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Introduccion

La comunidad del plancton (del griego plangktés, errante) estd constituida
por el conjunto de organismos, en general de pequefic tamafio, que viven
suspendidosenla columna de aguay a merced de los movimientos de ésta. Aunque
muchos de estos organismos son capaces de movimientos locales, limitados,
dentro de 1a masa de agua, son incapaces de llevar a cabo migraciones activas en

contra de mareas y corrientes.

Integrantes de esta comunidad son microorganismos eucariotas autétrofos,
que contienen clorofilas y son capaces de realizar la fotosintesis: las microalgas,
que comprenden decenas de miles de especies, y forman, junto con organismos
procariotas, el fitoplancton. Representan la puerta de entrada de la energia solar
en el ecosistema peldgico y llevan a cabo gran parte de la produccién primaria
ocednica. Constituyen los organismos productores, que sintetizan a partir de la
energia solar y sustratos inorganicos nueva materia orgédnica y energia quimica,
que en parte serdn trasvasadas a los integrantes del segundo nivel tréfico:
moluscos, copépodos, peces fitéfagos, ete.

Se estima que el fitoplancton aporta aproximadamente la mitad de la
produceién primaria de la biosfera, siendo su eficiencia fotosintética similar a la
de las mds productivas plantas superiores (Shelef y Soeder, 1980). Las microalgas
se caracterizan por altas tasas de reproduccién, brevedad del ciclo biolégico, alta
eficiencia fotosintética, adaptabilidad a distintas condiciones ambientales, ete.

No obstante, en un sentido amplio y desde el punto de vista bictecnolégico,
el término “microalga” se refiere a aquellos microorganismos que contienen
clorofila @ y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar fotosintesis
oxigénica. En este contexto, las cianobacterias o algas verde-azules, con estructu-
Ta celular procariota, se han considerado tradicionalmente dentro del grupo de las
microalgas (Borowitzka y Borowitzka, 1988). Por tanto, el término microalga ne
tiene sentido taxonémico alguno y dentro del mismo se incluyen organismos con
dos tipos celulares distintos. Las microalgas eucariotas, a pesar de la enorme
variedad enforma, organizacién y tamario, se caracterizan por ser microorganismos
unicelulares que poseen nucleoy todos los orgdnulos propios de células eucariotas
(Berner, 1993).

CULTIVO MASIVO DE MICROALGAS

Para obtenerun cultivo de microalgas en crecimiento activo es necesarioun
indculo viable de un tamafio minimo, suministre de nutrientes, condiciones fisico-
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Variabilidad bioquimica de microalgas marinas

quimicas adecuadas (pH, temperatura, salinidad, etc.), y luz como fuente de

energia.

En el cultivo masivo, el rendimiento o cosecha alecanzado depende tanto de
la concentracion de células en el cultivo como del grado en que las células pueden
desarrollar su potencial de crecimiento (Raven, 1988). La temperatura del cultivo,
el suministre de recursos quimicos, y el suministro de fotones para la fotosinteis
figuran entre las limitaciones del crecimiento del cultivo.

A la hora de realizar un cultivo masivo el inéculo inicial ha de ser viable
y la densidad celular inicial o tamafic de inéculo éptima. Cultives con
densidades iniciales demasiado bajas pueden perderse por fotooxidacién u otras
causas, mientras que sila densidad inicial es demasiado alta se producen pérdidas
provocadas por la respiracién o una ineficiente utilizacién de la energia luminosa,
debido al autoensombrecimiento (Becker y Venkataraman, 1982).

Luz

La luz representa la fuente de energia para la fotosintesis. La radiacién
utilizable fotosintéticamente cae dentro del rango del espectro visible (400 - 700
nm). La fotosintesis consiste esencialmente en la conversién endergénica - a
expensas de la energia luminosa - de sustratos totalmente oxidados sin potencial
quimico dtil (agua, CO,, nitrato, sulfato, fosfato) en productosricos en energia, es
decir, carbohidratos, lipidos, proteinas, 4c. nucleicos, asi como O, (Losada et al.,
1987).

La intensidad luminosa, la longitud de onda y el fotoperiodo (que marca el
mecanismo para muchosritmos circadianos), afectan al crecimiento y metabolismo
microalgal (Darley, 1982; Richmond, 1986a,b).

La tasa de fotosintesis aumenta con la intensidad luminosa siguiendo una
cinética de Michaelis-Menten, alcanzandose el nivel de saturacién a intensidades
variables en funcién de la especie, después del cual la intensidad provoca la
disminucién de la tasa fotosintética y, por tanto, del erecimiento.

La adaptacién a bajas intensidades implica un incremento de dos a diez
veces el contenido de clorofila a por célula y una intensidad de saturacién menor.
Las células adaptadas a intensidades altas se caracterizan por un menor conte-
nido de clorofila por célula (a veces correlacionada con una disminucién del
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tamaiio del cloroplasto), mayor intensidad de saturacién y con frecuencia mayor
fotosintesis maxima. Estas células son también menos sensibles ala fotoinhibieion
a altas intensidades de luz (Dubinsky ef al., 1986; Lips y Avissar, 1986). Un hecho
importante en el cultivo masivo de microalgas es el tiempo requerido para
adaptarse a una nueva intensidad de luz, de unas horas a varios dfas segiin la
especie (Richmond, 1986a). Las especies con baja capacidad de adaptacién a
cambios en la intensidad luminosa son de escaso interés para el cultivo masivo.

- La intensidad luminosa también influye sobre el esquema de sintesis
macromolecular a partir del CO, fijado fotosintéticamente. Asi, a intensidades
altas, la fijacién de CO, excede a la tasa de sintesis proteica (que es limitada por
la asimilacién de nitrégenoc} y el exceso de carbono es almacenado en carbohidratos
(Konopkay Schnur, 1980). Aintensidadesbajas disminuye la fijacién totalde CO,,
y el porcentaje del C fijado que es incorporado en carbohidratos, mientras
aumenta el porcentaje que es incorporado en proteinas.

Cuando las células estdn creciendo en ciclos luz-oscuridad, la sintesis
proteica y de otras macromoléculas contimia en la fase oscura a expensas del
carbono y energia almacenados en los carbohidratos (Myklestad, 1988). La luz es
el principal regulador del metabolismo de los carbohidrates en el cloroplasto. La
absorcién de energia luminesa con el comienzo de la iluminacién genera diversas
sefiales regulatorias que activan enzimas biosintéticos e inactivan enzimas
degradativos sometidos a regulacién metabélica (Macdonald y Buchanan, 1990).
Laasimilacién del nitrégeno también estd sometida a fotorregulacién (Ninnemann,
1987).

La calidad (longitud de onda) de la luz puede afectar también a la compo-
sicién bioquimica y metabolismo microalgales (Kowallik, 1987). Bajo la influencia
delaluz azul, el nivel de proteina se mantiene mds alto, y el de carbohidratos més
bajo que en la oscuridad o bajo la luz roja. La luz azul estimula un aumento de la
respiracién acompanado por la sintesis de novo de enzimas y la produccién de
especies enzimiticas de mayor afinidad por el sustrato (Kowallik, 1987). La luz
azul ejerce un efecto regulatorio a nivel postranscripcional de la biosintesis de la
anhidrasa carbénica en Chlamydomonas reinhardii (Dionisio ef al., 1989), activa
la nitrato-reductasa en la misma especie (Azuara y Aparicio, 1983}, y se ha
sugerido que la luz azul es un factor regulador del consumo fotorespiratorio de
nitrato y, posiblemente, de todo el metabolismo del N en las algas verdes.
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Yariabilidad bioquimica de microalgas marinas

Cuando los demés factores no son limitantes, la disponibilidad de luz es el
principal factor que influye en la productividad de los cultivos microalgales
masivos (Laing y Ayala, 1990). Las lamparas fluorescentes tubulares son la
fuente deluz preferida paralailuminacién de cultivos interiores. Estas dan menos
calor que otros tipos de luz artificial y son igualmente eficientes en promover tasas
dedivisiény crecimientos maximos. Los tipos usados cominmente son “Daylight”,
“Cool-White” y “Gro-lux”. Los sistemas de cultivo masivo deben ser disefiados
para maximizar la eficiencia de utilizacién de la luz, habiéndose propuesto
numerosos disefios (p. ¢j. Laing y Jones, 1983; Laing y Ayala, 1990

Temperatura

Elrango éptimo parael crecimiento de la mayoria de las microalgas se sitia
entre 18 y 25°C (Darley, 1982). En las microalgas existe una relacién entre la
temperatura y la actividad bioldgica, aumentando la tasa de crecimiento con el
aumento de temperatura, dentro de un rango éptimo, por encima del cual el
crecimiento disminuye, a veces bruscamente, hasta llegar a cero si continia el
aumento de temperatura. Este fenémeno se ve acentuado a intensidades de luz
altas (Richmond, 1986a). El descenso de crecimiento a temperaturas altas puede‘
ser debido a la interrupcién de la regulacién metabélica o la muerte celular. La
tolerancia varia segin la especie; asi, las formas delicadas como Isochrysis
galbana nosoportan temperaturas superiores alos 25°C, mientras lasformas mas
resistentes como Chlorella crecen bien hasta los 36°C (Laing y Ayala, 1990). El
nivel de temperatura afecta también a la solubilidad de los gases en el agua, que
decrece con el aumento de la temperatura.

Labiomasa microalgal responde continuamente a la temperatura ambien-
tal. La temperatura intracelular se iguala a la del medio de cultivo. Ademis de
afectar a las reacciones celulares, la temperatura también afecta a la naturaleza
del metabolismo y a la composicién de la biomasa (Richmond, 1986a), si bien
dentro de los rangos éptimos tiene poca influencia sobre la produccién final de
biomasa y la composicién bioquimica de las microalgas (Goldman y Ryther, 1976;
Witt ef al., 1981).

El efecto mas marcado de la temperatura en el metabolismo celular es su
influencia sobre la tasa de respiracién, que aumenta exponencialmente con la
temperatura (Collins y Boylen, 1982). Este hecho es de gran importancia en la
produccién de biomasa microalgal, ya que sila temperatura es alta, sobre todo en
la fase de oscuridad, la pérdida de biomasa debida a una respiracién intensiva es
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Introduccién

considerable (Richmond, 1986a). Dentro del rango 6ptimo, el incremento de
temperatura aumenta los problemas de desarrollo bacteriano.

La interaccién entre la temperatura y la intensidad de luz es muy acusada
(Collins y Boylen, 1982). La intensidad de luz saturante para la fotosintesis
aumenta con la temperatura, y la temperatura éptima para la fotosintesis
aumenta con la intensidad de luz. La tasa de fotosintesis decrece fuertemente por
encima de la temperatura 6ptima.

El mantenimiento de la temperatura de los cultives dentro del rango
adecuado puede ser un problema en los cultivos interiores intensivos debido a la
produccién de calor por las ldmparas. Esto se resuelve normalmente mediante el
control de la temperatura ambiental, utilizando unidades de aire acondicionado,
pantallas aislantes transparentes entre los cultivos y las limparas, o enfriamiento
directo de los cultivos con agua.

pPH

El pH del medio de cultivo determina la solubilidad del CO, y de los
minerales, asi como la distribucién relativa de las formas inorganicas de carbono
(CO,, H,CO,4, HCOy, 0032'), einfluye directa e indirectamente en el metabolismo
de las microalgas (Becker, 1994). El pH tiene un marcado efecto sobre la
solubilidad de varios compuestos metdlicos, de modo que un aumento de pH puede
llegar a ocasionar una deficiencia en algunos elementos traza. El pH del medio de
cultivo, a causa de su efecto en la disociacién de varias sales y complejos, puede
potenciar la toxicidad o efecto inhibitorio de éstos (Richmond, 1986a}.

La membrana plasmatica de las células microalgales no es libremente
permeable alosiones H*y OH". La célula mantiene un gradiente transmembrana
de concentracién de H* que determina la fuerza motora de protones que sera
utilizada para transportar moléculas a través de la membrana.

Cada microalga presenta un rango de pH dptimo para su cultivo. Un
descenso de pH suele ser letal, en cambio suelen soportar mejor los inerementos
del pH (Richmond, 1986a). A su vez, el pH se ve afectado por la capacidad tampén
y composicién del medio de cultivo, cantidad de CO, disuelto, temperatura - que
a su vez controla la solubilidad del CO, - y actividad metabélica de las células
microalgales (Venkataraman, 1983); la fuente de N suministrada para el creci-
miento juega un papel interactivo muy importante (Raven, 1988). El pH de un
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Variabilidad bioquimica de microalgas marinas

cultivo varia con el desarrollo del mismo, aun en el caso de cultivos fuertemente
tamponados.

El Tris es el tampén utilizado normalmente para el control del pH en el
cultivo microalgal por su bajo coste relativo y por no ser utilizade como nutriente
por las microalgas. Sin embargo, este tampén provocaun aumento del crecimiento
bacteriano (Fdbregas et al., 1993), al menos en cultivos de la diatomea
Phaeodactylum tricornutum. La utilizacién de tampones se evita eon el burbujeo
del cultivo con aire o con CO,.

Salinidad

La salinidad puede afectar al metabolismo microalgal bien en funcién de su
actividad osmética, bien en funcién de su composicién elemental. La célula
microalgal, separada del medic por una membrana plasmatica libremente
permeable al agua pero no a los solutos, en respuesta a salinidades altas debe
equilibrar su presién osmética con el exterior, aumentando la sintesis de solutos
o la incorporacién de éstos del medio circundante. La tolerancia a la sal varia
segiin las especies; algunas toleran sélo concentraciones milimolares de sal
mientras que otras sobreviven en soluciones saturadas. En general, lasmicroalgas
marinas, particularmente de habitats de estuario, toleran un amplio rango de
salinidades (eurihalinas) (Boney, 1989).

Algunas microalgas son extremadamente eurihalinas, como la cloroficea
Dunaliella, adaptdndose a amplios margenes de salinidad (Fabregaset al., 1986c¢)
e incluso aumentos o diluciones severas y repentinas (Avron, 1992), sintetizando
glicerol en aguas altamente saladas, que actia ecomo un soluto compatible con los
procesos metabélicos, permitiendo que la actividad enzimética contimie a pesar
de las altas concentraciones de sal en el medio circundante (Boney, 1989). Otros
solutos con funcién osmorregulatoria encontrados en mieroalgas son el manitol,
sorbitol, prolina, manosa, sacarosa o isofloridéside, sin un patrén filogenético
evidente (Greenway y Setter, 1979).

Aparte de la respuesta osmorregulatoria, la adaptacién a altas salinidades
implica cambios fisiolégicos como una disminucién en la actividad fotosintética
acompafiada de un aumento en la actividad respiratoria, la cual proporcionaria
la energia necesaria para corregir elbalance Na*-K* y/o parala sintesis de solutos
osmorregulatorios (Richmond, 1986a).
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Agitacion

Satisfechos los requerimientos nutritives y en condiciones ambientales
satisfactorias, 1a agitacién constituye el requisito masimportante parala obtencién
de altos rendimientos de biomasa microalgal (Becker, 1994). El movimiento del
agua implica una serie de efectos positivos que se traducen en una estimulacién
general del metabolismo celular:

1. Asegurar una distribucién homogénea de las células y los nutrientes
dentro del cultivo, evitando la formacién de gradientes minerales alrededor de las
células durante los perfodos de metabolismo activo (Laing y Ayala, 1990).

2. Mejorar la distribucién de la luz a las células asegurando que permanez-
can fotosintéticamente activas. En un cultivo bien agitado, las células individua-
les estan expuestas a la misma intensidad de radiacién (densidad de fotones)
incidente (promediada sobre periodes de tiempo largos), aunque tienen grandes
variaciones temporales en la densidad de fotones incidente (Raven, 1988). Tales
organismos se adaptan fenotipicamente a la densidad de fotones media a la cual
estdn expuestos. La agitacién evita ademads los efectos fotoinhibitorios que se
producirian en un cultivo no agitado sobre aquella parte de la poblacién continua-
mente expuesta a la intensidad incidente completa (Harris, 1978).

3.- Disminuir la tensién de oxigeno del cultivo. Una alta densidad de células
fotosintéticamente activas provoca concentraciones extremadamente altas de O,
disuelto durante las horas de fotosintesis mdxima. Concentraciones de O, supe-
riores alas del aire presentan un efectoinhibitorio de la fotosintesis, especialmen-
te si la concentracién de CO, es baja (Kaplan et al., 1986b).

4.- Evitar que las células sedimenten en el fondo del recipiente de cultivoy
prevenir la estratificacién termal.

La agitacién puede realizarse mediante diferentes métodos tales como
agitacién mecénica, bombas o aireacién (Becker, 1994). La aireacién es el método
mas utilizado dado que el aire puede ser utilizado como gas portador si se necesita
suministrar pulsos de CO, como medio de control del pH.

Nutrientes

El medio de cultivo suele realizarse por la enriquecimiento de aguas
naturales filtradas y esterilizadas con sales inorgdnicas u otras fuentes de
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nutrientes. Las concentraciones de nutrientes aportadas para el cultivo microalgal
han variado considerablemente (Mostert y Grobbelaar, 1987), principaimente a
causa de que el crecimiento microalgal y la incorporacién de nutrientes no siguen
una relacién simple, siendo dependientes de factores tales como las concentracio-
nes internas y externas, tasas de difusién, especies, etc. (Goldman, 1976).
Ademis, la concentracién de nutrientes éptima para una especie microalgal dada
varia en funcién de la densidad de poblacién, luz, temperatura y pH (Kaplan et al.,
1986b).

La absorcién de los nutrientes tiene lugar por difusién pasiva o a través de
sistemas enzimdticos especificos, mediados por energia y limitados por la mem-
brana, que generan concentraciones intracelulares elevadas de esos iones como
sustratos para los diferentes procesos enzimiticos de asimilacién. Bajo condicio-
nes de crecimiento limitado por nutrientes, la absorcién del nutriente (una
funcién de la concentracién externa del mismo) estd en equilibrio con la cuota
celular del nutriente en cuestién.

Losnutrientes necesarios para el crecimiento microalgal pueden clasificarse
enmacro-y micronutrientes, en funcién dela cantidad en que son requeridos para
obtener un crecimiento éptimo. Los macronutrientes son los elementos que
forman parte de las moléculas estructurales: C, O, H, N, P, S y, en funcién de la
especie, también puede incluirse el Si, Mg, Ca, Na y K. Los micronutrientes se
requieren en concentraciones en el medio de pg.l"! 0 menores y forman parte de
moléculas esenciales como factores de crecimiento o enzimas, o bien son necesa-
rios como cofactores de enzimas: Fe, B, Mn, Cu, Zn, Mo, Co y vitaminas (tiamina,
biotina y B,,). Los principales macronutrientes a tener en cuenta en el cultivo
masivo de microalgas marinas son: C, N y P, asi como el Si en el caso de las
diatomeas.

En la formulacién de un medio de cultivo no sélo son importantes las
cantidades totales de nutrientes, sino también las proporciones entre ellos, p. ej.,
N:P y N:Si(de la Notie y de Pauw, 1988). Los nutrientes pueden suministrarse al
medio de cultivoe como sales inorgédnicas de diverso grado de pureza, compuestos
orgdnicos o a partir de residuos liquidos de diverso origen (residuos fermentados,
plantas de tratamiento de aguas reiduales, etc.).

Carbono
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El carbono constituye aproximadamente la mitad de la biomasa seca
microalgal (Kaplan ef al., 1986b). E1 C puede sumistrarse como un sustrato
inorganico, en la forma de CO, gaseoso o bicarbonato, o como C orgénice. E1 CO,,
es la fuente de C preferida por las microalgas, dado que difunde rapidamente del
agua al interior de la célulay es utilizable directamente en los procesos de fijacién.
En el crecimiento fotoautotréfico obligado, el CO, esla inica especie quimica que
puede ser utilizada como fuente de carbono.

En el agua de mar, el diéxido de carbono estd presente como gas disuelto
(CO,,.) ¥y losionesbicarbonate (HCO;)y carbonato (CO4%). Elconjuntodelastres
formas constituye el carbono inorgdnico disuelte (CID), y sus proporciones
dependen del pH, de modo que seglin aumenta éste las proporciones de HCO, y
0032' aumentan en relacién al CO, disuelto. En el agua de mar (pH aprox. 8.2)la
concentracién de CID es 2.8 mM, y estd presente principalmente en la forma de
HCO,; no obstante, no todas las microalgas son capaces de utilizar el HCO, como
una fuente de C (Boney, 1989). En poblaciones microalgales densas, la propia
actividad fotosintética tendera areducir el nivel de CO, y aumentarlaalcalinidad,
pudiendo alcanzarse niveles 0 de CO, por encima de la termoclina, especialmente
sila temperatura es templada, volviéndose limitante para las microalgas incapa-
ces de utilizar bicarbonato (Boney, 1983).

La asimilacién del HCO,™ en cantidad suficiente para soportar la fotosinte-
sis requiere transporte active y/o ser disociado por una anhidrasa carbénica
(Kaplan et al., 1986h). En algunas microalgas como Chlorella vulgaris 11h,
Porphyridium cruentum R-1(Miyachiet al., 1987) o Phaeodactylum tricornutum
(Dixon y Merrett, 1988), la anhidrasa carbénica es intracelular, probablemente
cloroplastica, mientras en otras como Chlamydomonas reinhardtii (Tsuzuki,
1983) o Dunaliella tertiolecta (Miyachi et al., 1987), estd localizada también en la
superficie celular.

