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1.- INTRODUCCION

En el cultivo intensivo de microalgas, uno de los factores que influye tanto en la
cantidad como en la calidad celular de las microalgas es el diéxido de carbono. Este
compuesto junto con otros factores como la calidad de luz, temperatura, salinidad y
nutrientes, modifican las funciones metabdlicas de las células fitoplanctonicas en
cultivos, lo cual a su vez repercute en produccién de biomasa y composicion bioquimica
microalgal (Sanchez-Saavedra, 1994). También el origen y concentracion de los
nutrientes en el medio de cultivo, influyen en la tasa de crecimiento, en la composicion
celular, en el contenido de clorofila, asi como también en su rendimiento final

(Valenzuela-Espinoza,1997).

Otro de los problemas en los cultivos intensivos de microalgas es mantener el pH a
valores alrededor de 8 donde la concentracién de carbono inorganico sea Optima para el
crecimiento de las microalgas. Las microalgas realizan la fijacioén de carbono en mayor
proporcién en los cultivos, debido a que la luz es continua durante su cultivo. En la fase
luminosa de la fotosintesis, la concentracién de carbono inorgénico disminuye, mientras
que la concentracién de oxigeno y materia orgdnica aumenta. Sin embargo, es incierta la

cantidad de carbono requerido por el niimero de microalgas a determinado dia de cultivo.

En el agua de mar, el carbono se encuentra en tres formas intercambiables (COxc),
HCO; y CO5?) las cuales estan en funcién del pH, la temperatura y la salinidad. El

carbono inorganico total (C;) esla suma de estas tres especies de carbono (Skirrow y



Riley, 1965). En condiciones iniciales de cultivo, el pH del agua de mar fluctia en un
intervalo de 7.8 y 8.2, en este intervalo la especie de carbono predominante es HCOy’
comprendiendo mas del 90% del total del C presente (Kremer, 1981; Geider y Osborne,
1992; Millero, 1994). Tedricamente las microalgas solamente pueden asimilar COxc) ¥
HCOj5 del medio, sin embargo existen preferencias de especies de carbono, dependiendo
de la especie de microalga cultivada (Elzenga et al, 2000). En cultivos de Rhodomonas
sp. ¢ Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) el pH se incrementa conforme transcurre el
tiempo de cultivo (Lafarga-De la Cruz, 1997; Lafarga-De la Cruz, 2000; Valenzuela-
Espinoza, 1997) por lo que se esperaria que las concentraciones de COxqe) y HCO3

disminuyeran.

Para este trabajo las especies de microalgas seleccionadas fueron: Rhodomonas sp.
e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO), las cuales son utilizadas como alimento vivo, en
cultivos de moluscos (Parés-Sierra y Leyva, 1982; Ferreiro et al., 1990; Clausen y
Riisgard, 1996; Ward ef al., 1996; Rhee y Davis, 1997; Aldana-Aranda y Patifio-Suarez,
1998), estadios larvarios de equinodermos (Zufiiga-Cortés, 1994; Martinez-Lopez, 1994).
También se emplean como alimento de especies como Artemia salina (Zhukova et al.,
1998), copépodos (Shipp et al., 1999; Starr ef al., 1999; Payne, 2000; Sibly ef al., 2000;)
y esponjas (Osinga ef al., 1999). Asi mismo, ambas especies fueron escogidas, por la
diferencia de tamaiio que presentan, Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) mide entre 5-
7 micras, mientras que Rhodomonas sp. alcanza tamafios de 8 y hasta 12 micras. El
tamafio determina la razén superficie/volimen, lo cual a su vez esta asociada a la

proporcién de nutrientes absorbidos. Se ha observado en diferentes especies de



diatomeas, que el consumo de ¢ es proporcional al 4rea superficial (Blasco ef al.,

1982).

Este trabajo pretende investigar la dindmica del consumo de C; en cultivos
estaticos de Rhodomonas sp. e I aff. galbana (Clone T-ISO), asi como los cambios en
alcalinidad total (A;) y pH producidos tanto por la asimilacion de CO, como por el
consumo de nutrientes inorganicos, Adicionalmente, la técnica utilizada en este trabajo
permite determinar el consumo de especies de carbono como el HCO3™ y COxaq) lo cual
resulta una gran ventaja, puesto que empleando otras técnicas mas sofisticadas o
complicadas como enzimatologia 6 14C, resultarfa incierto, caro y con mas variaciones

analiticas. Para esto se consideran las signientes hipétesis.

I) El suministro de C; mediante agitacion o aireacion, permite el crecimiento de
Rhodomonas sp. e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) en cultivos estéticos

(Erlenmeyer, Fernbach y Garrafon).

1) Es factible realizar cuantificaciones de C; en cultivos de Rhodomonas sp. € Isochrysis

aff. galbana (Clone T-ISO) mediante un sistema de titulacion potenciométrico.

11I) El consumo de C,, esta afectado por la diferencia de superficie/volimen que existe
entre Rhodomonas sp. e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO), esto significa que
Rhodomonas sp. al tener una superficie/volimen menor consume en mayor proporcion

Ce.



Para la medicion de los cambios de carbono se utilizé la potenciometria la cual ha
demostrado ser una técnica sencilla, rdpida y no costosa para realizar mediciones de
cambios de C;. Recientemente Hernandez-Ayon et al., (1999) desarrollo un sistema de
titulacién potencioméirico con el cual obtuvo una precisién de +7.8 pmolkg” y una
exactitud de 6.82 pmolkg™ al usar estindares certificados. Este sistema se ha empleado
con éxito en zonas costeras (Hernandez-Ay6n, 2000) y en cultivos de bacterias (Cajal-
Medrano, 1999). Los cambios de pH en cultivos de microalgas marinas fluctian de 8

hasta 10, lo que facilita ain mas la aplicacién de dicho sistema.

1.1. Antecedentes

Atlin cuando la mayoria de los trabajos estdan enfocados a mejorar los cultivos
intensivos de microalgas, los referidos a mediciones directas de C; pueden ser
considerados escasos. La mayoria de los trabajos estan enfocados hacia el mecanismo
enzimdtico de consumo de carbono (Yokota y Canvin, 1986) y su influencia en la
fisiologfa fotosintética (Garcia-Sanchez et al., 1996, Jiménez-Del Rio et al., 1996;

Ramazanov ef al., 1996; Falkowski y Raven, 1997).

De las especies de carbono, el HCO3™ es el que se encuentra en mayor proporcion
en el agua de mar (90-99%), y por lo tanto, en condiciones iniciales en los cultivos de
microalgas (Riley y Skirrow, 1965; Kremer, 1981; Millero,1994). Sin embargo, es
indudable que la especie de carbono que con mas facilidad atraviesa la membrana es
COyae) (Ralph, 1976; Riebesell et al., 1993, Falkowsky y Raven, 1997). Existen

organismos que exclusivamente consumen COx(g), sin embargo hay otros que presentan



una ventaja adaptativa la cual consiste en consumir el HCOj3', cuando los niveles de
COy@) son limitantes para la fotosintesis (Nabil, 1997; Tortell, 1997). Sin embargo,
Riebesell et al., (1993), mostraron que en condiciones Optimas de luz y nutrientes, el
crecimiento de tres especies de diatomeas estuvo afectado por el suministro de CO,. Otra
ventaja adaptativa consiste en desarrollar mecanismos de concentracion de carbono
(pirenoide o carboxilosomas), en los cuales se almacena Rubisco, la enzima que inician
la carboxilacion (Falkowski y Raven, 1997, Nabil, 1997). De las propiedades de esta
enzima depende en parte la asimilacion del COye) (Moroney y Somanchi, 1999). El
consumo de HCOj3’ se realiza a través del plasmalema, mediante transporte activo porque
los lipidos de esta membrana la hacen impermeable a HCO; y COs? (Falkowski y
Raven, 1997), este transporte lo realiza la anhidrasa carbonica (AC) intra y

extracelularmente (Jiménez-Del Rio, 1996, Nabil et al, 1996).

Otras lineas de investigacion referidas a las caracteristicas fisicoquimicas
provocados por la actividad biolégica en cultivos, han sido desarrollados por Gavis y
Ferguson (1975) quienes mostraron que la difusion del CO; disminuye a bajas
concentraciones de carbono, lo cual esta relacionado con altos valores de pH, durante la

asimilacion de carbono por el fitoplancton.

En relacion a estudios sobre efectos en otras variables del sistema del CO, como la
A, Brewer y Goldman (1976) determinaron incrementos o disminuciones de dicho
parametro, debidos al tipo de fuente de nitrégeno en tres diferentes microalgas
cultivadas, si las microalgas consumen nitratos la A; aumenta y si consumen amonia

disminuye. Uusitalo (1996), realiz6 estudios referidos al consumo de carbono los cuales



mostraron diferentes patrones de cambios de pH y A,, en tres macroalgas, causados por el
tipo de protén exudado o consumido durante el consumo de carbono. El autor reporta que
en Ulva lactuca (alga verde) el pH aument6, sin embargo la A fue constante, en
Polysiphonia nigrascens (alga roja), el pH fue constante y la Ay aumentd, en

Ascophyllum nodosum (alga parda) el pH fue constante sin embargo la A, disminuy®.

