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RESUMEN

Se evaluo el efecto del condensado de vapor de biofouling del cultivo de Argopecten
purpuratus, en el crecimiento poblacional y contenido de pigmentos de clorofila a, clorofila b
y carotenos totales de Tetraselmis suecica, en cultivos al aire libre. Para la elaboracion del
medio de cultivo experimental se usé el biofouling, obtenidos de la empresa Cultimarine
s.a.c.”, como medio de cultivo control se utilizo HM. Se emplearon 12 biorreactores plasticos
de 10 L de capacidad. Se emplearon tres tratamientos de CVB (40 mI L1, 50 ml L'y 60 ml L-
1 y un control, con 3 repeticiones cada uno respectivamente. Se determind el conteo celular 3
veces al dia (8am, 12pm y 6pm) con la ayuda de una camara de Neubauer. La mayor cantidad
de células se obtuvo a los cuatros dias de cultivo, en el tratamiento con 50 ml L™ de CVB
siendo superior a los demas tratamientos excepto al control, en el porcentaje de contenido de
clorofila a, B y carotenos, el tratamiento control obtuvo mayor cantidad en clorofila a y
carotenos, mientras que en clorofila  se obtuvo mayor cantidad con el tratamiento de 60 ml L
! de CVB.

Palabras claves: biofouling, T. suecica, pigmentos, crecimiento poblacional, clorofila a,

clorofila b, carotenos.
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ABSTRACT

The effect of the biofouling vapor condensate from the Argopecten purpuratus culture was
evaluated on the population growth and content of chlorophyll a, chlorophyll b and total
carotenes pigments of Tetraselmis suecica, in outdoor cultures. For the elaboration of the
experimental culture medium, biofouling was used, obtained from the company Cultimarine
s.a.c.", as a control culture medium, HM was used. 12 plastic bioreactors of 10 L capacity were
used. Three CVB treatments were used (40 ml L, 50 ml L™ and 60 ml L) and a control were
used, with 3 repetitions each, respectively. The cell count was determined 3 times a day (8am,
12pm and 6pm) with the help of a Neubauer chamber. The highest number of cells was obtained
after four days of culture, in the treatment with 50 ml L™ of CVB, being superior to the other
treatments except the control, in the percentage of content of chlorophyll a, B and carotenes,
the treatment the control obtained a greater quantity in chlorophyll a and carotenes, while in

chlorophyll B, a greater quantity was obtained with the treatment of 60 ml L of CVB.

Key words: biofouling, T. suecica, pigments, population growth, chlorophyll a, chlorophyll b,

carotenes.
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l. INTRODUCCION

El cultivo de “concha de abanico” en la region Ancash se ha desarrollado activamente,
convirtiéndose en una de las zonas mas productivas de la costa peruana. A su vez, genera
importantes cantidades de residuos que son vertidos directamente a los ambientes acuéticos o
terrestres, afectando negativamente el medio ambiente y la salud de los pobladores (Merino y
Encomendero, 2012), el biofouling ocasiona condiciones desfavorables para la crianza de A.
purpuratus, al limitar el flujo de agua hacia el interior de las linternas y con ello la
disponibilidad de oxigeno y alimento para los organismos en cultivo (Loayza, 2011).

Los subproductos de la maricultura pueden usarse en la preparacion de medios de cultivos
nutritivos para el crecimiento algal, por contener carbono y nitrégeno necesarios para su
desarrollo (Merino y Encomendero, 2012).

Los subproductos organicos, posibilitan la realizacion de cultivos heterétrofos que, segin
Barclay et al., (1994) presentan ventajas sobre la produccién fotosintética con un alto grado de
control de los procesos, que facilita el rapido crecimiento; facil mantenimiento de un
monocultivo con productos reproducibles; y bajo costo de procesamiento de la biomasa celular.

Las microalgas son un grupo diverso de microorganismos fotosintéticos con una estructura
simple lo que permite el rapido crecimiento celular y por lo tanto una mayor produccion de
biomasa (Li y Huang, 2009). Por esta razon, las microalgas son llamados microorganismos
fotoautotrofos, siendo la luz su principal fuente de energia y el diéxido de carbono (CO2) su
principal fuente de carbono (Martin, 2010).

La sencilla y rapida transformacién de la energia solar en energia quimica que convierte
posteriormente en su biomasa, la vuelve interesante para su transformacién en productos de
interés para la industria quimica y farmacéutica, alimentacion humana y animal, la acuicultura,
tratamiento de aguas residuales, biorremediacion y mas recientemente como biocombustibles;
jugando un importante papel en la captura de COz (Oligae, 2011).

Las microalgas presentan crecimiento elevado, y una de las ventajas es que acumulan
lipidos, por ello, tienen un interés comercial y son ampliamente utilizadas en la produccién
farmacéutica; la biotecnologia en las microalgas ha sido desarrollada en diferentes aplicaciones
comerciales, asi la alta productividad lipidica es aprovechada en la industria alimentaria para
la aplicacion en alimentos funcionales, también puede ser reutilizada en sistemas de produccién
de biocombustibles, procesos de avicultura, acuicultura o agricultura (Chisti, 2007; Harum et
al., 2010; Mehrabadi et al., 2015).
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Por otra parte, las microalgas, tienen un uso extendido como biofertilizante, tratamiento de
aguas residuales, eliminacion de contaminantes quimicos, ademas de eliminar patdgenos del
agua residual (Brennan y Owende, 2010). Por lo tanto, la biorremediacion con microalgas es
una alternativa por mayor capacidad de adaptacion a las condiciones y a la alta remocion de
nutrientes (Ortiz M. et al., 2018), especialmente de nitrogeno y fésforo (Bermeo, 2011).

Las microalgas estan entre los organismos mas eficientes en la conversion de energia solar,
cercana al 5%, muy lejos de los valores de uno de los cultivos de crecimiento mas rapido como
es la cafia de azUcar, que no llega al 1% (Adamczak, et al., 2009). Tienen capacidad para
sobrevivir en condiciones diversas y extremas, lo cual se refleja en la enorme diversidad y
muchas veces a su inusual patron de lipidos celulares (Sharma et al., 2012), pueden modificar
el metabolismo de los lipidos de manera eficiente en respuesta a cambios en las condiciones
ambientales.

En condiciones 6ptimas de crecimiento, donde se producen grandes cantidades de biomasa
microalgal, muchas de ellas alteran sus rutas biosintéticas de lipidos hacia la formacion y
acumulacion de lipidos neutros, principalmente en forma de triglicéridos, lo que permite que
las microalgas puedan soportar condiciones adversas.

Los cultivos de microalgas son considerados una tecnologia de mediana complejidad, con
desarrollo en escala de plantas pilotos (Flotats et al., 2011). Al tratarse de organismos vivos
involucran una serie de pardmetros (temperatura, nutrientes, luz y otros) que deben ser
considerados, evaluados, determinados y medidos para realizar con éxito un cultivo. Ademas,
cada parametro tiene un 6ptimo segun la especie cultivada (Grobbelaar, (2004); Richmond,
(2004); Park et al., 2011).

Uno de los aspectos méas importantes para tener en cuenta en la produccion de microalgas,
es la seleccion del medio de cultivo quimico y economicamente apropiado para utilizar en los
diferentes volimenes del sistema de produccion masiva. Cuando se trabaja con volimenes
grandes, el interés radica generalmente en el uso de medios de cultivo de bajo costo y que, a su
vez, aseguren altas densidades de los cultivos y buena calidad nutricional de las células (Abalde
et al., (1995); Alfonso y Martinez, 1988).