La concentracién de CO, del medio afecta ala estructurainternay fisiologia
de las células en cultivo (Miyachi et al., 1987). Las células cultivadas en
concentraciones altas de CID (>1 mM) poseen tasas de crecimiento y tasas de
fotosintesis més altas que aquellas cultivadas en {CID}] bajas (<0.1 mM) (Canvin,
1990). Las células cultivadas en [CID] altas, presentan un K, ,, (CID} para la
fotosintesis 1-2 mM a pH 8.0, aumentando con el pH, y carecen de actividad
anhidrasa cabénica externa. Para las células crecidas en [CID] bajas, K, , (CID)
es menor de 15 pM y muestran una importante actividad anhidrasa cabénica
externa. Las células microalgales cultivadas en [CID] bajas presentan también
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sistemas de transporte activo tanto para el CO, como para el HCO," (Miyachi et
al., 1987), localizados sobre la membrana plasmaética, la del ¢loroplasto, o ambas.
Mediante estos mecanismos, estas células aseguran concentracionesintracelulares
de CID muy superiores a la extracelular, manteniendo una alta tasa de fotosin-
tesis y evitando la actividad oxigenasa de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/
oxigenasa - RuBisCO - (Raven, 1988; Canvin, 1990). Intracelularmente la mayor
parte del CID probablemente estd presente como HCO,, y 1a anhidrasa carbénica
intracelular es esencial para el suministro de CO, a la Rubisco (Canvin, 1990).

Las microalgas también pueden utilizar compuestos organicos como fuen-
tes de carbono, sibien los sustratos utilizados varian de una especiea otra eincluso
entre cepas distintas. La falta de versatilidad en la utilizacién de sustratos
organicos parece ser consecuencia de restricciones en la permeabilidad de la
membrana celular (Becker, 1994). Los rendimientos obtenidos en cultivos
mixotréficos con glucosa o acetato como fuente de C son 2 - 3 veces superiores a
los de los cultivos fotoautotréficos (Cid et al., 1992a, b).

Nitrogeno

Después del carbono, el nitrégeno es cuantitativamente el elemento mas
importante que contribuye a la biomasa seca de las células microalgales. En las
microalgas no diatomeas en crecimiento exponencial, el nitrégeno supone ¢l 7 -
10% de la materia seca (Kaplan ef ai., 1986b).

El nitrégeno es frecuentemente un nutriente limitante para el crecimiento
de poblaciones microalgales en aguas ocednicas superficiales. La concentracién de
formasinorganicas de N combinado en la aguas ocednieas, principalmente nitrato
y amonio, es frecuentemente menor de 5 ptM y puede ser indetectable (Syrett,
1987).

La mayoria de las microalgas pueden utilizar distintas especies quimicas
como fuente de nitrégeno, tanto inorgénicas como orgdnicas. Entre las fuentes
inorgénicas, la capacidad de utilizar nitrégeno en forma de nitrato (NO,), nitrito
(NO,) o amonio (NH,*) parece general entre las microalgas (Kaplan et al., 1986b).

La incorporacién del amonio es probablemente un uniporte antagonizado
por la bomba de extrusién de protones del plasmalema, y no requiere el consumo
de energia metabélica (Ullrich, 1987). En las microalgas estdn presentes varias
enzimas implicadas en la asimilacién del amonio: glutamina sintetasa (GS),
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glutamato sintetasa (GOGAT) y glutamina deshidrogenasa {GDH). La principal
ruta de incorporacién del amonio en las mici'oalgas es el sistema GS/GOGAT,
dependiente de ATP. Los niveles de actividad de estas tres enzimas dependen de
las condiciones de cultivo, particularmente de la fuente y concentracién de N
utilizada para el crecimiento (Tischner, 1987; Syrett, 1988).

Cuando el nitrégeno se incorpora en forma oxidada, como NO; 0 NO,", debe
ser reducide a NH,* antes de ser incorporado en moléculas orgédnicas. La
reduccion completa del NO, a NH,* ocurre en dos etapas, catalizadas por dos
enzimas distintas: la nitrato reductasa (NR), que cataliza la reduccién del NO, a
NO,, y la nitrito reductasa (NiR), que cataliza la reduccién del NO,  a NH,*:

NO, +NAD(P)H + H*—NR—> NO, + NAD(P)* + H,0
NO, +6Fd_,+ 8 H* —NR > NH,*+6Fd_+2H,0

stendo “Fd” la ferredoxina, “red” en estado reducido y “ox” en estado
oxidado. Ambos pasos son suficientemente exergénicos a pH fisiolégico, por lo que
no requieren el aporte de energia de enlaces fosfato (Losada et al., 1987). La
incorporacién del nitrato requiere energia metabélica, y es probablemente un
cotransporte NO,/H"* con exceso de protones, con la accién de una bomba de
extrusidn de protones cuya actividad aumenta con el decrecimiento del potencial
del membrana y del pH citosélico (Ullrich, 1987).

Gran nimero de especies microalgales son capaces de utilizar el nitrégeno
en forma de nitrito, aunque no es tan abundante en la naturaleza como las otras
formas de nitrégenoinorgénico. Ademas, el nitrito en altas concentraciones puede
inhibir el crecimiento (Darley, 1982; Kaplan ef al., 1986b).

Este proceso de asimilacién reductora del N inorgdnico en aminoédcidos
puede ser considerado un proceso fotosintético (Losada et al., 1987; Turpin y
Weger, 1990), dado que utiliza, directa o indirectamente, una alta proporcién del
poder reductor fotogenerado en el cloroplasto (Maldonado y Aparicio, 1987). La
reduccién de NO,” a NH,* y su asimilacién en glutamato requiere 5 pares
electrénicos. Consecuentemente, este proceso requiere la evolucién fotosintética
de 2 moles y medio de O, por mol de NO," asimilado.

La asimilaciéon de nitrato esta sometida a fotorregulacién. En oscuridad
decrece la actividad NRin vivo, queesrecuperada conla iluminacién (Ninnemann,
1987). Tanto la intensidad de luz como la calidad de la luz pueden controlar la
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asimilacién de]l NO,, mediante la modulacién bien de la incorporacién del NO,,
bien de la reduccién del NO," a través de la regulacion de la sintesis y actividad
de la NR (Maldonado y Aparicio, 1987). Mientras la luz roja absorbida por los
fitocromos parece inducir la sintesis de NR, la luz azul absorbida por la flavina de
laenzima actia mediante la activacién del enzimainactivoyaexistente (Maldonado
y Aparicio, 1987; Ninnemann, 1987).

Las microalgas pueden utilizar una amplia variedad de compuestos orga-
nicos nitrogenados como fuente de N: urea, numerosos aminoécidos e incluso otros
compuestos tales como las purinas guanina, adenina, xantina o hipoxantina
(Antiaetal.,1991). Entrelosaminodcidos, glicina, triptéfano, arginina, glutamina
¥ asparagina son los mas universalmente utilizados por las microalgas, soportan-
do crecimientos similares a los obtenidos con fuentes de N inorgénicas

Elpapel de la urea como una fuente de nitrégeno para el crecimiento de las
poblaciones de microalgas sélo se ha reconocido recientemente (Turley, 1985). En
funcién de la concentracién extracelular, la incorporacién de la urea ocurre por
difusién pasiva o transporte activo dependiente de ATP y Na (Antia et al., 1991).
La urea debe ser hidrolizada antes de que su nitrégeno se incorpore a las células
microalgales, a través de reacciones catalizadas por laureasa o la urea amidoliasa
(UALasa), la tltima restringida a las Chlorophyceae (Syrett, 1988; Antia et al.,
1991):

CO(NH2)2 + H,O + 2H* —ureasae—s, CO, + 2 NH;
CO(NH,), + HCO4 + ATP ~(lALasa) o, CO(NH,)NHCOO" + ADP + Pi
CONH,)NHCOO + HZO + 3+ —(UALasa)_., 2002 + 2NH4+

Los resultados de algunos estudios, particularmente aquellos en los que
estan implicadas interacciones nitrato-amonio, sugieren que el amonio es la
fuente de nitrégenc preferida por las microalgas. Asi, si se adiciona amonio a
cultivos que estan asimilando nitrato, normalmente se ocbserva un cese rapido de
la incorporacion del nitrato, y sélo cuando el amonio adicionado ha sidoe asirnilado
comienza de nuevo la incorporacién de nitrato {Syrett, 1987). No obstante,
algunas microalgas presentan la capacidad de asimilar nitrato aiin en presencia
de altas concentraciones de amonio (Collos, 1989), en las cuales la incorporacién
de nitrato es gobernada por la relacién nitrato/amonio extracelular.
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La principal forma de inhibicién de la asimilacién del NO, por el amonio en
microalgas es probablemente la inhibicién del transportador, seguida més tardia-
mente por la inactivacién reversible dela nitrato reductasa por el amonio o alguno
de sus productos metabélicos (Ullrich, 1987; Syrett, 1988). En algunas microalgas
esta inhibicién sélo se da en la presencia de CO,, es decir, cuando la fotosintesis
suministra esqueletos carbonados para la asimilacién del amonio. Otro mecanis-
mo involucraria la inhibicién fisica del mecanismo de incorporacién de nitrato por
una reduccién severa del potencial de membrana, acompafiada de una modifica-
cién del pH intracelular. Ambos procesos son.casi instantdneos y pueden explicar
por qué la inhibicién finaliza cuando se consume o se retira el amonio (Ullrich,
1987).

Losresultados encontrados para diferentes microalgas, revisados por Antia
et al. (1991), indican que la presencia de urea inhibe la incorporacién de nitrato,
aunque en un grado menor que e! amonio. El amonic por su parte inhibe la
incorporacién de urea, aunque el grado de la inhibicién depende de la especie,
estatus nutritivo delas células, concentracién de amonio, y luz o oscuridad (Molloy
y Syrett, 1988). '

En la naturaleza, las poblaciones microalgales se encuentran con frecuen-
cia en situaciones en que estdn presentes varias fuentes de nitrégeno. Hay
evidencias de que en tales situaciones las microalgas asimilan preferencialmente
el amonio sobre las otras fuentes de nitrégeno (McCarthy, 1980). No obstante, hay
cas0s en que nitrato, amonio y urea son asimilados simultdneamente (Collos,
1989). Se ha sugerido (McCarthy y Goldman, 1979) que el fitoplancton marino es
oportunista en cuanto a la capacidad de asimilar répidamente cualquier pulso de
amonio que pueda surgir en su ambiente a partir de la excrecién animal.

La asimilacién del N interacciona fuertemente con la fotosintesis y respira-
cion (Turpiny Weger, 1990), interacciones que se producen basicamente a través
de la oxidacién de poder reductor fotogenerado, la fijacién fotosintética de C, el
suministro de esqueletos carbonados para la biosintesis de aminodcidos y la
oxidacién de poder reductor del cielo de los 4cidos tricarboxtlicos (ATC).

En cuanto a las interacciones entre la fijacién de CO, y la asimilacién de
nitrégeno, se pueden distinguir dos niveles: el papel regulador del CO, en la
asimilacién del nitrato, y los efectos de la asimilacién de nitrato y amonio en la
fijacién de CO,,.
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La incorporacién de nitrato o amonio es dependiente de la disponibilidad de
CO, (Lara et al., 1987; Syrett, 1988), pero mientras la asimilacién de amonio
alcanza tasas méximas a intensidades de luz subsaturantes parala fijacién de C,
la tasa de asimilacién de nitrato muestra una fuerte dependencia de la tasa de
fijacién de C (Lara et al., 1987). CO, y NH,* se comportan como antagonistas en
cuanto a la modulacién de la incorporacién de nitrato. Por otra parte, la
asimilacién de nitrato o urea produce una disminucién en la fijacién de CO, a
intensidades de luz subsaturantes (Romero y Lara, 1987; Antia et al., 1991). Sin
embargo, el amonio estimula la fijacién de Ctantoen laluz (Laraet al., 1987) como
en la oscuridad (Syrett, 1987). La asimilacién de amonio en oscuridad es acompa-
fnada ademas por la movilizacion de las resevas celulares de polisacdridos en
Chlorella y Amphidinium, las cuales no son disponibles en estas microalgas para
la asimilacion de nitrato (Syrett, 1988).

Fésforo

Elfésforo juega un papel trascendental en los procesos celulares implicados
en la transferencia de energia y en la biosintesis de dcidos nucleicos. Las células
microalgales utilizan tinicamente como fuente de fésforo el fosfato inorganico (Pi):
H,PO, + HPO,*. Para la utilizacién de fosfatos organicos se hace necesaria una
hidrélisis previa por enzimas exocelulares (fosfoesterasas o fosfatasas), y el Pi
resultante es asimilado (Nalewajko y Lean, 1980).

Los requerimientos de fésforo para un crecimiento éptimo difieren conside-
rablemente segnin la especie, incluso cuando no existe ningdn factor limitante
para el crecimiento (Becker, 1994). Ademads, las células microalgales parecen
capaces de acumular reservas de fosfato en exceso de losrequerimientos inmedia-
tos cuando los niveles de nutrientes son altos, y de utilizar estas reservas durante
los periodos de niveles bajos de fosfato en el ambiente {(Boney, 1989).

La incorporacién de fosfato es una reaccién dependiente de energia, y es
estimulada por la luz, aunque la saturacién se alcanza a intensidades bastante
bajas (Nalewajko y Lean, 1980). La energia necesaria para la incorporacién del
fosfato puede ser suministrada por la fotosintesis o la respiracién. La tasa de
incorporacién también estd influenciada por la concentracién de fosfato en el
medio, el pH y, en algunos casos, por la disponibilidad de Na*, K+ 6 Mg*2 (Kuhl,
1974). En las células, el fosfato es incorporado en varios compuestos orgénicos e
inorginicos. Los compuestos defésforoinorgédnicos masfrecuentesen lasmicroalgas
son los polifosfatos, y, en algunos casos, metafosfatos. Las microalgas también
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pueden incorporar los ortofosfatos en compuestos orgénicos de “alta energia”,
siguiendo tres procesos principales: fotofosforilacién, fosforilacién del sustratoy
fosforilacién oxidativa.

Los polifosfatos constituyen la principal forma de reserva de P en las
microalgas. La sintesis de polifosfatos es una reaccién energia-dependiente. Los
polifosfatos inorgédnicos son sintetizados en el perfodo de luz a expensas del ATP
generado durante la fotofosforilacién (Kuhl, 1974). Laformacién de polifosfatosen
el periodo de luz est4 influenciada por otras condiciones, tales como la presencia
de O, 6 CO, y el pH del medio.

Los polifosfatos, adem4s de servir como reserva de P, regulan el nivel
celular de ATP, ADP, otros polifostatos de nucleésidos y, principalmente, Pi.
Durante los periodos de crecimiento rdpido las microalgas pueden mantener una
relacién ATP/ADP éptima, independientemente del aporte de P externo, median-
te la fosforilacién del ADP a partir de los polifostatos (Nalewajko y Lean, 1980).
Suministran adem4s el P necesario para la sintesis de dcidos nucleicos o reaccio-
nes asociadas con la divisién celular (Kaplan et ai., 1986b).

Silicio

El silicio estd presente en la pared celular de miembros de diferentes
divisiones de algas {Leadbeater y Green, 1993}, pero su metabolismo sélo se ha
estudiado ampliamente en las diatomeas, donde constituye el principal compo-
nente de la pared celular. En las diatomeas el silicio puede representar entre el
26-63 % del peso seco celular (Boney, 1989). No obstante, algunas especies son
capaces de crecer con paredes siliceas muy delgadas. Lainica forma de silicio que
puede ser incorporada por las diatomeas es el acido ortosilicico (H,Si0,); los
restantes compuestos de silicio deben ser hidrolizados a silicato soluble (Kaplan
et al., 1986b). ‘

La incorporacidn de silicio es dependiente de energia, y estd basicamente
confinada a la parte del ciclo celular que precede inmediatamente a la separacién
celular, durante la cual se forma la pared celular (Kaplanetal., 1986b). Larapidez
conque laincorporacion de silicio comienzay finaliza durante este periodo sugiere
que el proceso de transporte esta acoplado estrechamente con la deposicién dela
pared. La incorporacién del silicio estd estrechamente relacionado con el
metabolismo del azufre (Boney, 1989).
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Otros nutrientes

El azufre forma parte de aminoacidos esenciales, sulfolipidos, vitaminas,
etc. El sulfato inorgénico es incorporado por un proceso de transporte activo
dependiente de energia (Kaplan ef al., 1986b), y éste es incorporado como sulfuro
en cisteina por un proceso de reduccién fotosintética dependiente de ATP y peder
reductor (Losada et al., 1987).

El sodio es un activador de varias enzimas y es necesario para todas las
micralgas halofilicas y marinas. El potasio es universalmente requerido por las
microalgas e interviene en el metabolismo como cofactor enzimatico, en la sintesis
proteica y regulacién osmética (Kaplan et al., 1986b). El magnesio forma parte de
la molécula de clorofila, determina la agregacién de ribosomas, interviene en las
reacciones de transferencia de grupos fosfato (Kaplan et al., 1986b) y es necesario
parala activacién dela RuBisCO (Jensen, 1990). El calcio forma parte de la pared
celular de diversas clases de microalgas (Leadbeater y Green, 1993) y se han
descrito ATPasas y otras enzimas microalgales dependientes de calcio (Kaplan et
al., 1986b)

Los micronutrientes son requeridos en bajas concentraciones y en exceso
resultan téxicos. El hierro forma parte de la molécula de ferredoxina, proteinas
Fe-S y citocromos, siendo por tanto imprescindible para la fotosintesis y asimila-
cién del nitrato. Manganeso y cobre forman parte de los sistemas de transporte
electrénicoy son cofactores de varios enzimas. El molibdeno es uno de los grupos
prostéticos de la nitrato reductasa y es por tanto necesario parala asimilacién del
nitrato. El niquel resulta téxico a muy bajas concentraciones pero es necesario
para las microalgas que metaholizan la urea por la enzima ureasa. El cobalto es
necesario en aquellas microalgas que sintetizan la vitamina B,; las que no la
sintetizan no necesitan el cobalto pero si la vitamina. A veces, se requieren bajas
concentraciones de tiamina y biotina.

USOS Y APLICACIONES DE LAS MICROALGAS

En general, las ventajas del cultivo de microalgas se pueden resumir en tres
puntos (Cohen, 1986):

1. El cultivo de microalgas es un sistema biolégico eficiente de utilizacién de
la energia solar para preducir materia orgdnica. Las microalgas crecen mds
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rapidamente qué las plantasterrestresy es posible obtener mayores rendimientos
anuales de biomasa.

2. La composicién bioquimica de las microalgas puede modificarse facilmen-
te variando las condiciones ambientales y/o la composicién del medio de cultivo.

3. Bajo ciertas condiciones, muchas especies de microalgas pueden acumu-
lar en altas concentraciones compuestos de interés comereial, tales como protei-
nas, lipidos, almidén, glicerol, pigmentos naturales o biopolimeros.

Sehan propuestoy desarrolladonumerosas aplicaciones delas cianobacterias
y microalgas en diversos campos tecnolégicos, en cultiveo masivo o continuo, libres
oinmovilizadas, vivas o procesadas, algunas de las cuales se encuentran en plena
explotacién comercial. Hay numerosas revisiones recientes, compiladas en libros
tales como Microalgal Biotechnology (Borowitzka y Borowitzka, 1988), Algal and
Cyanobacterial Biotechnology (Cresswell et al., 1989), Introduction to Applied
Phycology (Akatsuka, 1990), o Microalgae. Biotechnology and Microbiology
(Becker, 1994), destacando las siguientes aplicaciones:

- Acuicultura: actualmente constituyen la prinecipal fuente de alimento
utilizada en la nutricién de moluscos, rotiferos y fases larvarias de crusticeos,
siende ademas utilizadas come complemento en la dieta de peces o como medio
para mantener la calidad del agua.

- Tratamiento de aguas: tratamiento de aguas residuales; detoxificacién
biolégica y control de metales pesados en aguas naturales oen aguas polucionadas
industrialmente.

- Agricultura: utilizacién de la biomasa microalgal como biofertilizante.

- Alimentacién humana y pienso animal: las microlagas representan
una fuente de proteina - Single Cell Protein - con posibles aplicaciones en
nutricién humana, pero principalmente como complemento de piensos animales.

- Biomedicina y farmacologia: utilizacién en dietas de adelgazamiento,
tratamiento deheridas. Algunasmicroalgas presentan actividades antibacterianas,
antifiingicasy antitumorales. Por otraparte,la incorporacién de ciertas microalgas
en la dieta ejerce efectos hipocolesterolémicos.
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- Industria quimica y alimenticia: produccién de sustancias de interés
comercial, tales como vitaminas, pigmentos, fitol, aminodcidos, polisacdridos,
glicerol, enzimas, promotores del crecimiento en industrias de fermentacién;
ceras, biosurfactantes, fosfolipidos y lecitinas, dcidos grasos esenciales y
prostaglandinas, o la utilizacién de los lipidos algales para la produccién de
combustibles liquidos.

COMPOSICION BIOQUIMICA DE MICROALGAS EN CULTIVO.
LAS MICROALGAS COMO BASE NUTRITIVA EN ACUICULTURA

Microalgas y acuicultura

Ladiversificacién delas aplicaciones de la biomasa microalgal ha provocado
un incremento de los estudios sobre composicién bioquimica y produccién de
microalgas cultivadas.

El desarrollo de la acuicultura de moluscos y erustdceos ha motivado la
intensificacién de las investigaciones sobre la produccién masiva de microalgas
marinas de eara a su utilizacién como alimento en los sistemas de acuicultura
(Ukeles, 1980). El cultive controlado de larvas y semilla de moluscos de interés
comercial, as{ como de rotiferos y larvas de erustdceos y peces, implica la
produccién diaria de sustanciales volimenes de determinadas especies de
microalgas marinas. De hecho, en 1980 Persoone y Claus definieron el cultivo de
microalgas como el principal cuello de botella para el desarrollo de los sistemas de
acuicultura, y todavia hoy los acuicultores siguen dependiendo de la produccién
y uso de microalgas como alimento vivo para moluscos, peces y crustdceos durante
al menos parte de su ciclo vital, a pesar de los esfuerzos por reemplazar las
microalgas por piensos inertes (De Pauw y Persoone, 1988). Las microalgas no
sblo son importantes como fuente de alimento, sino que, junto con las bacterias,
tienen un papel importante en el balance de oxigeno y diéxido de carbono en los
cultives (Pruder, 1983).

