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RESUMEN

En condiciones de laboratorio se efectué una serie de cuatro experimentos con Tetraselmis
suecica, para conocer el rendimiento de produccién en voliimenes de 1,000 litros, con salinidad de
28°/00, con ausencia y adicién de amortiguador y diéxido de carbono, flujo de aire de 25 I/miny
tiempo promedio de adicién de diéxido de carbono de dos minutos y medio, a 50 kg/cm2 de

presidn para mantener el nn ioual o menor de 7.5.
presion para mantener igual 0 meno

La méxima dens1dad de 508,000 cel/ml se obtuvo con la relacién de 150/10 g/1 de NaNOgz/
NaH2POy, con una constante de crecimiento promediode 0.35 y 0.50 duplicaciones por dia. Con
un cuarto y la mitad de nutrientes sin amortiguador, se registrd una constante de crecimiento
promedio mayor, aunque no difirié significativamente al 95% de confianza con respecto al
experimento control.
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para mantener el pH entre 7.2-7.5.

series of four experiments with Tetraselmis suecica was carried out under laboratory
conditions in order to learn the }uudu‘,uuu yu.ld in volumes of 1 000 ]lll.lb), with aa‘uuuy of 280 S/00,
with absence and addition of buffer and carbon dioxide, air flow of 25 I/min and average time of
addition of carbon dioxide of two and a half minutes, at a pressure of 50 kg/cm? to keep the pH
cqual to or UCIUW I J
A maximum density of 508,000 cells/ml was obtained with a ratio of 150/10 g/l of NaNQz/
NaH?POy, with an average constant of growth of 0.35 and 0.50 doublings per day. With a quarter
and with half of the nutrients without buffer, a higher constant of growth was recorded, although
it did not differ significantly at 95% confidence in relation to the control experiment.
Productivity per unit of culture volume of T. suwecica showed that on using low con-

cenirations of nuirients plus carbon dioxide, good population yields relative to the controi are



obtained. Productivity was not affected by temperature since it was kept constant at 19 *1°C,
but it decreases when the supplement of carbon dioxide is insufficient to keep the pH between

7.2-75.

INTRODUCCION

En el cultivo masivo de microalgas, la
infraestructura requerida no representa en
realidad un problema, sino mas bien los
problemas son de tipo bioldgico, en donde es
indispensable determinar las condiciones ne-
cesarias para obtener los niveles méximos de
densidad poblacional, razén de crecimiento,
produccién y méxima eficiencia en la utili-
zacién de luz y nutrientes (Kinne, 1976).

La microalga marina Tetraselmis suecica
(Kylin) Butch., es una especie ampliamente
usada en acuacultura, es de gran valor alimen-
ticio para larvas, semiilay adultos de bivalvos
(Walne, 1970; Helmet al., 1973; Helm, 1977),
y también para crusticeos (Griffith et al.,
1973). Esta especie responde a un ampiio
intervalo de concentracién de nutrientes y
salinidad (Laingy Utting, 1980). Su cultivo se
ha dado a ll'dVCb de los IIlClUUOS tradicionaies
usados para otras especies de microalgas
(Mathiesen y Torner, 1966), y ésta puede ser
la raz6n de no haber obtenido valores Opiimfm
de produccion, lo que a su vez repercute en los
costos de operaciéon en la produccién de
alimento artificial.

En las microalgas, el proceso de la
sintesis se ve favorecido por concentra-

ciones adecuadas de COp, siendo ésta inhibida
por las altas concentracionesde Op y da inicio
ala fotorcspiracién lo cual afecta la produc-
cién de microalgas (Tolbert, 1974). Basados ¢n
este proceso donde el CO3 es el factor limi-
tante, cabe la posibilidad de mejorar las
densidades de T. suecica obtenidas por méto-
dos tradicionales, mediante la variacién de las
concentraciones de nutrientes y la adicién
dirccia dc UIUX]UU de carbono cn los sistcmas
de cultivos masivos.
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Torner (1966). El filtrado del agua de mar y
dulce se realizé como lo mencionan Islas-
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INTRODUCTION

The infrastructure required for the
mass culture of microalgae does not really
represent a problem. The problems are rather
of the biological type, since the necessary
conditions for obtaining the maximum levels
of population density, growth rate, produc-
tion and maximum efficiency in the use of
light and nutrients must be determined
(Kinne, 1976).