La eleccion de las especies a cultivar depende directamente de la finalidad que se le desea
brindar a la biomasa resultante (biomasa, pigmentos, alimento, etc.). Las especies algales
predominantes dentro de un sistema abierto dependen de factores ambientales, operacionales y
parametros biolégicos (McGriff y McKinney, (1972); Park et al. (2011); Abdel et al., 2012).
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En la produccion de organismos fotoautotrofos existen 2 disefios basicos (Borowitzka,
(1999); Contreras et al., (2003) y Tredici, 2004): cultivos abiertos, donde la biomasa esta
expuesta a las condiciones medioambientales; y cerrados, denominados fotobiorreactores, con
poco o ningln contacto con el medio externo (Contreras et al., (2003); Tredici, (2004); Posten,
2009). Un sistema de cultivo es disefiado en base a diversos criterios: la biologia de la(s)
especie(s) a cultivar (Borowitzka, (1999); Martinez, 2008); forma del cultivo; requerimientos
nutricionales, luminicos y resistencia al estrés (Martinez, 2008); relacion de la superficie
iluminada/ volumen del reactor que determina la velocidad de crecimiento (Contreras et al.,
2003 y Martinez, 2008); orientacion e inclinacion; tipo de sistemas de mezcla y dispersion de
gases; sistemas de limpieza y de regulacion de la temperatura; transparencia y durabilidad del
material (Borowitzka, (1999); Martinez, 2008); capacidad de escalado (Borowitzka, 1999). Por
altimo, son también importantes bajos costos de construccion y operacion para fines
comerciales (Martinez, 2008).

En un sistema cerrado se pueden lograr cultivos monoespecificos aislados del
medioambiente (Posten, 2009). El volumen de produccion depende de la cepa de alga
seleccionada, calidad del agua, nutrientes y de la ubicacién geogréfica. Tienen un gran
rendimiento y algunos acumulan hasta un 60% de su peso en aceites transformables tanto en
biodiesel y otros biocarburantes (Erazo et al., 2010). Un fotobiorreactor es un dispositivo
técnico cerrado disefiado para producir en su momento, masa y calor, entre sus ventajas se
encuentran: aislamiento del medio ambiente sin intercambio de gases y fuentes de
contaminacion externas, reduce el riesgo de contaminacion, mejora la reproducibilidad de las
condiciones de cultivo, brinda un mayor control de las condiciones hidrodinamicas y
temperatura, ademas de permitir un disefio técnico apropiado (Singh y Sharma, 2012).

Entre las microalgas de potencial importancia para la produccion de biocombustibles que
existen en los cuerpos de agua marina, se encuentra la T. suecica, la cual posee en base seca
52% de proteina y entre 15 a 23% de lipidos (Hirata et al., 2001), se caracteriza por ser un alga
Chlorofita, unicelular y movil, de 7 a 9 um de diametro y 10 a 16 um de largo (Diaz et al.,
2006). En cultivos autotroficos puede utilizar diferentes fuentes nitrogenadas como Urea,
fosfato diamonico, nitratos, nitritos, etc; y en cultivo heterotréfico como ensilado de pescado
puede metabolizar diversos aminoacidos y vitaminas, sintetizar &cidos grasos poliinsaturados
(Bold y Wynne, 1985).
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Actualmente, el gran desarrollo de los cultivos de A. purpuratus “concha de abanico” en la
Region Ancash ha traido aparejado ¢l establecimiento del “biofouling” o bioincrustantes, es
decir organismos que colonizan cabos, boyas, bolsas colectoras, pearl nets, linternas e inclusive
las valvas de “concha de abanico” ocasionando pérdidas econdmicas por el deterioro de
materiales, reduccion del tiempo de vida dtil, incremento del peso de las linternas que
disminuyen la flotabilidad del sistema e incrementandose los costos de mantenimiento
(Loayza, 2011). El desarrollo del biofouling cubre la superficie de las linternas causando seria
dificultades en los cultivos de “concha de abanico” por la disminucion del flujo de agua y del
suministro de alimento disminuyendo la tasa de ingestion y la disponibilidad de oxigeno,
afectando seriamente el crecimiento y supervivencia de los moluscos en cultivo (Claereboudt
etal., (1994); Maguire y Burnell, (1999); Uribe y Blanco, (2001); Navarro, (2001); LeBlanc et
al., (2002); Villarroel et al., (2004); Hincapi¢, 2007).

En la bahia de Samanco, Ancash, Per(, el biofouling estuvo compuesto por 29 especies en
verano y 38 en invierno. Donde se registraron 9 phylum de macroinvertebrados: Annelida,
Arthropoda, Bryozoa, Cnidaria, Chordata, Equinodermata, Mollusca, Platyhelminthes,
Porifera, y una Divisién: Rhodophyta; que practican 8 formas de nutricion: comensal,
detritivoro, filtrador, herbivoro, omnivoro, predador, productor y parasito. Durante el verano
la comunidad estuvo dominada por Semimytilus-Ciona Bugula y en invierno por Semimytilus-
Ciona. La biomasa fresca por linterna, producida en un periodo entre 2 y 3 meses, fue de 68,04
kg en verano y 73,42 kg en invierno. C. intestinalis el 29,0 y 22,22%, en verano e invierno,
respectivamente, en total 68,04 kg en verano y 73,42 kg en invierno, por lo que las diferencias
podrian guardar relacion con el nivel de productividad primaria, temperatura y condiciones
oceanogréficas, de los ecosistemas (Loayza, 2014).

Los métodos de produccion de microalgas, los méas conocidos son los que comienzan con
pequefios volimenes que, al alcanzar la fase de crecimiento deseada, se inoculan en volimenes
crecientes para la obtencion de un cultivo masivo. Estos cultivos son enriquecidos con medios
nutritivos complejos y costosos como menciona Walne, (1966); Guillard, (1975), por lo que es
necesario evaluar medios nutritivos mas economicos y que permitan un alto rendimiento de los
cultivos (Buitrago et al., 1989).

El elevado costo en la formulacion de los medios de cultivo convencionales es uno de los
principales problemas que limitan la produccion de microalgas con fines comerciales

(Coutteau, 1996). Como alternativa, se viene estudiando el uso de biofouling provenientes del
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cultivo de concha de abanico, como medio de cultivo alternativo, para el crecimiento T. suecica
en laboratorio con diferentes dosificaciones del condensado de biofluling del cultivo
suspendido de concha de abanico, obteniendo mejor tasa de crecimiento con los dosificados de
45 ml y 60 ml (Cérdenas y Valiente 2015). Asi mismo Yauri, (2015) empleo como medio de
cultivo ensilado de biofouling en T. sueccica en el crecimiento poblacional demostrando mayor
crecimiento poblacional y mayor concentracion de clorofila a.

Considerando la capacidad de aprovechar sustancias organicas y los ensayos preliminares
realizados, planteamos el siguiente problema de investigacion: ¢Cuél serd el efecto de la
utilizacion de condensado de vapor biofouling en el crecimiento poblacional, contenido de
pigmentos de T. suecica en cultivos al aire libre?

Como hipdtesis de investigacion se formuld:

Si en condiciones al aire libre se cultiva T. suecica con el condensado de vapor del
biofouling como medio de cultivo, en concentraciones de 40, 50 y 60 ml L%, se obtendran buen
crecimiento poblacional y contenido de los pigmentos de T. suecica con 50 ml L2,

El objetivo general fue evaluar la utilizacion de los condensados de vapor de biofouling
(CVB) en el crecimiento poblacional y contenido de pigmentos de T. suecica, en cultivos al
aire libre.