La estrategia més ampliamente utilizada consiste en el cultivo de cepas
puras de microalgas seleccionadas. Se han elegido, en general, especies que
presentan un buen desarrollo en cultivo. Actualmente, se estan utilizando ma4s de
40 especies diferentes en procedimientos de cultivo intensivo. Las especies mads
frecuentementeutilizadas son Skeletonema costatum, Thalassiosira pseudonana,
Phaeodactylum tricornutum, Chaetoceros calcitrans, Isochrysis galbana,
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Monochrysis luthert, Teraselmis sueciea, Dunaliella spp. y Chlorella spp. (De
Pauw y Persoone, 1988). Un segundo paso ha sido la optimizacion de los sistemas
y pardmetros de cultivo, estudiando los efectos de los distintos pardmetros para
obtener una méxima produceién de biomasa (Laing y Utting, 1980; Laing y Helm,
1981; Fabregaset al., 1984, 1985a, 1986¢). A nivel industrial, los cultives purosde
algas se utilizan sélo para aplicaciones que requieren voliimenes relativamente
pequefios de microalgas: larvas de bivalvos, camarones y el rotifero Brachionus
plicatilis.

Aspectos nutricionales del uso de microalgas en acuicultura

El principal problema asociado con el uso de microalgas en acuicultura es
la falta de conocimiento tanto sobre el valor nutricional de las microalgas como de
los requerimientos nutricionales de los consumidores de éstas (De Pauw y
Persoone, 1988). Las microalgas son la fuente de materia, energia y factores de
crecimientopara estos organismos. Sucrecimientoy desarrollo estdn influenciados
por la disponibilidad y accesibilidad algal (tamafio, forma y densidad), asi como
por su composicién bioquimica, la cual determina el contenido calérico y la
presencia o ausencia de compuestos esenciales o téxicos (Yifera y Lubidn, 1990).

La razén exacta por la qué unas especies son buenas fuentes de alimento y
otras no, o no tanto, no ha sido todavia bien definida, encontréndose muchas
explicaciones contradictorias en la literatura. No cbstante, se ha establecido
algunos criterios nutricionales. Las microalgas no deben de ser téxicas, deben
tener una talla apropiada para ser ingeridas, una pared celular digerible, y
aportar los constituyentes bioquimicos esenciales. Asi, los moluscos bivalvos no
pueden digerir células con paredes celulares demasido gruesas, mientras si los
rotiferos. El tamafio celular afecta a las eficiencias de filtracién e ingestién. La
mayoria de las especies de bivalvos retienen eficientemente particulas de 2 a 12
pm, avin cuando las larvas utilizan también eficientemente particulasde 1 a 2pm
(Yufera y Lubign, 1990). La actividad filtradora depende del tamaiio celular y
densidad de células en el sistema de cultivo (Yiifera y Lubidn, 1990), siendo
ademds afectada por la calidad de la biomasa algal (Laing y Millican, 1986).

Siuna microalga es ingerible y digerible, su valor nutricional dependera de
su composicién bioquimica (Webb y Chu, 1983). Brown et al. (1989) han realizado
una revision bastante actualizada sobre composicién bioquimica microalgal y los
requerimientos nutricionales de los animales. En este contexto, la composicidén y
concentracién de aminodcidos, asi como la composicién de los lipidos, son de
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primordial importancia en el valor nutricional de las microalgas. Asi, moluscos
bivalvos, camarones y peces marinos requieren un aporte en la dieta de ciertos
dcidos grasocs poliinsaturados, principalmente de la serie ®3 (Webb y Chu, 1983;
Enright ef al., 1986a), los cuales si son sintetizados por algunas microalgas. De
aqui surge también la probable explicacién para las interacciones sinérgicas
observadas paralas dietas mixtas en moluscos bivalvos(Epifanio, 1979; Strémgren
y Cary, 1984). Bacterias y productos extracelulares juegan también un papel
importante en la nutricidén.

El cultive masivo, “batch” o semicontinuo, en instalaciones interiores es el
principal método utilizado actualmente enlasunidades de produccién de biomasa
microalgal de las empresas relacionadas con la acuicultura. La produccién se
basa, en general, en el cultivo en condiciones ambientales éptimas de especies
microalgales que han side seleccionadas por su valor alimenticio a partir de
ensayos de crecimiento y supervivencia de larvasy semilla de especies con interés
comercial. No obstante, esta biomasa es utilizada generalmente con desconoci-
miento de su composicén bioguimica, principal parametro del que depende su
valor nutricional.

La composicién bioquimica bruta de una especie microalgal, 1a composicién
de aminodcidos, el grado de insaturacién de los dcidos grasos o el contenido en
vitaminas, depende de las condiciones de cultivo y del momento del ciclo de
crecimientoe en que se cosecha la biomasa (De Pauw y Persoone, 1988; Becker,
1994). No obstante, no pueden realizarse generalizaciones sobre las respuestas de
las microalgas a las alteraciones ambientales dado que tales respuestas difieren
segun la especie (Brown et al., 1989). |

Algunas de las variaciones en la composicién bioquimica publicadas para
diferentes microalgas bajo el efecto de diferentes condiciones ambientales han
sido revisadas por Brown et al. (1989). En general, bajo limitacién o deficiencia de
N 6 P, los niveles de carbohidratos y/o lipidos tienden a aumentar, mientras los
niveles de proteina decrecen. El contenido de 20:5®3 de Isochrysis galbana o el de
22:603 de Chaetoceros gracilis disminuyén bajo condiciones de limitacién de N o
silicatos. Altas intensidades luminosas o el crecimiento fotoheterotréfico aumen-
tan el grado de insaturacidn de los 4cidos grasos de Scenedesmus sp., mientras
altas temperaturas producen el efecto contrario. El perfil de 4acidos grasos de
Cyclotella meneghiniana varia a lo largo del fotoperiodo, siendo los dcidos grasos

saturadoslafraccién predominante al comienzode lafase deluz. Altassalinidades
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aumentan el contenido de f-carotenc de Dunaliella salina y de los aminoacidos
esenciales metionina y fenilalanina de la cianobacteria Aphonethece halophytica.

Entre los distintos componentes del medio de cultivo, la fuente y/o concen-
tracién de nitrégeno pueden afectar al crecimiento y composicién bioquimica de
las microalgas en cultivo. La concentracién de N del medio afecta a la producti-
vidad y composicién bioquimica de la biomasa obtenida (Utting, 1985; Wikfors,
1986; Molina et al., 1991). La fuente de N usada para el crecimiento puede afectar
alatasa de crecimiento (Tadros y Johansen, 1988; Levasseur et al., 1993), cuotas
celulares de C y N (Levasseur et al., 1993), composicién bioquimica bruta
(Fabregasetal., 1989a,b)y composicidn de dcidos grasos (Yongmanitchaiy Ward,
1991), aminodcidos (Flynn et al., 1992) y vitaminas (Abalde et al., 1991).
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Objetive

Lasmicroalgas marinaselegidasparaeste estudio son Chaetoceros caleitrans,
Dunaliella tertiolecta, Isochrysis galbana, Phaeodactylum tricornutum y
Tetraselmis suecica. Estas especies representan microalgas de gran importancia
en la actualidad por la extensién de su cultivo para diferentes aplicaciones.

La fuente de N por si misma puede ser otro factor causante de variaciones
en el crecimiento y composicién bioquimica de una especie microalgal. La
capacidad de utilizar diferentes fuentes de N (nitrato, nitrito, amonio y urea} a
altas concentracioens es también ensayada para cada especie microalgal, con
especial interés en el uso de 1a urea, fuente de N miés barata que el nitrato y que
aporta C en la misma molécula.

En organismos fotoautdtrofos, la transicién de fase del ciclo de crecimiento
es determinada por el agotamiento de los nutrientes (minerales y/o luz), y suele
ir acompafiada por variaciones del metabolismo celular que se reflejan en una
diferente composicidn bioquimica de la biomasa. De este modo, la recoleccién en
diferentes fases es un método sencillo de modificar la composicién de la biomasa,
y serd determinante de su valor nutricional.

Debido a la inhibicién del crecimiento observada para algunas micreoalgas
marinas a elevadas concentraciones de amonio, nos planteamos analizar si este
efecto inhibitorio es debido a la toxidad del amonio, o al decrecimiento en el pH
extracelular observado en estos medios.

Finalmente, nos planteamos evaluar el valor como alimento de diferentes
dietas microalgales para semilla de mejillon Mytilus galloprovincialis Lmk,
medido en términos de tasa de crecimiento, composicién bioquimica y eficiencia
de conversién del alimento suministrado.
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DESCRIPCION DE LAS ESPECIES MICROALGALES

Las especiesutilizadas, Chaetoceros calcitrans (Paulsen) Takano, Dunaliella
tertiolecta Butcher, Isochrysisgalbana Parke, Phaeodactylum tricornutum Bohlin
y Tetraselmis suecica (Kylin) Butch se eligieron en funcién de su utilizacién como
fuente de alimento en sistemas de acuicultura (De Pauw y Persoone, 1988) y
obtencién de diversos productos de interés comercial (Regan, 1988).

C. calcifrans (cepa CCMP1315) se obtuve del "Provasoli-Guillard Center for
Culture of Marine Phytoplankton”, Maine, U.S.A. Dunaliella tertiolecta (cepa DUN)
e Isochrysis galbana (cepa LB-927/1) se cbtuvieron del "Culture Center for Algae
and Protozoa", Cambridge, U. K. Tetraselmis suecica y Phaeadactylum tricornutum
han sido aisladas por el Dr. Fabregas (Universidad de Santiago) delasaguasdela
Ria de Arousa (NO de Espafia) (Fibregas, 1982; Herrero et al., 1985) y se han
mantenido desde entonces en el Laboratorio de Microbiologia Marina de la
Universidad de Santiago.

Chaetoceros calcitrans {Paulsen) Takano

El género Cheefoceros se clasifica en la clase Bacillariophyceae (=
Diatomophyceae), orden Centrales, suborden Biddulphiineae,familia Chaetoceraceae
(Ricard, 1987).

Las diatomeas se caracterizan por la presencia de una capsula protectora
silicea, el fristulo, constituido por dos partes encajadas la una enlaotra, las tecas
(epi- e hipoteca). Cada teca se compone de una placa més o menos aplanada,
abombada o deprimida, la valva, rodeada por una banda conectiva lateral, el
cingulum. Los dos grandes grupos de diatomeas, pennales y centrales, se diferen-
cian por la forma general del fristulo y la naturaleza y localizacién de sus
principales estructuras. Basicamente, las diatomeas centrales poseen fristulos de
elipticos a circulares, con las ornamentaciones dispuestas con respecto a un punto
central. Presentan reproduccién sexual cogamica. Cloroplastos en niimero varia-
ble. Las diatomeas producen como principal producto de reserva crisolaminarina,
B-1,3-glucopiranésido (Myklestad, 1988).

El género Chaetoceros es extremadamente polimorfo y taxonémicamente
muy diversificado. Estipicamente plancténico, siendo el género masrepresentado
en todos los mares del planeta, con sélo dos especies duleceacuicolas. Comprende
formas unicelulares o coloniales, reunidas en cadenas més o menos largas por el
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entrecruzamiento de las sedas, y a veces engobladas por un gel mucilaginoso. Las
valvas son elipticas en visién valvar y rectangulares en visién conectiva, con
simetria bilateral. Las valvas son planas, ligeramente céneavas o ligeramente
convexas, con un manto vertical mds o menos desarrollado. El cingulum es corto,
con una banda conectiva y numerosas bandas intercalares; a veces presentan un
suleus. Las sedas, mas o menos largas, estdn situadas en el 4pice de cada valva: 2
sedas por valva. Las sedas terminales de las formas coloniales son a menudo
diferentes de las intermedias, mds robustas y/o diferentemente orientadas. Las
sedas aumentan el drea superficial, proporcionando una mayor relacién superficie/
volumen, lo que aumenta a su vez la capacidad de flotacién de estas diatomeas
plancténicas. El processus labial, generalmente central (a veces marginal), presen-
ta una estructura que va del simple tdbulo externo, de longitud variable, con una
hendidura simple interna, al processus labial tipico sobre la cara interna pero
desprovisto de tidbulo externo. La cara valvar suele portar una red de costillas
radiales, divergentes a partir de un campo central hialino. El fristulo, sin
ornamentacién aparente, esta poco silicificado. Generalmente presentan hipnosporas
¥ quistes con paredes muy fuertemente silicificadas. En las microalgas los quistes
pueden formarse por procesos sexuales o asexuales y pueden formarse, como en el
caso de Chaetoceros, més de un tipo de ellos durante el ciclo vital (Hollibaugh ef al.,
1981).

Existe una enorme complejidad en las descripciones y taxonomia de los
diferentes aislamientos identificados como formas de C. calcitrans. Se consideran
formas relacionadas, y se agrupan bajo el mismo tipo ain dud4ndose de si son la
misma especie, . tenuissimus Meunier, C. galvestonensis Collier & Murphy, C.
calcitrans fo. pumilus Takano,y C. simplexvar. calcitrans Paulsen(renombrado por
Takano como C. calcitrans).

C. tenuissimus, C. galvestonensis y C. calcitrans fo. pumilus presentan
caracteristicas morfolégicas y ecolégicas similares (Rines y Hargraves, 1989). Se
presentan como formas unicelulares o cadenas de dos células. Son diatomeas de
pequena talla, con un eje apical de 3-8 pm y un eje pervalvar aproximadamente
igual. Presentan sedas rectas y de corta longitud (1-2 veces el eje apical), con una
orientacién de 45° con respecto a los ejes apical y pervalvar. La dimensién méxima
de la célula entera, incluidas sedas, es frecuentemente menor de 10.um. Segtin las
descripciones tendrian 1 6 2 cloroplastos. Suelen aislarse en los meses de primave-
ra-veranoyen habitats deestuario. Segiin Rinesy Hargraves(1%89), C. simplexvar.

calcitrans Paulsen es probablemente una mezcla de diferentes, y no necesariamen-
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Foto 1.- Chaetoceros calcitrans (Microscopio contraste de fases, 1400x)

te relacionadas, diatomeas, cuyas caracteristicas primarias serian presentarse
como formas unicelulares, pequefias y delicadas.

Los pigmentos descritos para C. calcitrans son (Stauber y Jeffrey, 1988):
clorofilas a, ¢, y c,, caroteno, fucoxantina, neofucoxantina, diadinoxantina y
diatoxantina, y, a diferencia de otras diatomeas, no contiene carotenoides menores
ni clorofila c .

C. calcitrans es considerada como una microalga de valor alimenticio en
acuicultura (Enright et al., 1986a,b; Utting, 1986), siendo el principal obstéculo la
dificultad de su cultivo (Regan, 1988). Chaeoceros se ha propuesto también como
una fuente de Acido eicosapentaenoico (Regan, 1988).

Dunaliella tertiolecta Butcher

Este flagelado monadoide tradicionalmente se incluia en la clase
Chlorophyceae,orden Volvocales, familia Polyblepharidaceae (Boldy Winne, 1985);
sin embargo, Ettl (1983) propuso la creacién del orden Dunaliellales, donde se
incluyelafamilia Dunaliellaceae con el tinico género Dunaliella (Chrétiennot-Dinet,
1990).
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Foto 2.- Dunaliella tertiolecta (Microscopio campo claro, 1100x)

El género Dunaliella comprende formas unicelulares méviles de forma
variable: ovoide, elipsoidal, piriforme, con seccién circular. Las células de una
especie dada pueden cambiar de forma y tamaifio con las condiciones de crecimiento,
y frecuentemente se vuelven esféricas bajo condiciones desfavorables (Preisig,
1992). A diferencia de las restantes cloroficeas, Dunaliella no presenta una pared
celularcelulésica, sino una envolturamucilaginosa externa al plasmalema formada
por fibrillas de 25-200 nm de longitud y de naturaleza glucoproteica (Oliveiraet al.,
1980; Preisig, 1992). Su papel biolégico parece estar relacionado con la
osmorregulacién,dadalaausencia deparedrigidaylacapacidad delasespeciesde este
género para soportar grandes cambios en el potencial osmético. Enel dpice, se insertan
2 flagelos iguales y asociados a un sistema de raices flagelares cruciforme. La
membrana celular es fina y eldstica. El cloroplasto, en forma de copa, ocupa la mayor
parte dela célula. El nicleo selocaliza en la mitad anterior de la célulay generalmente
entre los1lébulos anteriores del cloroplasto. No hay vacuola contréctil enlas formas marinas.

La reproduccién es bien por divisién longitudinal de la célula mévil, bien por
fusién de 2 células vegetativas para formar un zigoto. La meiosis tiene lugar
durante la germinacién del zigoto. Bajo condiciones extremas se ha descrito la
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formacién asexual de quistes, inméviles y esféricos, de 12 nm (Chrétiennot-Dinet,
1990; Preisig, 1992). Bajo determinadas condiciones pueden adquirir el estado
palmeloide, en el cual las células estdn encerradas en un mucilago.

D. tertiolecta presenta forma elipsoidal (6-18 x 4.5-14 pm, largo x ancho) y,
a diferencia de otras especies, es siempre de color verde. La membrana plasmatica
tiene 7-8 nm de espesor. La célula es mévil, debido a la presencia de dos flagelos
acronematicos, iguales y homodinamicos, en posicién anterior. El pirencide se
encuentra en el cloroplasto en posicién central, generalmente penetrado por
ldminas formadas por pares de tilacoides, pero que nunca atraviesan la matriz del
pirenoide (Preisig, 1992). La matriz del pirenoide esta rodeada por una capa de
almidén, aunque también se acumulan granulos de almidén en otras partes del
cloroplasto, especialmente en cultivos envejecidos. La matriz del pirenocide est4
compuesta de material granular denso. Dentro del cloroplasto presenta una
mancha ocular o estigma, localizada en una posicién periférica anterior. Es una
estructura compuesta de glébulos lipidicos que contienen carotenoides y que, en

esta especie, parecen estar libres en la matriz del cloroplasto (Preisig, 1992).

El niicleo estd rodeado por una envoltura porosa que entra en conexién con el
reticulo endoplasmatico. En el citoplasma existen vacuolas de diferentes tipos. En
diferentes partes de la célula se observan vacuolas con contenidos lipidicos. Junto alas
mitocondrias se sifiian microcuerpos o peroxisomas que consisten en una matriz
granular rodeada de una membrana simple. Hay de 2 a 4 cuerpos de Golgi situados
entre los corpuisculos basales y el micleo. El reticulo endoplasmatico, asociado con el
niicleo, aparato flagelar y dictiosomas, se extiende bajo el plasmalema por la mayor
parte de la célula (Preisig, 1992). D. fertiolecta presenta como principales pigmentos:
clorofilas a y b, B-caroteno, luteina, neoxantina y viclaxantina (Wright et al, 1991).

Se encuadra dentro de la fraccién plancténica denominada nanoplancton. Es

fécil de cultivar, resiste amplios margenes de temperatura y salinidad, y posee un

tamafio que permite su ingestién por las fases larvarias y juveniles de moluscos

bivalvos. Constituye ademds un alimento adecuado para los microherbivoros

adultos. Es, ademds, una posible fuente de 4cidos grasos esenciales (Regan, 1988),
minerales (Fabregas y Herrero, 1986) y vitaminas (Fabregas y Herrero, 1990).

Isochrysis galbana Parke

Esteflageladomévil se incluyeenlaclase Prymnesiophyceae (0 Haptophyceae),
debido ala presencia de un apéndice llamado "haptonema’, ademads de dos flagelos.
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Dentro de esta clase se incluye en el orden Isochrysidales, el cual incluye
tnicamente la familia Isochrysidaceae, con 4 géneros (Chrétiennot-Dinet ef al.,
1993).

El haptonema consiste en tres membranas concéntricas que rodeana 6 6 7
microtibulos. La membrana externa est4 en continuidad con la membrana celular.
Las membranas internas rodean una cavidad cilindrica que conecta con una capa
del reticulo endoplasmatico superficial. No hay raices ni otras estructuras asocia-
das a los tiibulos.

La familia Isochrydaceae comprende formas monadoides, libres o coloniales,
méviles mediante dos flagelos lisos. El haptonema no es visible al microscopio
éptico, observandose un haptonema rudimentario al microscopio electrénico. El
género Isochrysis, con dos especies descritas, comprende células méviles solitarias,
de forma alargada, con dos flagelos acronematicos, iguales, con insercién apical o
subapical, y un haptonema vestigial. La célula esti recubierta por una o varias
capas deescamasorgdnicas circulares estriadas nomineralizadas, Poseenunoo dos
cloroplastos, amarillo-oro, con pirenoide, y un estigma o pseudoestigma. El tamaiio
es de 3 - 6 pm. Presentan un aparato de Golgi, en el cual se forman las escamas
de la cubierta celular, localizado entre el niicleo y l1as bases de los flagelos (Bold y
Winne, 1985). Presentan reproduccién vegetativa por divisién longitudinal en el
estado mévil 0 inmévil. En el estado palmeloide no presentan capas mucilaginosas.

Forman quistes siliceos. Los pigmentos principals son: clorofilas a, ¢,, ¢

12 C2
diadinoxantina, diatoxantina, fucoxantina y B-caroteno (Brown et al.,1993a; Flynn

et al., 1993).