The marine microalga Tetraselmis sueci-
ca (Kylin) Butch. is widely used in aquacul-
ture. It is of great nutritional value for larvae,
seeds and aduits of bivaives (Waine, 1970;
Helmet al., 1973; Helm, 1977), as well as for
crustaceans (Griffith et al., 1973). This species
responds to a wide range of nutrient and
salinity concentrations (Laing and Utting,
1980). It has been cultured with traditional
methods used for other species of microalgae
(Mathiesen and Torner, 1966) and optimum
productmn values have probably not been
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te by hlgh concentrdtlons of
the production of m1croa]gac (Tolbert, 1974).
Since COj is the limiting factor in this
process, the densities of T. suecica obtained by
traditional methods could be increased by
varying the concentrations of nutrients and by
adding carbon dioxide to the mass cuiture
systems.

Tetraselmis suecica was kcpl in unialgal
growth with Mathiesen and Torner’s (1966)
medium. Sea and fresh water were filtered
according to Islas er al. (1978). Thc sdlmlty of
the sca watcer was KCP'L T
experiments (28%/00).

All the stages of the culture sequence
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The temperature
was controlled by a (Honeywell) air condi-
tioning system with thermostat.
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La secuencia del cultivo en todas sus
etapas se llev6 a cabo en un cuarto a tempe-
ratura de 19 % 19C, controlada mediante un
aparato de aire acondicionado provisto de
termostato (Honeywell).

El cultivo se inicié en matraces Erlen-
meyer de 250 mi con un volumen de medio de
cultivo de 50 ml y se continu6 en Fernbach
con capacidad de 2,800 ml, con volumen de
cultivo de 1,500 ml

El medio de cultivo se preparé con agua
de mar a 289/o0, soluciones de nutrientes y
metales traza, mdas amortiguador (Tris)
(Mathiesen y Torner, 1966). Estos medios se
esterilizaron en autoclave a 121°C vy
15 Ib/pulg? de presién durante 15 minutos.
Posteriormente se adicionaron las vitaminas.

Cada matraz se inoculé con 10 ml de
cepa de T. suecica, para posteriormente ino-
cular los Fernbach con el contenido de dos
matraces Erlenmeyer bajo una ‘atmésfera
aséptica generada con dos mecheros Bunsen.
Los matraces fueron expuestos a condiciones
de iluminacién constante (4.23 v Em2s°1)
con el uso de ldmparas fluorescentes de luz
fria (Silvania de 40 W).

A los 10 dias se realiz6 la transferencia
del cultivo logrado a recipientes de 20 litros
(carboy); previamente se desinfectaron me-
diante el método descrito por Pruder y Bolton
(1978). Después, se agregaron nutrientes y
vitaminas esterilizadas, inoculando cada car-
boy con dos Fernbach en atmdsfera aséptica.
A partir de esta etapa, se suministré a los
cultivos un flujo de aire de 7.51/min (flu-
joémetro Gilmont), mediante un compresor de
aire seco (Conde 12), con el fin de mantener
las microalgas en suspensiény proporcionarles
el didxido de carbono necesario para la foto-
sintesis.

Al obtener la méaxima concentracion de
microalgas en carboy (10-12 dias), se trans-
firié el cultivo a tanques de fibra de vidrio
de 1,200 litros. En este nivel se dio ilumi-
nacién con ldmparas Osram de 500 W. La
luz incidente (Io) en la superficie fue de
1,330 » Em~2s~1 (Biospherical Instrument
Inc. Mod. QSL-100); se suministr6 un flujo de
aire de 25 I/min.