Los objetivos especificos fueron:

> Cuantificar el crecimiento poblacional (cél. mL™), tasa de crecimiento (n) y
tiempo de duplicacion (TD) de T. suecica en los cultivos, utilizando diversos
volimenes de condensado de vapor del biofouling (40, 50 y 60 mL.L™?) en
cultivos al aire libre.

» Determinar el efecto de la concentracion de condensado de vapor del biofouling
(40, 50 y 60 mL.L™) como medio de cultivo en el contenido de pigmentos de T.

suecica en cultivos al aire libre.

1. MARCO TEORICO
2.1. Fundamentos tedricos de la investigacion
El Peru es un pais que tiene condiciones excepcionales para la pesca y la acuicultura, gracias a
la riqueza de su mar, lagos y rios. Por ello, en este caso la acuicultura de concha de abanico se
constituye en una actividad econémica importante, generando divisas al pais, ademas de

convertirse en una fuente de sustento econdmico para familias, a través del cultivo y
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comercializacion de sus recursos, los cuales son demandantes de servicios indirectos (Sanchez,
2017).

Un factor que incide de manera importante en esta actividad, pero que ha recibido menos
atencion en cuanto a estudios se refiere, son las especies bioincrustantes (Pacheco y Garate,
2005). Todos los materiales expuestos al agua o a otro fluido sufren con frecuencia el fendmeno
conocido como fouling o incrustamiento, que consiste en la formacion de depdsitos no
deseados sobre las superficies que estan en contacto con dicho fluido (Jimenes, 2009).

El biofouling es considerado como un problema que tiene su origen en la formacion de
biopeliculas, por tanto, para entender los efectos y dinamica del biofouling y para designar
contramedidas adecuadas es importante comprender los procesos de formacion y desarrollo de
las biopeliculas (Flemming, 1991).

Loayza, (2011), menciona que estos obedecen a un modelo de sucesion, iniciado por un
proceso de adsorcién macromolecular, seguido por colonizacion bacteriana y epibiontes
unicelulares que desarrollan una matriz polimérica, en sustratos vivos y no vivos.

Loayza y Tresierra, (2014), coinciden en que el biofouling, En la bahia de Samanco,
Ancash, Peru, es practica corriente que los cultivadores de A. purpuratus para disminuirla
produccion de “biofouling” sobre las linternas de cultivo, las ubiquen a profundidades de 5-7
m; sin embargo, enfrentan problemas debido a la disminucion de las concentraciones de
oxigeno disuelto a esas profundidades.

Encomendero et al., (2006) menciona las grandes cantidades de desecho del cultivo
de A. purpuratus que son dispuestos en ambientes terrestres y acuaticos causando
complicaciones en el ecosistema, asi mismo Merino y Encomendero, (2012) nos dicen que
los lugares de disposicion final del biofouling son una fuente de contaminaciéon y
afectacion a la salud de la poblacion.

Los residuos del cultivo de A. purpuratus contienen cantidades importantes de
nutrientes que resultan significativos para los cultivos algales y la generacion de proteinas
y pigmentos (Merino y Encomendero, 2012), es asi como la microalaga T. suecica presenta
caracteristicas mixotroficas que le permiten asimilar nutrientes organicos presentes en el
biofouling (Van y Pulich, 1973).

El proceso de transformar el biofouling en un medio de cultivo para la produccion masiva
de microalgas tiene un especial interés ecoldgico, ya que contribuiria a reducir los impactos

negativos que la actividad maricultural esté generando (Merino y Encomendero, 2012).
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2.2. Marco conceptual

Biofouling

El término biofouling proviene de fouling. Son acumulaciones de microorganismos se
denominan biopeliculas o biofilms; se considera que son el primer estadio de formacion del
biofouling bioensuciamiento (Jiménez, 2009).
Segun Flemming (1991) los tipos de fouling se clasifican en: fouling por precipitacion, fouling
orgéanico, fouling particulado, biofouling o fouling biolégico.

Microalgas

Son Ilamadas microalgas una gran cantidad de especies que constituyen el fitoplancton, las
mismas que contemplan desde organismos autétrofos hasta microflagelados y microciliados
auxotrofos Las microalgas poseen una capacidad ficorremediadora que consiste en la
eliminacién o biotransformacion de contaminantes de un medio liquido o gaseoso. Estos
compuestos contaminantes son captados por la biomasa algal y pueden ser recuperados
mediante su cosecha (Hernandez y Labbé, 2014).

Condensacion

Paso del agua de estado gaseoso a liquido cuando la presion del vapor de agua es mayor
que la presion de vapor de saturacion. Este hecho se produce por el aumento del vapor del agua

0 por gue desciende en la presion de vapor de saturacién (Fernandez, 1992).

Crecimiento poblacional

Cambio de una poblacion en un cierto plazo y puede ser cuantificado por el nimero de
individuos en una poblacion por unidad de tiempo, para su mediciéon (Hernandez, 1996).
Pigmento

Es un material que cabida el color de la luz que refleja como resultado de absorcion
selectiva del color. La paraciencia de los pigmentos esta intimamente ligada al color de la luz
que reciben (Palma, 2012).
Cultivo al aire libre

Son sistemas comunes que comprenden tanto medios naturales como artificiales con

variedad de disefios (Hernandez y Labbé, 2014).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS
3.1 LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El trabajo de investigacion se realizo en el area superior del Laboratorio de Cultivo de
Especies Auxiliares, al frente del laboratorio de impacto ambiental, de la Escuela de Biologia
en Acuicultura, la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, ubicada en el
Distrito de Nuevo Chimbote, Provincia del Santa, Departamento de Ancash — Perd.
3.2 MATERIAL DE ESTUDIO
3.2.1 Muestra

Se obtuvo T. suecica del cultivo monoalgales del laboratorio de Cultivos de Especies
Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa, ubicada en el distrito de Nuevo Chimbote,
Provincia del Santa, Departamento de Ancash — Peru.
3.2.2 Mantenimiento de T. suecica

La cepa de la microalga marina T. suecica fue mantenida en medio Guillard /2
(Guillard, 1975), permaneciendo en condiciones monoalgales. EI experimento se llevd a
cabo en un matraz de 1L, de los cuales fueron utilizados 1 L de su capacidad para el
experimento. Se utilizé agua de mar previamente tratada y enriquecida con medio Guillard
f/2, bajo condiciones controladas de iluminacion, aireacion y temperatura.
3.3 METODOS
3.3.1 Tipo de investigacion: Experimental
3.3.2 Disefio experimental

Se utilizé el disefio experimental de estimulo creciente (Steel y Torrie, 1992), y conto
con tres tratamientos experimentales y un tratamiento control, para cada tratamiento se
realizo tres repeticiones; asi mismo, los cultivos algales iniciaron con un promedio de 17 x
10%cél mL* (Tabla 1).

Tabla. 1 Preparacion de las unidades experimentales

DISENO EXPERIMENTAL
TRATAMIENTOS REPETICIONES MEDIO DE CULTIVO

TC r rz rs 1mlLTHM

T1 rn rz rs 40 ml L*de CVB
T2 rn rz rs 50 ml L1de CVB
T3 ri ra2 rs 60 ml Lt de CVB
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3.3.3 Preparacion de medio de cultivo

e Medio HM (Heussler-Merino)

Este medio de cultivo fue desarrollado para el cultivo masivo de Scenedesmus acutus
para consumo humano utilizando fertilizantes agricolas en la que la presencia de
“impurezas”, constituidas por pequefias cantidades de diversos elementos minerales, se
constituirdn en micronutrientes para el crecimiento algal, (Merino, 2003). El cual fue
brindado por el laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la Universidad Nacional
del Santa.