I. galbana (5-6 x 2-4 pm, largo x ancho) contiene dos cloroplastos, un nicleo
simple, un dnico cuerpo de Golgi y mitocondrias. Los cloroplastos tienen tres
tilacoides por lamina, con interconexiones entre las laminas. A su alrededor hay 4
membranas con conexiones con el retfculo endoplasmatico, La divisién nuclear es
precedida por la duplicacién de los flagelos, cloroplastos y aparato de Golgi. Esmuy
abundante en el protoplancton ocednico. Las primnesioficeas acumulan
crisolaminarina(8-1,3-glucano)y aceites como sustancias dereserva (Boldy Winne,
1985).

L galbana tiene un elevado valor como alimento en acuicultura, y es
considerada de gran valor para el crecimiento de los estadios larvarios de los
moluscos bivalvos. Se considera también una posible fuente para la produceién de
dcidos grasos esenciales (Regan, 1988) y vitaminas (Fabregas y Herrero, 1990). Se
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Foto 3.- Isochrysis galbana (Microscopio campo claro, 1100x)

han descrito formas de esta especie adaptadas a las aguas calientes, igualmente
utilizadas en acuicultura, y conocidas como los clones T-ISO y C-ISO (Wikfors y
Patterson, 1994).

Phaeodactylum tricornutum Bohlin

Pertenece al grupo de las Chromophyta dado que las células poseen
cromatéforos pardo-amarillentos, no producen almidén y desarrollan una pared
mineralizada. Por su divisién vegetativa longitudinal, valvas siliceas del tipo
diatomea pennada, movimiento de deslizamiento, etc., se debe incluir en la clase
Bacillariophyceae. Dentro de esta clase se clasifica en el orden Pennales, suborden
Naviculiineae, familia Cymbelaceae (Ricard, 1987).

Los fristulos de las diatomeas pennales presentan un eje valvar apical
dominante, una superficievalvarlanceoladao eliptica,y unahendiduralongitudinal
(rafe) o un area hialina longitudinal (drea axial) de las que carecen las centrales.
Presentan una ornamentacién bilateral simétrica siguiendo el eje longitudinal
marcado por el rafe. El cingulum presenta un desarrollo escaso. Los cloroplastos,
en nimero reducido, son generalmente de un gran tamaro. Ciertas especies tienen
una movilidad relativa ligada a la presencia del rafe. La reproduccién sexual es
anisogdmica o isogamica, sin gametosflagelados. Abundantes enlas aguasmarinas
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Foto 4.- Phaeodactylum tricornum (Microscopio campo claro, 1100x)

y salobres, las diatomeas pennales constituyen la gran mayoria de las microalgas
de la flora dulce y terrestre.

Las Naviculiineae presentan una rafe sobre cada valva, con un nédulo
central, y carecen de processus labial. Este suborden es numéricamente el més
importante de las diatomeas e incluye ocho familias. Comprende diatomeas
habitualmente poco extendidas en el plancton. Las diatomeas de la familia
Cymbellaceae presentan valvas asimétricas con respecto al eje apical, al transapical,
o a ambos. Esta es la winica diferencia con las Naviculaceae, y algunos autores las
integran en una unica familia.

El género Phaeodactylum comprende una iinica especie, P. fricornutum. Son
células solitarias o coloniales, reunidas en cadenas. P. tricornutum es una especie
muy polimorfa, que presenta tres formas bien diferenciadas, diversamente
silicificadas: una forma trirradiada, una fusiforme y una forma oval, mévil. Las tres
formas de P. tricornutum corresponden a una célula tipica con una membrana
orgénica, no silicificada, formada por una envoltura compuesta de dos partes, cuyos
bordes se recubren parcialmente (Borowitzka et al., 1977; Ricard, 1987). Sélo la
forma oval presenta una valva rudimentaria, silicificada, presente sélo sobre un
lado de la célula; las otras dos formas carecen de valvas. La valva de la forma mévil
es arqueada, de eliptica a oval, con el eje axial ligeramente curvado; su estructura
es visible tinicamente al microscopio electrénico. Presenta un rafe subapical,
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rectilineo, con las terminaciones centrales en gancho y un drea central eliptica. La
valva, iﬂcompletamente desprovista de manto y eingulum, porta sobre la superficie
finas puntuaciones distribuidas en estrias transapicales, ligeramente radialesenla
parte central. Las células fusiformes y las células trirradiadas pueden formar
colonias en forma de cinta unidas porla parte central de la cara valvar (Borowitzka
et al., 1977). Las formas trirradiadas aparecen normalmente en cultivo, mientras
que las formas ovales y fusiformes se encuentran en la naturaleza en el plancton
litoral de las aguas marinas y salobres de las zonas templadas.

El tamaifio celular es de 8-12 pm de longitud por 2 pm de ancho. La célula
contiene dos cloroplastos, un ntcleo simple, mitocondrias y cuerpo de Golgi,
reticulo endoplasmatico y ribosomas. Posee cuatro membranas alrededor del
cloroplasto. La membrana de éste presenta tres tilacoides por ldmina, con
interconexiones entre las ldminasy conexiones con el reticulo endoplasmatico. Las
sustancias de reserva son erisolaminarina y aceite {Richmond, 1986b; Myklestad,
1988). Los pigmentos presentes en esta microalga son: clorofila a, clorofila c,,
clorofila ¢, caroteno, fucoxantina, neofucoxantina, diadinozantina y diatoxantina
(Roy, 1988; Stauber y Jeffrey, 1988).

P. tricornutum se cultiva como fuente de alimento en acuicultura (De Pauw
yPersoone, 1988), siendo ademésinteresante su potencial como una fuente de 4cido
eicosapentaenoico. Es facil de cultivar y valores extremos de pH alcalino y baja
intensidad de luz no afectan a su crecimiento (Regan, 1988).

Tetraselmis suecica (Kylin) Butch

Tetraselmis suecica es un alga marina unicelular y mévil, que se clasificé en
un principio dentro de la clase Chlorophyceae, pero actualmente se la sitiia dentro
de la clase Prasinophyceae, orden Chlorodendrales, familia Chlorodendraceae
{Chrétiennot-Dinet ef al., 1993).

Las Prasinophyceae son algas verdes primitivas consideradas descendientes
directos del anteceser commin de todas las algas verdes (Inouye, 1993). Las
prasinoficeas presentan, a diferencia de las cloroficeas, pequefias escamas orgédni-
cas (de naturaleza polisacaridica) sobre los flagelos y el cuerpo celular, dispuestas
en una o varias capas, formadas cada una por escamas de forma, tamafio y
complejidad diferentes. Existe una considerable variacién en la disposicién de las
escamas sobre las células de las prasinoficeas (Leadbeater y Green, 1993). Una
caracteristica particular de esta clase es la presencia de un tipo de escamas
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Foto 5.- Tetraselmis suecica (Microscopio campo claro, 2000x)

flagelares particulares, en forma de seda y parcialmente tubulares, dispuestas alo
largo del flagelo en dos hileras practicamente opuestas y agregadas a los dobletes
4y 8 del axonema (Chrétiennot-Dinet, 1990). Otracaracteristica sonlos corpiisculos
basales de los flagelos, especialmente largos (600 a 900 nm).

En las Chlorodendrales, incluida Tetraselmis, los flagelos estan recubiertos
por capas de escamas, pero la célula estd recubierta por una teca(células tunicadas).
Escamasy teca se originan a partir de material ensamblado en el dictiosoma, siendo
la teca probablemente el resultado dela fusién de escamas. La composicién quimica
de escamas y teca incluye acidos 2-ceto azidcar (principalmente 2-ceto-3-
desoxiocténico y galacturénico), probablemente entrelazados por iones Cat*?2
(Leadbeater y Green, 1993). Las escamas del cuerpo celular se originan en las
cisternas del dictiosoma durante la divisién celular y son transportadas a la
membrana celular por pequeiias vesiculas que se fusionan con ella cerca de las
bases de los flagelos (Leadbeater y Green, 1993). Pueden ser almacenadas en un
reservorio Unico, y antes de ser depositadas en el exterior del plasmalema se
reagrupan por tipos similares (Chrétiennot-Dinet, 1990). El mecanismo por el cual
las escamas dan lugar a la teca no es conocido. Caracteristica de la familia
Chlorodendraceae es que lasescamasflagelares delacapa internaestdn recubiertas
por pequefias escamas bacilariformes dispuestas aparentemente en 24 hileras.
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Las raices flagelares son complejas formando un rizoplasto caracteristico de
esta clase. Ademas de los microtiibulos que unen la base de los flagelos a la
suferficie, una red denominada sinistosoma revine las bases de los flagelos y hay a
veces un grueso corpisculo rodeado por el rizoplasto. Este organulo es contractil
y responde ala presencia de iones Ca*2y ATP. Est4 unido alos corpiisculos basales
de los flagelos en el polo anterior, y a la membrana plasmaitica o a otros orgénulos
en el polo posterior. El niicleo estd situado entre las ramas del rizoplasto y los
16bulos del cloroplasto (Chrétiennot-Dinet, 1990},

El cloroplasto es parietal y contiene generalmente un pirencide. Los
pigmentos principales son las clorofilas a y b. Las prasinoficeas contienen almidén,
pero no sacarosa, y frecuentemente acumulan manitol. Las Prasinophyceae poseen
tipicamente una mancha ocular en el interior del cloroplasto constituida por una
o varias capas de glébulos pigmentados que no esta asociada a los flagelos. El
cloroplasto contiene granulos de almidén generalmente envolviendo al pirenoide.

El género Tetraselmis comprende células verdes solitarias, libres, méviles,
de forma ovoide o elipsoidal y aplanadas en seccién transversal. Presentan 4
flagelos iguales e isodindmicos insertados en una depresién anterior, un micleo
central, un cloroplasto en copa, lobulado enla parte anterior, con un pirenoide basal
rodeado de almidén, y generalmente un estigma. La reproduccién ocurre por fisién
longitudinal de las células, que adoptan el estado inmévil; las células hijas pueden
observarse completamente flageladas antes de su liberacién de la teca parental.
Anin cuando la reproduccién sexual no estd demostradaen las prasinoficeas; seguin
estudios recientes hay indicios de una reproduccién sexual en el género Tetraselmis
(Huber y Lewin, 1986). A partir de los estudios de células en cultivo, ademas del
estado mévil, se consideran dos estados inméviles: un estado vegetativo, conside-
rado como un “falso quiste” (frecuentemente obtenido en cultivos envejecidos) y el
estado de “quiste verdadero”, mucho menos comin (Bold y Winne, 1985; Chrétiennot-
Dinet, 1990). Los quistes verdaderos contienen 4 célulasy la pared es ornamentada.
La formacién de quistes ocurre bajo condiciones desfavorables, como deficiencia
prolongadaen nutrientes o pHextremos (Regan, 1988). Es comiin en aguascosteras
y de estuarios, y soportan amplios margenes de salinidad y temperatura.

Las células de T. suecica presentan un tamaifioc de 10-16 x 4-8 pm. La
estructura de los flagelos es pancronematica, ¥ los mastigonemas recubren el
flagelo en toda su longitud, salvo en su parte terminal (Droop, 1969). En el
cloroplasto, tipico del género, aparece un pirenoide penetrado por invaginaciones
citoplasmaticas constituidas por un brazo simple que se ramifica. El estigma, de

51



Variabilidad bioquimica de microalgas marinas

color rojizo y localizado a un lado de la célula, estd constituido por dos capas de
granulos osmiofilicos separados por tilacoides simples hinchados, los cuales pare-
* cen carecer de contenido.

T. suecica esfacil de cultivar a gran escala en eultivointerior y actualmente
esuna microalga fundamental en la alimentacién de rotiferos, Artemia, bivalvos y
peces herbivoros (Flassch, 1977; De Pawn y Persoone, 1988), asi como una posible
fuente de minerales (F4bregasy Herrero, 1986) y vitaminas (Fabregas y Herrero,
1990).

CULTIVO

Diversos estudios hanidentificado los requerimientos nutritivos especificos
de algunas microalgas, particularmente de minerales y vitaminas. Consecuente-
mente, se han desarrollado numerosos medios de cultivo, descritos en la bibliogra-
fia especializada (McLachlan, 1973; Vonshak, 1986; Becker, 1994), aunque su
composicién cualitativa suele ser similar. La relacién N:P oscila entre 5:1y 20:1 en
peso. La mayorfa de los medios deseritos se preparan en soluciones “stock”
concentradas de los nutrientes quimicos y después se afiaden al agua volimenes
determinados para dar la concentracién adecuada en el medio de cultivo.

La composicién del medio de cultivo que hemos utilizado es la siguiente
(Fébregaset al., 1984):

NaNO, 4.0mM
NaH,PO, 2H,0 0.2mM
NaSiO,® 0.5mM
Citrato férrico 40.0nM
ZnCl, 2.0pM
MnCL4H,0 2.0uM
Na,MoO,5H,0 2.0uM
CoCl, 0.2uM
CuS0,5H,0 0.2pM
Tiamina 70.0pgl?
Biotina 10.0pglt
VitaminaB,, 6.0pgl!
EDTA 92.8uM
Tris-HCl(pH7.4)  5.0mM
aguade mar™® 1000 ml
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* adicionado sélo para el cultivo de Chaetoceros
**) agua de mar natural filtrada a 0.45 um y esterilizada a 120°C, 20 min.

Se esterilizan a 120°C durante 20 minutes, y se almacenan a 4°C en
oscuridad.

Las condiciones de temperatura, iluminacién, y salinidad, junto con la
concentracién de nutrientes, son factores fundamentales en la eficiencia del
cultivo. Tras pruebas preliminares, se ha adoptado una temperatura de 18+1°Cy
una iluminacién de 115 uE.m™2.s"! (medida a la altura media del recipiente y en
ambas direcciones), proporcicnada por tubosfluorescentes Mazda Fluor C7-TF40,
aplicada con ritmo nictimeral 12:12 h en una cdmara de cultiva. Se mantiene la
salinidad del agua de mar a partir de la cual se prepara el medio de cultivo (36 %o),
6ptima para estas especies microalgales (Fabregas ef al., 1984,1985a, 1986¢).

Las cepas se mantienen en condiciones axénicas en tubos de cultivo de
25%150 mm con 40 ml de cultivo, no aireados. Los cultivos "stock” se realizan en
botellas de 1 litro con 800 ml de medio de cultivo, en los que se inyecta aire filtrado
a0.20 pm mediante filtros Millipore FG. El disefio del tapén, de gomay atravesado
por tres varillas de vidrio de 6 mm de didmetro, permite la entrada/salida de aire
y toma de muestras sin necesidad de la apertura del recipiente de cultivo.
Recipientes, tapones, filtros de aire y conducciones de silicona son esterilizados en
autoclave a 120°C durante 20 minutos. Elindculo para cada experiencia se tomaa
partir delos cultivos “stock”.

La agitacién de los cultivos se realiza mediante burbujeo de aire, inyectado
conun turbosoplante y filtrado a 0.20 pm mediante filtros Millipore FG antes dela
entrada en el cultivo. Esta agitacidn constante impide que las células sedimenten
y permite que las células estén expuestas a la misma intensidad luminica media,
evitando asimismo la formacién de gradientes de nutrientesminerales o gaseosos,
obteniéndose un crecimiento masuniforme (Raven, 1988; Laing y Ayala, 1990).La
aireacién proporciona, ademds, un aporte de CO, (0.033% en aire) el cual actia
como fuente de carbono y colabora en el tamponamiento del medio de cultivo.
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DETERMINACIONES SOBRE LAS MICROALGAS EN CULTIVO

DENSIDAD CELULAK

La densidad celular se determina por recuento de una alicuota del cultive
convenientemente diluida en un contador de particulas Coulter Counter mod. DN,
posteriormente sustituido por un modele ZM, o en una cdmara de recuento
hematolégica Neubauer.

En cultivos discontinuos ("batch"), 1a cinética de crecimiento de las poblacio-
nesmicroalgales se ajustaauna curvalogistica, que puede ser ajustada éptimamen-
te mediante regresién polinémica (Schanz y Zahler, 1981). Asi, los datos diarios de
densidad celular presentados en graficasse ajustan a una regresién polinémica por
el método de minimos cuadrados, utilizando el programa informatico Sigma-Plot
3.10 (Jandel Corporation). Las ecuaciones resultantes son del tipo:

f(t)=a +a,t+a,t2+.. +a,t5

donde f(t) esla densidad celular (células/ml x 10%), f es el tiempo en dias, y -

a,,...az son los coeficientes de la ecuacién.

Parametros de crecimiento

El periodo de crecimiento mdximo (PCM) se corresponde conla duracién en
dias de la fase exponencial del ciclo de crecimiento.

La tasa de crecimiento (k) (doblajes celulares por dia) se corresponde con el
inverso del tiempo de duplicacién (¢d), tiempo necesario para que NN células se
transformenen 2N c¢élulas durante lafase de crecimiento exponencial. & se calcula
mediante la expresién:

R =(log, (N,)-log, (N, )/ (t,-t)

donde N, y N, son las densidades celulares (células.mi?) a los tiempos ¢, y ¢,
respectivamente. Para el cdleulo de la tasa de crecimiento media (%, ), £, y ¢, son
el primer y ultimo dia de la fase logaritmica, respectivamente.
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pi

Parala determinacién del pH se toma una muestra del cultivo y se mide el
pH conun pH-metro Orion con compensacién automatica de temperatura, previa-
mente calibrado frente a tampones pH 4.00 y pH 7.00.

MATERIA SECA Y CENIZAS

Parala determinacién del peso seco, se ha seguido el protocolo de Vonshak
(1986) modificado. Se recogen volimenes conocidos de las suspensiones celulares
en tubos previamente tarados. Las células se recogen por centrifugacién a 2500 g
y 4°C durante 10 min.; posteriormente, el sedimento celular se resuspende en
amonio formiato 0.9 % (P/V) para retirar las sales, centrifugando de nuevo. Las
muestras se secan a 60°C, 24 h, y se dejan enfriar a temperatura ambiente en un
desecador antes de la pesada.

Para la determinacién de las cenizas, se toma una cantidad conocida de
biomasa seca en pocillos de porcelana previamente tarados, sometiéndose poste-
riormente aincineracitén en horno Mufla a 550°C durante 5 horas. Posteriormente,
se deja enfriar el hornohasta 110°C, se retiran los pociilos y se dejan enfriar hasta
temperatura ambiente en un desecador, procediendo a su pesada. Este procedi-
miento permite determinar el porcentaje de cenizas en la materia seca.

Todas las determinaciones de peso se realizan por duplicado, utilizando
balanzas Bosh y AND con limite de precisién de +0.1 mg.

FIGMENTOS

Lascélulas serecogen porfiltracién de alicuotas conocidas a través de filtros
‘Whatman GF/C. Los pigmentos se eXtraen en acetona 90%, durante 24 horasa4°C
y en oscuridad. Posteriormente, manteniendo la oscuridad se dejan calentar a
temperaturaambiente, y tras unafiltracidn del extracto porun filtro de fluoroporo
Millipore de 0.20 um, se realizan lecturas a las longitudes de onda 664, 647,630y
480 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV-160A frente aunblanco de acetona
90%. Todas las determinaciones serealizan por triplicado. También se haempleado
larecogida de células por centrifugacién, seguida delaresuspensién en el solvente,
enfriadoa 4°C yrupturaporultrasonidos{30 seg)enbafio dehieloy oscuridad. Este
tltimo métedo permite unaextraccién masrapida, alcanzando niveles equivalentes
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de extraccién en 4 h. El extracto debe ser igualmente clarificado, bien por
centrifugacion o por filtracién, y su volumen recalibrado.

Elvalorde loscoeficientesylalongitud de onda ala cual se produce la maxima
absorcién varian en funcién del solvente empleado (Parsons y Strickland, 1965;
Goodwin y Britton, 1988). De los propuestos hasta ahora, hemos adoptado los de
Jeffrey y Humphrey (1975) para clorofilas, y los de Strickland y Parsons (1972) para
carotenos totales, ambos usando acetona 90% como solvente. Las ecuaciones
empleadas para el cdleulo de las concentraciones de pigmentos en el extracto son:

Clorofilas (Jeffrey y Humphrey, 1975; solvente: acetona 90%):

microalgas con clorofilas a y b:
clorofilac =11.93 A, - 193 A,
clorofila & = 20.36 A, - 5.50 A,

microalgas con clorofilasa y ¢ (e, + c,):
clorofilaa =11.47 A, -0.40 Agsg
clorofila ¢ = 24.36 Agyp-3.78 Agsy

Carotenos (Strickland y Parsons, 1972; solvente: acetona 90%):

cloroficeas: carotenos = 4.0 A o,
crisoficeas y diatomeas: carotenos = 10.0 A g,

donde las clorofilas @, & y ¢, y carotenos representan concentraciones en
pg.mllde extracto, y Agy,, Agaq» Agao¥ AygoTepresentan las absorbancias (DO = log
I,/ I) medidas a 664, 647, 630 y 480 nm, respectivamente. Si los valores se
multiplican por el volumen de extracto y se dividen por el nimero total de células
presentes en dicho volumen, se obtiene el contenido celular (pg) de pigmentos.

PROTEINAS

Parala cuantificacién delaproteinatotal, seha elegidoel método de Bradford
(1976) de unién al eolorante. Elensayo se basa en el cambio de color diferencial del
colorante azul brillante de Coomassie G-250 en respuesta a diferentes concentra-
ciones de proteina. El méximo de absorbancia para una sclucién dcida de azul
brillante de Coomassie G-250 cambia de 465 nm a 595 nm cuando se produce el
enlace a la proteina. Cuando el colorante se une a la proteina, la forma roja se
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transforma en azul. El complejo proteina-colorante tiene un alto coeficiente de
extincién, lo cual proporciona sensibilidad al ensayo.