En los tanques antes mencionados, se
experimentd con diferentes concentraciones
de nutrientes y adiciones diarias de diéxido
de carbono, hasta obtener un pH entre
7.2-1.5. El tiempo promedio de inyecciéon de

The culture was initiated in 250 mi
Erlenmeyer flasks with a culture medium
volume of 50 ml. It was continued in Fernbach
with capacity of 2,800 ml and culture volume
of 1,500 ml.

The culture medium was prepared with
sea water at 28%/oo, solutions of nutrients
and trace metals, and buffered with Tris
(Mathiesen and Torner, 1966). These media
were sterilized by autoclaving at 120°C and
pressure of 15 Ib/in2 for 15 minutes. The
vitamins were subsequently added.

Each flask was inoculated with 10 ml of
T. suecica stock. The Fernbach were later
inoculated with the contents of two Erlen-
meyer flasks in an aseptic environment gener-
ated with two Bunsen burners. The flasks
were exposed to continuous illumination
(423 Em-2s1) provided by coocl-white
fluorescent lamps (Silvania of 40 W).

After ten days, the cultures were trans-
ferred to 20 litre recipients (carboy), which
had previously been disinfected using the
method described by Pruder and Bolton
(1978). Later, sterilized vitamins and nutrients
were added, inoculating each carboy with two
Fernbach in aseptic environment. As of this
stage, the cultures were supplied with an air
flow of 7.5 l/min (Gilmont flowmeter), by
means of a dry air compressor (Conde 12), in
order to maintain the microalgae in suspension
and provide them with the carbon dioxide
necessary for photosynthesis.

On obtaining the maximum concen-
tration of microalgae in carboy (10-12 days),
the cultures were transferred to 1,200 litre
fibreglass tanks. During this stage, illumina-
tion was provided by 500 W Osram lamps.
The incident light (Io) on the surface was
1,330 » Em-2s"1 (Biospherical Instrument
Inc. Mod. QSL-100). An air flow of 25 1/min
was supplied.

In the tanks, experiments were carried
out with different nutrient concentrations and
daily additions of carbon dioxide, until a pH
between 7.2-7.5 was obtained. The average
injection time of CO was 2:30 minutes at a
pressure of 50 kg/cm?.

All the experiments were compared with
the control, in which Mathiesen and Torner’s
(1966) medium, additions of carbon dioxide
and buffer were used.

The experimental media of mass level
(1,000 litres) were done in duplicate under the
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CO; fue de 2:30 minutos a una presion de
50 kg/cm?2.

Todos los experimentos se compararon
con el control, en el que se utilizé el medio de
Mathiesen y Torner (1966), adiciones de
diéxido de carbono, mas amortiguador.

Los medios experimentales de nivel
masivo (1,000 litros) se realizaron por dupli-
cado, bajo las siguientes caracteristicas: la
primera concentracion utilizada fue agre-
gando la mitad de macronutrientes, mitad
metales traza, mitad vitaminas y la mitad de
amortiguador; la siguiente con la mitad de
macronutrientes, mitad metales traza, mitad
vitaminas, adiciones directas de diéxido de
carbono y sin amﬁﬁlg‘uauux, ¥ la Gltima con
un cuarto de macronutrientes, un cuarto de
metales traza, un cuarto de vitaminas mas
didéxido de carbono y sin amortiguador.

La reproduccién de células se estimé
diariamente para todos los niveles en los cul-
tivos con un espectrofotémetro Hatch (Mode-
lo DR/2), a una longitud de onda éptima de

680 nm. El tiempo que transcurrié en cada
uno de los niveles fue de siete dmc annn en

el cual los cultivos alcanzan las optlmas con-
diciones de crecimiento (Acuacop, 1983).