Estudios de los diferentes pardmetros del sistema del diéxido de carbono en las
especies utilizadas en este trabajo se conoce muy poco. Recientemente Lafarga-De la
Cruz, 2000, realizo mediciones de consumo de carbono empleando ¢ en Rhodomonas
sp. utilizando diferentes irradiancias y concentraciones de nutrientes, los valores de
consumo fueron menores a 45 pg C célula™ hr'. Cabe sefialar que en la mayoria de los
estudios realizados para medir consumo de carbono en el agua de mar, se ha empleado el
método de asimilacién de carbono catorce (**C), porque es considerado el més preciso.
No obstante, es dificil obtener de la literatura datos confiables respecto a su precision,
debido a errores sistematicos que resultan de las exudaciones fitoplancténicas y del
efecto del tipo de la fuente de nitrégeno. (Williams ef al., 1979). Ademas de este tipo de
inconvenientes, otras desventajas de este método son la necesidad de laboratorios
certificados, permisos en usos de material radioactivo, la contaminacion radioactiva,

personal especializado y el alto costo en equipo y material.

Por esta razén y por lo explicado anteriormente, el uso de un sistema
potenciométrico en cultivos de microalgas, tiene especial importancia debido a la
sencillez y precision con que se determinan las concentraciones de las diferentes especies

que componen, ¢l sistema del diéxido de carbono. Adicionalmente, lo anterior muestra



que las investigaciones que existen sobre el sistema del CO; en sistemas de cultivos de
microalgas son pocos, y que la informacion que concierne al consumo C; en Rhodomonas

sp. e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) puede considerarse escaso.



2. OBJETIVOS

Evaluar la variacién de pH y carbono inorgéanico total (Cy) en cultivos estaticos de

Rhodomonas sp. e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) .

Aplicar un método potenciométrico, para medir los cambios de alcalinidad total
(Ay) en cultivos estaticos de Rhodomonas sp. e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) con

altas concentraciones de bases extras.

Determinar las tasas de consumo de C; en cultivos estaticos de Rhodomonas sp. e

Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) (Erlenmeyer, Fernbach y Garrafon).



3. MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el sistema de titulacién potenciométrico, para analizar muestras de
cultivos estaticos de microalgas. A continuacién se describen los componentes del
sistema de titulacién y posteriormente, las condiciones (luz, temperatura, salinidad y
nutrientes) del cultivo y la toma de muestras en los tres niveles de cultivo, el mismo

procedimiento se efectia para cada muestra en ambas especies.
3.1. Mediciones potenciométricas

El sistema de titulacién consta de tres partes principales; una celda de acrilico con
un disefio especial para mantener las titulaciones en sistema cerrado, un potenciémetro
con salida a puerto serie y una jeringa electronica programable. Los fres médulos son

controlados por una computadora.
3.1.1. Celda de acrilico:

La celda tiene una llave de teflon de un lado y del otro cuenta con una tapa de
cuello de rosca. A través de la tapa hay un electrodo de combinacion Orion, un pistén de
acrilico el cual compensa el volimen de édcido adicionado y dos conductos de pléstico;
uno pequefio donde se realizan las adiciones de é4cido, y otro grande por donde se
introduce la muestra, todo lo anterior est4 unido a la tapa y sellado con silicon. Dentro de

la celda se coloca un agitador magnético que homogeniza la muestra (Figura 1).



Figura 1. Celda de acrilico para la titulacion potenciométrica. A. Electrodo, B. Conducto
para HCI, C. Pistén, D. Conducto para muestra, E. Agitador magnético, F. Llave, G.
Plancha de agitacion.

El voliimen estandar dentro de la celda, se determind mediante la resta del peso
de la celda seca y llena posteriormente con agua destilada (Tabla I).

Tabla I. Calibracién del peso de la celda de titulacion. Durante la calibracion se utilizo
agua destilada a 25°C.

Determinaciones 1 2 3 4 5 6
Celda himeda 403.29 | 403.30 | 403.29 | 403.29 403.29 | 403.29
Celda seca 368.18 | 368.17 | 368.18 | 368.18 368.18 | 368.18
Diferencia 35.11 35.13 35.11 35.11 35.11 35.11
Volimen (mL) 34,971 34991 34.971 34.971 34971 | 34971
(peso * 0.996044)
Corr. del tubo 0.262
(conductor de muestra)
Volimen de la 34.850
celda (mL)
Precision 0.0232%
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Para prevenir el contacto con la atmoésfera, la muestra se introduce a la celda
mediante una jeringa de 50 mL via el conducto de plastico y las llaves de acceso abiertas.
Posteriormente, el llenado se realiza de manera lenta, de tal forma que la muestra de agua
desplace el aire dentro de la celda para evitar la presencia y/o la formacién de burbujas.
Cuando la celda estd completamente llena, se cierran ambas llaves de acceso, y se da

paso a la titulacién con 4cido clorhidrico.

La titulacién termina cuando se llega al final del segundo punto de inflexion
(aproximadamente a un pH de 4.3). Después de cada titulacion, el contenido de la celda
se drena, El sistema y sus componentes se enjuagan con agua destilada y con agua de

mar de las muestras para evitar residuos del 4cido.

La calibracién del electrodo de pH se realiza por separado con amortiguadores de
agua de mar a 25°C: aminopiridina y trishidroximetilaminometano en la escala de

protones totales (DOE,1994).

3.1.2. Jeringa electrénica y potenciémetro

Se usa un titulador programable Kloehn con una jeringa y un potenciémetro ambos
conectados en puerto serial a una computadora. Para el control de ambos instrumentos
se usa un programa en Qbasic, el cual graba el volimen de 4cido adicionados y el cambio
de milivoltaje en archivos en ASCIL. El titulador adiciona cada 10 segundos 10

microlitros de 4cido. Después de cada titulacién, los datos son procesados en un
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programa de Matlab que calcula la derivada de los milivolts con respecto al volumen,
este programa realiza una interpolacion lineal, filtra los datos y obtiene la posicién exacta
de los puntos de inflexién y calcula los valores de pH, Alcalinidad total (As) y carbono
inorganico total (Cy). El pH es la primera lectura del electrodo antes de que inicie la
titulacion, la A; es la distancia del inicio de la titulacion hasta el segundo punto de

inflexién y el C; es la diferencia entre los dos puntos de inflexion o picos (Figura 2).

120
>
100 Ay ‘
<> ||
> i
E ® Ct
=
£ -
=]
40 +
H
"y
T T T T T T T
0 1 3 4 5 ? 8
ml de HCI

Figura 2. Técnica de la Derivada. Forma de calcular pH, Alcalinidad total (A) y carbono
inorgdnico total (Cy).

3.1.3. Precision y exactitud

Para la prueba de exactitud, se analiz6 material de referencia (CRM) del Dr.
Andrew Dickson de Scripps Institution of Oceanography, en donde los valores del Batch
50 para A, fueron de 2211.11 # 0.95 pmolkg™ y de C; = 2006.21 * 0.66 pmolkg™. En la

tabla II se muestra el error medido en las titulaciones. Con respecto al promedio obtenido
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se encontrd un error de 3.5 pmolkg™ para la A, de 6 pmolkg™ para Cy en esta misma se
muestra la precision obtenida, para el pH, con una desviacion estindar de 0.008 y para A,

y Cyun porcentaje de error de 0.39 % y 0.56 % respectivamente.

La calibracién del 4cido clorhidrico, se realizd contra agua de mar certificada
como material de referencia (CRM) usando un estandar distinto. La normalidad del acido

clorhidrico utilizado en las titulaciones fue de 0.0934 M.

Tabla II. Resultados de la titulacion de 5 réplicas de agua de mar certificada con acido
estandarizado. El batch empleado corresponde a A, =2211.11+0.95 pmol kg'y C=
2006.2140.66 pmol kg™

No. de A, G pH
muestra pmolkg™ pmolki"
1 2205.0 2012.7 7.5537
2 2218.7 2007.2 7.5350
3 2215.9 2026.5 7.5350
4 2218.7 1996.3 7.5401
5 2199.5 2018.2
Promedio 2211.56 2012 .1 7.540
Desviacién 8.79 11.38 0.008
Precision 0.39% 0.56%

3.2. Sistemas de cultivo.

La cepa de Rhodomonas sp. ¢ Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) empleada

para este estudio fue adquirida de la coleccién de cultivos unialgales que se encuentra en
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el laboratorio de produccion de microalgas del Instituto de Investigaciones

Oceanolégicas de la Universidad Auténoma de Baja California.

Se analizaron de manera consecutiva y por duplicado, tres niveles de cultivo:

Erlenmeyer (200 mL), Fernbach (2 L) y Garrafon (18 L).

El agua de mar que se utiliza para la preparacion de los medios se trata mediante
dos tipos de filtros de cartucho (cuno) de 1 y 0.65 pm y luz ultravioleta. Para Erlenmeyer
y Fernbach después de este tratamiento el agua de mar se esteriliza durante 15 minutos a
121 °C y 1.05 kg cm®. Para el nivel Garrafon, el agua se desinfecta mediante un
tratamiento quimico (Pruder y Bolton 1978). Después de esterilizar y desinfectar los
diferentes niveles de cultivo, se prosigue a la elaboraciéon del medio de cultivo que es
adicionado a los diferentes niveles. La elaboracién de los medios de cultivo esta basado
en la formulacién del medio f/2 propuesto por Guillard (1975) al 150%. Para las
vitaminas se hace una mezcla con soluciones preparadas de 0.1 mgL” de Tiamina
hidroclorhidrica, 0.5 pgL™ de Biotina y 0.5 pgL™ de vitamina By, Esta mezcla fue

esterilizada en autoclave durante 5 minutos a 121 °C y 1.05 kg cm?.