Elreactivo se prepara disclviendo 100 pg de azul brillante Coomassie en 50
ml de etanol al 95%; a esta solucién se le adiciona 100 ml de H,PO, al 85% (P/V),
llevando aun volumenfinal de un litro con agua destilada. También puede utilizarse
el reactivo preparado comercialmente por Bio-Rad.

La técnica general utilizada consiste en recoger un nimero suficiente y
conocido de células por centrifugacién. Las células se resuspenden en agua
destiladay serompen mediante ultrasonidos, preparandose distintas diluciones del
extractoasi obtenido. Parala cuantificacién dela proteina se sigue el micrométodo
decrito en el "Bio-Rad Protein Assay Instruction Manual”. Se preparan diluciones
conocidas de seroalbiminabovina (BSA)yunblancode aguadestilada. A continua-
cién se reparten por triplicado 0.8 ml de cada una de las diluciones de BSA, blanco
y muestra problema; se afiade 0.2 ml del reactivo comerecial azul Coomassie (BIO-
RAD), mezclandoinmediatamente por agitacién suave. Lasmedidasserealizan en
un espectrofotémetro Shimadzu UV-160A a 595 nm.

El desarrollo de color se completa a los 2 min. Después de 60 min., la
agregacién de complejos proteina-colorante dalugar ala precipitacién de proteina
y colorante, decreciendo la densidad 6ptica de la solucidn. Para determinaciones
muy precisas, se recomienda leer las muestras entre los 5 y 20 min. después de
adicionar el reactivo.

CARBOHIDRATOS

Todoslos métodos propuestos para la determinacién de carbohidratostotales
son colorimétricos y derivan del test de Molisch para carbohidratos; implican el
calentamiento del material con dcido sulfiirico concentrado y un desarrollante de
color que es usualmente una amina aromética o un fenol (Herbert et al., 1971).

El método fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956) continda siendo el mads
utilizado y apenas ha sido modificado. El fenol es un alechol muy reactivo, que
reacciona con los glicidos dando lugar a un complejo coloreado (de amarillo a
marrdn segin la concentracién de glicidos). Esta reaccion coloreada eslinealala
longitud de onda 485 nm. Dichareaccién consume una elevada cantidad de energia,
la cual es proporcionada por la reaccién entre el dcide sulfirico y el agua.

57



Variabilidad bioquirmica de microalgas marinas

El extracto obtenido por centrifugacién de células, resuspensién en agua
destilada y rotura por ultrasonidos, se diluye convenientemente y se reparte 1 ml
(portriplicado) en tubos de cristal reforzado. Al mismotiempose preparaunblanco
con 1 ml de agua destilada y una serie de patrones de glucosa. A los tubos se les
afiade 0.5 ml de fenol al 4%, agitindose a continuacién. Inmediatamente se
adicionan 2.5 ml de dcido sulfiirico concentrado (Pe = 1.84), dirigiendola cafda del
acido hacia la superficie del liquido. Se deja enfriar 30 minutos a temperatura
ambiente, agitando las muestras dentro de este intervalo, y se lee la absorbancia
a 485 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV-160 A.

Mediante este ensayo se cuantificanlas hexosas, disacaridos, oligosacaridos,
polisacéridosy derivados metilados que posean un gruporeductor libre o potencial-
mentelibre. Las pentosas y metilpentosas también reaccionan, perola glucosamina
y galactosamina son inertes (Kochert, 1978a).

LIPIDOS

Para su posterior determinacién, los lipidos se extraen por el procedimiento
de Bligh y Dyer (1959), segiin Holland y Gabbot (1971). Las células microalgales se
recogen por centrifugacién y se resuspenden en metanol:cloroformo 2:1 V/V. Se
sonica durante 60 seg, y tras agitar 30 seg, se protegen de la luz los extractos
dejandolos reposar 20 min. atemperatura ambiente. Tras este tiempo, se centrifuga
5min a800 g, recogiéndose el sobrenadante. A éste se adicionan cloroformoy agua
destilada para unarelaciénfinal de solventes metanol:cloroformo:agua 2:2:1 (V/V),
se agita hasta obtener una solucién homogénea y se centrifuga nuevamente. Con
este segundo fraccionamiento se eliminan los contaminantes no lipidicos no
eliminados en la primera extraccién. Se retira la fase acuosa superior y a la fase
orgdnicainferior sele afiade acetona para ayudar aeliminarlas trazas de agua. Los
solventes seretiran de las muestrasdelipidos por evaporacién a 40-50°C bajovacio
o en atmdsfera de N,

Los extractos se almacenan a -20°C en 300 ul de cloroformo conteniendo
butilhidroxitolueno (BHT) come antioxidante, en el caso de no ser analizados
inmediatamente.

Para la determinacién de lipidos se ha seguido un ensayo de carbonizacién
cuantitativo (Marsh y Weinstein, 1966). La conversién de los lipidos a carbén se
realiza mediante el efecto combinado de altas temperaturasy dcido sulfirico. Como
estdndar suele usarse la tripalmitina (Holland y Gabbot, 1971; Kochert, 1978b), de
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la cual se preparan patrones conocidos, y un bianco (cloroformo), que se tratan de
la misma forma quelos problemas. Al residuc lipfdico evaporadosele adiciona 2ml
de dcido sulfiirico concentrado, pasdndose las muestras a 200°C durante 15 min(la
temperatura dentro de los tubos no debe variar més de +2°C durante el periodo de
carbonizacién). A continuacién se colocan las muestras en agua a temperatura
ambiente 15 seg yluego en un bafio de hielo durante 5 min. Se afiaden 3 mlde agua
destilada a cada tuboy se mezcla, pasdndose de nuevo abafio de hielo. Cuandohan
enfriado, se sacan del hielo y se espera 10 min o el tiempo necesario hasta que
desaparezean las burbujas. La D.O. se lee a 375 nm en un espectrofotémetro
ShimadzuUV-160A.

Unavezcompletadala carbonizacién, las medidas de densidad 6ptica pueden
efectuarse en cualquier momento enlas doshorassiguientes, ya que en estetiempo
hay sélounadisminucién del 2.3% de la absorbancia. Después de 2-3horas, lostubos
con masde 120 ug de lipidos muestran frecuentemente floculacién de particulas de
carbono (Marshy Weinstein, 1966).

La estimacién de la concentracién lipidica tiene una reproductibilidad de
1%, yaque existe unarelacién entre la densidad éptica de loslipidos carbonizados
y la concentracién inicial de lipidos entre 30 y 150 g de lipidos.

ACIDOS RIBONUCLEICOS

Extracciéon de compuestos de bajo peso molecular

Elmétodousual consiste en la precipitacién de los 4cidos nucleicos, proteinas
y otras moléculas de alto peso molecular con dcido, en general tricloroacético o
perclérico, en frio (Kachert, 1878b). El tricloroacético tiene la desventaja de que
absorbe la luz ultravioleta y puede interferir en las determinaciones por este
método.

Latécnica utilizada consiste en recoger un mimero suficiente de células por
centrifugacidn. Los tubos con las células se colocan en hielo y se le afiaden 10 ml
de perclérico 0.2 N frio, resuspendiéndolas. Después de 15 minutos a 4°C, se
centrifugan las muestrasenuna centrifuga refrigerada, se desechael scbrenadante
y serepitela extraccién. Los sobrenadantes contienen fosfato inorgénico, nucleétidos,
aminodcidos, aztcares y una gran variedad de otros compuestos de bajo peso
molecular. El sedimento contiene los compuestos macromoleculares.
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Determinacién de ARN por estimacién de la ribosa

Entrelos procedimientos colorimétricos apropiados parala determinacién de
pentosas para la cuantificacién de ARN se incluye la reaccién con orcinol (Lin y
Schjeide, 1969; Kochert, 1978b). Este método se basa en la conversién de 1a pentosa
en presencia de dcido caliente en furfural, que reacciona con el orcinol dando color
verde. Como catalizador se utiliza FeCl, 6 CuCl,,. El desarrollo del color se completa
después de 30 minutos a 100°C.

El extracto libre de compuestos de bajo peso molecular se trata con 2 ml de
KOH 0.3 N y se incuba 18 - 24 horas a 30°C. Después de este periodo de hidrélisis
alcalina, se enfria la muestra en hielo y se acidifica la solucién a pH 1 con perclérico
concentrado. Se centrifuga y se toma el sobrenadante. El precipitado se lavacon 1
ml de perclérico 0.2 N frio, se centrifuga de nuevo y se juntan los sobrenadantes,

Sepipetea(.1,0.2y0.5ml dela solucién de ARN problemaen tubos de ensayo
y se completa a 2 ml con agua destilada, Se incluye un blanco de agua destiladay
una serie de standards de ARN de levadura. A cada uno de los tubos se le adiciona
2 ml del reactivo orcinol. El reactivo se prepara disolviendo 0.15 gr de CuCl,2H,0
en 100 ml de HCI concentrado (solucién A) y 12.5 gr de orcinol en 25 ml de etanol
al 95% (solucién B); antes de cada determinacién se toman 2 ml de B por cada 100
ml de A, con lo que se obtiene la solucién de trabajo.

Los tubos se tapan y se colocan en un bafio de agua hirviendo durante 15
minutos. A continuacién se enfrian y se lee la absobancia a 665 nm en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-160 A.

ANALISIS DE LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS

Obtencion y conservacién de la biomasa

Un volumen de cultivo se centrifuga a 8000 g a 4°C durante 10 minutos.
Postericrmente el sedimento se resuspende en amonio formiato 0.9 % (P/V) y es
nuevamente centrifugado. El sedimento se congela a -20°C y se liofiliza. El proceso
de liofilizacién se lleva a eabo en un liofilizador Labeondo Lyph-Lock 6 durante 36
h. La biomasa obtenida se mantiene en un desecador hasta el momento de los
andlisis.
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Analisis de acidos grasos

El andlisis de Acidos grasos se realiza mediante cromatografia de gases
capilar. Parala preparacién delos derivados metil-éster de los dAcidos grasos se sigue
latécnica de Lepage y Roy (1984), queincluye 4 fases fundamentales: saponificacién
de la muestra, metilacién de los dcidos grasos, extraceién a partir de la fase acuosa
v lavado final. '

La primera fase consiste en la saponificacién de los lipidos de la muestra,
hidrelizandolos dcidos grasos delosésteresde Eolesterol, triglicéridos y fosfolipidos,
convirtiéndolos en jabones solubles en agua. Una cantidad conocida de muestra
liofilizada es saponificada con 2 ml de una solucién 1.2 N de NaOH en metanol
acuoso al 50%, en tubo de tapén de rosca, calentando a 90-100°C durante 30 min.
Tras enfriar a temperatura ambiente, el saponificado se acidifica con HC1 6N a pH
inferior a 2. Para facilitar el analisis por cromatografia de gases es necesario
derivatizar las fracciones lipidicas. A esta solucién se afiade 1 ml de BF, al 14% en
metanol para catalizar la metilacién, y se calienta durante 5 min. a 85°C. La
siguiente fase consiste en la extracci6n de los ésteres metilicos a partir de la
solucién acuosa con lml de hexano:dietiléter (1:1). Tras una agitacién suave
durante 3 min., se permite la separacién de las fases, descartiandose la fase inferior
acuosa, Por iltimo, el extracto orgdnico se lava con NaOH 0.3 N (3 ml). Tras
mezclar suavemente 1 min., se permite de nuevo la separacién de las fases, El
extracto organico (fase superior) se transfiere posteriormente 2 un vial de mues-
tras.

El anilisis se realiza en un cromatégrafo de gases Perkin Elmer 8310 con
detector de ionizacién de llama (FID), acoplado a una impresora de géaficos Perkin
Elmer GP-100. Como gas portador se utiliza nitrégeno a una velocidad lineal de 17
em.s™', conlavilvuladel "split” abierta 2 una proporcién de 90:1. La columna capilar
empleada, SP-2330 de Supelco, contiene como fase estacionaria cianosilicona.

A la muetra problema se adiciona como estdndar interno C17:0 a una
concentracién conocida, lo que permitira deducir la concentracién de acidos grasos
en la muestra problema, asi como identificar los metil ésteres de 4cidos grasos por
comparacién de los tiempos de retencién relativos con aquellos de patrones
cuantitativos y cualitativos. Como patrones cuantitativos se emplean la mezcla de
la A.Q.C.S. LERO (Low Erucic Rapessed Qil) asf como mezclas fabricadas por
nosotros a partir de metil ésteres de dcidos grasosindividuales, obtenidos de SIGMA
Quimica. Como patrén cualitativo se emplea la mezela de metil ésteres de dcidos
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grasos PUFA-3 de Matreya Inc., completada con el éster metilico del dcido
margarico.

A partir delos patrones cuantitativos se obtuvieron los factores de respuesta
del detector paracada compuesto, empleados posteriormente junto conlos datos del
estdndar interno para el caleulo normalizado del porcentaje y cantidad absoluta de
cada compuesto.

La composicién del patrén cualitative PUFA-3 y de una muestra de cada
especie fue verificada mediante cromatografia de gases - espectrometria de masas
{CG-EM) en el Servicio de Espectrometria de la Univ. de Santiago, empleando un
cromatégrafo Hewlett-Packard 5890A acoplado a un espectrémetro de masas
HP5972. Las condiciones cromatogrificas son las mismas descritas anteriormente,
empledndose helio como gas portador a 80 kPa, velocidad lineal de 34.7 cm.s'. Las
condiciones de operacién del espectrémetro de masas son: multiplicador electréni-
co 1500 V, rango de masas 50 - 500 Da.

DETERMINACION DE LA TASA DE FOTOSINTESIS

La tasa de fotosintesis se determiné utilizando la técnica de asimilacién de
14C-bicarbonato como medida indirecta del proceso de fotosintesis. Se toma una
alicuota del cultivo de 50 mly se le adiciona 10 ul de "*CO, HNa (54 mCi.mmol", 2.0
mCi.ml’, Amersham International). El *C-bicarbonato se adiciona en fase de
oscuridad, 30 min antes de iniciarse la fase de luz, comenzdndose la recogida de
muestras a tiempo 0 de la fase de luz. Los cultivos se incuban durante 10 horas, y,
para determinarla cinética de incorporacién, se recoge muestra de cadaunode ellos
aintervalos de tiempo predeterminados, durante la fase de luz. Para ello 1-2ml de
cuitivo se filtran a través de filtros de fibra de vidrio tipe C utilizando un sistema
multifiltro Millipore, acoplado a una bomba de vacio. Los filtros se lavan con 10 ml
de agua de mar acidulada con HCI (0.01 N), con el fin de parar la reaccién de
incorporacién del bicarbonato a la célula y eliminar el isétopo que pudiera quedar
retenido en los filtros. Los filtros se transfieren a viales de centelleo plasticos de 20
ml de capacidad, afiadiéndose 10 ml de liquido de centelleo Insta-gel I1 de Packard.
En el momento de anadir el isétopo, al inicio de la fase de luz y cada dos horas se
toman 50 nl de cultivo para un recuento de la radioactividad total. Las muestras se
cuentan durante 60 segundos en un contador de centelleo liguido LKB Pharmacia.
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A partir de las desintegraciones por minuto (dpm) se calcula la fijacién de C
por volumen de cultivo (ng C.ml!), y la tasa de asimilacién de C especifica de clorofila
a (moles de C asimilado por mol de clorofila a y hora).

DETERMINACION DE LA AUTOFLUORESCENCIA Y pH
INTRACELULAR

La citometria de flujo (CMF) permite determinar un elevado ndmero de
funciones celulares a gran velocidad, utilizandouna amplia variedad de moléculas
bioquimicamente especificas, no téxicas y fluorescentes, en condiciones muy
cercanas al estadoin vive, en exposiciones cortas a niveles de luz muy elevados. Se
analizan dos pariametros mediante citometria de flujo: Ja fluorescencia de la
clorofilac y el pH intracelular. El equipo de citometriautilizadoha sidoun FACScan
(Beeton Dickinson Ihstruments), con el programa de analisis LYSIS II (Becton
Dickinson}. La fuente deluz que utiliza este citémetro esun ldser deion argén, que
emite luz azul (488 nm).

Los microorganismos marinos unicelulares presentan generalmente una
fluorescencia natural muy fuerte procedente de la clorofila y sus derivados o de
otros pigmentos como las ficobiliproteinas o xantofilas. De este modo, la determi-
nacién de los pardmetros funcionales de estos microorganismos consiste en la
determinacién de la fluorescencia de la clorofila ¢ (aproximadamente a 645 nm),
simultdneamente con las fluorescencias de las tinciones funcionales por debajo de
600 nm. '

Xuetal. (1990) han observado quela flucrescenciadela clorofilaa detectada
en un citémetro de flujo con un solo ldser de excitacién a 488 nm se corresponde
con la fluorescencia maxima cuando los centros de reaccién del fotosistema II (PS
II) estdn cerradosen el estado Q, "; este estado se alcanza en condiciones de elevada
intensidad de luz. Portanto, la fluorescencia de la clorofila a se estudia directamen-
te a partir de las ¢élulas en suspensién, sin utilizar ningn fluorocromo.

Las medidas del pH intracelular pueden llevarse a cabo mediante a) la
utilizacién de sondas quimicas, b) con microelectrodos H*-selectivos, o bien ¢) por
espectroscopia de resonancia magnética nuclear con 'P, dado que la frecuencia
relativa de los compuestos de 3P es pH-dependiente (Kurkdjian y Guern, 1989).

Lautilizacién de sondas quimicas paralamedida del pH intracelular sebasa
en la difusién diferencial a través de las membranas de las moléculas-sonda
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fluorescentes o marcadasradiactivamente. Estas sondas se disocian fueray dentro
dela célula de acuerdo con el pH del compartimento y se establece un equilibrio de
difusién entre las células y el medio. La concentracién intra- y extracelular de la
sonda se mide una vez alcanzado el equilibrio.

En los tltimos afios, han aparecido sondas fluorescentes cuya emisién
fluorescente varia segtin el pH intracelular. Lamayoria delas sondasfluorescentes
ofluorocromos mas utilizados para la medida del pH intracelular son derivados de
la fluoresceina. El espectro de la fluoresceina es pH-dependiente; los picos de
emisién y absorcién disminuyen considerablemente con los pH 4cidos. Sin embar-
go, la longitud de onda y la forma de los picos de emisién de todos los derivados de
la fluoresceina son relativamente independientes del pH (Haugland, 1992).

Para la determinacién del pH intracelular se ha utilizado una téenica de
citometria de flujo basada en la diferente intensidad de emisién fluorescente de la
fluoresceina (Vissier et al., 1979), modificada para las células microalgales (Cid et
al., 1995). El fluorocromo utilizado es la diclorofluoresceina (DCF), cuya emisién
fluorescente se recoge en el espectro de lafluorescencia verde (entre 510y 540 nm).

El protocolo utilizado es el siguiente:

1} Se filtra una alicuota de cultivo a través de un filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF/C).

2) A partir del cultivo inicial, se prepara una suspensién celular a 10%
células.ml? utilizandose el filtrado obtenido en la paso 1 pararealizarla
dilucién.

2) A 1ml de esta suspensién celular se le afiaden 10 111 de DCF 0.487 ngmlt.

3) Se incuba la muestra durante 15 min, en oscuridad y a temperatura
ambiente.

4) Se analiza la muestra en el citémetro de flujo, seleccionando para el
andlisis del pHiaquellas células que presentan emisién roja (clorofilaa).

Para el andlisis de la autofluorescencia celular se realizan los pasos 1, 2y 4.

ANALISIS SOBRE SEMILLA DE MEJILLON

Crecimiento

El crecimiento en longitud de la concha se midié mediante un calibre (0.1
mm)}. Elvolumen de cadamejillén entero se determiné a partir del pesodel voelumen
de agua destilada desplazado, mediante unabalanza BOSH (+0.1 mg).
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Andlisis bioquimico

La vianda de los mejillones fue separada de la concha y liofilizada en las
condiciones descritas anteriormente. El peso seco de l1a vianda se estima a partir
del peso del material liofilizado. El peso seco libre de cenizas (PSLC) se calcula a
partir del porcentaje de cenizas determinado por incineracién a 540°C en un horno
Mufla durante 5 h (A.0.A.C., 1965), tal como se describe para las muestras de
microalgas.

El analisis bioquimico de proteina, carbohidratos y lipidos se realiza a partir
del material liofilado. Los carbohidratos se analizan mediante el método del fenol-
sulfiirico (Dubois ef al., 1956) tal como se describe para la biomasa microalgal, tras
resuspender la biomasa en NaOH 1N y calentar a 100°C durante 30 min (Kochert,
1978a). Los lipidos se extraen y cuantifican segin el método descrito para las
muestras de microalgas.

El contenido en proteina de la biomasa seca se determiné como el contenido
en N de la biomasa liofilizada multiplicado por 6.25. El anilisis se realiza en los
Servicios Centrales de la Universidad de A Coruiia, en un analizador elemental
Carlo Erba CHNS-O EA 1108 acoplado a un detector de conductividad térmica
(DCT), un introductor de muestras automatico Autosampler AS 200, y con una
unidad de procesado EAGER 200. E]l método analitico se basa en la oxidacién
completa de la muestra mediante combustién instantdnea. Los gases resultantes
de la combustién son transportados mediante un gas portador (He) a través de un
horno de reduccién y de una columna cromatogréfica. El aparato se calibra
previamente mediante el an4lisis de compuestosestindar (sulfanilamida) utilizan-
do el método de factores K.