RESULTADOS

Se experimenté el crecimiento de
Tetraselmis suecica en volimenes de 1,000
litros. Los cultivos con la mitad de nutrientes
registraron un pH inicial de 7.9 y final de 9.3.
A los cultivos que se les suministré dioxido de
carbono, se encontré que a pH entre 8.2-8.7 el
tiempo de adicion fue de 2:30 minutos a una
presién de 50 kg/cm@ para situar el pH en
72-15.

La prueba "t" de Student aplicada a las
densidades poblacionales, no fue significativa
(P < 0.05) entre el original y la réplica, ni
entre experimentos. Debido a que los cultivos
no iniciaron con la misma concentracién, se
realizé un andlisis de correlacién polinomial
para conocer si €l factor densidad influyé en
la concentracién final de cada cultivo. La
prueba polinomial (P < 0.05) mostré que no
existe correlacién entre la concentracién ini-
cial y final de los cultivos.

La curva de crecimiento que resulté en
el experimento con la mitad de nutrientes y
sin adicién de diéxido de carbono se muestra
en la Figura 1. La densidad inicial fue de 6,500
cel/ml, con fase de retardo de un dia. Se

following conditions: the first concentration
used contained a half of macronutrients, half
trace metals, half vitamins and a half of
buffer; the next contained a half of macro-
nutrients, half trace metals, half vitamins,
direct additions of carbon dioxide and no
buffer; and the last contained a quarter of
macronutrients, a quarter of trace metals, a
quarter of vitamins, plus carbon dioxide and
no buffer.

Cell production was estimated daily for
all the levels in the culture with a Hatch
spectrophotometer (model DR /2), at an opti-
mum wavelength of 680 nm. The time that
lapsed in each of the levels was seven days,
time in which the cultures reach opumu;u

growth conditions (Acuacop, 1983).
RESULTS

The growth of Tetraselmis suecica was
tested in volumes of 1,000 litres. An initial pH
of 7.9 and final pH of 9.3 were recorded for the

cultures with half of nutrients. In the cultures
that were supplied with carbon dioxide, it was

found that at a pH between 8.2- 8‘7 the
addition time was 2:30 minutes at a pressure
of 50 kg/cm?2 to obtain a pH between 7.2-7.5.

The Student "t" test applied to the
population densities was not significant (P <
0.05), either between the original and replica
or between experiments. Since the cultures did
not begin with the same concentration, a
polynomial correlation analysis was done to
find out whether or not the density factor
influenced the final concentration of each
culture. The polynomial test (P < 0.05)
indicated that there was no correlation be-
tween the initial and final concentrations of
the cultures.

The growth curve obtained in the ex-
periment with half of nutrients and without
addition of carbon dioxide is shown in Figure
1. The initial density was 6,500 cells/ml, with
a delayed phase of one day. A concentration of
327,000 cells/ml was obtained on the seventh
day. The population values are given in Table
1. The exponential growth phase occurred on
days 1-2, with a growth constant of 2.29 and
duplication time of 0.30 days. Maximum daily
production (PD) was reached on the third
day.

The growth curve obtained in the ex-
periment with half of nutrients and additions
of carbon dioxide is shown in Figure 2. The
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Figura 1. Crecimiento de Tetraselmis suecica, cultivada en medio quimico con la mitad de
macronutrientes, mitad de metales traza, mitad de vitaminas y la mitad de amortiguador.

Figure 1. Growth of Tetraselmis suecica, cultured in a chemical medium with a half of
macronutrients, half of trace metals, half of vitamins and a half of buffer.
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Figura 2. Crecimiento de Tetraselmis suecica, cultivada en medio quimico con la mitad de
macronutrientes, mitad de metales traza, mitad de vitaminas, adiciones directas de diéxido de
carbono y sin amortiguador.