A cada nivel, se le adicionaron los nutrientes (1 mL™) que corresponden al medio
de cultivo /2 al 150% (Guillard, 1975) mas la mezcla de vitaminas y posteriormente, en
una atmoésfera aséptica generada por dos mecheros de alta temperatura, cada nivel recibi6
el in6culo del nivel de microalgas correspondiente. El nivel Erlenmeyer se uso como

indculo para el Fernbach y el Fernbach para Garrafon.
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Los cultivos experimentales se llevaron a cabo en un cuarto con temperatura
controlada de 20 +1 °C. La iluminacién fue continua y estuvo proporcionada por
lémparas Day-ligth General Electrics de 8 pies y 75 watts. La luz incidente en los
cultivos se midi6 mediante un irradiometro PAR, ( modelo QSL - 100, 4nsensor,
Biopherical Instruments). Las irradiancias para cada el nivel de cultivo estudiado fueron:

113, 162.8 y 174.4 pM m™seg”, para Erlenmeyer, Fernbach y Garrafon respectivamente.

Los cultivos Erlenmeyer y Fernbach se agitaron diariamente para impedir el
asentamiento de células y favorecer el intercambio gaseoso entre el medio y la atmésfera
circundante. Para el nivel Garrafon se suministré un flujo de aire de 4.5 Lmin"

(flujémetro Gildmont) mediante un soplador.

En todos los niveles de cultivo se realiz6 la cuantificacion diaria de células
previamente preservadas con lugol, mediante conteos directos al microscopio compuesto
con una camara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad. De los resultados, obtenidos de
los conteos, se determind la tasa de crecimiento especifica (1), las divisiones por dfa (D),
el tiempo de duplicacién (TD) y la produccion diaria (PD) de acuerdo a las metodologias

propuestas por Guillard (1975).

Los anglisis de pH, A, y C, se realizaron por duplicado, excepto el nivel
Erlenmeyer para Rhodomonas sp. debido a que uno de los cultivos se contamind. En
todos los niveles se tomaron muestras antes y después de cada inoculacién. Posterior a la

inoculacién se tomaron muestras cada 24 horas, para Erlenmeyer y Fernbach, usando
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volimenes de 10 y 40 mL respectivamente. Para el nivel Garrafén se tomaron dos

muestras diarias de aproximadamente 40 mL.

En el nivel Erlenmeyer, las titulaciones se realizaron de manera abierta (contacto
con la atmésfera) debido al volimen limitado del cultivo (200 mL), por lo que los

mililitros titulados (aproximadamente 10 mL) fueron pesados antes de la titulacion.

En el nivel Garrafén ademés de las muestras para pH, A; y C;, se recolectaron
muestras para nutrientes. Debido a que su presencia o consumo en sistemas de culfivo de
microalgas modifican la A, y el pH. Las muestras se analizaron con un Autoanalizador en
la Universidad de Santa Barbara California. Los nutrientes analizados fueron: fosfatos

(PO4?), nitratos (NO3"), nitritos (NO,") y amonio (NH, ).

Las bases extras fueron cuantificadas, a partir de mediciones de A, medida y
calculada, para esta tltima, se empled el programa CO2SYSTEM, el cual utiliza valores
de salinidad, temperatura, PO,?, pH y C; medidos. Estos célculos solo se determinaron

para el nivel Garrafon.
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4. RESULTADOS

4.1. Crecimiento microalgal

Para cada nivel de cultivo de Rhodomonas sp. e Isochrysis aff. galbana (Clone T-
ISO) se obtuvo una curva de densidad celular (Log 10) de cultivo (Figura 3). Las tablas

de crecimiento poblacional para cada especie y nivel se muestran en las Tablas IITy IV.

En el nivel Erlenmeyer (Figura 3 a), la fase de retardo solamente se presento en
Rhodomonas sp., y tuvo una duracion de 24 horas. La fase exponencial tuvo una
duracién de 48 horas. En L. aff. galbana (Clone T-I1SO), la fase exponencial tuvo una
duracion de 72 horas. La fase estacionaria comenzé a partir del tercer dia para
Rhodomonas sp. y a partir del cuarto dia en 1. aff. galbana (Clone T-1SO). La tasa de
crecimiento exponencial promedio fue de 0.933 y 0.792 con 1.346 y 1.143 divisiones
celulares por dia para Rhodomonas sp. e I. aff. galbana (Clone T-I1SO) respectivamente.
La maxima producciéon diaria (PD) se obtuvo al tercer dia para Rhodomonas sp. y al

cuarto dia para /. aff. galbana (Clone T-1SO).

En el nivel Fernbach (Figura 3 b). La fase exponencial para Rhodomonas sp.,
tuvo una duracion de 48 horas, la fase de estacionaria comenzo a partir del segundo dia.
Para I. aff. galbana (Clone T-ISO) la fase exponencial tuvo una duracion de 72 horas, la
fase estacionaria comenzo al tercer dia de cultivo. La tasa de crecimiento promedio

exponencial fue 0.630 y 0.685 con 0.910 y 0.988 divisiones celulares por dia para
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Tabla YII. Valores poblacionales de Rhodomonas sp. cultivadas en diferentes niveles de cultivo:

A) Erlenmeyer, B) Fernbach y C) Garraféon.

A
Tiempo Concentracion p D D PD
(dfa) (células mL" x10%) (dia") (divisiones dia™) (dfas) (células mL" x10%)
inoculacion 0.48 e - - -
1 0.67 0.335 0.483 2.069 0.18
2 1.77 0.975 1.406 0.711 1.10
3 4.31 0.892 1.287 0.777 2.54
4 6.08 0.345 0.497 2.011 1.77
5 11.10 0.600 0.865 1.156 5.00
[ ~oel e et LT T AR AL DN TS SR SISTAR T L T RO T YT
B
TR O BB
Tiempo Concentracion B D D PD
(dia) (célulasmL'x10°)  (dia")  (divisiones dia™) (dias) (células mL" x10%)
Iinoculacién 0.66 e - e -
1 1.08 0.630 0.910 1.099 0.43
2 2.80 0.950 1.370 0.730 1.72
3 3.68 0.272 0.392 2.548 0.88
4 4.43 0.188 0.271 3.694 0.76
== e s SRR RN
C
Tiempo Concentracion 1! D ™ PD
(dia) (célulasmL'x10°)  (dia’)  (divisiones dia™) (dias) (células mL™" x10°)
inoculacion 0.56 - e - -
1 0.71 0.274 0.395 2.534 0.15
| 2 3.99 1729 2.495 0.401 3.23
3 5.93 0.396 0.572 1.748 1.94
4 6.51 0.092 0.133 7.513 0.57
5 9.82 0.411 0.593 1.685 3.31
6 9.96 0.014 0.021 48.365 0.14
7 11.60 0.155 0.223 4.478 1.67

p = tasa de crecimiento

D = divisiones por dia

TD = tiempo de duplicacion
PD = produccién diaria

.|Fase exponencial
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Tabla IV. Valores poblacionales de Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) cultivada en diferentes
niveles de cultivo: A) Erlenmeyer, B) Fernbach y C) Garrafén

A
Tiempo Concentracion p D D PD
(dfa) (células mL”’ xlO’) (dia") (divisiones dia") (dias) (células mL"x10%)
inoculacion 2.65 ne- amn e —am
1 527 0.715 1.032 0.969 2.62
2 13.49 0.941 1.357 0.737 8.23
3 21.75 0.721 1.041 0.961 14.25
4 46.67 0.520 0.750 1.333 18.92
5 58.10 0.219 0.316 3.163 11.43
[Peteric o —omtPal o Spiar s S e S R R S A R IR LT S R T T R M IO RS FEERREY]
TEITEE EUETED
Tiempo Concentracién B D ™D PD
(dia) (clulasmL™x10*)  (dia™)  (divisiones dia™) (dias) (células mL" x10%)
inoculacion 4,12 e e - e
1 8.08 0.854 1.233 0.811 397
2 15.86 0.674 0.973 1.028 7.78
3 26.85 0.526 0.759 1.317 12.23
4 32.17 0.181 0.261 3.830 17.48
Tiempo Concentracién 1) D TD PD
(dia) (c8lulas mL'x10°)  (dia™)  (divisiones dia™) (dias) (células mL" x10%)
inoculacion 3.58 - - - -
1 5.98 0.590 0.852 1.174 2.40
2 18.10 1.108 1.599 0.625 12.10
3 37.15 0.719 1.038 0.964 19.10
4 43,76 0.164 0.237 4.228 6.62
5 52.60 0.184 0.265 3.770 8.83
6 59.83 0.129 0.186 5.378 7:23
7 66.53 0.106 0.153 6.529 6.70

p = tasa de crecimiento

D = divisiones por dia
TD = tiempo de duplicacién

PD = produccion diaria

E:— IFase exponencial
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Figura 3. Crecimiento logaritmico promedio de Rhodomonas sp. ® e Isochrysis aff.
galbana (Clone T-ISO) 4 cultivada en tres diferentes niveles de cultivo, Erlenmeyer
(a), Fernbach (b) y Garrafon (c). La flecha azul [ ] indica el término de la fase de
retardo y la flecha verde [ #] indica el termino de la fase exponencial. La barra vertical
indica el error estandar.
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Rhodomonas sp. e I. aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente. La maxima PD se
obtuvo al segundo dia para Rhodomonas sp. y al cuarto dia para I aff. galbana (Clone

T-ISO).