ANALISIS ESTADISTICO

Cuando se utilizan disefios experimentales bifactoriales, p. ej. fuente de N x
tamponamiento del medio, o cuando son aplicables, p. ej. fuente de N x fase de
crecimiento, los datos de densidades celulares en el momento de cosecha, tasas de
crecimiento y contenidos celulares de cada fraccién bioquimica, se examinan
mediante un andlisis de varianza de n-vias (ANOVA) para el anilisis de efectos
principales e interaccién, una vez comprobado que se cumplen las condiciones del

analisis de varianza.
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Cuando no existe interaccién significativa entre ambos factores y existen
diferencias significativas entre las medias de los niveles de los factores A o B, se
emplea el test de Duncan de rango miiltiple para la comparacién de los niveles de
cada uno de los factores (Milton y Tsokos, 1983).

Cuandoexiste interaccién significativay ademds se rechazala hipétesis nula
de nodiferencia entre medias de combinaciones de tratamientos(fuentede N -fase
de crecimiento), cada combinacién particular de ambos factores se debe comparar
con las demdsmediante eltest de Duncan de rangomuiltiple (Miltony Tsokos, 1983).

El efecto de la fuente de N sobre la tasa de crecimiento y rendimientos por
volumen de cultivo se analiza mediante un ANOVAunifactorial, aplicindose el test
derangomuiltiple de Duncan cuandose detectan diferencias significativasentre lag
medias.

Eltestde Duncan se aplica en todos los casos al nivel de significaciéon .= 0.05.
Para el tratamiento estadistico de los datos analiticos (ANQOVAs, test de Duncan,
correlacion y regresion) se utilizé la aplicacién estadistica SPSS/PC+ ver. 4.10
(SPSS1Inc.).

En las experiencias con semilla de mejillon, las rectas obtenidas mediante
regresién lineal para el crecimiento en longitud ¢ volumen para cada dieta se
comparanmediante el andlisis de la covarianza(ANCOVA) paralacomparacién de
rectas de regresién descrito por Snedecor y Cochiran (1989).
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Resultados: Culbives masivos

CULTIVO MASIVO DE MICROALGAS MARINAS CON DIFERENTES
FUENTES DE NITROGENO

Disenio experimental

Se ensayé la utilizacién de diferentes fuentes de N en cinco especies de
microalgas marinas, manteniendo las condiciones experimentales citadas en
"Materiales y Métodoes", y variando la especie quimica aportada al medio de cultivo.

Con cada especie microalgal se establecen 4 series de cultivos, cada una con
una fuente de nitrégeno diferente. Las experiencias se realizan por duplicado. Las
fuentes de nitrégeno ensayadas fueron: nitrato, en forma de sal sédica, NaNOy;
nitrito, en forma de sal sédica NaNO,; amonio, en forma de sulfato (NH,),80,, y
urea ((NH,),CO), como fuente de nitrégeno orgdnico. En Chaetoceros calcitrans se
ensay6 ademds el carbonato aménico, NH,HCO,. La concentracién utilizada de
cada uno de estos compuestos es 4 mg atom N1, concentracién que proporcionala
produceién més rentable debiomasa (Fébregas et al., 1985b, 1986a,b). Losrestantes
nutrientes que componen el medio de cultive corresponden alos que se citan en el
apartado de "Cultivo”, con una concentracién de Tris-HCl pH 7.4 2 mM.

Lascondiciones de ihuminacién, temperaturay salinidad corresponden alas
de los cultivos "stock” (apartado "Cultivo” en "Materialesy Métodos"). Para estudiar
el efecto de la fuente de nitrégeno, se mantienen constantes el resto de los
pardmetros de cultivo, ya que la variacién de méas de un pardmetre produce
interrelaciones en la respuesta de una microalga (Ahlgren, 1980).

Losinéculos se toman a partir deuntnico cultivo "stock” en fase exponencial
tardia para minimizar la presencia de nitrégeno residual, adicionando el volumen
necesario para obtener las siguientes densidades celulares iniciales: 2.5 x 10°
cel.ml? para C. calcitrans el. galbana, 0.625x 10° cel. ml'! para D. tertiolecta, 1.5
x 10° cel.ml! para P. tricornutum, y 0.5 x 10° cel.mi? para T. suecica. Estas
densidades representan aproximadamente la misma biomasa inicial expresada
como materia seca. Una densidad inicial de 0.5 x 105 cel.ml! ha demostrado ser
éptima para establecer cultivos masivos de T. suecica (Fabregas et al., 1985b).

E] desarrollo de los cultivos se sigue hasta que éstos alcanzan la fase de
erecimiento estacionaria, midiéndose diariamente la densidad celular y pH. Para
todaslasespecies se analizé la composicién bioquimica durante lafase logaritmica
(fase log) del ciclo de erecimiento y al comienzo de la fase estacionaria (fase est-1),
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analizandose también unafase estacionaria avanzada (fase est-2) enlos cultivos de
C. caleitrans, I. galbana y T. suecica. La toma de muestras se realiza en el periodo
deluz y a las 3-4 horas delinicio de la fase de luz. El fotoperiodo de 12:12 h permite
mantener una sincronizacién en la divisién celular, indispensable para conocer el
estado fisiolégico de un microorganismo.

Con C. calcitrans,I. galbana y T. suecica, las experiencias se realizaron dos
veces para comprobarlareproducibilidad delos resultados. Estafue excelente para
el crecimiento y composicion bioquimica bruta de T. suecica el. galbana, asi como
para el crecimiento de C. calcitrans, tinico parametro analizado en una de las
experiencias para esta especie.
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Chaetoceros calcitrans (BACILLARIOFHYCEAE)

Crecimiento

Elcrecimiento difiere en funcién de 1a fuente de N suministrada al medio de
cultivo. En la fig. 1 se representan las curvas de crecimiento correspondientes a
cada fuente de N, ajustadas mediante regresién polinémica, excepto para la urea
en la que no se observé crecimiento. Elinéculo procede de un cultivo creciendo en
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Fig. 1. Crecimiento de Chaefoceros calcitrans cultivada con diferentes fuentes de N.

nitrato, y los cultivos con nitrato o nitrito comofuente de N entraninmediatamente
en crecimiento exponencial. Por el contrario, los cultives con ambas fuentes de
amonio precisan de una fase de latencia previa antes de entrar en crecimiento
logaritmico. La duracién de esta fase de adaptacién fue de 5-6 dias para los cultivos
con carbonato aménico, y de 15 dias para los cultivos con sulfato aménico. La
duracién de la fase de adaptacién se ha mostrado variable entre diferentes
experimentos, pero siempre manteniéndose constante unretardode 4-5 dias de los
cultivos con sulfato aménico en el comienzo de la fase logaritmica con respecto a
aquelles con carbonato aménico.

Comenzado el crecimiento exponencial, los cultivos con amonio erecen con
tasas superiores a aquellos con nitrato o nitrito: 0.41-0.52 doblajes.dfa! frente a
0.36-0.39 (Tabla I), manteniendo asi mismo tasas de crecimiento medias maés
elevadas: 0.26-0.27 frente 20.19-0.20 doblajes.d1. El perfodo de crecimiento mdximo
es de 12-14 dias (Tabla I).

Lasdensidadescelulares alcanzadas alcomienzo delafase estacionaria (fase
est-1) y en fase estacionaria avanzada (fase est-2) varian tanto en funcién de la
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Tabla L Tasadecrecimiento (%), duraciéndelafaselogaritmica (PCM), densidad celularmaxima en
fase estacionaria y pH final en cultives de Chaetoceros calcitrans con diferentes fuentes de N.

nitrato nitrito amonio carbonate amonio sulfato
ke (@) 0.20+0.01 0.19+0.01 C.26+0.01 027 +£0.01
P 036 .39 052 0.41
PCM (dias} 14 14 12 13
células.mI'{x10%) 13.80+1.74 13.83+1.86 10.293:0.99 8.91+1.36
pH final 8.41 8.24 7.87 £.58

fuente de N como delafase de crecimiento (P <0.001), existiendointeraccién entre
ambos factores (P < 0.001). Las mayores densidades celulares se alcanzan al
comienzo de la fase estacionaria de los cultivos con nitrato y nitrite {TablaI). La
duracién de la fase estacionaria es més corta en los cultivos con nitrito, que entran
rapidamente en fase de muerte. Aiin cuando el crecimiento representado en la fig.
1 se siguié mediante contaje en un Coulter ZM, las densidades celulares dadas en
laTablaIse estimaron mediante contaje en cdmara Neubauer, siendo estasiltimas
utilizadas para estimarlos contenidos celulares, dado que una parte de lapoblacién

de C. calcitrans se presenta como cadenas de 2 células (Foto 1).

Enlos cultivos con sulfato aménico se produce un descenso del pH del cultive
con respecto a las demads fuentes de N, con un pH final de 6.6 (Fig. 2, Tabla I.

Rendimientos por unidad de volumen de cultivo (Tabla IT)

Los mayores rendimientos en biomasa seca y materia organica (PSLC) se
obtienen enlos cultivos con nitrato enlafase est-2:0.91y0.72g.I' respectivamente.
Al comienzo de la fase estacionaria (fase est-1), los mayores rendimientos se
alcanzanigualmente enlos cultivos con nitrato o nitrito (0.61-0.62 g1 de PSy 0.47-
0.49g.1't de PSLC). Atin cuandopara estos cultivos decrece ladensidad celular entre
ambas fases (Fig. 1), la biomasa cosechada aumenta (Tabla II). Los cultivos con
sulfato aménico producen los menores rendimientos en ambos puntos de cosecha.
En los cultivos con fuentes amdnicas la densidad celular, biomasa seca y materia
orgdnica se mantienen constantes (P > 0.1) entre ambos puntos de la fase
estacionaria.

Al alcanzarse la fase estacionaria (est-1), en los cultivos con nitrato se
obtienen también los mayores rendimientos de pigmentos (clorofilas a y ¢, y
carotenos). Los mayores rendimientos de proteina, carbohidratos y ARN se
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Fig. 2. Evolucién temporal del pH extracelular en cultivos de Chaetoceros calcitrans con
diferentes fuentes de N.

obtienen en los cultivos con nitrato o nitrite. Los rendimientos de Ilipidos no varian
entre los cultivos con nitrato, nitrito y carbonato aménico, siendo menores en los

cultivos con sulfato aménico.

En la fase est-2, los cultivos con nitrato producen los mayores rendimientos
de todos los constituyentes analizados. No obstante, las diferencias no son
significativas conlos cultivos con sulfato aménico para clorofilaa, ARN y lipidos, ni
con el nitrito paralos carotenos, proteina o lipidos. Excepto paralos carbohidrates,
los menores rendimientos se obtienen en los cultivos con carbonato aménico,

Los mayores rendimientos de pigmentos se obtienen en la fase est-1, excepto
para el sulfato aménico que aumentan en la fase est-2. Para todos los demas
constituyentes, las maximas producciones se obtienen en fase est-2. Los méximos
rendimientos obtenidosson:0.91g.]1'' demateria seca,0.72 g.I'' demateriaorgénica,
2.78 mg.I' de clorofila @, 0.45 mg.1-' de clorofilac, 2.69 mg.1"! de caroteno, 114.0 mg.
1" de proteina, 191.6 mg.1"' de carbohidratos, 80.5 mg.l" de lipidosy 26.5mg.1" de
ARN, todos en los cultivos con nitrato.

Composicion celular

El peso seco celular (PS) y peso seco libre de cenizas (PSLC) son
afectados tanto por la variacién en la fuente de N metabolizada (P < 0.001), como

por la fase de crecimiento (P < 0.001), existiendo interaccién entre ambos factores
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TablaIL Diadeanalisis, producciones debiomasaseca, materia organica, pigmentosy constituyentes
macromoleculares en cultivos de Chaetoceros calcitrans con diferentes fuentes de N en las fases
logaritmica (log), inicio fase estacionaria (est-1) y estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de
crecimiento.

fase nitrato nitrite amonio carbonato amonio sulfato
dia desde iog 8 - 8 8 8
inicio f. log  est-1 16 18 14 16
est-2 21 21 18 21
PS log 036002 041002 0.42+0.01 0.34 0.0
(g.1") est-1 0.61+0.01 0.62+0.01 0.83+0.01 0.46+0.02
ast-2 0.91+0.01 0.82+0.02 0.54+0.01 047 +£0.02
PSLC log 0.26 +0.01 0.27 £ 0.01 0.28+0.01 0.26 +0.01
{g.I” est-1 0.47 +0.01 049+ 0.01 0.40+0.01 0.37+0.02
est-2 0.72+0.01 0.63+0.01 0.44+0.01 0.36+0.01
clorofila a log 1.11 £0.08 1.16x0.07 1.08+0.03 0.87 + Q.05
img.I"} est-1 273+0.16 205x1.17 1.57+0.04 1.18 £ 0.06
est-2 1.80 £0.15 137012 1.24 £ 0.10 156+0.17
clorofila ¢ log 012+002 0.12=+0.01 0.13 £ 0.01 0.09 +0.01
{mg.I"™") est-1 0.45 = 0.01 0.40=0.03 0.33+0.11 0.14 £ 0.02
est-2 0.32+005 018 +0.01 0.14 £ Q.01 0.16 +0.02
carotenos log 119008 1.20+0.09 1.10+0.04 0.83 +£0.05
{mg."} est-1 289+£014 2.01x0.17 1.43 £ 0.04 1.16 + 0.07
est-2 202016 1.87+0.16 1.32+£0.09 1.54+0.17
proteinas log 40.45 + 2.65 39.96 +2.62 46.93 £ 2,16 33.78x1.22
fmg.I"} est-1 B9.08+883 097.72+6.18 78.97 +2.05 6255+ 4,39
est-2 113.97+13.02 105.40+ 7.08 61.61+250 86.68 + 291
carbohidr, log 54.13+£1.32 56.38x1.93 44.71 +4.57 2817 £ 0.57
{ma.I™ est-1 114,31 +4.84 12571+ 277 .68.98 +4.681 39.58 + 0.58
est-2  191.60+98.21 165.04 + 6.85 140.76 = 6,37 103.07 £1.97
lipidos fog 35.00x0.50 25.850+0.75 45.50 +0.75 30.50+1.00
{mg.I") est-1  65.00+3.50 &60.50+1.50 65.00 +2.00 55.00 + 0.50
est-2 80.50 £2.50 80.00+2.75 70.50 £ 1.60 80.50 £ 0.75
ARN log 12.34 £0.28 10.32+0.54 14.70 £ 0.31 12.56 2 0.10
{mg.™" est-1 21.47x0.25 23.71+0.38 18.87+0.44 19.566 +0.72
est-2 26.46x0.67 23.55+1.41 17.35 +0.31 25.59 +0.79
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(P <0.001). El peso seco aumenta con la edad del cultivo para las células cultivadas
con nitrato y nitrito, desde 34 - 39 pg.cel! en la fase logaritmica hasta 96 - 121 pg.
cel'' enlafase est-2 (fase de muerte paralos cultivos con nitrito) (Tabla III). El mismo
comportamiento muestra el peso seco libre de cenizas (PSLC), aumentando de 24
- 26 pg.cel' a 76 - 94 pg.cel'! (Tabla ITI). Las células cultivadas con fuentes aménicas
presentan elevados pesos celulares en la fase logaritmica (60 - 70 pg.cel™},
decreciendo a 43 - 57 pg en la fase est-2. Mientras en la fase log son las células
cultivadas con fuentes de N reducidas las que presentan pesos celulares miés
elevados (P <0.001), enlafase est- 2sonlasfuentes de N oxidadaslas que presentan
los mayores pesos celulares (P < 0.001), no existiendo diferencias en la fase est-1
(0.05 > P > 0.01).

El contenido de cenizas, como porcentaje del PS (T'abla I11), decrece del 24.0
- 33.3% en la fase log al 19.4 - 23.8% en la fase est-1 (P < 0.001), no existiendo
diferencias significativasentre las fases est-1y est-2 (P> 0.1), nientrelas diferentes
fuentes de N para una misma fase (P > 0.1).

El contenido celular de pigmentos (clorofilas a y ¢, y caroteno) presenta
variaciones significativas en funcién de la fuente de N, fase de crecimiento e
interaccién significativa entre ambos factores (P < 0.005}, excepto para el efecto de
la fuente de N sobre la clorofila a (P = 0.06).

En los cultivos con nitrato y nitrito, los mayores contenidos celulares de
clorofila a clorofila ¢ y carotenos se aleanzan en la fase estacionaria (Tabla III). El
contenido de cada pigmento como porcentaje respecto al PSLC (%PSLC) alecanzaun
maximoal comienzo de lafase estacionaria(fase est-1), decreciendo significativamente
al envejecer el cultive (Tabla IV). En los cultivos con carbonato amdnico los
contenidos celulares de pigmentos se mantienen constantes a lo largo del cultivo,
exceptolaclorofilac que alcanza un méximo enla fase est-1 (Tabla III). No obstante,
en estos cultivos el contenido como %PSLC de todos los pigmentos disminuye entre
las fases est-1 y est-2 (Tabla IV). En aquellos con sulfato aménico los mayores
contenidos celulares se alcanzan en la fase logaritmica, decrecen al alcanzarse la
fase estacionaria, y se mantienen constantes a lo largoe de lamisma (Tabla III). Sin
embargo, cuando se expresa como porcentaje del PSLC, los mayores valores se
alcanzan en la fase est-2 (Tabla IV).

Durante el crecimientologaritmico las células cultivadas confuentes aménicas
presentan los mayores contenidos de cualquier pigmento, mientras en la fase est-
2 son las células cultivadas con nitrate o nitrito las que presentan los mayores
contenidos celulares (Tabla III).
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Tabla IIL Peso secocelular, pesosecolibre de cenizas(PSLC), y contenidos celularesde pigmentos
y constituyentes macromoleculares de Chaetoceros calcitrans cultivada con diferentes fuentes de
Nenlasfaseslogaritmica (log), iniciofase estacionaria (est-1)y estacionariaavanzada (est-2)del ciclo
decrecimiento.

fase nitrato nitrito amonio carbonato amonio sulfato
peso seco log 33.88+164 3292.18+1.68 60.17+0.72 70.45+ 2.61
{pg.cel'} est-1 44.02+054 44651054 5151049 4591202
est-2 96.28+1.06 120.56 x2.96 56.63 £ 0.78 42.89 +1.61
PSLC log 23.97+1.16 26.12x1.12 40.88 + 042 53.55 +1.98
{pg.cel™) est-1  33.82x042 35152043 39.27 +0.37 37.02+1.63
est-2 76,43 +0.050 93.59x0.18 45,79 = 0.63 33.33+1.25
cenizas log 2825 +1.21 33.33x0.41 32.06 +1.25 2400+ 2.24
{% PS) est-1  23.18+x0.72 21.28 £0.83 23.76 +0.30 19.38 £ 0.65
est-2 20.60+x083 2232%1.05 19.14 0.9 22.29+0.23
clorofila a log 0.10£0.01 011001 0.15 £ 0.01 0.18 £ 0.01
(pg.cel) est-1  0.20x0.01 0.15 =001 0.15 = 0.01 0.12£0.01
est-2 019002 0.20=+0.02 0132001 0.14 + 0.02
clorofila ¢ log 11.43+£2.09 11.36=x1.18 18.05 £0.34 18.80 + 2,68
(fg.cel’) est-1 32.33+0.30 2014185 3217 £ 0.9 13.7¢ £ 0.19
est-2 33.79+546 26.63x1.36 14.76 £0.30 15.06 +1.39
carotenos log 0.11+001 01200 .15+ 0.01 017 £0.01
(pg.cel} est-1 0.19+0.01 0.15+001 0.14 £ 0.01 012 +0.01
est-2 021002 028+0.02 0.14 £ 0.01 0.14 +0.02
proteinas log 3.78x 025 384+0.25 672+ 031 7.056 +0.25
(pg.cel'} est-1 6.46 056 7.07 +0.45 7.67 £0.20 6.31£044
est-2  12.12+1.39 1553x+1.05 643 +0.26 7.95 027
carbohidr, lag 506+0.12 5.42x0.19 6.41 + 0.65 588 +0.12
{pg.cel!} est-1 8.28 £0.35 9.09x0.20 6.70 £0.45 3.99+0.06
est-2 20.38+0.98 24.41+1.01 14.69 + 0.67 9.46 +0.18
lipidos log 3.30x032 242+0.18 6.52 + 0.65 6.32+ 049
{pg.cel} est-1 476046 4.39x0.47 6.37 £ 0.53 5.65 + 0.68
est-2  879x0.73 11.23+0.55 6.97 £0.35 7.50+0.83
ARN log 1.15x0.023  0.99=+0.04 211 +0.04 2.62=0.04
{pg.cel'} est-1 1.56+002 153+0.03 1.83+0.04 1.97 £ 0.07
est-2 281007 348021 1.81 £0.03 2.35+0.07
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TablaIV. Composiciénbioquimica, comoporcentaje del PSLC, de Chaefoceros calcitrans cultivada
condiferentesfuentes deNenlasfaseslogaritmica (log), iniciofase estacionaria (est-1)y estacionana
avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

fase nitrato nitrito  amonio carbonato amonic sulfato
clorofila & log 0.43+£0.03 0.43+0.03 0.38+0.01 0.34+0.02
est-1 0.58+0.03 0.45 +0.04 0.38+0.01 0.32+0.02
est-2 0.25+0.02 0.22+0.02 0.28 +0.02 0.43+0.05
clorofila ¢ iog 0.05+0.01 0.04 £0.00 0.04 +0.00 0.04 +0.00
est-1 0.10+0.00 0.08+0.01 0.08 £0.00 0.04 £ 0.01
est-2 0.04+0.01 0.03+0.01 0.03+0.01 0.05+0.00
carotenos log 0.46+0.03 0.44+0.03 0.36 £ 0.01 0.32+0.02
est-1 0.58+0.03 0.44+0.04 0.35+0.01 0.31+£0.02
est-2 0.28+0.02 0.30+0.03 0.30x0.02 0.42x0.05
proteinas log 16.77+£1.03 1471086 16.45+0.76 13.17£0.48
est-1 1909165 21.31x134 19.54+0.51 17.06+1.20
est-2  15.86+1.81 1666x1.12 14.04+ 057 23.86+0.80
carbohidr. log 21.11+052 2076+071 15.67 +1.60 10.98+0.22
est-1 2449104 27.42+0.60 17.07£1.14 10.79x0.16
est-2 26.67+1.28 2609+1.08 32.09+1.45 28.37+0.54
lipidos log 13.656+058 10.20+x1.14 18.77+£0.22 11.70£0.13
est-1 13.93x065 13.09+0.12 16.09£0.50 14.99+0.52
est-2  11.14x0.34 1264+044 1596 +0.18 22.02+052
ARN log 481+0.11 3.80+0.13 5.15+0.11 4,90+ 0.08
est-? 4.60 +0.07 4.62+0.08 4.67+0.11 5.33+0.20
est-2 3.68£ 008 3.72x0.22 3.96x0.07 7.04+0.22

Larelacién clorofilas a:c disminuye entre las fases logy est-1 para todas las
fuentes de N, de 8.92 - 9.89 en la fase logaritmica a 4.73 - 8.37 en la fase est-1 (Fig.
3). El comportamiento a lolargo de la fase estacionaria difiere para cadafuente de
N, sin variaciones significativas (nitrato, sulfato aménico) o aumentando (nitrito,
carbonato aménico) entre las fases est-1y est-2, con valores finales de 5.76 - 8.25.
Larelacién clorofila a:carotenos muestra ligeras variaciones a lo largo del cultivo,
con valores entre 0.73 - 1.09(Fig. 3). Para cada fuente de N decrece entre las fases
est-1y est-2,de 1.02-1.0920.73 - 1.01.
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Fig. 3. Evolucion alo largo del ciclo de crecimiento de Ias relaciones entre pigmentos en
cultivos de Chaetoceros calcitrans con diferentes fuentes de N. Para cada fuente de N, se
representan las fases log, est-1y est-2.