Figure 2. Growth of Tetraselmis suecica, cultured in a chemical medium with a half of
macronutrients, half of trace metals, half of vitamins, direct additions of carbon dioxide and with
no buffer.



alcanzé una concentracién de 327,000 cel/ml
al séptimo dia. Los valores poblacionales se
presentan en la Tabla 1. La fase de crecimien-
to exponencial ocurri6 en los dias 1-2, con una
constante de crecimiento de 2.29 y tiempo de
duplicacién de 0.30 dias. La méxima produc-
cién diaria (PD) se alcanzé al tercer dia.

Al utilizar la mitad de nutrientes y
adiciones de diéxido de carbono resulté una
curva de crecimiento que se muestra en la
Figura 2, donde la densidad inicial fue de
5,500 cel/ml, con fase de retardo de un dia
alcanzando una concentracién de 450,750
cel/ml al séptimo dia. Los valores poblacio-
nales se presentan en la Tabla 2. La fase de
crecimiento exponenciai se produjo en ios dias
1-2, con una constante de crecimiento de 2.73
y tiempo de duplicaci(’)n de 025 dias. La
méxima produccidn diaria (PD) se presento al
segundo dia.

La curva de crecimiento que resulté en
el experimento con un cuarto de nutrientes y
adiciones de diéxido de carbono se muestra en
la Figura 3; la densidad inicial fue de 5,000
\,m/uu y presemu fase de retardo de un dia.
La densidad méxima en el cultivo fue de
431,500 cel/ml. Los valores poblacionales se

nracantaran an la Tahla 2 T a face de crect
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miento exponencial se produjo en los dias 1-3

con un valor de crecimiento de 0.65, un tiem-
no de dunlicacidn de 108 diac y
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produccién diaria al segundo dia.

En el experimento control, no se obser-
v§ fase de retardo, la densidad inicial fue de
41,000 cel/ml y la densidad méxima en el
cultivo fue de 508,500 cel/ml (Fig. 4). Los

valores nnhlamn"alecm indican en la Tabla 4.

En este ensayo la fase de crecimiento expo-
nencial ocurrié en el tercer dia, con una

constante de crecimiento de 0.88 y tiemno de
constantie €e crecimienio ¢e v tiempo ae

duplicacién de 0.80 dias. Presenté su méxima
produccién al tercer dia.

maxima
maxiina

DISCUSION

alcanzadas de

Las concentraciones

327,000 a 508,500 cel/ml con una intensidad
luminosa de 1,330 » Em=2s-1 (Tablas 1, 4),
fueron mayores a las reportadas por Griffith
et al. (1973), con 275,000 a 450,000 cel/ml
en volumenes de 340 litros, con intensidad de
luz de 645 » Em 251, Estas diferencias se
atribuyen al afecto de la baja irradiancia en
los cultivos de T. suecica (Maddux y Jones,
1964).

initial density was 5,500 cells/ml, with a
delayed phase of one day, reaching a concen-
tration of 450,750 cells/ml on the seventh day.
The population values are given in Table 2.
The exponential growth phase occurred on
days 1-2, with a growth constant of 2.73 and
duplication time of 0.25 days. Maximum daily
production (PD) occurred on the second day.
The growth curve obtained in the ex-
periment with a quarter of nutrients and
additions of carbon dioxide is shown in Figure
3. The initial density was 5,000 cells/ml and
there was a delayed phase of one day. Maxi-
mum density in the culture was 431,500
cells/ml. The population values are given in
Tabie 3. The exponentiai growth phase oc-
curred on days 1-3 with a growth value of
0.65, a duplication time of 1.06 days and
maximum daily produciion on the second day.
In the control experiment, a delayed
phase was not observed. The initial density
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the culture was 508,500 cells/ml (Fig. 4). The
population values are given in Table 4. In this
the CAPUJlClllldl grO'v'vul puasﬁ occurred
on the third day, with a constant of growth of
0.88 and duplication time of 0.80 days. Maxi-
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DISCUSSION

The concentrations of 327,000 to
508,500 cells/m]l reached with a luminous
intensity of 1,330 +sEm2s1 (Tables 1, 4)

were hngher than those reported by Grlffl[h et
al. (1973), namely 275,000 to 450,000 cells/ml

in vnlnmpc of 340 litres, with haht Inrpncnv of

645 wEm2s1, These dlfferences are at-

tributed to the effect of low irradiance on the
ica (Maddux and Joneg

cultures of T suec
uecica (Macdux ang Jones,
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1964).