En el nivel Garrafén (Figura 3 c), se presenté la fase de retardo solo para
Rhodomonas sp., la cual tuvo una duracion de 24 horas, La fase exponencial tuvo una
duracién de 24 horas. En I aff. galbana (Clone T-ISO), la fase exponencial tuvo una
duracion de 72 horas. La fase estacionaria comenzé a partir del segundo dia para
Rhodomonas sp. y el cuarto dia para L aff. galbana (Clone T-ISO). La tasa de
crecimiento exponencial promedio fue de 1.729 y 0.806 con 2.495 y 1.163 divisiones
celulares por dia para Rhodomonas sp. e I aff. galbana (Clone T-1SO)
respectivamente. La maxima PD se obtuvo al segundo y quinto dfa para Rhodomonas

sp. y al tercer dia para . aff. galbana (Clone T-ISO).

4.2. Cambio de pH, Alcalinidad total (A;) y Carbono Inorganico Total (Cy).

Los valores promedio de equilibrio de pH y C; fueron de 8.071 y 1946.5 pmoles
kg™ respectivamente, los cuales se representan como una linea horizontal dentro de las
figuras 4 y 6. Estos valores fueron calculados a partir de los valores iniciales (antes de
la inoculacién) de A, y la presion atmosférica parcial del CO, (pCO,) (365 patm) en el
programa CO2SYSTEM. En todos los niveles de cultivo, solamente los valores
iniciales, se encuentran por arriba de este valor, lo que indica que el cultivo esta
liberando COy(gs), sin embargo, la mayoria de los valores de pH y C;, con respecto a

los valores de equilibrio, mostraron que los cultivos se encuentran absorbiendo COy(gs).
21



4.2.1. pH.

De manera general, el pH aumenta, sin embargo se presentaron diferentes tasas
de aumento. En las mediciones anteriores y posteriores al indculo, se observé una

ligera disminucion del pH en todos los niveles de cultivo (Figura 4).

En el nivel Erlenmeyer (Figura 4 a-b), el valor inicial fue 7.726 en ambas
especies, sin embargo el valor aument6 hasta 8.987 para Rhodomonas sp.y 8.799 para
I aff. galbana (Clone T-ISO) al quinto dia de cultivo. La tasa de aumento fue 0.262 y

0.242 para Rhodomonas sp. e L. aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente.

En el nivel Fernbach (Figura 4 c-d), ambos cultivos de microalgas iniciaron con
un valor de 8.11 y terminaron el cuarto dia de manera muy similar con 8.688 y 8.631
para Rhodomonas sp. e I aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente. La tasa de
aumento fue 0.171 y 0.170 para Rhodomonas sp. e I aff. galbana (Clone T-ISO)

respectivamente.

En el nivel Garrafon, el valor al inicial (dia cero) antes de la inoculacion fue
8.063. El cultivo de Rhodomonas sp. aumento los valores hasta el sexto dia de cultivo,
en donde se midi6 el maximo valor de 10.165, sin embargo el pH disminuye en las
ultimas tres mediciones hasta llegar a un valor de 9.498 (Figura 4 ¢). Para I aff.
galbana (Clone T-ISO) los valores de pH aumentaron hasta el tercer dia con un valor

de 9.134, a partir de este dia el pH fluctué entre 9.001 y 9.354. (Figura 4 f). La tasa de
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Tabla V: Valores de pH, alcalinidad total (A))y carbono inorganico total (C,) en diferen-
tes cultivos de Rhodomonas sp. A) Erlenmeyer, B) Fernbach y C) Garrafon.

A
Tiempo pH A,
(dias) (pmol kg ™)
0.00 7.726 2367.7
0.04 7.821 2455.5
1.00 7.961 2327.6
2.00 8.245 2457.5
3.00 8.652 2686.8
4.00 8.859 2756.1
5.00 8.987 3025.6
B
Tiempo pH Ay C,
(dias) (umolkg™)  (umol kg ™)
0.00 8.110 2199.2 1887.1
0.21 8.067 2450.1 1059.4
1.00 8.228 2463.9 476.9
2.00 8.508 2689.2 78.6
3.00 8.679 2744.9 n.d
4.00 8.688 2819.8 n.d
3 AT RS OS)
¢
Tiempo pH A, C,
(dias) (umol kg ™) (umol kg ™)
0.00 8.063 2189.2 1915.8
0.13 7.954 2369.4 1845.7
1.00 8.082 2405.7 1756.0
1.25 8.348 2482.2 1667.0
2.00 8.405 2632.2 1600.4
228 8.473 2667.3 1560.5
3.00 8.971 2687.9 1301.6
3.25 8.933 2694.1 1252.1
4.00 9.071 2821.6 1149.5
4.25 9.265 2973.5 1121.4
5.00 9.823 2985.8 793.7
5.25 9.835 2975.5 750.0
6.00 10.165 2937.0 585.3
6.25 9.724 2963.6 812.9
7.00 9.598 3050.6 1012.4
7.25 9.498 3106.0 1176.9

n.d.= no detectable



Tabla VI: Valores de pH, alcalinidad total (A )y carbono inorgénico total (C;) en diferentes
cultivos de Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) A) Erlenmeyer, B) Fernbach

y C) Garrafon.
A
Tiempo pH A,
(dias) (pmol kg ™)
0.00 7.126 2367.7
0.04 7.701 2337.7
1.00 7916 2262.9
2.00 8.232 2412.6
3.00 8.570 2597.5
4.00 8.782 2809.3
5.00 8.799 2949.4
B
Tiempo pH Ay C.,
(dias) (pmol kg ™) (umol kg ™)
0.00 8.110 2199.2 1887.1
0.21 7914 2380.0 1138.0
1.00 8.155 2466.8 713.9
2.00 8.324 2597.6 439.2
3.00 8.597 2646.9 n.d
4.00 8.631 2778.6 n.d
C
Tiempo pH A, C,
(dias) (pmol kg ™) (pmol kg ™)
0.00 8.063 2189.2 1915.8
0.13 7.960 2348.9 1869.9
1.00 8.268 2452.9 1643.7
1.25 8.368 2448.7 1592.2
2.00 8.602 2531.0 1369.5
2.25 8.676 2549.1 1326.0
3.00 9.134 2567.9 1093.5
3.25 9.001 2535.2 1132.2
4.00 9.149 2609.4 1007.7
4,25 9.060 2664.4 1112.0
5.00 9.260 2654.2 1016.2
5.25 9.076 2687.9 1135.9
6.00 9.354 2707.1 973.8
6.25 9.119 2736.3 1111.7
7.00 9.267 2741.1 991.9
7.25 9.117 2776.2 1203.6

n.d.= no detectable
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Figura 4. Valores de pH en cultivos de Rhodomonas sp. ® e Isochrysis aff. galbana
(Clone T-ISO) 4 cultivada en tres diferentes niveles de cultivo, Erlenmeyer (a-b),
Fernbach (c-d) y Garrafon (e-f). La barra vertical indica el error estandar. La linea

horizontal indica el valor en equilibrio.
25



aumento fue 0.366 y 0.338 para Rhodomonas sp. e L aff. galbana (Clone T-ISO)

respectivamente. En este nivel se presentaron las mayores variaciones entre réplicas.

4.2.2. Alcalinidad total (A).

En todos los cultivos, la A;aument6, sin embargo este incremento no fue similar

entre los niveles de una misma especie.

En el nivel Erlenmeyer (Figura 5 a-b), la A, inicial fue de 2367.7 pmoles kg‘1 ,a
partir de este dia la A, se incremento a una tasa de aumento de 169.5 y 176.9 pmoles

kg™ dia™ en Rhodomonas. sp. e I aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente.

En el nivel Fernbach (Figura 5 ¢-d), el valor inicial de A, antes del inoculo fue
2199.2 pmoles kg™ Posterior a este valor la Ajaument a una tasa de 135.8 y 124.2

pmoles kg'dia” en Rhodomonas sp. e L aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente.

En el nivel Garrafon (Figura 5 e-), el valor antes del inéculo fue 2189.2 pmoles
kg™, sin embargo los valotes aumentaron a una tasa de 110.9 y 62.6 pmoles kg’ dia™
en Rhodomonas sp. e 1. aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente. En este nivel se
obtuvieron las mayores diferencias entre réplicas en Rhodomonas sp, efectuadas el
quinto y sexto dia de cultivo. L aff. galbana (Clone T-ISO) presentd variaciones solo el

séptimo dia.
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Figura 5. Valores de alcalinidad total (A;) en cultivos de Rhodomonas sp. ® e
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estandar.
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4.2.3. Carbono inorganico total (Cy).

Los valores del nivel Erlenmeyer, no se muestran debido a la limitacion de

volumen de muestra.

En el nivel Fernbach (Figura 6 a-b), las tasas de consumo fueron 788.5 y 613.9
umoles kg™'dia™ para Rhodomonas sp. ¢ L aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente
en un intervalo de cero a dos dias de cultivo. Los valores de la concentracion de C; para
el tercer y cuarto dia, en ambos cultivos de microalgas fueron indetectables. El valor
minimo medido fue 78.6 pmoles kg’ durante el segundo dfa de cultivo para

Rhodomonas sp.