Los contenidos celulares de proteina, carbohidratos, lipidos y ARN son
afectados tanto por la fuente de N (P < 0.001) como por la fase de crecimiento (P <
0.001), existiendo interaccién (P < 0.001).

Elcontenido celular de proteina (pg.cel, TablaIIl) delascélulascultivadas
con nitrato o nitrito aumenta con la fase de crecimiento: logaritmica < est-1 < est-
2.Nohay diferencias significativasentre estas dosfuentesde N alolargo del cultivo
(P> 0.05). Las células cultivadas con carbonato aménico presentan sus contenidos
celulares méas altos de proteina al comienzo de la fase estacionaria (est-1). No
obstante, cuando se expresa como %PSLC, para estas tres fuentes de N la proteina
celular alcanza su maximo valor al comienzo de la fase estacionaria (19.1 - 21.3%)
y decrece posteriormente en la fase est-2 (14.0 - 16.7%) (Tabla IV). En los cultivos
con sulfato aménico, el mayor contenido celular de proteina se alcanza enladltima
muestra analizada: 7.95 pg.cel ! 6 23.9% PSLC.

Elcontenido celular de carbohidratos aumenta conlafase de crecimiento,
alcanzdndose los mayores valorasenlafase est-2 para todaslasfuentes de N(Tablas
IIyIV):5.06-6.41pg.cellenlafaselog (11.0-21.1% PSLC),a 9.46-24.41 pg.cel
1(26.1 - 32.1% PSLC) en la fase est-2. Las células cultivadas con nitrato o nitrito
presentan los mayores contenidos celulares absolutos en las fases est-1y est-2, asi
como en % PSLC durante la fase est-1. Sin embargo, las células cultivadas con
amonio presentan los porcentajes de carbohidratos més altos en la fase est-2.
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Elcontenido celular de lipidos (pg.cel ') aumenta continuamente a lolargo
del ciclo de crecimiento para las células cultivadas con nitrato o nitrito, mientras
en aquellas cultivadas con ambasfuentes de amonio el aumento se produce a partir
de la fase est-1, aleanzando incluso en la fase est-1 un minimo en los cultivos con
sulfato aménico(Tabla III). El porcentaje de lipidos en la materia organica (PSLC)
sélo muestra ligeras variaciones a lo largo del ciclo de crecimiento, alcanzando
valores ligeramente superiores al comienzo de la fase estacionaria (13.1 - 16.1%).
La excepeién la representan los cultivos con sulfato amoénico, en los que aumenta
continuamente del 11.7% en la fase log al 22.0% en la fase est-2 (Tabla IV).

Las células cultivadas con amonio presenta valores mds altos de lipidos
(pg.cel')) que aquellas cultivadas con N oxidado durante las fases est-1y est-2. En
la fase est-2, los mayores contenidos celulares (pg.cel) se dan en los cultivos con
nitrato o nitrito; no obstante, las células cultivadas con amonio presentan los
mayores contenidos de lipidos como fraccion del PSLC (16.0 - 22.0%).

El contenido de ARN (pg.cel'l, Tabla III) aumenta continuamente a lolargo
del cultivo para las células cultivadas con nitrato o nitrito, mientras en aquellas
cultivadas con amoniobien se mantiene constante (carbonato) o alcanzaun minimo
al comienzo de la fase estacionaria (sulfato). Las células cultivadas con amonio
presentan los mayores contenidos celulares (pg.cel?) durante el crecimiento
logaritmicoy al comienzode lafase estacionaria, presentando menores valores que
aquellas cultivadas con fuentes oxidadas en la fase est-2. Las diferencias son
menores en cuanto a la fraccién que el ARN representa en la materia orgdnica
(TablaIV), representando el 3.8 - 5.3% de la materia orgénica en lasfases log y est-
1, y decreciendo en la fase est-2 al 3.7 - 4.0%, excepto en los cultivos con sulfato
aménico (7.0%).

La relacién lipidos/proteinas no muestra tendencias claras en funcién del
tiempo de cultivo, variando entre 0.63y 0.97 enlafaselog, 0.62-0.88 enlafase est-
1y 0.72 - 1.08 en la fase est-2 (Fig. 4A). Para cada fase de crecimiento, los valores
mads altos se registran en los cultivos con fuentes aménicas, siendo siempre > 0.8.
Larelacién lipidos/carbohidratos toma tambiénlos mayores valores en los cultivos
con N reducido (Fig. 4A), registrandose para todas las fuentes de N los menores
valores en lafase est-2(0.43 - 0.79). Excepto para las células cultivadas con amonio
carbonato en fase est-2(0.47), esta relacién es siempre mayor a 0.79 en los cultivos
con amonio, valor no alcanzado en ningun caso en los cultivos con nitrato o nitrito
(méaximo = 0.65).
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Fig. 4. Evolucion a lo largo del ciclo de crecimiento de las relaciones entre constituyentes
macromoleculares en cultivos de Chaetoceros calcitrans condiferentesfuentesde N. Paracada
fuente de N, se representan las fases log, est-1 y est-2,

carb: carbohidratos; pro: proteina; lip: lipidos.

Larelacién carbohidratos/proteina celular (Fig. 4B) toma valores entre (.83
-1l.41enlafaselog,0.64-1.71 enlafaseest-1y 1.15-2.29enlafase est-2. Paracada
fuente de N, disminuye ligeramente entre la fase log y est-1, aumentando
posteriormente para alcanzar los maximos valores en la fase est-2, especialmente
enlos cultivos con carbonato aménico. Larelacién ARN/proteina decrece continua-
mente a lo largo del cultivo, desde 0.26 - 0.38 en la fase log 2 0.22 - 0.29 en la fase
est-2 (Fig. 4B).

Perfil de acidos grasos (Tabla V)

El contenido total de 4cidos grasos, como mg por gramo de materia seca,
aumenta con el tiempo de cultivo, alcanzando el maximo al final del cultivo para
todas las fuentes de N, excepto en los cultivos con carbonato aménicoe, en los que
decrece. Enlafase logaritmica las células cultivadas con ambas fuentes de amonio
presentanlos contenidos més altos en dcidos grasos, con 63.1-86.1 mg por g de peso
seco(Tabla V). Los contenidos celulares aumentan hasta 122.5 mg por gde peso seco
en los cultivos con sulfato aménico en 1a fase est-2, oscilando en las demds fuentes
entre 63.9 - 78.3 mg por g de peso seco en esta fase.

El perfil de dcidos grasocs de Chaetoceros calcitrans incluye:
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Resultados: C. calcitrans

-saturados: miristico (14:0), palmitico (16:0), estedrico (18:0), araquidico
(20:0), behénico (22:0) y lignocérico (24:0).

-monoinsaturados: miristoleico(14:105), palmitoleico (16:107), oleico (18:109),
vaccénico (18:107) y cis-11-eicosenoico o gondoico (20:109).

-diinsaturados: hexadecadienoico (16:207 y 16:204), a-linoleico (18:206) y
18:2047*.

-triinsaturados: hexadecatrienoico (16:306, 16:304 y 16:3037*),y-linolénico
(18:30w6)y a-linolénico(18:3w3).

-tetrainsaturados:hexadecatetranoico(16:4wl), octadecatetraenocico(18:4®3),
araquidénico (20:406) y eicosatetraenoico (20:4w3).

-pentainsaturados: eicosapentaenoico(20:503).

-hexainsaturados: docosahexaenoico{22:6w3).

Losprincipales dcidos grasos cuantitativamente son el 14:0(13.0-29.3% del
total), 16:0 (17.2 - 25.2%), 16:107 (24.3 - 35.1%), 16:207 (1.1 - 3.1%), 16:204 (1.7 -
3.8%),16:304(1.2-5.0%), 18:109(0.9-2.9%), 18:10'7 (4.3 - 11.83%)}, 18:403 (0.3- 1.8%)
vy 20:5e3 (1.3 - 9.3%).

La proporcién entre dcidos grasos saturados + monoinsaturados a
poliinsaturados ((S+MI)/PI) se mantienen en valores préximos al 85:15 en las
diferentes fuentes de N durante el crecimiento logaritmico. El porcentaje de dcidos
grasos poliinsaturados (%PI) es més alto en los cultivos con fuentes de N reducido
en ambas fases estacionarias: 17.7 - 27.0% del total de 4cidos grasos frente a 13.8
- 18.7% en los cultivos con nitrato o nitrito. En todos los casos, el %P1 alcanza su
valor maximo en la fase est-1.

Los perfiles de acidos grasos de las células cultivadas con nitrato o nitrito no
difieren en las distintas fases de crecimiento. Con respecto a los 4dcidos grasos
saturados y monoinsaturados, el maximo contenido (% del total) de 14:0, 18:0,
18:1w9, 20:0 y 22:0 se obtiene en la fase logaritmica, mientras el 16:0 alcanza un
minimo al comienzo de la fase estacionaria; 14:1, 15:0, 16:107, 18:107, 20:1 y 24:0
alcanzan los mayores valores en lafase estacionaria, y generalmente en lafase est-
2. El mismo comportamiento se observa en los cultivos con sulfato aménico para
estos dcidos grasos, con las excepciones del 15:0, 16:0y 16:1w7 {(mdximo en la fase
log) v 22:0 (méx. en fase est-2). Los cultivos con amonio carbonato se comportan
como los de amonio sulfato excepto para los acidos grasos 18:0, 18:109 y 20:0 que
alcanzan el valor méximo en la fase est-2.

* El simbolo de interrogacién (?) indica que no estd confirmada la posicién del doble enlace m4s
cercano al extremo metilo ().
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TablaV.Composicion de dcidos grasos, como % del total ymg por gde PS, de Chaetoceros calcitrans
cultivada con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log), inicio fase estacionaria (est-1)
v estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

nitrato nitrito
log est-1 est-2 log est-1 est-2
AG % mg % mg % mg % mg % mg % mg
14.0 2931 1475 2638 1453 2098 1641 2565 1171 2679 1575 1980 1262
14:1 057 029 0859 033 087 0688 047 021 080 047 195 124
150 093 047 090 049 098 077 084 038 08 052 106 068

160 1994 1003 1881 1036 2234 1748 2161 986 1720 1012 21.11 1346
161907 2445 1231 2607 1436 2812 2201 2434 1111 2706 1582 26.04 16.60
16207 152 076 182 106 133 104 15 071 225 132 108 089
16204 237 119 292 161 204 160 257 117 287 175 173 110
16:3w6 015 007 - - 024 018 039 018 014 008 047 030
18:0 114 058 071 039 085 0686 134 061 069 040 078 050
16:304 183 097 248 137 140 108 171 078 292 172 118 075
163w3? 018 009 019 010 039 030 024 011 020 012 042 027
181109 245 123 178 088 150 117 282 133 165 097 164 1.04
18107 430 216 542 299 882 69 6546 249 513 302 1134 7.23
16:401 186 088 147 081 118 082 188 080 127 075 122 078
18:206 066 033 085 052 069 054 046 021 067 040 063 040
18204 019 009 051 028 066 052 072 033 034 020 116 Q.74
18:306 030 015 031 017 032 025 070 032 027 016 125 080

20:0 024 012 018 010 - - 040 018 0147 010 - -
18:303 008 004 018 010 040 031 018 008 020 016 024 015
20109 @. - 030 0417 - - tr tr 017 010 053 034

18:403 08 043 096 053 131 103 079 036 098 058 (082 059
A2.130 0656 033 022 012 126 089 173 079 057 034 153 05957
22.0 240 121 071 039 084 066 151 069 038 022 tr tr
20406 - - 037 020 - - tr tr 016 010 - -
20:403 024 012 037 020 ®tr tr tr tr 014 008 - -
20:503 223 112 428 235 257 201 207 095 491 289 218 1.39
240 036 0148 050 028 090 071 038 018 042 024 174 1.1
22:603 058 029 052 029 tr tr tr tr 044 026 tr tr

total (mg.g'PS): 50.32 55.06 7825 4566 58.81 63.74
%(S+MI): 86.10 8236 86.21 85.02 81.34 86.09
%P!: 13.90 17.64 1379 14.98 18.66 13.91
{S+MIPI: 6.19 467 6.25 567 436 6.19
0b/n3: 063 0.55 053 0.92 0.49 0.87

MAi: no identificado, i siendo el tiempo de retencion relativo; @ -: no detectado; @ tr: traza.
AG: acido graso; S: acidos grasos saturades; MI: monoinsaturados; Pl: poliinsaturados.

82



Resultados: C. calcitrans

Tabla V (continuacién). Composicion de dcidos grasos, como % del total y mg por g de PS5, de
Chaetoceros calcitrans cultivada con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log), inicio fase
estacionaria (est-1) y estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

carbonato aménico sulfato amonico
log est-1 est-2 log est-1 est.2
AG % mg % mg % mg % mg % mg % mg
14.0 2036 1752 1304 1001 1396 892 2053 1294 1466 1592 1830 2364
14.1 047 041 045 034 073 047 057 036 087 095 129 148
19.0 093 080 063 048 070 045 094 059 082 08 088 107

16:0 2448 2107 2046 1572 2517 1608 2484 1566 2032 2206 19.96 24.46
16107 3506 3018 2862 2199 2938 1878 3327 2098 2541 2759 2051 31.26
16:207 167 143 243 187 142 091 144 091 297 323 306 374
16:2w4 288 248 382 294 240 153 276 174 358 38 376 461
16:306 @. - 011 009 012 007 tr tr 019 021 tr tr

180 078 067 069 053 088 063 071 045 061 066 045 056
16:3w4 168 145 465 357 195 124 158 100 486 538 499 8612
163037 021 018 024 019 026 017 tr tr 054 058 044 054
18109 175 151 18 143 214 137 163 103 126 137 0353 1.14
18107 446 384 568 436 732 468 465 293 921 1001 736 9.01
1€:4m1 093 080 127 05 110 070 119 075 164 178 127 156
18206 068 059 081 070 0S50 058 050 031 051 055 051 062
18204 053 045 079 061 08 063 088 062 057 105 057 070
18306 014 012 038 029 100 064 029 018 051 056 016 019
20:0 015 013 021 016 024 015 - - - - - -

18:3w3 @ tr 021 016 012 007 tr tr 025 027 013 016
2001w9 017 015 050 038 036 023 +tr tr 067 073 050 061
18:4w3 031 027 139 107 082 052 153 08 178 194 157 193
A213® 027 023 021 016 032 020 - - 037 040 052 064
22:0 063 055 033 025 067 043 +tr tr 046 05C 083 077
2014w tr tr 025 019 026 017 133 084 033 036 045 056
20:4w3  tr tr 013 010 021 013 tr tr 033 036 045 056
20:55w3 128 110 925 711 514 3290 128 080 559 607 400 490

24:0 016 014 080 046 068 043 - - 050 054 074 091
22:6w3  tr tr 090 069 067 043 - - 068 074 044 054
total (mg.g'PS):  86.06 76.82 63.90 63.06 108.59 12253
%(S+MI): 89.42 73.05 82.34 87.33 74.80 77.46
%Pl 1058 26.95 17.66 1267 25.20 2254
(SHMIVPL: 8.45 271 4.66 6.89 297 3.44
@blo3: 1.24 0.34 0.51 1.18 0.49 0.59

) A no identificado, i siendo el tiernpo de retencion refativo; @ -. no detectado; ® tr. traza,
AG: acido graso; $: acidos grasos saturados: M. monoinsaturados; Pl: polinsaturados.
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Engeneral, los dcidos grasos poliinsaturados, consideradosindividualmente,
tienden a alcanzar valores mas altos en la fase estacionaria. En los cultivos con
ambas fuentes de N oxidado, los dcidos grasos 16:207, 16:204, 16:304, 18:206, y los
4cidos grasos de 20 y 22 dtomos de C alcanzan los valores més altos al comienzo de
la fase estacionaria (est-1), mientras al final del eultivo (est-2) se aleanzan los
mayores valores de 16:3w6, 16:30?, 18:204, 18:306 y 18:303. Los acidos grasos
16:4m1 y 22:603, éste s6lo en el caso del nitrato, alecanzan los mayores valores en
la fase logaritmica. Los cultivos con amonio carbonato signen la misma evolucién,
excepto para: 16:4m1 y 18:303 (mdximo en la fase est-1) y 20:403 (mdximo en est-
2); loscontenidos de 16:306, 18:206 y 20:4w6, comoen el caso del N oxidado, son més
altos en fase estacionaria, manteniéndose constantes a lo largo de dicha fase. En
los cultivos con sulfato aménicolos valores mas altos de dcidos grasos poliinsaturados
también se alcanzan en la fase estacionaria, aunque los maximos temporales no
coinciden con ninguna otra fuente, excepto: 16:4w1, 18:303, 20:403 (maximo en est-
1, coincidiendo con amonio carbonato) y 20:503 y 22:603 (méximo en est-1,
coincidiendo con las demds fuentes de N). En estos cultivos, el maximo de
araquidénico (AA) se obtuvoenlafaselogaritmica, a diferencia delas demésfuentes
de N.

Los valores maximos de los principales dcidos grasos esenciales (mg.g' PS)
fueron: a-linoleico, 0.70 mg.g"! PS (amonio carbonato, est-1); y-linolénico, 0.80 mg
(nitrito, est-2); a~linolénico, 0.31 mg (nitrato, est-1); araquidénico (AA), 0.84 mg
(amonio sulfato, log), eicosapentaencico (EPA), 7.11 mg (amonio carbonato, est-1)
y docosahexanoico (DHA), 0.74 mg (amonio sulfato, est-1). En la fase est-1, punto
de méaximo nivel de PI (ver arriba), la suma de estos acidos grasos esenciales
representa 9.14y 8.62 mg.g1 PS, 0el 11.9% y 7.9% del total de dcidos grasosen los
cultivos con amonio carbonato y amonio sulfato, respectivamente, frente a 3.63 y
3.80 mg.g* PS(6.6- 6.5% del total) en los cultives con nitratoy nitrito, respectiva-
mente.

Larelacién entre acidos grasos poliinsaturados de las series 06 y @3 (06/w3),
alcanza su valor maximo en la fase logaritmica para todas las fuentes de N, con
valores en el rango 0.63 - 1.24. Pentro de este rango, los valores mayores de 1 sélo
se obtienen en cultivos con N reducido. Esta relaciéon alcanza un minimo en lafase
est-1, con valores en el range 0.34 - 0.55, aumentando de nueve en la fase est-2 a
0.51-0.91.
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Eesultados: Dunaliella tertiolecta

Dunaliella tertiolecta ( CHLOROFPHYCEAE)

La variabilidad bioquimica de esta microalga, en funcién de la fuente de N
y fase de crecimiento, ha sido extensivamente estudiada en anteriores trabajos
(Fabregas et al., 1989ab; Abalde et al., 1991; Herrero et al., 1994) y Tesis
Doctorales (Abalde, 1986), en condiciones experimentales similares a las emplea-
das en este estudio. Por ello, el andlisis de esta microalga marina se restringe a
la variabilidad en la composicién de dcidos grasos, siguiéndose también el

crecimiento y nivel de pigmentos.

Crecimiento

La duracién de la fase logaritmica (PCM) (Fig. 5; Tabla VI) fue de 22 dias
para los cultivos con nitrato, nitrito y urea, y de 12-13 dfas para los cultivos con
amonio. Las tasas de crecimiento medias observadas durante la fase logaritmica
no muestran diferencias significativas entre las diferentes fuentes de N, con
valores entre 0.20 doblajes d! en los cultives con amonio y 0.23 doblajes d! en los
cultivos con urea (Tabla VI). La tasa méxima observada varié entre 0.55 y 0.82
doblajes.dl. Las densidades celulares en la fase estacionaria de los cultivos con
nitrate, nitrito y urea, 19.1 - 23.1 x 108 cel.ml’l, no son significativammente
diferentes (P > 0.05). Enlos cultivos con amonio el crecimiento es acompafiado por
el descenso del pH, produciéndosela detencién del crecimiento a densidades de 4.2
x 10° células.ml? (Fig. 6).