Even though the Student "t" test did
indicate significant
the experiments, the population densities
increased when carbon dioxide was added. The
final concentrations (Tables 1-4) show that
the cultures that were supphed daily with
carbon dioxide had higher concentrations of
cells, regardless of whether the concentration
of nutrients was reduced to a quarter in the
culture medium (Fig. 3; Table 3). This has
also been observed by Fabregas er al. (1984),
who show that carbon dioxide is a limiting
factor and that an increase in the concentra-
tion of nutrients does not produce an increase

not differences between



Pacheco Ruiz et al.: Produccién masiva de

600
500 - { Error estandar
)
mC 400 ‘/
O ./'
x /
— 300
€ {/
~
= 2004 ../
Q
IOO—J /e
[l ——— " M
[ i | 1 1 1 I L
0o 1 2 3 4 5 6 7 DIAS
Figura 3. Crecimiento de Tewaselinis suecica, cultivada en medio quimico con un cuario de

macronutrientes, un cuarto de metales traza, un cuarto de vitaminas, adiciones directas de diéxido
de carbono y sin amortiguador.
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macronutrients, a quarter of trace metals, a quarter of vitamins, direct additions of carbon dioxide
and with no buffer.
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anrn 4, Crecimiento de Tetraselmis suecica, cultivada en medioq uimicn con todos los nutrientes,

con amortiguador y adiciones directas de diéxido de carbono (expenmento control).
Figure 4. Growth of Tetraselmis suecica, cultured in a chemical medium with all the nutrients,
with buffer and direct additions of carbon dioxide (control experiment).
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Tabla 1. Valores poblacionales promedio de Tetraselmis suecica, utilizando la mitad de
macronutrientes, mitad de metales traza, mitad de vitaminas y la mitad de amortiguador.

Table 1. Average population values of Tetraselmis suecica, using a half of macronutrients, half of
trace metals, half of vitamins and a half of buffer.

Tiempo Concentracién K TD D PD

(dias) (cel/ml) (dias) (div/dia) (cel/ml)
0 6,500
1 8,000 0.20 333 0.29 1,500
2 79,500 229 0.30 3.03 71,500
3 178,500 0.80 0.86 1.15 99,000
4 225,250 0.23 298 033 46,750
5 272,000 0.18 3.68 0.25 46,750
6 313,250 0.14 491 0.20 41,250
7 327,000 0.04 16.14 0.05 13,750

= 0.55 Th= 4.6 5= 0.80

Tabla 2. Valores poblacionales promedio de Tetraselmis suecica, utilizando la mitad de
macronutrientes, mitad de metales traza, mitad de vitaminas, adiciones directas de didxido de
carbono y sin amortiguador.

Table 2. Average population values of Tetraselmis suecica, using a half of macronutrients, half of
trace metals, half of vitamins, direct additions of carbon dioxide and no buffer.