Fue utilizado para el mantenimiento del indculo de T. suecica y tratamiento control,
afadido a razén de 1ml L. A continuacion, el contenido de los siguientes compuestos
estandares y condensados a vapor de biofouling (Tabla 2).

Tabla. 2 Composicién quimica del medio HM y de CVB.

Nutrientes HM CvB
(mL.LY) (mL.LY)
1 40 50 60
Nitrégeno amoniacal - 35.6 44.5 53.4
Nitrogeno Total 97.2 445 556.25 667.5
Potasio 19.2 0.096 0.12 0.144
Fosforo 11.2 0.0164 0.0205 0.0246

Fuete: Jimenes y Rojas (2015).
e Preparacion del condensado de biofouling (CVB).

El biofouling fue obtenido de una empresa acuicola, Cultimarine SAC. ubicada entre
los 09°10" y 09°17" LS y de 78°28" a 78°34" LW en la bahia de Samanco, Santa, Ancash,
Perq, el biofouling fue llenado dentro de una caja de tecnopor con hielo. Esta recoleccion
se realizd en el momento que los operarios realizaban el desdoble (cambio de sistemas a
los organismos segun su talla) y limpieza de los organismos en cultivo, retirando los
organismos epibiontes de las valvas y el exceso biofouling de los sistemas.

Inmediatamente, el biofouling fue trasladado hasta el Laboratorio de Cultivos de
Especies Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa de Nuevo Chimbote para el
desarrollo del experimento.

En el laboratorio se procedi6 a evaluar la presencia porcentual en peso de las especies
predominantes que compone el biofouling del cultivo suspendido de A. purpuratus, lo cual

estd compuesto como se menciona en la tabla 3.
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Tabla. 3 Porcentaje de Especies predominantes en biomasa del biofouling.

N° N. cientifico N. comdn Peso en Porcentaje
kilogramos (%)
(Kg)
1 Ciona intestinalis Ciona 0.6 4
2 Semimytilus algosus Chorito 0.3 2
3 Gracilaria sp. Pelillo rojo 4.8 32
4 Plathyxanthus orbignyi Cangrejo 0.9 6
5 Argopecten purpuratus Concha de abanico 0.3 2
6 Opbhiothrix sp. Ofiuro 0.45 3
7 Bugula neritica Briozoario 0.6 4
8 Halosydna brevisetosa Poliqueto 0.6 4
9 Neanthes succinea Nereis 0.6 4
10 Ampelisca sp. Salmonete 0.45 3
11 Caprella equilibra cochinillas 1.95 13
12 Austromegabalanus psittacus Picoroco 0.6 4
13 Eurypanopeus crenatus Mosca de las piedras 0.45 3
14 Hepatus chilensis Jaiba pufiete 0.3 2
15 Arbacia spatuligera Erizo 0.45 3
16 Actinostola sp. anémona 0.3 2
17 Pteria sterna Concha 0.15 1
18 Crepipatella dilatata lapa 0.15 1
19 Notoplana sp. Planaria 0.3 2
20 Rhodymenia howeana Alga 0.75 5
total 15 100

e Medio de cultivo experimental: condensado de vapor de biofouling (CVB)

Se utilizé 15 Kg biofouling, los cuales fueron sometidos a ebullicién, cuyos vapores
fueron condensados en un sistema condensador de vapores de Liebig (Fig. 1). Conteniendo
el matraz 200 gr de biofouling y 100 mL de agua durante 20 minutos, para asi obtener el

medio condesado, este procedimiento se repiti6 hasta obtener 5000 mL de condensado.
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Entrada de agua 7

Fig. 1 Condensador de vapores del biofouling.
Fuente: Pérez y Valera, (2009)

Los condensados obtenidos fueron enfriados y dosificados para los cultivos de T. suecica

como Unica sustancia que promueva en crecimiento heterotréfico de las microalgas.

3.3.4 Tratamiento del agua de mar

El agua de mar procedi6 de la playa “EL DORADQO” ubicada en la bahia de Samanco
(09° 11" 20” LS y 78° 33" 53” LW), Distrito de Nuevo Chimbote, Provincia del Santa,
Departamento de Ancash, Pert. El agua se filtrd6 con un tapiz de 4 p de diametro,
posteriormente con una manga de 1u de diametro de abertura de la malla, luego se dejo
sedimentar por 24 horas y se afiadié 1 mL de hipoclorito de sodio por cada litro de agua de
mar. Se dejo en reposo por 24 horas y se neutralizo con tiosulfato de sodio al 7 %, utilizando
1 mL por cada litro de agua de mar y final mente se dejo reposar por 24 horas para la

inhibicion del cloro y enseguida se coloc bajo aireacion constante por 24 horas (Fig.2).
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Fig. 2 Esquema de la secuencia para el tratamiento del agua de mar segiin Merino et al.

(2003).

3.3.5 Acondicionamiento de las unidades experimentales.

El cultivo inicial para todos los tratamientos fue de 10 L de agua a 100 % con un inéculo

de 17 x 10* cel.ml%, y se cultivaron en 12 biorreactores plasticos de 10L. de capacidad. Se

determind el conteo celular 3 veces al dia (8:00 am, 12:00 pm y 6:00 pm) con la ayuda de una

camara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad modelo Manienfeld fermani y un microscopio

optico Olimpus modelo CX31RBSFA con una profundidad de 0.1 mm. Se determind los

pigmentos por cromatografia, utilizando acetona al 90% con la ayuda de un espectrofotometro

modelo AcuaMate Plus para medir la absorbancia (Tabla N°4).

TRATAMIENTOS REPETICIONES AGUADE PROPORCION  MEDIOS DE
MAR CULTIVO

TC R1, R2, R3 10L 1mL. L? HM

T1 R1, R2, R3 10L 40 mL. L? CvB

T2 R1, R2, R3 10L 50 mL. L* CcvB

T3 R1, R2, R3 10L 60 mL. L* CcvB

Tabla 4. Acondicionamiento de las unidades experimentales

3.3.6 Composicién quimica del CVB

El medio de cultivo experimental CVB, para T. suecicca fue analizado por la

corporacion de laboratorios de ensayo clinico, biologico e industriales “COLECBI” S.A.C.

(Tabla 5).
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Tabla. 5. Cuadro comparativo de antecedentes y actual de analisis quimica del CVB
analizado por COLECBI S.A.C.

) CVB (2015) CVB (2020)
Nutrientes
(mg/L) (mg/L)
Nitrogeno amoniacal 3.86 890
Nitrogeno Total 1200 11125
Potasio 279.7 2.4
Faosforo 8.23 0.41

Fuente: Cardenas y Valiente, (2015).

3.3.7 Determinacién de la tasa de duplicacion y tasa de crecimiento para cuantificar la
poblacion

Se graficaron las curvas de crecimiento poblacional, la tasa de crecimiento especifico (1) y

el tiempo de duplicacion diaria (TD), los cuales fueron calculados utilizando datos del dia de

maximo crecimiento, segun la ecuacién dada (Guillard, 1973).

N
f
‘“( /No) In(2)
u=—==" TD = ——=
Ty - Ty u

Donde:

No = Numero inicial de células Nf = Numero final de células

To=tiempo inicial Tf=tiempo final K = Constante de crecimiento

3.3.8 Determinacion del crecimiento poblacional

El conteo del crecimiento poblacional de los cultivos algales se realizd 3 veces al dia
(8am, 12m y 6pm) hasta el sexto dia, las muestras fueron extraidas con la ayuda de una
pipeta de 1 ml, inmovilizando las células con una solucion de lugol a fin de facilitar los
recuentos celulares, el conteo celular se realizé con una cdmara Neubauer de 0.1 mm de
profundidad modelo Marienfeld, y un microscopio 6ptico Olimpus modelo CX31RBSFA,
en cinco cuadrantes (Stein, 1973).

