temperatura se mantuvieron dentro del rango éptimo para el cultivo de S.
acutus (Silva et al., 2020), oscilando entre 26.4 y 28.6 °C (Figura4).

La estabilidad de la temperatura en este rango 6ptimo es fundamental para el éxito de los
cultivos de microalgas, ya que las variaciones extremas de temperatura pueden tener un
impacto significativo en su crecimiento y metabolismo (Abalde et al., 1995). Las
temperaturas mas bajas pueden reducir la tasa de crecimiento, mientras que las
temperaturas mas altas pueden aumentar la evaporacion del agua y generar estrés térmico
en las microalgas (Loera-Quezada & Olguin, 2010). En este sentido, los resultados
indican que las condiciones de cultivo se mantuvieron adecuadas para el desarrollo de S.
acutus a pesar de las fluctuaciones observadas. Sim embargo, es importante recalcar que
existieron fluctuaciones de hasta 0.5 °C (Figura 4) debido a los microclimas que ocurren

dentro del laboratorio, insignificante para nuestro estudio.

25



VI. CONCLUSIONES

Se caracterizo quimicamente el medio experimental EVCA, el cual presenta los
nutrientes necesarios para el crecimiento de S. acutus, como calcio (17220 ppm),

magnesio (271 ppm), hierro (213 ppm.), nitrogeno (123 ppm) y fésforo (58 ppm).

El tratamiento con 7.5 mL L de EVCA presentd el crecimiento mas alto, con una
densidad maxima de 1164 + 64 x 10* cel mL en el dia 6, significativamente superior
al control HM (1090 + 53 x 10* cel mL™). Los niveles mas bajos de crecimiento se
vieron en los tratamientos con 2.5 mL L™ (950 + 156 x 10* cel mL™*) y 5.0 mL L™
(860 + 271 x 10* cel mLt) de EVCA, aunque aln superaron al control en densidad
celular. Estas diferencias se atribuyen al mayor aporte de nutrientes en los medios

con dosis mas altas de EVCA.

Los niveles de biomasa variaron significativamente segun las concentraciones del
medio. El uso de EVCA a 7.5 mL L resulté en la mayor biomasa (0.93 + 0.17 g L
1y en comparacion con el control HM (0.65 + 0.11 g L™) y otros tratamientos,
mostrando un gran potencial para aumentar la produccion de biomasa de S. acutus.
Este aumento se atribuye al aporte de carbono organico del acido acético, que puede

estimular un metabolismo heterotrofico.

Los tratamientos con EVCA afectaron el contenido de lipidos en S. acutus. Las
concentraciones de 2.5 mL Lt y 5.0 mL L de EVCA mostraron los niveles mas
altos de lipidos (30.61 £ 2.48'y 29.47 + 5.54%, respectivamente) en comparacion con
el control HM (18.88 + 2.50%).

Los tratamientos con EVCA tuvieron un impacto significativo en el pH de los
cultivos de S. acutus. Se observé una disparidad en el pH entre los tratamientos: el
medio HM mostr6 un pH inicial mas bajo que los tratamientos con EVCA debido a
la naturaleza acida del medio. Esta influencia del acido acético en el pH se mantuvo
constante durante todo el experimento, con los cultivos de EVCA manteniendo

valores de pH significativamente superiores en comparacion con el medio HM.

Estos resultados indican que el uso de EVCA, en concentraciones especificas,

aumenta el crecimiento, la biomasa y la acumulacion de lipidos en S. acutus.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos con mayores concentraciones de extracto de valvas de A.
purpuratus con acido acético (EVCA) para evaluar las posibilidades de maximizar
el crecimiento y la produccion de biomasa de S. acutus, y en otras especies. Esto
podria ayudar a identificar la concentracion mas beneficiosa para aplicaciones

industriales.

Realizar estudios adicionales para evaluar el impacto especifico del calcio (Ca) y el
magnesio (Mg) en el crecimiento de S. acutus. Esto podria ayudar a desentrafiar su

influencia en el desarrollo de las microalgas.

Comparar el comportamiento de diferentes especies de Scenedesmus en respuesta a
tratamientos similares, para determinar si existen diferencias significativas en su

capacidad de crecimiento y produccién de lipidos.

Realizar investigaciones sobre el impacto de otros acidos organicos ademas del acido
acetico en el crecimiento y la acumulacion de lipidos en S. acutus, lo que podria

proporcionar opciones adicionales para mejorar la produccion.

Realizar andlisis metabdlicos detallados para comprender mejor los mecanismos
bioquimicos subyacentes a la acumulacion de lipidos en S. acutus en presencia de

EVCA, que incluyan estudios transcriptomicos.

Profundizar en la relacion entre el pH del medio y la disponibilidad de nutrientes para

entender como estos factores se relacionan y afectan al crecimiento de microalgas.

Escalar los resultados en cultivos al aire libre, con la finalidad de terminar los

rendimientos a mayores escalas.
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Anexo 1. Ensayos pre-experimentales realizados en el laboratorio.

Anexo 2. Crecimiento poblacional (x 10* células mL™) estimado en los ensayos pre-
experimentales.

Tratamientos con EVCA (mL L1)

Dias
Control 2.5 5.0 75 10.0
0 75 75 75 75 75
7 852 775 745 1123 696

Anexo 3. Conteos microscopicos de S. acutus en los diferentes cultivos experimentales.
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Anexo 4. Determinacion del pH de los cultivos de S. acutus.

Anexo 5. Secado de la biomasa de S. acutus en la estufa.
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Anexo 6. Determinacion de la biomasa de los cultivos experimentales por método
gavimetrico.
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Anexo 8. Valores del crecimiento poblacional de S. acutus.

Dias TCR1 TCR2 TCR3 T1R1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3
0 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152 152
1 319 206 222 268 196 210 274 266 172 260 332 173
2 78 505 479 664 802 648 616 900 703 687 618 742
3 738 862 714 662 741 80 919 587 854 673 725 914
4 815 713 692 814 691 686 785 888 765 792 794 798
5 730 1037 861 759 747 717 754 725 883 961 750 1203
6 1140 1035 1096 1105 952 793 556 946 1078 1102 1161 1230
7 1004 1014 1019 704 850 757 839 895 717 778 654 1143

Anexo 9. Valores del pH de los cultivos de S. acutus.

Dias TCR1 TCR2 TCR3 T1R1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3
0 7.8 674 751 855 865 844 811 844 865 846 821 82
1 862 827 83 875 884 878 875 869 874 863 858 8.65
2 861 813 814 868 877 898 879 87 874 868 862 8.64
3 78 759 7.79 865 874 877 871 867 866 864 866 8.59
4 783 7.88 786 866 866 884 868 866 867 865 865 86
5 779 7.8 7.82 865 875 876 881 879 875 862 87 8.68
6 7.83 783 784 868 87 852 866 855 864 861 868 857
7 792 759 791 864 857 858 861 862 858 855 86 852

Anexo 10. Valores de la temperatura de los cultivos de S. acutus.

Dias TCR1 TCR2 TCR3 T1R1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3
0 263 268 267 267 266 266 266 265 265 263 263 26.6
1 273 275 274 276 274 278 279 275 273 273 273 275
2 278 288 279 283 27.8 292 288 285 284 278 283 286
3 272 277 271 273 273 282 279 275 273 271 273 26.9
4 278 284 278 278 276 285 283 278 278 273 278 276
5 281 286 281 283 282 288 286 282 281 281 281 275
6 283 286 281 283 281 291 289 286 283 278 285 276
7 269 279 26.8 271 26.8 282 279 271 269 265 273 266
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