Tiempo Concentracién K TD D PD
(dias) (cel/ml) (dias) (div/dia) (cel/ml)

0 5,000

1 8,000 0.47 1.47 0.68 3,000
2 123,500 273 0.25 393 115,500
3 206,000 0.51 135 0.74 82,500
4 274,750 0.28 241 0.40 68,750
N 316,000 0.13 4.96 0.19 41,250
6 387,500 0.20 3.40 0.29 71,500
7 450,750 0.15 4.58 0.22 63,250

x=0.63 Th=2.63 5= 0.92




A pesar de que la prueba "t" de Student
no indicé diferencias significativas entre los
distintos experimentos, las densidades pobla-
cionales se incrementaron cuando se les adi-
cioné didxido de carbono. Las concentracio-
nes finales (Tablas 1, 4), muestran que los
cultivos que tuvieron un suministro diario de
diéxido de carbono registraron mayores con-
centraciones de células, independientemente
de que se reduzca la concentracion de nu-
trientes hasta un cuarto en el medio de culti-
vo (Fig. 3; Tabla 3). Lo anterior también ha
sido observado por Fabregas et al. (1984),
quienes muestran que el didxido de carbono
es un factor limitante y qQue un incremento en
ia LOnLeflfraClUﬂ UC nu(rlcn[cs no [)TUUULC
un incremento en la biomasa final. Por otro
lado, al adicionar diéxido de carbono, éste
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En todos los medlos experimentales se
obtuvo un desarrollo adecuado de T. suecica,
por
utilizado para el cultivo de esta especie,
dependiendo sélo de los requerimientos de
produccién.

Cuando no se adicioné diéxido de car-
bono (Fig. 1; Tabla 1), se obtuvo baja con-
centracién de células y baja tasa de divisién
por dia. Esto se debi6 a que las condiciones
del cultivo generaron una fuerte alcalinidad
(9.3), lo cual posiblemente provocé la preci-
pitacién de metales traza, como el hierro y
manganeso, los que son esenciales para la
sintesis del protoplasma celular, por ser los
constituyentes de varias enzimas y transpor-
tadores que operan en el mecanismo de la
respiracién celular.

El experimento control presenté con-
centraciones mas elevadas. Sin embargo, su
constante de crecimiento y divisién por dia
resultaron ser més bajas en comparacién con
los experimentos donde se adiciond diéxido de
carbono con la mitad y un cuarto de los
nutrientes (Tablas 1, 2), los cuales registraron
idénticas constantes de crecimiento, divisién
por dia promedioy rendimientos similares en
produccién (88.64% y 84.85% respectiva-
mente). Estos pardmetros poblacionales nos
indican que los cultivos estuvieron en 6ptimas

lo que cualquiera de é&stos puede ser

in the final biomass. On the other hand, when
carbon dioxide is added, it balances the
"tampon” system of the bicarbonate that
controls in a more stable way the pH varia-
tions in the culture and also enables a better
use of the nutrients. This results in a better
response to the increase of the population
density (Fabregas er al., 1985).

An adequate development of T. suecica
was obtained for all the experimental media.
Therefore, any of them can be used for the
culture of this species, depending only on the
production requirements.

When carbon dioxide was not added
(Fig 1; Table 1) a low concentration of cells
and IUW raie UI UlVIbl()ﬂ pcr Udy WwCeIce ob-
tained. This is because the conditions of the
culture produced a strong alkalinity (9.3),
which probably provoked the precipitation of
trace metals, such as iron and manganese.
These are essential for the synthesis of the

calliilaor meatanlacm ginca thor ara cancritiiante

weliidial lelUPlﬂDlll S lllby’ aiC CONSItucnts
of several enzymes and transporters that
operate in the mechanism of cellular respira-

tion
tion.

The control experiment presented higher
concentrations. However, the constant of
growth and division per day were lower in
comparison to the experiments where carbon
dioxide was added with half and a quarter of
the nutrients (Tables 1, 2), which registered
identical constants of growth, average d1v1510n
per day and similar production yields (88.64%
and 84.85%, respectively). These population
parameters indicate that the cultures were in
optimum ecological conditions, since the re-
quirements of nutritive salts for the seventh
day did not present significant effects on the
rate of growth. According to Droop’s (1975)
concept, the growth rate decreases when the
concentration of nutrients is low for the
metabolic needs of the algal population, enter-
ing a stationary phase of the growth cycle. In
the present study this did not occur since the
culture time was relatively short (seven days)
and thus, the concentration of nutrients was
not limiting for the development of the
microalgae.