N°cel. ml™! = Px10°
4xD
Donde:
P: promedio del conteo de alicuotas. D: diluciones hechas.
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3.3.9 Parametros ambientales de los cultivos algales

Se registro el pH, oxigeno (O2) y temperatura tres veces al dia (8 am, 12 pm y 6 pm)
utilizando un PH metro portatil - pH 600 series - OAKTON (0.01 sensibilidad) y la salinidad
se registrd con un refractometro de salinidad modelo Salinometro Rhs- 28 Atc (0.1
sensibilidad), La iluminacion fue acorde a las horas del dia, siendo de mayor cantidad de
luz en horas del mediodia.
La aireacion fue suministrada constante por un Blower de 1.2 HP, proporcionando aireacion
a los cultivos, con el propdsito de evitar la sedimentacion algal y favorecer la constante

exposicion de las algas a la luz e incrementando el contacto de los nutrientes con las algas.

3.3.10 Determinacion de clorofila a, b y p - carotenos

La determinacion de pigmentos fue realizada en el Laboratorio de Impacto Ambiental y
Limnologia de la Universidad Nacional de Santa, mediante el método espectrofotométrico, Se
utilizé 10 ml de cultivo de cada unidad experimental, los cuales fueron extraidos en tubos de
ensayo al mismo tiempo del conteo celular; a las muestra extraida se la centrifugé con la ayuda
de una centrifuga Ref. S — 240 a 5000 rpm, por espacio de 15 min, luego se extrajo el
sobrenadante de tal manera que s6lo queda una muestra solida, la cual se llevé a una estufa a
45 °C por un lapso de 12 horas, luego se adicion6 3ml de acetona al 90%, para posteriormente
centrifugarse a 5000 rpm por 3min (Ulloa, 2011; Badillo et al., 2010).
El sobrenadante fue analizado en el espectrofotometro para medir la absorbancia con
longitudes de onda de 470nm, 645nm y 662 nm, con los que se determind los picos de absorcion
méaxima de clorofila a, b y B — caroteno. Para una mejor lectura se fijé como blanco a la acetona
al 90%.

Para la obtencion de las cantidades de  — caroteno se utilizo las siguientes formulas:

Clorofila a: (11.75 x Ass2) — (2.350 x Asas)

Clorofila b: (18.61 x Asas) — (3.960 x Ass2)

(1000 X A,o) — (2.270 X C,) — (81.4 X Cp)

x+C = 227
Donde:
Asge2: absorbancia a 662 nm de longitud de onda Ca: clorofila a.
Aess: absorbancia a 645 nm de longitud de onda Ch: clorofila b.
Aus70: absorbancia a 470 nm de longitud de onda Cx +c: caroteno total.
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3.3.11 Técnicas de procesamiento y anélisis de datos
Se empled el disefio aleatorio completamente al azar con nueve tratamientos y méas un
control y tres réplicas de cada uno, aplicandose analisis multifactorial para establecer
diferencias entre promedios (Steel y Torrie, 1988), con un nivel de significancia del 5%. El
procesamiento de datos se realizd segin TUKEY, a través del programa estadistico IBM
SPSS Statistics version 20 en espafiol.

IV. RESULTADOS

4.1 Crecimiento poblacional de T. suecica.

Los cultivos se iniciaron con 17x10* cel/mL, en todos los tratamientos y sus réplicas.

En el segundo dia, en horas de 8am a 12m, el T2 registré mayor concentracion celular de
74.4x10* cel/mL? (p>0.5). A las 6pm todos los tratamientos tuvieron un crecimiento
significativo, pero, el tratamiento control presenté una mayor concentracion celular de
16,68x10° cel/mL™.

En el tercer dia, a las 8am el T3 tuvo una reduccion poblacional (86x10* cel/mL™), el mayor
crecimiento poblacional lo present6 el T2 que fue de 14x10° cel/mlt (p<0.05). A las 12m el
T3 tuvo una alta concentracion celular de 22.58x10° cel/mL* a comparacion del T3 (95x10*
cel/mL™Y) (p<0.05). A las 6pm todos los tratamientos tuvieron un crecimiento significativo,
siendo el TC quien presentd mayor concentracion celular, de 21.63x10° cel/mL™.

En el cuarto dia, a las 8am los T1 y T3 tuvieron diferencias significativas con respecto al
T2 (p<0.05), teniendo el T2 una alta concentracion celular (11.36 x10° cel mI™%). Sin embargo,
el TC tuvo una mayor concentracion (22.48 x10° cel mI™%). Alas 12 pm los T1, T2 y T3 tuvieron
menor concentracion de densidad celular que el TC (23.82 x10° cel mIY) y a las 6pm el T2 tuvo
mayor concentracion celular (22.54 x10° cel mlt), mientras que el TC fue mayor (28.43 x10°
cel mlY).

En el quinto dia, a las 8 am, se obtuvo mayor crecimiento en el TC con 25.56x10° cel/ml™,
mientras que de los tratamientos experimentales el T2 tuvo mayor crecimiento (p>0.05) con
16.09x10° cel/ml?, a las 12 pm todos los tratamientos presentaron incrementos significativos
(p<0.05), siendo el de mayor concentracién celular el tratamiento control. A las 6 pm se registra

el punto de quiebre de todos los tratamientos experimentales, siendo el T2 quien tuvo una
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mayor concentracion celular (14.95x10° cel/mL™), a diferencia del TC que mantiene su
crecimiento de 25.84x10° cel/mL™.

Al sexto dia, se evidencia reduccion celular en los tratamientos, a las 8 am los T1y T2
(p>0.05), tienen diferencias significativas con el T3 (p<0.05), teniendo una mayor
concentracion el T1, mientras que el TC evidencia una ligera reduccion. A las 12m y 6pm el
T2 tuvo una mayor densidad celular en comparacion a los demas tratamientos (p<0.05).

Al séptimo dia, a las 8am el T3 tuvo mayor concentracion celular (17.05x10* cel/mL™) con
respecto a los demas tratamientos (p<0.05). Sin embargo, todos los tratamientos tuvieron una
reduccién significativa.

Se observo la tendencia del crecimiento poblacional de T. suecica, que alcanzd valores

elevados en el dia 4, para luego declinar en el dia 7, como se muestra en la fig. 3.

350
300
250
200

150

Densidad poblacional (X104)

Dias de cultivo

CONTROL 40mL 50mL 60mL

Fig. 3 Variacion del crecimiento poblacional de los cultivos de T. suecica cultivados en aire
libre con medios de cultivo HM y 40, 50 y 60 mL L-1 de CVB.

4.2 Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacién poblacional de T. suecica.

Las tasas de crecimiento (p) y tiempo de duplicacion poblacional (TD) de T. suecica
fueron determinadas en el dia 4 de cultivo.
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Tabla 6. . Pardmetros de crecimiento poblacional de T. suecica dosificados con medio
experimental CVB y control HM.

PARAMETROS HM (mL L) CVB (mL L)
1 40 50 60
Densidad inicial (x 10* cel mIY) 170 170 170 170
Densidad final (x 10* cel mI%) 2843 2067 2255 1770
Dia 4 4 4 4
b (d?) 0.25 #0.02° 0.11 #0.02® 0.12 =+0.01° 0.06 +0.01
TD (d) 285 #0.03° 6.02 +0.02® 561 +0.01° 10.16 =+0.01°

Tasa de crecimiento (p) y tiempo de duplicacion diaria (TD) poblacional
Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia significativa
(p>0.05).