En el nivel Garrafon (Figura 6 c-d), tanto Rhodomonas sp. como 1. aff. galbana
(Clone T-ISO) consumieron 219.9 y 237.9 pmoles kg'dia® respectivamente. En
Rhodomonas sp. se observo el consumo hasta el sexto dia, el valor minimo medido fue
585.3 pmoles kg™, sin embargo el C; aumentd proporcionalmente las tltimas tres
mediciones, hasta llegar a un valor de 1176.9 pmoles kg'. En L aff. galbana (Clone T-
I1SO) el C; fue consumido solo hasta el cuarto dia con un valor minimo de 1007.7
pmoles kg™, las mediciones posteriores a este dia se mantuvieron en 1077.9 pmoles

kg'l en promedio.

28



2100 2100 -
i 1000 { m=-788.5 1800 | =-613.9
2’ 1500 2083 1500 | r?=0.78
S 1200 1200 1 }
585 900 900 |
S 600 . 600 | %‘ }
300 2 300 b)
0 ¢ . 0 .
2100 2100 1
s 1800# ., m=-219.9 1800 * A =.237.9
guan| M o) Ty =
8 1200 % % + 1200 | %} W A
g 900 H . + 900 | L
E 600 + 600
300 - o Q)
] T ——— B
0 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo(dias)

Tiempo(dias)

Figura 6. Valores de carbono inorganico total (Cy) en cultivos de Rhodomonas sp. ® €
Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) 4 cultivada en diferentes niveles de cultivo,
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4.2.4. Correlaciéon pH vs Carbono inorganico total (Cy).

Para el nivel Fernbach (Figura 7 a-b), el coeficiente de correlacion fue -0.74 y

-0.51 para Rhodomonas sp. e I. aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente,

En el nivel Garrafon (Figura 7 c-d), se obtuvieron tanto para Rhodomonas sp. e

1. aff. galbana (Clone T-ISO) coeficientes de correlacion de -0.98.

4.3. Nutrientes

A continuacion se presenta la variacion en la concentracion (uM) de fosfatos
(PQ,™), nitratos (NOy), nitritos (NO,") y amonia (NH,"), durante los dias de cultivo del
nivel Garrafon en Rhodomonas sp. e 1. aff. galbana (Clone T-ISO). El consumo de
nutrientes en ambas especies fue similar: los fosfatos y nitratos disminuyeron en su

concentracion en el medio, en tanto que el nitrito y el amonio aumentaron conforme

transcurrié el tiempo de cultivo (Figura 8).

4.3.1. Consumo de PO4” y NO3

La concentracion de PO, disminuyé hasta el sexto dia en ambos cultivos de
microalgas, la tasa de consumo fue de 9.466 y 8.154 uM dia™ en Rhodomonas sp. e 1.
aff. galbana(Clone T-ISO) respectivamente, lo cual corresponde a un porcentaje de

PO, total consumido de 88 y 84 %. En ambas especies existio un ligero aumento en
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las Gltimas tres mediciones, el aumento total fue de 8.9 uM para Rhodomonas sp. 'y 7.6

uM en /. aff. galbana (Clone T-ISO) (Figura 8 a-b).

Los NO; fueron consumidos durante todo el transcurso del cultivo. La tasa de
consumo fue 172.5 y 124.29 uyM dia™ para Rhodomonas sp. e I. aff. galbana (Clone T-
ISO) respectivamente. Rhodomonas sp. consumi6 el 100% del NOs™ del medio de

cultivo, mientras que L aff. galbana (Clone T-ISO) solo consumié el 69% (Figura 8 c-d).

4.3.2. Aumento de NO, y NH,".

La concentracion de NO,” en ambos cultivos de microalgas, se incremento con el
tiempo, sin embargo, en Rhodomonas sp. durante el tercer y sexto dia la concentracion
tuvo fluctuaciones, posterior a esto volvié a aumentar hasta un valor final de 10.97 pM
el séptimo dia de cultivo (Figura 8 ¢). En L aff. galbana (Clone T-ISO) se observaron
pequeiias fluctuaciones, sin embargo fue clara la tendencia a aumentar hasta obtener un

valor final de 8.8 uM (Figura 8 f).

La concentracion de NH4", en Rhodomonas sp. se mantuvo por debajo de 5.4 uM
desde el inicio del cultivo hasta el sexto dia, sin embargo, el séptimo dia de cultivo los
valores de NH," aumentaron hasta 13.4 pM (Figura 8 g). Para L aff. galbana (Clone T-
1S0), la concentracion de NH," aumentd de manera continua durante los siete dias de

cultivo, hasta un valor final de17.6 pM (Figura 8 h).
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4.4, Bases extras

A continuacién, se presentan los valores de Ay medida y

Garrafon (Tabla VII, Figura 9 a-b). El valor medido y calculado, al dia cero, fue muy

calculada en el nivel

similar, 2189.2-2210.6 pmoles kg™, posterior a esto los valores medidos aumentaron.

En la figura 10 se observa la cuantificacién de bases extras en Rhodomonas sp. € 1.
aff. galbana (Clone T-ISO). Las bases extras aumentan durante el transcurso de los

cultivos, a una tasa de 100.7 pmoles kg"dia‘l durante cinco dias, en Rhodomonas sp. y de

47.2 pmoles kg'dia” durante todo el cultivo en /. aff. galbana (Clone T-ISO).

Tabla VIL Valores de A medida y calculada, en el nivel Garrafon para Rhodomonas sp.

e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO).

Tiempo Rhodomonas sp. Isochrysis aff. galbana (Clone T-1SO)
(dias) A (umoles kg™) A (pmoles kg™)
Aymed) Agay  AmetyAean]  Avgmed) Agay  AimedyAeal)
0.00 2189.2 2210.6 2189.2 2210.6
0.13 2369.4 2136.4 233.0 2348.9 2169.0 179.9
1.00 2405.7 2103.6 302.1 24529 2102.0 350.9
1.25 2482.2 2197.2 285.0 2448.7 21212 327.5
2.00 2632.2 2161.2 471.0 2531.0 2051.0 480.0
2.25 2667.3 21727 494.6 2549.1 2063.0 486.1
3.00 2687.9 2338.6 349.3 2567.9 21879 380.0
3.25 2694.1 2216.8 4773 2535.2 2037.7 497.5
4.00 2821.6 2193.4 628.2 2609.4 2118.8 490.6
425 2973.5 2332.5 641.0 2664.4 2151.0 513.4
5.00 2985.8 22829 702.9 2654.2 2167.7 486.5
525 2975.5 2209.9 765.6 2687.9 21549 533.0
6.00 2937.0 2406.4 530.6 2707.1 2167.7 539.4
6.25 2963.6 2210.6 753.0 2736.3 2167.7 568.6
7.00 3050.6 2456.1 594.5 2741.1 2113.1 628.0
7.25 3106.0 2655.7 450.3 2776.2 2318.8 4574
promedio 511.9 promedio 461.2

34



i a)
32001 o At (med) o
& 3000 { © At(cal) ® % o
'D 2800 ®
» @ ©° 0O
< 2600 | -
1S d O
Z 2400 19 @ . ) o -
< 00 | ©0 % o
10 0 O 0 C
% 0 @
2000 - . . . . y .
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

3200
3000
2800 1
2600
2400
2200 =

A At(med)
At (cal)

ah Ay

b)

2000
0

1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (dias)

Figura 9. Valores de alcalinidad total (A;) calculada y medida en nivel Garrafon para
Rhodomonas sp. (a) ® e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) (b) 4.

800 - °
700 - @

600
500
400 1
300 1
200
100 |

At(med) - Ay(cal) (Hmoles kg'1)
€

0 : - . - . . ~

o 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (dias)

800
700
600 -
500
400
300
200 A
100

1 2 3 4

5 6 7

Tiempo (dfas)

Figura 10. Cuantificacion de bases extras, obtenidas a través de las diferencias
encontradas entre Aymedy-Ascay para el nivel Garrafon, en Rhodomonas sp. @ (a) e

Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) A (b).

35



5. DISCUSION

La aplicacion del sistema potenciométrico en cultivos de microalgas, como el que
se presenta en este trabajo, permiti6 medir de manera precisa y exacta, la tasa de
consumo de carbono inorgéanico total (C;) en dos especies de microalgas, Rhodomonas
sp. e Isochrysis aff. galbana (Clone T-ISO) (Tabla II). La tasa de consumo de C; fluctud
entre 200-700 pmoles kg™'dia™ segun el nivel de cultivo, y como la precision y exactitud
obtenida fueron para la A; de ~1 + 8.8 pmoles kg™ y de C; ~5.9 + 11.4 pmoles kg’
respectivamente. (Tabla IT), ambos indican que los cambios de C; (Figura 6) obtenidos en
las muestras analizadas, fueron debidos a cambios de los cultivos y en menor grado a las
variaciones analiticas. Ademas, la reproducibilidad de los datos es confiable, debido a la
exactitud y precision obtenida la cual, se comprueba ain mas, debido a que se observo la
misma tendencia, en las dos especies de microalgas, en dos diferentes niveles de cultivo

(Fernbach y Garrafon) y por duplicado.

Para tener una vision mas clara de como, el C; disminuyo conforme transcurrio el
tiempo, a continuacion se muestran las graficas (obtenidas a partir de la técnica de la
derivada) empalmadas de Rhodomonas sp. solo como ejemplo para ilustrar dichos
cambios. En estas graficas, se observan los dos picos de la derivada, asi como la
disminucion de la distancia entre estos, lo cual es una medida de la disminucion del C; en

los niveles Fernbach y Garrafon (Figura 11).
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Asi mismo, se puede observar que en el nivel Fernbach, la altura del primer pico
(dia cero), fue mas alta que la siguiente mediciéon (dia de inoculacion), esto también
ocurrié en el nivel Garrafon, sin embargo, en ambos niveles de cultivo, ambos picos

aumentan de tamafio (Figura 11).