The use of carbon dioxide in Mathiesen
and Torner’s (1966) method for the large-scale
production of T. suecica is an alternative for
reducing production costs. The traditional
method used (control) represents a cost in
nutrients of 7.12 dollars for each 1,000 litres of
production. However, when half of the nutri-
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Tabla 3. Valores poblacionales promedio de Tetraselmis suecica, utilizando un
macronutrientes, un cuarto de metales traza, un cuarto de vitaminas, adiciones directas de di
de carbono y sin amortiguador.

Table 3. Average population values of Tetraselmis suecica, using a quarter of macronutrients, a

quarter of trace metals, a quarter of vitamins, direct additions of carbon dioxide and no buffer.

Tipmpo Concentracién K T D PD

(dias) (cel/ml) . (dias) (div/dia) (cel/ml)
0 5,000
1 6,750 0.30 231 0.43 1,750
2 101,500 271 025 4.00 94,750
3 195,000 0.65 1.06 0.94 93,500
4 255,500 027 256 039 60,500
5 346,250 030 228 0.43 90,750
6 384,750 0.10 6.57 0.14 38,500
7 431,500 0.11 6.04 0.16 46,750

Xx=063 =301 b= 092

Tabla 4. Valores poblacionales promedio de Tetraselmis suecica, utilizando todos los nutrientes,
con amortiguador y adiciones directas de di6xido de carbono (experimento control).

Table 4. Average population values of Tetraselmis suecica, using all the nutrients, with buffer and
direct additions of carbon dioxide (control experiment).

Tiempo Concentracién K TD D PD
(dias) (cel/ml) (dias) (div/dia) (cel/ml)

0 41,000

i 71,250 0.55 125 0.79 30,250
2 140,000 0.67 1.03 097 68,750
3 332,500 086 0.80 124 192,500
4 409,500 0.20 333 0.28 717,000
5 448,000 0.08 1 011 38,500
6 470,000 0.04 14.45 0.06 22,000
7 508,500 0.07 8.80 0.10 38,500

x= 035 o= 534 5= 0.50
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condiciones ecolégicas, ya que los requerimien-
tos de sales nutritivas para el séptimo dia no
presentaron efectos significativos en la razén
de crecimiento. De acuerdo al concepto de
Droop (1975), la razén de crecimiento dis-
minuye cuando la concentracién de nutrientes
es baja para las necesidades metabdlicas de la
poblacién algal, entrando en una fase esta-
cionaria del ciclo de crecimiento. En el pre-
sente estudio, esto no ocurrié debido a que el
tiempo de cultivo fue relativamente corto
(siete dias), lo cual favoreci6 que la concen-
tracién de nutrientes no sea limitante para el
desarrollo de las microalgas.

El uso del diéxido de carbono en el
método de Mathiesen y Torner (1966) para
produccién a gran escala de T. suecica, es una
alternativa para reducir los costos de produc-
cién. El método tradicional utilizado (control)
representa un costo en nutrientes de 7.12
délares por cada 1,000 litros de produccion,
mientras que al utilizar la mitad de los
nutrientes del control mas diéxido de carbono,
el costo se redujo a 3.56 délares, y con el uso
de un cuarto de nutrientes mas diéxido de
carbono el costo es de 1.78 délares.

Se concluye que la variacién de las
concentraciones y adiciones de COp son una
alternativa para el cultivo en produccién
masiva de T. suecica. Lo anterior es de gran
importancia por los bajos costos de operacion
que genera, igualando las producciones de
técnicas tradicionales, dindole a esta biotecnia
gran perspectiva en la acuacultura.
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ents of the control plus carbon dioxide are
used, the cost is reduced to 3.56 dollars, and
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We conclude that the variation of the
concentrations and additions of CO3 are an
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this method great perspective in aquaculture.
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