La mayor tasa de crecimiento poblacional (i) en los tratamientos fue determinado en los
cultivos de T. suecica dosificados con 50 mL.L™* de CVB (T2) y la menor tasa de crecimiento
en los cultivos con 60 mL.L™ de CVB (T3), en comparacion que el control, asimismo, el tiempo
de duplicacion poblacional (TD) presentaron valores inversos (tabla 6), porque a mayor tasa
de division menor tiempo de duplicacion.

4.3 Contenido de pigmentos de T. suecica.

El mayor contenido de clorofila a fue reportado por el TC (8.07 ng/g), seguido del T3 (2.37
ug/g), T1 (0.85 ng/g) y el T2 (0.65 ng/g). Respecto a la clorofila B, el mayor contenido de
pigmentos fue determinada en el T3 (5.86 ug/g), seguido por el T2 (4.41 ug/g) el T1 (3.51
pa/g) y el TC (0.72 pg/g). Asimismo, el contenido de carotenos, el TC presento el valor mas
alto (9.54 pg/g), sequido del T1 (1.65 pg/g), T2 (0.62 pg/g) y el T3 (0.08 pg/g). (fig. 4)

12.00
10.00
8.00
o 6.00
% 4.00

2.00 .

Clorofila A Clorofila B Caroteno
PIGMENTOS
CVB (ml-1)

EHM m40 m50 m60
Fig. 4 Contenido de pigmentos en las células del cultivo de T. suecica cultivadas al aire libre.
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4.4 Evaporacion en los cultivos de T.suecica.
La evaporacion del agua de los cultivos al aire libre fue estadisticamente igual, aunque el
T3 presentd valores ligeramente mas altos (tabla 7).

Tabla 7. . Evaporacion del agua de los cultivos de T. suecica cultivados al aire libre
dosificados con CVB.

Volumen L (L?)

PARAMETROS

TC T1 T2 T3
Volumen Inicial (mL) 10000 +0 10000 +0 10000 +0 10000 0
Volumen Final (mL) 8700 +100? 8686 +100? 8633 +58? 8600 +58?
Evaporacion (mL) 1300 +100% 1314 +100% 1367 +58? 1400 +582

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia significativa (p>0.05).
4.5 Variacion de la temperatura en el cultivo de T. suecica.

La temperatura del agua de los cultivos algales de T. suecica fluctud entre 22.12 °C y 39.13
°C sin presentar diferencias significativas en los tres tratamientos y el control (p>0.05), y
fueron superiores a la temperatura ambiente. (Fig. 5).

CONTROL 400mL 500mL 600mL ecccce T.AM.
__ 40
S
— 35
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S 30 -
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=25 . . <o -
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|2 08:0012:0018:0008:0012:0018:00/08:0012:0018:0008:0012:0018:00/08:0012:0018:00/08:0012:0018:00
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Dias de Cultivo

Fig. 5 Variacion de temperatura del agua (°C) de los cultivos de T. suecica al aire libre
dosificados con CVB.

4.6 pH en el cultivo de T. suecica.
Los valores de pH del agua en los cultivos de T. suecica en el primer dia no presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos con valores de 8.38 hasta 9.21 (p>0.05).
En el segundo dia, los valores fluctuaron entre 8.82 y 10.04 para el T3y TC respectivamente.
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Como se observa en la fig. 6 a partir del dia 2 al dia 6 el T3 siempre presento los valores
mas bajos y el TC los valores mas altos, asimismo, al quinto dia a las 12 pm se puede evidenciar
una reduccion de pH en todos los tratamientos. Lo mismo ocurre en el dia 6.

También, los valores del pH del agua de los cultivos presentaron mayores valores en horas

de la tarde.
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Fig. 6 Variacion de pH del agua de los cultivos de T. suecica cultivados en aire libre
dosificados con CVB.

4.7 Oxigeno en el cultivo de T. suecica.

La variacion de oxigeno disuelto en el agua de cultivo de T. suecica desde el primer dia a
las 8 am no tuvieron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos incluido el
control, mientras que a las 12 pm los tratamientos tuvieron diferencias significativas (p<0.05)
respecto al TC (11.8 ml/L) que tuvo una mayor concentracion, a diferencia de los tratamientos
dosificados con CVB que todos tuvieron de 8.2 a 8.7 (ml/L). Este comportamiento se repitio
para los dias posteriores al medio dia.

Durante todos los dias de cultivo el T1, T2 y T3 tuvieron menor concentracién de oxigeno

respecto al TC, tanto a las 8 am, 12 pmy 6 pm (Fig. 7).
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Fig. 7 Variacion del oxigeno disuelto (ml/L) de los cultivos de T. suecica al aire libre
dosificados con CVB.

4.8 Salinidad en el cultivo de T. suecica.

La variacion de la salinidad de los tratamientos estuvo directamente relacionada con la
evaporacion diaria. Y pese a presentar diferencias, todos los cultivos mostraron incremento
continuo (Fig. 7). El tratamiento control mostré el mayor incremento en la salinidad de 37.7 a
40.98), en comparacion al T3 (35.4 a 37.91). Asimismo, los valores de la evaporacion durante
la experiencia de 6 dias fluctuaron de 32 hasta 41 (fig. 8), demostrandose que todos los

tratamientos dosificados con CVB presentaron valores menores al control.
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Fig. 8 Variacion de salinidad de los cultivos de T. suecicca cultivados en aire libre
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V. DISCUSION

El empleo de los desechos generados de la actividad del cultivo de A purpuratus, genera
grandes cantidades de desechos ricos en nitrégeno y carbono (Merino y Encomendero, 2012).
Asi como las muestras colectadas de biofouling, donde el mayor representante fue la especie
Gracilaria sp, rica en proteinas y componentes nitrogenados, llegando a alcanzar hasta el 41.9
9/100g (Toledo et al., 2009), asi mismo el resto de las especies registradas tienen cantidades
importantes de proteinas y compuestos nitrogenados (Merino y Encomendero, 2012), lo que se
refleja en el alto contenido de nitrogeno total (11125 mg/I) obtenido en CVB.

El cultivo de T. suecica, empleado en esta investigacion, es utilizado como alimento vivo
para larvas de moluscos, peces y crustaceos, con potencial produccion de biodiesel (Rodolfi et
al., 2009).

El alto contenido de N (11125 mgL-!) del CVB utilizado como medio de cultivo de T.
suecica al aire libre permitié obtener crecimiento y alto contenido de clorofila b. El contenido
de nutrientes de los medios de cultivos (HM y CVB) permitieron el crecimiento continuo hasta
el 4° dia con valores mayores en el tratamiento control a las 6pm con (2.8 x 10° cél mL™?)
seguido con las dosificaciones de 50 mL.L™ de CVB (2.3 x 10° cél mL1), 40 ml L ! de CVB
(2.1x 105 x cél mL) y 60 ml L't de CVB (1.8 x 106 cél mL™) (Fig. 3), casi similares a los
obtenidos por Céardenas y Valiente, (2015) con dosificacion de 60 ml L™ (2.2 x10° cél.mL™).
Igualmente, como los obtenidos en cultivos batch utilizando NaNO3 (1.3 x10° cel. mL™) y urea
(1.8 x10° cel. mLt) por Fabregas et al., (1985). Los mejores crecimientos de las dosificaciones
de 50 mL Lty 40 mL.L de CVB si mostrar diferencias significativas, podria ser consecuencia
del mayor balance de nutrientes del condensado.

