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RESUMEN

Se compararon tres métodos de estimacién de biomasa
algal en cultivos de Scenedesmus acutus Meyen. La
eficiencia global del conteo directo en microscopio inver-
tido, estimacién de clorofila a por espectrofotometria y
densidad celular por turbidimetria, se evalué mediante el
calculo de exactitud, sensibilidad, limite de deteccién,
volumen de muestra y tiempo de anéalisis de cada método.

Si bien los resultados obtenidos por los tres métodos
estuvieron altamente correlacionados, y €l conteo directo
presentd un limite de deteccién més bajo, la turbidimetria
resulté més eficiente por presentar la mayor precisién y
rapidez, y requerir menores volumenes de muestra.

* Este trabajo fue subsidiado por la Comision de Investigaciones Cientifi-
cas de la Provincia de Buenos Aires (CIC)

** Becario de Perfeccionamiento (CIC). Divisién Ficologia, Facultad de
Ciencias Naturales y Museo.
UNLP, Paseo del Bosque s/n, 1900 La Plata
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ABSTRACT

Three methods for estimating algal biomas were
compared, using Scenedesmus acutus Meyen as the test
organism. The efficiency of direct counts of cells making
use of an inverted microcope, extracted chlorophyla a
concentration by spectrophotometry and “in vivo”
attenuance of light trasmition in a spectrophotometer,
was evaluated taking into account precision, sensitivity,
limit of detection plus time taken and sample quantity
required.

Although results obtained by the three methods were
highly correlated and direct counting allowed lower limit
ofdetection, “in vivo” attenuance was more efficient because
it had the highest precision, was the most rapid and
required the smallest sample quantities.

INTRODUCCION

La estimacién de la biomasa algal es de suma importan-
cia en los estudios de fitoplancton tanto en la naturaleza
como en €l laboratorio. Existen numerosos métodos cuan-
titativos tales como conteo directo, determinaciones qui-
micas y métodos 6pticos, cada uno de los cuales ha sido
exhaustivamente estudiado. Sin embargo los trabajos de
comparacién entre métodos son escasos, sobre todo cuan-
do se trata de estudios de crecimiento de especies algales
en cultivo.

Cuando se realizan bioensayos debe analizarse simul-
tAneamente un nimero elevado de muestras, por lo tanto
al elegir el método de control es necesario tener en cuenta
no sélo la exactitud, precisién y limite de deteccién del
mismo sino también el tamafio de muestra y tiempo
requeridos.

El objeto del presente trabajo fue evaluar la eficiencia
global del conteo directo, andlisis de clorofila a por
espectrofotometria y turbidimetria como métodos alterna-
tivos de control de bioensayos.
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MATERIALES Y METODOS

Las pruebas se realizaron con Scenedesmus acutus
Meyen, cultivado en medio Detmer modificado (Acconrinti,
1960), a temperatura ambiente y luz continua (1400 lux).
Se analizaron cultivos de 16 densidades diferentes, desde
25.000 hasta 1.600.000 células/ml, con tres repeticiones,
estimando la biomasa de cada muestra por los siguientes
métodos:

a - Conteo directo en microscépio invertido: el voliimen
de muestra en todos los casos fue 2 ml. De acuerdo a la
concentracién celular de los cultivos, se conté un nimero
variable de campos al azar. Los resultados se expresan en
numero de células/ml.

b - Clorofila a por espectrofotometria: se filtraron 50 ml
de muestra a través de filtos Whatmann G.F.C.. La extrac-
cién del pigmento se realiz6 con metanol en caliente,
siguientela técnica de Goltermann et al. (1978), y el tiempo
y la temperatura de extraccién segiin Sartory y Grobbelar
(1984). Para la eleccién del solvente se realizaron pruebas
con metanol en caliente y frio y acetona, obteniendo
mejores resultados con el primero para Scenedesmus
acutus. Las lecturas de absorbancia se realilzaron en un
expectrofotémetro Metrolab R.C. 250 a 665 y 750 nm,
utilizando cubetas de 1 y 5 cm de paso de luz segun la
concentracién de la muestra. Los cédlculos finales se
realizaron siguiendo a Golterman et al. (1978). Los resul-
tados se expresan en mg de clorofila a total/l.

c - Turbidimetria: el volumen de muestra utilizado fue
de 5 ml. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un
espectrofotémetro Metrolab R.C. 250 a 700 nm, utilizando
cubetas de 1 cm de paso de luz y medio de cultivo como
blanco.

La comparacyin de los tres métodos se realizé median-

te:

1 - E}l calculo de la correlacién existente entre los
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resultados obtenidos por conteo directo (cél./ml) y
turbidimetria (Absorvancia) y clorofila a (mg/ml) respec-
tivamente, obteniendo lasrectas de regresion entre ambos
pares de parametros.

2 - El analisis de la varianza, estudiando cada método
por separado y delimitando tres niveles, de acuerdo a la
concentracién celular de la muestra: baja (25.000 -
400.000 cél/ml), media (500.000 - 800.000), alta
(600.000 - 1.600.000). Se calcularon las diferencias mini-
mas significativas segin el test de Tuckey y los coeﬁc1en-
tes de variacién para cada uno de ellos.