A pesar de esto, los cambios de tamaifio, no repercuten en las mediciones de C; o
A, (Hernandez-Ayoén et al., 1999). Una posible explicacion a esto, es la posible
interferencia de sustancias desconocidas en altas concentraciones con un pK cercano a
las disociaciones del carbono, lo cual se puede observar en la desaparicion del primer
pico (Figura 11 a). El primer pico indica la protonacion del carbonato (C03'2) al ion
bicarbonato (HCOs), y el segundo pico, del HCOj3 al 4cido carbonico (H2CO3)
(Hernandez-Ayon ef al., 1999). Por lo que la desaparicion del primer pico (Figura 11 a)
sugiere escasas o nulas concentraciones de CO;2. Cuando la especie de carbono
consumida es HCO3 para la fotosintesis microalgal, parte del COs? contenido en el
medio toma protones del agua para formar HCOs con el objeto de compensar la
disminucién en su concentracion. Este proceso equilibra al medio en donde, debido a la
liberacion de iones OH', el pH se incrementa, mientras la concentracion de C; disminuye

(Uusitalo, 1996).

Los factores que afectan la fijacion de carbono en los cultivos se pueden dividir
en: externos e internos. Los externos se refieren a las condiciones del medio de cultivo
como luz (intensidad y longitud de onda), niveles de oxigeno, y las concentraciones de

nutrientes organicos e inorganicos (Ralph, 1967). Sin embargo, las condiciones en las
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que crecieron los cultivos, en cuanto a luz (en promedio fue 150.05 pMm'zseg'l),
temperatura (20°C+1) y aireacion, todas fueron controladas y constantes, exceptuando las
concentraciones de nutrientes, puesto que estos se adicionaron al inicio de cada cultivo y
su consumo (Figura 8 a-c) o produccion (Figura 8 d-c) varié durante la evolucion del
mismo. La luz tiene también efectos sobre la produccion primaria como un agente que
modifica los requerimientos de nutrientes, asi como también tiene efectos sobre la
naturaleza de los productos de la fotosintesis, por otro lado el contenido de clorofila
depende de la irradiancia ya que, al disminuir esta en el cultivo, existe un aumento en el
contenido de clorofila por célula. (Valenzuela-Espinoza, 1997). En ambos cultivos de
microalgas, se presento un efecto de autosombreado, debido al aumento de la densidad
celular, el cual ocasiona una disminucion la disponibilidad de luz en general por las
microalgas, solo las microalgas que se encuentran en contacto directo con la luz

fotosintetizan (Fogg y Thake, 1987).

Brown ef al., 1996, reportaron que el aumento de la densidad celular, ocasiona una
reduccién de la irradiancia en donde la disponibilidad de luz, disminuye hasta un 30—
40% durante la fase de crecimiento estacionario. Lafarga-De la Cruz (2000) no observo
un efecto estadisticamente significativo en el consumo de "¢ a diferentes irradiancias
(52, 68, 103 y 142 pE m? s?) en cultivos estaticos de Rhodomonas sp. Esto podria
explicar, porqué en el nivel Garrafon el consumo de C, fue similar hasta el sexto dia
(Figura 6 ¢), aun cuando el cultivo se encuentra en fase estacionaria y la disponibilidad
de luz disminuye por la misma abundancia de microalgas. El caso fue diferente, para /.

aff. galbana (Clone T.ISO) en donde el consumo termino el cuarto dia (comienzo de la

39



fase estacionaria) (Figura 4c). Se pudo notar que a partir de este dia se mantuvo cierto
equilibrio de concentracion de C; con fluctuaciones de alrededor de 1076 pmoles kg
(Figura 6 d). La luz, no pudo ser un factor limitante, para el nivel Fernbach, puesto que
ambas microalgas agotaron la concentracion de este a partir del tercer dia de cultivo

(Figura 6 a-b).

Los factores internos se refieren a las caracteristicas propias de cada especie
cultivada y la fase (Ralph, 1967). Uno de estos factores fue la razon superficie/volumen,
la cual es 0.63 para Rhodomonas sp. y 0.88 para I aff. galbana (Clone T-ISO). Esta
estimacion tiene cierto grado de error porque Rhodomonas sp. presenta una forma
ovoidal y para los calculos se considero ambas microalgas esféricas, sin embargo difieren
en un 30% aproximadamente. En el nivel Garrafon, Rhodomonas sp. tuvo un consumo
total de 1330.5 umoles kg™ mientras que para . aff. galbana (Clone T-ISO) fue de 908
pmoles kg™, es decir Rhodomonas sp. consumié 30 % més C,, lo cual esta relacionado
con el estado fisiologico del cultivo por lo tanto con la tasa promedio de crecimiento
exponencial, la cual fue 1.729 para Rhodomonas sp. y 0.806 para /. aff. galbana (Clone
T-ISO). Sin embargo la tasa de consumo, fue 10% menor para Rhodomonas sp. que para
L. aff. galbana (Clone T-ISO), 2199y 237.9 pmoleskg'dia™ respectivamente, y referido

con la abundancia celular entre ambas microalgas, Rhodomonas sp. es 6.5 veces menor.

Con respecto a las diferencias encontradas entre niveles de cultivo (Figura 6 a-c),
referentes a la tasa de consumo de C; se muestra que el nivel Fernbach fue mayor en un

70% que el nivel Garrafon. Lo esperado, seria que debido a la aireacion continda en el
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nivel Garrafon el coeficiente de difusion del CO, aumentara y existiera un mayor
consumo en éste, sin embargo no fue asi, por otro lado, las diferencias que caracterizan
cada nivel de cultivo como el volumen total, la geometria del recipiente, la cantidad y
calidad del inoculo y el tipo de aireacion influyen en la tasa de consumo de C,, sin
embargo mediante este trabajo no fue posible explicar el porque de dicha diferencia. En
el caso del nivel Erlenmeyer, atn cuando el Cno se pudo medir, se esperaria obtener una
tasa de consumo similar al nivel Fernbach, debido a la similitud de las condiciones de

cultivo.

Por otro lado la técnica potenciométrica como se explico, permitio medir los
cambios de las especies HCO3™ y COsae) @ partir de pH 'y C. Esto a su vez ayudo en
evaluar la preferencia en cualquiera de estas especies entre las microalgas estudiadas. En
la figura 12 se muestra que el consumo de ambas especies de carbono fue simultaneo, sin
embargo también existe una disminucion de la disponibilidad de estas especies solamente
por cambios en el pH. Estos valores fueron calculados a partir del valor de C inicial fijo
y variando el pH. En la misma figura la linea en cada especie, representa la diferencia
que existe entre el cambio de carbono medido y el termodinamico, indicando el consumo
biologico. En el caso del CO; o), la diferencia corresponde en promedio solo al 2% del
total y el 84% restante representa los cambios debidos a la termodinamica en ambas
microalgas. Para este ion, la mayor diferencia se encontrd durante los primeros tres dias,
sin embargo la proporcion fue muy pequefia. En el caso del i6n HCOs la diferencia
correspondié en promedio a un 11y 18% en Rhodomonas sp. € [. aff. galbana (Clone T-

ISO) contra un 50% por termodinamica. En ambos casos se observd un aumento en el
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consumo durante la fase exponencial y una disminucion en la fase de crecimiento
estacionario, al tercer y segundo dia para Rhodomonas sp. e I aff. galbana (Clone T-
ISO) respectivamente, lo cual esta relacionado con la disminucién en la tasa de

crecimiento y las divisiones celulares por dia (Tabla III C y IV C).

Elzenga et al., (2000), encontraron mediante la inhibicion de la anhidrasa
carbonica (AC) que Rhodomonas sp. asimilaba solo COxao). Sin embargo, el autor acepta
que existe la posibilidad de que Rhodomonas sp. consuma ambas especies de carbono

(comunicacion personal T. Elzenga) y de igual manera /. aff. galbana (Clone T-ISO).
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Figura 12. Relacion entre el crecimiento logaritmico promedio de Rhodomonas sp. ® (a)
e Isochrysis aff. galbana (Clone T-1SO) (b), y la concentracién medida en simbolos
llenos (pmoles kg") del COxac) (a-b)(#) y HCOs'(c-d)(=)en el nivel Garrafon. Los
simbolos vacios corresponden al cambio de las especies de carbono por el cambio
termodinamico. La linea ( ) corresponde a la diferencia entre las especies de carbono
medidas y el cambio termodinamico, en cada caso.



Estos valores demuestran que ambas microalgas consumieron de manera
simultanea ambas especies de carbono. Lo anterior sefiala que en futuros estudios si se
utiliza un inhibidor de AC y la medicion potenciométrica de Cy seria posible evaluar, la

preferencia y consumo de una u otra especie (HCOs"y CO;,.) en distintas microalgas.

De acuerdo a lo anterior, es de esperarse que las deficiencias de Cq en los cultivos
de microalgas y el aumento de la densidad celular, disminuyan la cantidad de carbono
consumido por célula. Adicionalmente, durante el consumo de C,, la disponibilidad de las
especies de carbono utilizadas como fuente de carbono, cada vez son mas limitantes
(Figura 12). Esto se puede observar mas claramente en la figura 13 donde se muestra el
consumo de C; expresado en pmoles C pm™ dia”, contra la disminucion de las especies

de carbono consumidas (COzc) 0 HCO3).