Cabe destacar que el medio de cultivo control (HM), tuvo la mayor concentracion celular
de la investigacion, respecto al cultivo experimental CVB, con 2.89 x10° cel. mL™* (>0.05).
Merino, (2003), menciona que, la composicion quimica de nutrientes, como el contenido de
nitrégeno 97.2 mg/L, de potasio 11.2 mg/L, de fosforo 19.2 mg/L favorecen el elevado
crecimiento algal. No obstante, es importante resaltar que, segun los resultados de los analisis
realizados al medio de cultivo CVB, se reportd un alto contenido de nitrégeno 11125 mgL™?, lo
que favorecié a la dosificacion 50 mL.L™. Sin embargo, en un estudio similar Céardenas y
Valiente (2015) reportaron menor valor de nitrogeno de 1200 mgL™. La presencia de nitrégeno

organico en el CVB es mas aprovechable que el nitrogeno inorganico (HM) y ademas es un
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constituyente esencial de todas las proteinas estructurales y funcionales en las células de algas.
(Ponte y Ruiz, (2013); Grau y Meléndez, 2018).
Se han realizado varios estudios en cuanto al efecto de los nutrientes en el crecimiento de
Tetraselmis, en general, el medio mas utilizado para el cultivo de esta microalga es el /2
(Guillard, (1962); Chen et al., 2008) estudiaron cultivos heterotroficos, mixotréficos y
autotroficos de Tetraselmis y determinaron que el cultivo mixotréfico tiene mucho mejor
desempefio en cuanto a volumen y densidad celular, asi como, en velocidad de crecimiento.
Asi también, Jiménez y Prada (2012) determinaron los valores més altos de la densidad
poblacional de Tetraselmis , dosificando 80 ml L de ensilado de desechos blandos de A.
purpuratus (3.94 x 10® cel mL™) debido al alto contenido de aminoacidos derivados de la
degradacion bacteriana de las proteinas presentes en dicho ensilado, siendo similares a lo
reportado por Valiente y Cérdenas (2015) quienes tuvieron un crecimiento poblacional con el
tratamiento de 60 ml L™ (2.44 x 106 cel mL*) debido a la presencia de sustancias aromaticas
organicas (aminoacidos, amidas, etc.) en el CVB. En este trabajo de investigacion se presentd
una alta concentracion celular con el tratamiento de 50 ml L%, corroborando lo reportado por
las autoras.

Al considerar la tasa de crecimiento (1) en nuestra experiencia tomamos en cuenta su
relacion inversa con el tiempo de duplicacién diaria (TD), de tal manera que, el incremento de
la p significo mayor densidad microalgal (cel mL™); nuestros resultados demuestran que los
mejores valores de la p se han determinado en los cultivos dosificados con 40 mL Ly 50 mL
L de CVB (0.11y 0.12, respectivamente) siendo mejor el control (0.25), correspondiendo los
valores de TD de 6.2 , 5.61, 2.85 dia-1 para las dosificaciones de 40 Lty 50 mL L y control
antes mencionado, demostrando la asimilacion de los nutrientes presentes en el CVB y la
existencia de una adecuada relacion N/P como indicador de buen balance de nutrientes (Molina
etal., 1991).

Con respecto a la Temperatura ambiental del 1° a 7°dia, se registraron a las 8am (14 a 16
°C), 12m (23° a 30 °C) y 6pm (13 a 20 °C). Sin embargo, en el quinto dia se registraron valores
muy altos a las 12 pm, valores que oscilaron de 37.93 °C (T3) a 39.13°C (TC), favoreciendo el
crecimiento algal ya que es un factor muy importante. Por otro lado, al 6° dia a las 6 pm la
temperatura de todos los tratamientos disminuy6 drasticamente, llegando a 22.12°C (TC) y a
22.38°C (T3). Cabe mencionar, que las microalgas toleran rangos de temperatura variable,

dependiendo de la especie, asi, algunas especies suelen estar por debajo de los 25 °C, mientras,
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que otras especies soportan hasta los 36 °C (Abalde et al., 1995). Sin embargo, la FAO (2008)
afirma que la temperatura Optima para el crecimiento de T. suecica es de 18°C, mostrando su
amplio rango de tolerancia e indicando que es un pardmetro de suma importancia ya que, regula
el metabolismo de las microalgas, la composicion de la biomasa y la velocidad de crecimiento,
mientras que Zare (2018) menciona que Una temperatura dptima para el crecimiento puede dar
como resultado celulas de algas con un tamafio celular minimo, contenido celular bajo en
carbono y nitrégeno, mientras que una temperatura inferior o superior al nivel 6ptimo puede
conducir a aumentos en el volumen celular y contenido bioquimico alto.

Richmond (1986) menciona que las microalgas muestran una clara dependencia respecto
al pH del medio de cultivo y diferentes especies varian ampliamente en su respuesta al mismo.
Cada microalga presenta un pH éptimo para su cultivo entre (7 y 8). Un descenso de pH puede
ser letal, en cambio suelen soportar mejor los incrementos de pH, hasta un cierto limite.

Se reporta cultivos de T. suecica en intervalos de pH de 7.3 a 8.5 segin Millan-Nufiez et
al., (2010) y de 8.2 a 9.1 bajo el efecto del ensilado de desechos blandos de concha de abanico
(Jiménez y Prada, 2012). Por tal motivo, se puede aseverar que, el pH del cultivo de esta
investigacion se encontré en un rango adecuado durante los 4 primeros dias donde vario desde
8.8 hasta 10.77, posterior a los 4 dias mostré una caida moderada en el ph lo cual esta
directamente relacionada con la densidad poblacién segin Martinez (2008); Park et al., (2011)
(fig. 5) lo cual no afectaria a los cultivos porque los rangos de pH se encuentran dentro de lo
Optimo para el cultivo de T. suecica.

Los valores de salinidad segun Zare, (2018) menciona que la fotosintesis de las algas es
inhibida por el estrés osmético, estado de fotoinhibicion, respuesta inducida por el estrés de la
salinidad, de acuerdo a nuestros resultados la salinidad estuvo en aumento de acorde a los dias
y en consecuencia de la evaporacion y estos resultaron desfavorecieron al crecimiento
poblacional, obteniendo valores de salinidad hasta 39.33 en el tratamiento 3 (40 mL L), es
decir como menciona Rubio (2015) que a medida que se incrementa la concentracion salina
afecta el crecimiento celular disminuyendo su concentracion, de la misma manera Serpa,
(2005) observa que hay una relacion inversa entre la densidad celular promedio y el nivel de
salinidad, donde a mayor salinidad obtuvo menor densidad del promedio final de las cuatro
cepas evaluadas.

Respecto al contenido de los pigmentos, Serpa y Calderon, (2006), evidenciaron que la

cantidad de clorofila se correlaciona positivamente con la densidad o biomasa celular y que las
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fuentes de nitrogeno promueven la acumulacion de clorofila, considerandose como un
indicador del crecimiento poblacional debido a que mayores niveles de clorofila promueven la
mayor produccion de oxigeno y radicales oxidantes, y segin Becker (1994) el contenido de
pigmentos clorofilianos en las microalgas se consideran abundantes entre 0.5 a 1.5% de su peso
seco total, coincidiendo con nuestros resultados en los que los mayores valores de clorofila a
(%) en los cultivos de T. suecica, se hallaron en el tratamiento control (2.42 %) y con respecto
a los dosificados CVB se hall6 que la mayor cantidad de clorofila a, lo presento el dosificado
de 60 ml L (0.81%) y los menores porcentajes fueron encontrados en los dosificados de 40
ml L (0.34%) y 50 ml L (0.28%); mientras que los mayores porcentajes de clorofila B se
hallaron en los dosificados de 60 ml L (1.64%) y 50 ml L™ (1.58%), mientras que el dosificado
40 ml L (1.15%) y el control (0.33%) presentaron los menores valores de clorofila B .