La precisién y sensibilidad de los métodos se calculé
siguiendo el criterio de Sutcliffe (1979) en Butterwick et al.
(1982), entendiendo por sensibilidad el incremento de
respuesta de cada método al aumentar en 10.000 cél/ml
el orden de la concentracién celular, este valor correspon-
de a la pendiente de la recta de regresién y por precision
el coeficiente de variacién entre repeticiones (calculado
para concentraciones bajas, medias y altas en los analisis
de la varianza).

El limite de deteccién del conteo directo y clorofila a
varia al modificar el volumen de muestra sedimentada y
filirada respectivamente; en la turbidimetria el tamano de
la cubeta define el volumen de muestra. En el presente
trabajo el tamafo de muestra se fij6 para cada método
teniendo en cuenta el volumen de cultivo més corriente-
mente utilizado en bioensayos, por lo tanto el limite de
deteccién se evalué en relacién a las diferentes concentra-
ciones celulares estudiadas.

El tiempo de andlisis por muestra se estimé en base a
los tiempos de preparacién y lectura sin tener en cuenta
la sedimentacién en el conteo directo y la extraccién en la
estimacién de la clorofila. '

RESULTADOS
En la Tabla 1 se resumen los resultados obtenidos.

Los valores para cada concentracién celular, por esti-
macién de clorofila a y turbidimetria presentaron un
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Tabla 1:
Caracteristicas cuantitativas de los métodos estudiados

Meétodo Tiempo | Vol | Sensibilidad | Exactitud®* | Limite de
muestra deteccion

(min.) | (ml) (%) (n? cél/ml)

Conteo

directo 30 8 - 15/10/17 -

clor. @ 15 50 9mg/l | 28/10/16 -

Turbi-

dimetria 2 5 0,002A | 21/ 6/ 4 | 70.000

* Exactitud: las tres columnas corresponden a concentra-
ciones celulares bajas, medias y altas.

coeficiente de correlacion (r) de 0.9549 y 0.9567 respecti-
vamente, respecto del conteo directo.

Si bien los tres métodos siguen una misma tendencia
general, a partir del analisis de la varianza se observé que
con los tres métodos se obtuvieron resultados diferentes
y de acuerdo a la concentracién celular unos resultaron
mas eficaces que otros.

Con bajas concentraciones (25.000 - 400.000 cél/ml) el
conteo directo dio mejores resultados, present6 la mayor
exactitud y pudieron diferenciarse 6 de las 8 concentracio-
nes analizadas, en tanto que con los dos restantes sélo se
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diferenciaron 4. Con concentracionesintermedias (500.000
- 800.000 cél/ml) y altas (900.000 - 1.600.000 cél/ml) la
turbidimetria dio mejores resultados presentando los
coeficientes de variacién mas bajos y pudiendo diferenciar
las 8 concentraciones estudiadas mientras que por conteo
directo y clorofila sélo se diferenciaron 4.

La turbidimetria presenté el limite de deteccién mas
alto, siendo necesario contar con una concentracién mi-
nima de 70.000 c€l/ml; los métodos restantes detectaron
la presencia de la especie en todas las concentraciones
estudiadas.

DISCUSION

El método de conteo directo, utilizado en este trabajo
como patrén de comparacién de los otros dos métodos, ha
sido exhaustivamente estudiado por Lund et al. (1958),
pudiéndose obtener estimaciones de precisién estadistica
bien conocida, asimismo presenta muy bajo limite de
deteccibén y requiere pequefios volumenes de muestra, sin
embargo por €l tiempo necesario para el andlisis de cada
muestra no se adeciia a los requerimientos de los
bioensayos.

La estimacién de clorofila a es més rapida que el método
anterior, pero atin cuando es el mas utilizado en el estudio
de poblaciones naturales, es objeto de numerosas discu-
siones acerca del uso de diferentes solventes, tiempo y
condicién de extraccién, acidificacién, etc. (Nusch, 1980;
Sartoryy Grobbelar, 1984; Longy Cooke, 1971). Asimismo
el volumen de muestra requerido es grande, por lo tanto
sélo seria 1itil para medir la biomasa total producida en el
periodo de tiempo que dura el bioensayo.

La turbidimetria es un método muy rapido, y requiere
pequerios voliimenes de muestra, ademés al trabajar con
el material en vivo es factible retornar la muestra al cultivo.

. Considerando que los resultados obtenidos por
turbidimetria estuvieron bien correlacionados con los del
conteo directo al igual que los de clorofila a; que en general
presentaron la mayor precisién y permitieron diferenciar
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el mayor niimero de las concentraciones estudiadas; que
requiere los menores volimenes de muestra y tiempo de
anélisis, se puede concluir que es el método mas adecuado
para el control de crecimiento en los bioensayos, siempre
que la concentracién celular se encuentre por encima del
limite de deteccién del método (el que debera determinarse
para cada especie en particular).
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