El consumo de C, se obtuvo a partir de las diferencias de concentracion de C; en
unidades de pmoles kg™, normalizando con el promedio de niimero de células ml™ por el
volimen en pm’ cel”, considerando la densidad del agua en una relacion uno a uno
(1000 mL = 1 kg), en unidad de tiempo (dia). El volumen celular en micrometros
ciibicos, se obtuvo a partir de la medicion del diametro de las microalgas, con un
analizador de particulas, el diametro de Rhodomonas sp. fue de 9.57 pm y de I aff.
galbana (Clone T-ISO) de 6.8 pm, considerando ambas microalgas esféricas. Las tasas
de consumo de C, fueron similares a los obtenidos a partir solo del HCOs™ por
microalgas (Figura 12 c-d), lo cual indica que el cambio se debi6 al consumo

principalmente del HCOs. Riebesell et al., (1993), mostraron valores de consumo de
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carbono dos ordenes de magnitud mayores a los encontrados en este trabajo al utilizar
tres especies de diatomeas de radio ~15 pm, este radio indica que las diatomeas fueron
cuatro veces mas grandes en promedio que Rhodomonas sp. € I aff. galbana (Clone T-
1SO). Por otro lado, Lafarga-De la Cruz (2000) reportd valores obtenidos a partir de .

similares a los obtenidos en este trabajo pero utilizando el nivel Erlenmeyer.
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Figura 13. Tasa de consumo de carbono (p moles C pm’3 dia™) vs concentracion de
COse) y HCO3', en Rhodomonas sp. ® (a-b) e L aff. galbana (Clone T-ISO) ~ (c-d).
para el nivel Garrafon. Para la correlacion se emple6 unan="17.

Otro factor interno importante es el incremento poblacional (Figura 3), en donde
los parametros como la tasa de crecimiento, los tiempos de duplicacion y las divisiones
celulares por dia, dan una respuesta a la condicién o estado fisiologico de las células para

el consumo de los nutrientes, correspondiente a cada dia de cultivo (Tabla ITI y IV). Del
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mismo modo el aumento de pH estuvo relacionado directamente con el crecimiento
poblacional, producto de la alta actividad fotosintética (Fogg y Thake, 1987, Darley,
1978). Por lo que la tasa promedio exponencial para ambas microalgas fue 0.862,
0.657 y 1.267, y la tasa de incremento del pH, de 0.262, 0.171 y 0.352 dia®, en
Erlenmeyer, Fernbach y Garrafon respectivamente. El aumento de pH es producido por
la liberacion de iones O, durante los procesos de fotosintesis y durante la asimilacion
de NO; en los cultivos de microalgas (Brewer y Goldam, 1976, Geider et al., 1992),
por esto mismo se puede explicar el mayor incremento de pH (hasta 10.165) en el nivel
Garrafon para Rhodomonas sp. (Figura 4 e-f), ya que consumi6 en el 30% mas C; y
NOs, que 1. aff. galbana (Clone T-ISO). En este trabajo, el consumo de NO3" y PO,
por célula, disminuy6 conforme evolucionan ambos cultivos al igual que la tasa de
crecimiento, de manera similar a lo reportado por Lafarga-De la Cruz (2000) para
Rhodomonas sp. y por Valenzuela-Espinoza (1997) para 1. aff. galbana (Clone T-ISO).
Por otro lado el pH estuvo altamente correlacionado con la concentracion de C (Figura
7) y del mismo modo, el incremento de pH estuvo relacionado directamente con la Ay,

NO; y NH,4', e inversamente con el PO,” y NO; en ambas especies cultivadas.

En el océano, los procesos de fotosintesis o respiracion, no influyen en los
cambios de A, (Morel y Hering, 1993). Sin embargo, en ambos cultivos de microalgas,
la A, aumentd (Figura 5) debido a que el NOy fue el tipo de fuente de nitrogeno
consumido (Figura 8 c-d). La asimilacion de NOs y NO, aumentan la Ay, y la
asimilacion de NH4" y la nitrificacion bacteriana la disminuyen. El aumento de A, se

debe a la liberacion de iones OH y la disminucion a la liberacion de iones H" (Brewer
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y Goldman, 1976; Geider y Osborne, 1992; Morel y Hering, 1993), como se observa en

las siguientes reacciones.

106CO, +138H,0+ 16NOy — (CH,0)106(NH;)1s+160H+ 1380, (A T)
106CO, +106H,0+ 16NH;, ———p (CH20)106(NHs)16+16H+ 1060, (AY )

Cabe sefialar, la forma preferencial de consumo, en cuanto a las especies de
nitrogeno en las microalgas. El orden es el siguiente: NH4', NO; y NOj3, ya que el
transporte de NH, ", hacia el interior de la célula se realiza por difusion activa mientras
que el NOy’, entra por transporte activo primario (Conn ef al., 1996). Trabajos sobre
consumo de NH;" y NOs’, realizados por Thomson ef al., (1989) y Dortch et al. (1991)
demuestran que cuando ambas fuentes de nitrogeno estan presentes en el mismo medio
de cultivo, el NH;" es preferentemente consumido debido al menor costo energético
que implica su consumo. Sin embargo, en este trabajo y en Lafarga-De la Cruz (2000)
el consumo de NOs en Rhodomonas sp., continué hasta el ultimo dia de cultivo
(Figura 8 c), aun cuando la concentracion de NH," aument6 o se mantuvo por arriba de
1 uM (Figura 8 g). En L aff. galbana (Clone T-1SO), el consumo de NO3™ fue menor

(Figura 8 d), y el aumento de NH;' fue continuo (Figura 8 h).

Las concentraciones de NO,” y NH," (Figura 8 e-h), estimulan la presencia de
bacterias nitrificantes como Nifrosomas y Nitrobacter, debido a la degradacion de la
materia organica, las bacterias nitrificantes oxidan el NH;" a NO; y después a NO3’
(Libes, 1992). Actualmente, se realizan estudios que muestran la presencia de bacterias

nitrificantes y heterétrofas en cultivos de Rhodomonas sp. e 1. aff. galbana (Clone T-
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ISO) (Simental-Oceguera, Tesis en preparacion), en donde se ha observado una

sucesion de especies nitrificantes y el aumento de bacterias heterotrofas.

En Rhodomonas sp., la contribucion de C; al final del cultivo en el nivel
Garrafon (Figura 6 e), se puede deber a respiracion por bacterias heterotroficas o por
las mismas microalgas que realizan procesos de fotorespiracion (Ralph, 1967). Cabe
considerar que para este dia de cultivo, los PO,” y NOs™ (Figura 8 a-b y c-d) son
escasos (dia seis y siete), y la presencia de sustancias toxicas (producto de las
exudaciones) afectan al cultivo (Ralph, 1967). Sin embargo, las bacterias
heterotroficas, generan procesos como la remineralizacion de nutrientes dentro del

sistema.

La remineralizaciéon es conocida como un proceso en el cual, las bacterias oxidan
el material organico producto de la fotosintesis utilizando oxigeno y liberando
nutrientes y COxae) a la columna de agua (Libes, 1992; Zhang, 2000). Este proceso se
observo claramente, el ultimo dia de cultivo en el nivel Garrafon, para Rhodomonas sp,
en donde se presentaron los siguientes indicadores de remineralizacion, disminucion de

pH, aumento en el C,, NH;" y PO,” (Figura 4 e-f, 6 e-fy 8 a, b, g y h) respectivamente.

En los cultivos de microalgas es interesante evaluar las razones de consumo
(Figura 14) entre los nutrientes y contrastar su comportamiento con la relacion de
Redfield, (1963) (CiosNigP1 ). La razon N:P, fue 19.42 y 12.26 (Figura 14 a-b) para
Rhodomonas sp. e I aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente, las cuales son

cercanas a lo esperado (~16), sin embargo el consumo de ambos nutrientes fue mayor
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para Rhodomonas sp. en un 36 %, lo cual se vio también reflejado en la mayor tasa de
incremento de pH alrededor del 8 % (Figura 4 c-d) y en un 36% mayor en el aumento

de A (Figura 5 c-d), respecto a L. aff. galbana (Clone T-1SO).

La razén C:N esperada debié ser aproximadamente 6.6, sin embargo fueron 1.08
y 1.5 para Rhodomonas sp. y I aff. galbana (Clone T-ISO) (Figura 14 c-d), esto nos
indica que en ambas especies, existio un consumo similar de ambos nutrientes, ya que
existe una competencia por los metabdlitos (NADPH, ATP, esqueletos de carbono)
empleados durante la asimilacion de nitrégeno y la carboxilacion (Ciclo de Calvin)
(Raven y Beardall, 1981; Ivor y Turpin, 1987; Falkowski y Raven, 1997). Esta razon
de consumo fue mayor en un 30 % para /. aff. galbana, lo cual esta asociado a la tasa
de consumo de C; (Figura 6 d) aunque posteriormente se estabilizo. La razon P
deberian ser aproximadamente 106, sin embargo fue 21.16 y 19.17 para Rhodomonas
sp. e I aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente (Figura 14 e-f). Ambas razones
obtenidas de C:N y C:P indican limitacion de carbono, para las dos microalgas

estudiadas.