Se ha demostrado que el contenido de clorofila a y en general los pigmentos fotosintéticos
de células de microalgas cambian cuando son expuestas a condiciones de estrés, limitacion de
luz, variaciones de temperatura o nutrientes segin Goericke y Montoya, (1998); Descy et al.,
(2000), por lo que, el estrés generado por la variacién de luz y temperatura explicaria la
disminucion del porcentaje y biomasa de la clorofila a en los dosificados CVB (40 ml L, 50
ml Lty 60 ml L) y que cambian sus rutas metabolicas, para preferir un comportamiento
autotrofo del alga, por la composicion béasica de los nutrientes segin (Braida V. et al., 2016).

Segln Manrique (2003) la clorofila B es pigmentos accesorios, cuya funcion es por una
parte ampliar el espectro de absorcion de los pigmentos primarios y por otra de servirles como
sistemas de proteccion frente a la luz excesiva, lo que nos indicaria que como mediada de
proteccion ante es estrés luminico los dosificados de CVB (40 ml L, 50 ml L'ty 60 ml L?)
incrementaron sus niveles de clorofila 3, con respecto al control.

Asimismo, Spolaore et al., (2006), consideran que las microalgas son ricas en carotenoides
cuando tienen un porcentaje de 0.1 a 0.2%, en nuestra investigacién el control (3.25%), los
dosificados 40 ml L™ (0.66) y de 50 ml L™ (0.27) se consideran ricos en carotenoides, mientras
que el tratamiento de 60 ml L™ tuvo un porcentaje de 0.03%, no considerandose como rico en
carotenoides. Varios autores Vieira y Klaveness, (1986); VVonshak, (1986); Henriksen et al.,
2002, mencionan la importancia de la fuente y concentracion de nitrogeno en el crecimiento y
composicién bioquimica de las microalgas; asimismo, el agotamiento de nitrdgeno en el medio
puede causar el cese de la division celular, aunque el metabolismo del carbono continta
(Beopoulos et al., 2009).
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La formacion y acumulacion de las clorofilas a y B, que segun Raven (1988); Liotenberg
et al., (1996), son reserva de nitrégeno debido a la estructura quimica basica de las porfirinas
y son de vital importancia en el crecimiento microalgal.

Asi mismo, las microalgas tienen la capacidad de crecer y hacer fotosintesis con diferentes
nutrientes como las sales minerales en condiciones autotroficas y sustancias organicas en
condiciones mixotréficas (Ortiz et al., 2010). Un balance de sales minerales, nutrientes y
condiciones de estrés luminico presentes en los dosificados CVB restringen el crecimiento de
T. suecica y la produccion de clorofila o y amentando los niveles de clorofila 3, como lo
menciona Fanor et al., (2012), que, en relacion con la intensidad luminica del dia, no se
encontrd diferencia estadisticamente significativa para el contenido de clorofila a, pero si para
la cantidad de clorofila 3, lo que nos indica que el trabajo realizado brinda informacion sobre

las dificultades y ventajas para la produccion de claofila a, b y carotenos.
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VI. CONCLUSIONES

Las mayores densidades poblacionales de T. suecica fueron obtenidas en el dia 4; en
los cultivos dosificados con 40 y 50 mL L de CVB con valores de 20.7 x10° cel./mL"
1y 22.6 x10° cel./mL™* respectivamente.

La mayor tasa de crecimiento (W) en el dia 4 de los cultivos dosificados con CVB fue
determinado en los cultivos dosificados con 50 mL L de CVB (0.12) y fue menor al
control HM (0.25).

Las variaciones de la temperatura (22.12°C a 39.13°C) y del pH (8.38 a 10.04) de los
cultivos dosificados con CVB no afectaron el crecimiento poblacional de T. suecica;
asimismo, la concentracion de oxigeno, mayor de 5 mgL™ revela buena actividad
fotosintética del crecimiento algal.

El mayor contenido de clorofila a fue reportado por el tratamiento control (8.07 ug/g)
en comparacion con los experimentales de CVB; T3 (2.37 pg/g), T1 (0.85 png/g) y el T2
(0.65 pg/g); la clorofila b presenta mayor concentracion con el T3 de CVB con (5.86
ug/g) respecto al TC que solo llega a (0.72 pg/g). Respecto a los carotenos el TC
presento mayor concentracion (9.54 pg/g) comparado con los experimentales de CVB
que tuvieron T1 (1.65 pg/g), T2 (0.62 ng/g) y el T3 (0.08 pg/g).

Los cultivos algales demostraron que las condiciones al aire libre afectan
considerablemente el crecimiento poblacional y contenido de pigmentos respecto al
control y que estas mismas condiciones al aire libre genera el aumento del pigmento de

clorofila b en los dosificados de CVB.
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VIl. RECOMENDACIONES

Considerando las grandes cantidades de biofouling que se generan durante el cultivo de A.
purpuratus y la habilidad de la microalga T. suecica para metabolizar los nutrientes de
origen organico presentes en el medio de cultivo CVB, es necesario realizar ensayos de su
cultivo a mayor escala con la finalidad de desarrollar una metodologia que permita la
obtencion de pigmentos algales que puedan ser utilizados como insumos para la industria
cosmética y alimentaria.

Continuar con el experimento haciendo otras mediciones de calidad de agua como
conductividad eléctrica, amonio, nitrito, nitrato, CO., intensidad luminica entre otras, para
conocer como la microalga puede ayudar en la biorremedacion.

Realizar trabajos incrementando la salinidad u otro parametro de calidad de agua para
comprobar si tiene relacion con el incremento de la concentracion de pigmentos.

Realizar cultivos masivos al aire libre en piletas someras y en biorreactores de grandes
volimenes tendiendo a instalar centros de produccién algal aprovechando los residuos del
cultivo de concha de abanico y la disponibilidad de terrenos eriazos y arenosos aledafios a
los centros de cultivo y procesamiento de concha de abanico. Asimismo, el desarrollo de
nuevas metodologias (extractos acuosos, condensados de vapores) y/u optimizacion del
cultivo masivo (piletas, biorreactores) permitiran el posicionamiento de nuestra
universidad como lider en la produccion de biomasa algal utilizando residuos de la

pectinicultura.
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IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Anexo 1. Elaboracion del medio de cultivo condensado\de vapores de biofouling

L /0 o

i
l,
4

Se coloco6 en un matraz 200 g
agregando 500 mL de agua

Se conecté a un condensador
artesanal por 20 min de
ebullicion (100 °C)

[ Muestra de CVB ]
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Anexo 2. Acondicionamiento del lugar donde se realizé la investigacion

Instalacion de los biorreactores para el cultivo de T.
suecica
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Anexo 3. Medicion de los parametros fisicos y quimicos

Medicion de parametros Medicién de Salinidad

Anexo 4. Conteo del crecimiento poblacional

Realizando el conteo en el microscopio

Sacando la muestra de cada tratamiento . .
en una camara Newbauer mejorada de
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Anexo 5. Protocolo empleado en la determinacién de pigmentos (clorofilaay

caroteno).

Muestra centrifugada (10 mL) 5000
rpm x 15” en una centrifuga y se
retir6 el sobrenadante

. !

[Secar en estufa a 45 °C por 12 h]

!
Agregar 3 mL de
<: [ acetona (90 %) }
&

[ Dejar reposar por 24 h }

tapados a 5 °C y a oscuridad

Centrifugar 5000 rpm x ::;
[ 15, }

::> [ Transferir a otro tubo de }

ensavo

:

{ Leer en espectrofotometro UV-VIS Turner a }

470, 645, 662 nm (longitud de onda)
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