Un rasgo que resalté de manera muy clara fue el aumento de la A, conforme al
tiempo de cultivo en ambas microalgas. Como se mencioné anteriormente, Brewer y
Goldman (1976) determinaron incrementos o disminuciones de dicho parametro,
debidos al tipo de fuente de nitrogeno en tres diferentes microalgas cultivadas, por lo
que, si la microalga consume NO;3™ la A, aumenta y si consume NH,;" disminuye. Sin
embargo, se ha reportado que en cultivos de microalgas existen exudaciones que

pudieran participar como bases extras y asi participar con una fraccion como parte de
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la A, Una manera de conocer la cantidad de bases extras liberadas por los organismos
es mediante la diferenciacion de la A, medida con respecto a la A termodinamica
(Hernandez-Ayon, 2000) (Figura 9). La A termodinamica se calcul6 a partir de valores
de pH y C,, usando el programa CO2SYSTEM, el cual considera ademas, nutrientes
como (PO4” y Si0y), salinidad, temperatura y las constantes K1 y K2 del sistema del
CO,. Todo lo anterior, corresponde a la porcién A de la definicion de A, (ver
ecuacion). La porcion B generalmente se ignora pues en el mar abierto es una cantidad
muy pequefia, sin embargo suelen estar presente en grandes cantidades en zonas

costeras (Hernandez-Ayon, 2000).

A= [HCO;']+2[C03’2]+[B(0H)4“]+[Nutrientes]+[OH']-[H+] +Bases extras l

[ g | 1 v

A B

En este trabajo, sabemos que parte de las bases extras medidas durante la
titulacién contienen iones OH los cuales fueron liberados por la asimilacion de NOs’
(Figura 8 c-d) y el consumo de HCO3 (Figura 12 a-b), asi como también a bases
debidas a exudaciones (Figura 10). A partir de la ecuacion de Redfield
(estequiométricamente), es posible determinar la proporcion de iones OH producidos
por el consumo de ambos nutrientes, sin embargo es incierta la cantidad de iones OH
que reaccionaron con otros compuestos (exudaciones o aceptores de protones). Por lo
que las mediciones de pH, determinaran la concentracion de OH libres y estos son

menores a los producidos.
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Los valores de A, medida y calculada en el nivel Garrafon, al tiempo cero fueron
casi idénticas y a partir de la siguiente medicion solo 4 horas después, los valores
comenzaron a separarse cada vez mas. La tasa de aumento de la A, medida fue de
100.9 y 62.6 pmoles kg'dia” para Rhodomonas sp. e I aff. galbana (Clone T-1SO)
respectivamente (Figura 5 e-f). Esta diferencia de aumento de A, medida corresponde
en parte a que Rhodomonas sp. consumio en mayor proporcion NOs™ y a la razon

N:P(Figura 8 c, 14 a) respectivamente.

En la figura 10, se muestra la diferencia de A calculada-medida, la tasa de
incremento de las bases extras fue 100.7 y 47.2pmoles kg™ dia™" para Rhodomonas sp.
e I. aff. galbana (Clone T-1SO) respectivamente, 1o cual es atribuido en parte a que la
razén N:P para Rhodomonas sp. es 36% mayor, es importante sefialar que Rhodomonas
sp. consumi6 NOs durante todo el experimento a una tasa de consumo de 172.5
pmoles dia”. Sin embargo en /. aff. galbana (Clone T-ISO) consumié NO3™ a una tasa
de 124.29 pmoles dia™, solo hasta el quinto dia, a pesar de esto, la Ay medida siguio
aumentando hasta el final del experimento.En ambos cultivos, dicha diferencia se debe
a los iones OH" liberados del consumo de NO; y HCOs y a las exudaciones las
microalgas, sin embargo no es posible determinar su naturaleza mediante este tipo de
analisis. Las exudaciones pueden ser carbohidratos, sustancias nitrogenadas, acidos
organicos, lipidos, fenoles, fosfatos organicos, sustancias volatiles, enzimas, vitaminas,
factores sexuales, toxicos e inhibidores o estimuladores del crecimiento (Ralph, 1967).
Durante la fase de crecimiento estacionario en Rhodomonas sp. € Isochrysis galbana,
se tiene reportado la excrecion de polisacaridos (Ralph,1967). El 4cido organico que

con mayor frecuencia es liberado por las algas es el acido Glicélico, esta liberacion se
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ve favorecida por la disminucion de los niveles de CO, que limitan la fotosintesis
(Ralph,1967). Este acido tiene un pKa de ~3.8 por lo que se descarta su interferencia

puesto que queda afuera de las determinaciones de As.

Existe la presencia de bases extras en los niveles, Erlenmeyer, debido al aumento
de la A y tuvieron una tasa de aumento en promedio de 173.2 y 130 pmoles kg dia™
respectivamente (Figura 5 a-d), pero no se cuenta con valores de PO4>, los cuales son
indispensables para la determinacion de la A, termodinamica, sin embargo, no se puede
dudar su presencia puesto que se tiene reportado altos consumos de NO3 por célula en
ambos niveles para Rhodomonas sp. (Lafarga-Dela Cruz, 2000) y para /. aff. galbana

(Clone T-1S0) (Valenzuela-Espinoza, 1997) y muy seguramente exudaciones.

Como parte final, una recomendacion en lugares donde no se cuenta con el
sistema de titulacion potenciométrico como el que se presenta en este trabajo: es
posible, calcular de manera indirecta el C, mediante mediciones continuas de pH y
determinar el valor inicial de la A,, antes de la inoculacion o adicion de nutrientes, ya
que como se mostré (Figura 8 c-d) el consumo de nitratos y las exudaciones cambian la
A.. En la figura 15 se puede observar los cambios de C, medidos para ambas especies
de microalgas y adicionalmente el C(pH-Aj) calculado termodinamicamente, los
cuales fueron similares a las medidas y por lo tanto, las tasas de consumo fueron muy

semejantes (~200 pmoles kg'ldia'l).
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6. CONCLUSION

1.- En ambos cultivos de microalgas, el C; disminuy6 mientras que los valores de pH y A

aumentaron.

2.- Los valores iniciales de C, en ambos niveles de cultivo fueron alrededor de 1901.5
pmoles kg™'. Al tercer dia de cultivo en el nivel Fernbach los valores fueron indetectables
mientras que en el nivel Garrafon los valores de C; fueron mayores a 500 pmoles kg". En
ambos cultivos de microalgas, la tasa de consumo de C; fue mayor en un 70 % en el nivel
Fernbach que en el nivel Garrafon, sin embargo fue posible explicar dicha diferencia. En

el nivel Erlenmeyer, no se determiné el consumo de C;, por limitacion de volumen.

3.- Rhodomonas sp. tuvo un consumo total de 1330.5 pmoles kg" mientras que para /.
aff. galbana (Clone T-1SO) fue de 908 pmoles kg™, sin embargo la tasa de consumo fue
10 % menor para Rhodomonas sp. que para I. aff. galbana (Clone T-ISO) debido a

diferentes factores.

4.- Rhodomonas sp. e I. aff. galbana (Clone T-ISO) consumieron simultaneamente
ambas especies de carbono (HCOs y COzae), con un porcentaje promedio de 15 y 2%
con respecto al C, medido. Se observé que el consumo de HCO;3” disminuyo al final de la
fase exponencial, los dias tres y dos para Rhodomonas sp. e I. aff. galbana (Clone T-

ISO) respectivamente.
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5.- La razon de consumo C:N fue 1.08 para Rhodomonas sp. mientras que para /. aff.
galbana (Clone T-ISO) fue 1.5. Del mismo modo, la razén C:P fue 21.2 y 19.2 para
Rhodomonas sp. e 1. aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente. Asi mismo, se observo
la disminucién en las tasas de consumo como resultado de la baja concentracion de
especies de COquey y HCOs. Los anteriores resultados indican que ambos cultivos de

microalgas se encontraron limitados por carbono.

6.- Se observo una diferencia entre niveles de cultivo, con respecto a la tasa de aumento
del pH, las cuales fueron 0.262, 0.171 y 0.352 dia™, en Erlenmeyer, Fernbach y Garraféon
respectivamente, lo cual se atribuye a la actividad fotosintética asociada a cada nivel de
cultivo. Sin embargo, Rhodomonas sp. aument6 el pH a una tasa mayor (8 % ) que /. aff.
galbana (Clone T-ISO), debido a que consumio un 30% mas C, que /. aff. galbana
(Clone T-ISO) y que la razon N:P fue 19.4 mientras que para /. aff. galbana (Clone T-

ISO) fue 12.3, en el nivel Garrafon.

7.- En ambos cultivos de microalgas la A, se increment6 por la produccion de bases
extras producto de las exudaciones de las microalgas y la liberacion de iones OH, por el
consumo de nitratos y HCO5". La tasa de incremento de las bases extras fue 100.7 y 47.2
pmoles kg'dia™' para Rhodomonas sp. e 1. aff. galbana (Clone T-ISO) respectivamente,

lo cual es atribuido en parte a que la razon N:P para Rhodomonas sp. es 35% mayor.
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8.- El sistema potenciométrico permitio medir las tasas de consumo de C; y las de
incremento de pH y A, adicionalmente, se estimd la proporciéon en que fueron

consumidas las diferentes especies del carbono.

9.- Finalmente, para el nivel Garrafon, se propone la utilizacion de la pareja A inicial
(sin efecto de bases extras) y el pH como una forma de evaluar los cambios de C; en

cultivos de microalgas.
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