30
~ 251 @ nitroto
:.:[3 & nitrito L
O yreqg -
O .
:_;/ 20 ¥ omoniQ L
o157
€
o 10l
":' 4
o
Q0 5_.

0 5 10 15 20 25
dias de cuftive

Fig. S. Crecimiento de Dunaliella tertiolecta cultivada con diferentes fuentes de N. Las

réplicas de los cultivos con amonio y urea se presentan por separado por la exisatencia de fases

de adaptacion.
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Tabla VI Tasade crecimiento (%), duracion de lafase logaritmica (PCM), densidad celularenfase
estacionaria y pH final en cultivos de Dunaliella tertiolecta con diferentes fuentes de N.

nitrato nitrito urea amonio
k media (d'} 0.21x0.0n 0.22+0.02 0.23+0.01 0.20x£0.01
k maxima (d") 0.55 0.62 0.82 0.64
PCM (dias) 22 22 22 12-13
cél.ml” {x10%) 19.10+£2.42 22.98+5.53 23.11+£1.18 4.17+0.22
pH final 7.94 7.94 8.00 3.56

Rendimientos por unidad de volumen de cultive (Tabla VII)

Los cultivos con nitrato, nitritoy urea producen cantidades equivalentes de
biomasa seca (P = 0.35), materia orgénica (P = 0.38), clorofilas a (P = 0.30) y & (P
= 0.23), y carotenos (P = 0.20) al comienzo de la fase estacionaria (est-1). Los
menores rendimientos de biomasa y pigmentos se obtienen en los cultivos con
amenio (P = 0.005 para la clorofila & y P < 0.001 para los demads).

Composicion celular

El peso seco celular (PS) y peso seco libre de cenizas (PSLC) son
afectados tanto por la fuente de N (P = 0.04 y 0.01, respectivamente) como por la
fase de crecimiento (P =0.06 y 0.05), sin interaccién (P = 0.09y 0.13). Las células
cultivadas con amonio presentan en ambas fases de crecimiento el mayor peso seco
(106 - 111 pg.cel’!) y materia orgénica (93 - 103 pg.cel!) (Tabla VIII). Durante la
faselogaritmica, las células eultivadas con nitrato, nitrito ourea no difieren en sus
pesos, mientras en la fase estacionaria aquellas cultivadas con urea presentan
pesos mds bajos. El peso celular aumenta con la edad del cultivo para las células
cultivadas con nitrato o nitrito (P < 0.01), manteniéndose constantes en el caso de
la urea y amonio (P > 0.1).

El contenido en cenizas no es afectado por la fuente de N durante el
crecimiento logaritmico, representando el 10.2 - 12.9% del PS (Tabla VIII). Enla
fase estacionaria el porcentaje de cenizas de las células cultivadas con nitrato o
nitrito no difiere entre si, y es mayor que el de las células cultivadas con urea o
amonio (P = 0.06). En los cultivos con nitrato o nitrito el porcentaje de cenizas
aumenta con la edad del cultivo, mientras que disminuye en los cultivos con urea
y amonio.
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Fig. 5. Evolucion temporal del pH extracelular en cultivos de Dunaliella tertiolecta con
diferentes fuentes de N.

El contenido celular de pigmentos (clorofilas a y b, y carotenos) es afectado
por la fuente de N (P < 0.001). Los contenidos de clorofila a y carotenos son
afectados asimismo por la fase de crecimiento (P < 0.001), pero no el de clorofila
b (P >0.1). En todos los casos se registra una interaccién significativa (P < 0.001).

Durante el erecimiento logaritmico las eélulas cultivadas con urea o amonio
presentan los mayores contenidos celulares de todos los pigmentos (Tabla VIII),
aunque el contenido de clorofilas a y & de los cultivos con nitrate no es
significativamente diferente de aquellos (test de Duncan, a = 0.05). En la fase
estacionaria, las células cultivadas con amonio presentan los mayores contenidos
celulares de todos los pigmentos, no existiendo diferencias significativas entre las
demads fuentes.

El contenido celular de clorofila a decrece con la edad del cultive para los
cultivos con nitrato, nitrito ourea, de 3.03 - 3.45 pg.cel'1 2 1.73 - 1.88 pg.cel’} (Tabla
VIII). En estos cultivos, la clorofila ¢ decrece del 4.3 - 4.4% del PSLC en la fase
logaritmica al 2.0 - 2.5% en la fase est-1 (Tabla IX).

El contenido celular de clorofila & se mantiene constante entre las fases log
y est-1 (P > 0.05), excepto para los cultivos con amonio en los que aumenta (P <
0.005) (Tabla VIII).
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Tabla VIE Dia de anilisis y producciones de biomasa seca, materia organica y pigmentos en
cultivos de D. terfiolecta con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log) e inicio fase
estacionaria (est-1) del ciclo de crecimiento.

nitrato

nitrito ures amonio

dia desde log 9 9 9 9

inicio f. log est-1 22 22 22 16

PS log 0.39+0.02 047 £0.01% 0.54+0.04 0.38+0.01
{g.I'" est-1 1.89+0.26 2.33+0.59 1.77+£0.02 0.46+0.01
PSLC log 0.34+0.02 0.42x£0.01 0.48+x0.03 0.33+0.01
{g.I" est  1.59£0.19  1.96:0.46 .1.63+0.02 0.43:0.01
clorofila a log 11.60+£1.93 14.11x0.41 14.39+0.63 10.59x0.87
img.I") est-1 35.78+3.31 38.74+499 38.73x0.62 12.97+0.28
clorofila & log 2.81+0.58 3.43+£0.06 3.63+0.20 2.58x0.46
{mg.r"} est-1 13.08+2.27 18.08+6.86 16.14x0.38 4.11+0.07
carotencs log 3.28+0.49 3.96+0.09 4.03x0.18 3.12+0.34
{mg.I"} est-1 12.421£1.36 14.2322.28 13.59+0.21 3.76+0.08

Tabla V. Peso seco celular, peso seco libre de cenizas {(PSLC), y contenidos celulares de.
pigmentos de D. tertiolecta cultivada con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica
(log} e inicio fase estacionaria {est-1) del ciclo de crecimiento.

nitrato nitrito urea amonio
peso seco iog 83.90+7.35 79.13+0.05 87.97+6.14 105.52+6.87
{pg.cél) est-1 99.04+1.08 101.09+1.24 76.48+0.97 110.52+4.03
PSLC log 72.98+5.24 70.63x0.35 79.02+£551 92.59+6.06
{pg.cél*} est-1 83.65+0.75 85.64+0.57 70.70+0.90 103.01+2.30
cenizas log 12.90+1.39 10.74 £0.50 10.17£0.23 12.26x+0.03
(% PS) est-1 15.52+1.68 16.27 £1.60 7.55+0.01 6.75+1.32
clorofila a log 3.21x0.23 3.03x0.12 3.45x20.15 3.30+0.01
(pg.cél') est-1 1.88+£0.07 1.73x0.20 1.75x0.03 3.28+£0.07
clorofila & log 0.77£0.09 0.74+£0.02 0.87+0.05 0.80+x0.08
{pg.cél') est-1 0.68+£0.03 0.76x£0.12 0.77£0.02 1.04 +0.02
carotenos log 0.90£0.05 0.85+0.03 0.97+0.04 0.84+0.03
(pg.cél'} est-1 0.65+0.01 0.63+£0.05 0.63+£0.01 0.85x0.02
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relaciones entre pigmentos

i
© nitroto T,
221 A nitrite -——clor a:b T~
: O ureg — clor a:carot T
v agmonio
1.7 + } } —t
& 12 18 20 24

dios desde comienzo fase log

Fig. 7. Relaciones clorofilas a:b (trazo discontinuo) y clorofila a:carotenos (trazo continuo)
enlafase logaritmica (log) einicio estacionaria (estl) de cultivos de Dunaliella tertiolectacon
diferentes fuentes de N. est2(A): estacionaria avanzada en los cultivos con amonio.

Tabla IX. Contenido en pigmentos, como porcentaje del PSLC, de D. tertiolecta cultivada con
diferentes fuentes de N enlas faseslogarftmica {log) e inicio fase estacionaria (est-1} del ciclo
de crecimiento.

nitrato nitrito urea amonio
clorofila a log 4.44 +0.64 4.29+0.15 4.37+0.19 3.41+£0.09
est-1 2.25%0.06 2.02+£0.22 2.47zx0.06 3.12+0.07
clorofila & log 1.08+0.20 1.04+£0.03 1.10+0.06 0.86+0.03
est-1 0.81+£0.05 0.89+0.14 1.09+0.08 0.99+0.02
carotenos log 1.26+0.16 1.20x0.04 1.22+0.05 1.05+0.04
est-1 0.78+0.01 0.74+£006 0.89zx0.02 0.90+£0.02

Al igual que la clorofila a, el contenido celular de carotenos decrece con la

edad del cultivo para los cultivos con nitrato, nitrito o urea, de 0.85 - 0.97 2 0.63
- 0.65 pg.cel! (Tabla VIII) y de 1.2 - 1.3% PSLC a 0.7 - 0.9% PSLC (Tabla IX).

En los cultivos con amonio el contenido celular de ¢lorofila a y carotenos se

mantiene constante entre lafase logy est-1(3 dias a pH < 5 y en fase estacionaria)
(Tabla VIII), produciéndose a continuacién la desorganizacién de los pigmentos
celulares que disminuyen a 0.21+0.01y 0.06+0.01 pg.cel" de clorofilac y carotenos,
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Tabla X. Composicion de dcidos grasos, como % del total y mg por g de peso seco, y relaciones
entre diferentes fracciones de éstos, de Dunalielia tertiolecta cultivada con diferentes fuentes de
N en las fases logaritmica (log) e inicio fase estacionaria (est-1) del ciclo de crecimiento

nitrato nitrita
log est-t log est-1
AG % mg % mg % mg % mg
14.0 Mtr ir 0.27 0.39 0.23 0.28 0.30 043
16.0 12.74 1551 11.74 16.95 1232 14.84 1480 2368
16:109 4.74 5.77 3.96 571 429 518 336 533
16206 1.32 1.60 0.75 1.09 1.18 1.43 0.58 0.93
16:3w6 '0.80 0.98 0.85 1.22 0.73 0.88 0.63 1.00
18:0 tr tr 0.72 1.04 0.53 0.64 0.56 0.89
16303 3.90 474 3.09 4.46 3.42 412 228 3.62
18:109 277 3.37 3.84 554 285 343 5.30 842
16:403 23.40 2B8.49 22.82 3293 21.40 2578 15988 2477
18:206 428 521 3.97 573 447 5.38 5.15 818
18:3w6 479 £5.83 4.33 6.25 5.46 6.57 456 7.25
18:303 38.83 47.35 39.32 56.74 39.56 47.67 4334 68.87
18:403 238 280 314 453 257 3.10 1.90 3
20:206 fr tr 1.19 1792 1.00 1.20 1.13 1.80
20:40:6 @. - tr tr - - 043 0.68
total (mg.g' PS): 125,33 14467 120.51 158.91
%(S+MI): 20,25 20.53 20.22 24.42
%PI: 79.75 79.47 79.78 75.58
(S+MIYPL; 0.25 0.26 0.25 032
@6/w3: 0.16 0.16. 0.19 0.20

M {r: traza. @ -: no detectado
AG: acido grase; S: dcidos grasos saturados; MI: monoinsaturadoes; Pl; poliinsaturados,

respectivamente, a los 10 dias en fase estacionaria, con valores 0 de clorofila & y
un peso celular de 253.11+2.66 pg.cél™.

La relacidon clorofilas a:b disminuye entre ambas fases, desde 3.59-4.19 en
la fase logaritmica a 2.26 - 3.59 (Fig. 7), correspondiendo los valores més altos en
ambas fases a los cultivos con amonio. La relacidn clorofila ¢:carotenos también
disminuye entre ambas fases, de 3.44 - 3.56 a 2.74 - 3.89, excepto para los cultivos
con amonio: 3.41 y 3.62 en las fases log y est-1, respectivamente (Fig. 7).

Perfil de acidos grasos (Tabla X}

El contenido total de dcidos grasos, como mg.g! de peso seco, aumenta con
el tiempo de cultivo para los cultives eon nitrato y nitrito, alcanzando el maximo
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Tabla X (continuacién). Composicion de dcidos grasos, como % del total y mg por g de peso seco,
y relaciones entre diferentes fracciones de éstos, de Dunaliella tertiolecta cultivada con diferentes
fuentes de N en las fases logaritmica (log) e inicio fase estacionaria (est-1) del ciclo de crecimiento.

urea amonio

log est-1 log est-1
AG % ‘mg % mg % mg % mg
140 0.19 027 0.24 027 0.3 051 0.45 0.43
16:0 10.84 1572 12.39 13.71 12.03 19.97 19.18 18.45
1618 395 572 447 495 453 7.52 6.40 6.15
16:206 1.08 1.57 0.96 1.06 0.99 1.64 1.01 0.97
16:306 0.94 1.37 1.08 1.20 0.94 1.57 0.72 0.69
18:0 0.52 0.76 055 0.61 0.41 0.69 0.46 0.44
16:303 413 5.98 3.26 3.61 384 6.37 202 1.94
18108 222 3.22 3.45 3.82 248 4.1 334 Kl
16,403 23.94 3471 21.45 2374 2281 37.85 19.49 18.74
18205 414 6.00 3.98 4.41 4.80 7.97 451 433
18:3w6 429 6.21 448 496 343 5.69 3.05 2.94
18:303 41.54 60.22 4067 45.02 41.58 69.02 36.69 35.29
18:403 1.29 1.87 1.95 216 0.99 1.64 1.72 1.66
20:206 0.93 1.35 1.05 116 0.85 1.41 Q.95 0.91
20:466 . - - - - - - -
total {mg.g' PS): 144.99 110.70 165.95 965.16
%(S+MI): 17.73 21.11 19.76 29.83
%PI; 8227 78.89 80.24 7017
(S+MI)/PI; 0.22 0.27 0.25 0.43
©6/w3: 0.16 0.147 0.16 0.17
™ -: no detectado

AG: 4cido graso; $; acidos grasos saturados; MI: monocinsaturados; Pl: polinsaturados.

al comienzo de la fase estacionaria: 145 - 159 mg.g'! de PS (Tabla X). En la fase
logaritmica las eélulas cultivadas con amonio o urea presentan los contenidos mas
altos en dcidos grasos, con 145 - 166 mg por gramo de biomasa liofilizada,
decreciendo en la fase estacionaria (Tabla X).

El perfil de 4cidos grasoes de D. tertiolecta incluye los siguientes dc. grasos:

*saturados: 14:0, 16:0, 18:0.
*monoinsaturados: 16:1w09, 18:1w9.
*diinsaturados: 16:206, 18:206, 20:206.
*triinsaturados: 16:3w6, 16:303, 18:3w6, 18:3w3.
*tetrainsaturados: 16:403, 18:403, 200406 (sélo detectado en algunas mues-
tras).
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Losprincipales 4cidos grasos cuantitativamente son el 16:0(10.8- 19.2% del
total de dcidos grasos), 16:109 (3.4 - 6.4%), 16:3037? (2.0 - 4.1%), 16:403 (15.6 -
23.9%), 18:109 (2.2 - 5.3%), 18:206 (4.0 - 5.2%), 18:3w6 (3.1 - 5.5%), 18:303 (36.7
-43.3%),y 18:403(1.0 - 8.1%). Tres 4cidos grasos, palmitico, 16:403 y a-linolénico
representan el 85% del total de dcidos grasos.

La composicién de dcidos grasos de D. tertiolecta no mostré fuertes varia-
ciones en funcién de la fuente de N o fase de crecimiento. La relacién entre scidos
grasos saturados + monoinsaturados a poliinsaturades, (S+MI)/PI, varia entre
0.22 - 0.25 durante el crecimiento logaritmico, aumentando a 0.26 - 0.43 al inicio
de la fase estacionaria.

Larelacién entre dcidos grasos poliinsaturados de las series w6y o3 (06/03)
oscila entre 0.16 - 0.20. Los valores mds altos se obtienen durante la fase
logaritmica o estacionaria en el medio de nitrito.

_ Elporcentaje delos dcidos grasos saturados miristico, palmitico y estedrico,
asi como del menoenoico 18:109 alcanza niveles médximos en la fase estacionaria,
con excepcién del palmitico en los cultivos con nitrato. El porcentaje de 16:109 en
los cultives con N oxidado es, sin embargo, superior en la fase logaritmica,
mientras es mas abundante en la fase estacionaria en los cultivos con N reducido.

Entre los 4cidos grasos polienocicos siguen comportamientos dispares. Asi,
16:206, 16:3w3, 16:403, 18:266 y 18:3w6 alecanzan valores méximos en la fase
logaritmica, o se mantienen constantes entre ambas fases como el 16:206, 18:206
y 18:3w6 en los cultivos con urea. Los valores mas altos de 20:206 y 18:403 se
observan en la fase estacionaria, con excepcién del 18:4»3 para los cultivos con
nitrito. El a-linolénico es mas alto en la fase estacionaria para los cultivos con N
oxidado y en la fase logaritmica para los cultivos con N reducido. El araquidénico
sélo se detectd en las fase estacionaria de los cultivos con N oxidado.

Los mayores contenidos en 4cidos grasos esenciales fueron: a-linoleico,
8.18 mg.g! PS (nitrito, fase est-1), y-linolénico, 7.25 mg.g! PS (nitrito, fase est-
1} y a-linolénico, 69.02 mg.g'! PS (amonio, fase log).
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Isochrysis galbana (FRYMNESIOFHYCEAE)

Crecimiento

En la fig. 8 se representan las curvas que describen el crecimiento de las
poblaciones cultivadas con cada fuente de N, hasta el inicio de 1a fase estacionaria.
Elinéculo proviene de un cultivo creciendo en nitrato, y las poblaciones entran en
crecimiento exponencial sin fase de latencia previa, independientemente de la
nueva fuente de N metabolizada.

- 35
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Fig. 8. Crecimiento de sochrysis galbana cultivada con diferentes fuentes de N.

Con las diferentes fuentes de N se obtienen tasas de crecimiento medias
similares, entre 0.18 y 0.22 doblajes d! (P = 0.07) (Tabla XI). Los cultivos con
nitrato, nitrito o urea presentaron tasas de crecimiento maximas mas altas que
aquellos con amonio (Tabla XI). La tasa de crecimiento maxima registrada fue de
0.78 en los cultivos con nitrato. El periodo de crecimiento maximo es de 15-18 dias,
descendiendo a 13 dias para los cultivos con amonio (Tabla XI).

Los cultivos con nitrato muestran un incremento significativo en la densi-
dad celular entre las fases est-1 y est-2 (P < 0.001), mientras en las demas fuentes
de N la densidad permanece constante (P > 0.1). La densidad celular en la fase
estacionaria (fases est-1 y est-2) es afectada por la fuente de N (P < 0.001);
mientras al comienzo de la fase estacionaria los cultivos con urea presentan las
mayores densidades celulares (Fig. 8), son los cultivos con nitrato los que
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Tabla XTI Tasade crecimiento (%), duracion delafase logaritmica (PCM), densidad celularen fase
estacionaria y pH final en cultivos de Isochrysis galbana con diferentes fuentes de N.

nitrato nitrito urea amonio
k media (d") 0.20+0.01 0.22+0.01 0.21+£0.01 0.18+0.01
k maxima (d") 0.78 0.76 0.73 0.40
PCM (dias) 18 15 18 12-13
células.ml” {x 105} 31.95+3.24 268,57x5.77 27.79+0.49 13.85+0.356

pH final 8.80 8.87 8.73 6.01

presentan las densidades mas altas alfinal del cultivo (Tabla XI). En ambas fases,
los cultivos con amonio presentan las menores densidades celulares.

En los cultivos con amonio el crecimiento es acompafiado por un descenso
del pH, que toma valores de 7.2 al inicio de la fase estacionariay de 6.0 al final del
cultivo (Fig. 9).

Rendimientos por unidad de volumen de cultivo (Tabla XII)

Para todas las fuentes de N, la produccién de biomasa y constituyentes
macromoleculares por unidad de volumen de cultivo aumenta a lo largo de la fase
estacionaria, con excepcién de 1a clorofila ¢, cuyo mdximo se alcanza al comienzo
de la fase estacionaria, manteniéndose constante o decreciendo posteriormente.

En los cultivos con nitrato se producen los maximos rendimientos en
biomasa seca (PS) y materia orgdnica (PSLC) tanto al comienzo de la fase
estacionaria(fase est-1) comoenlafaseest-2:1.19y 2.48g.1" de materiasecay 1.00
y 2.08 g.I'! de materia seca libre de cenizas, respectivamente. Los medios con
nitrato ourea no presentan diferencias significativas en la fase est-1. Los menores
rendimientos se obtienen en los cultivos con amonio en ambas fases.

Los rendimientos de pigmentos, proteina y carbohidratos en los medios de
nitrato ourea no diferen significativamente al alcanzarse la fase estacionaria (est-
1) (test de Duncan, a = 0.05). El rendimiento en proteina no difiere del obtenido
en el medio de nitrito. Los mayores rendimientos en lipidos y ARN se obtienen en
el medio de urea.

En la fase est-2, no se observan diferencias significativas en la produccién
de proteina, carbohidratos, lipidos y ARN entre los medios con nitrito o urea. Para
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Fig. 9. Evolucién temporal del pH extracelular en cultivos de /. galbana con diferentes fuentes
de N.

todos los constituyentes las mayores producciones se alcanzan en los cultivos con
nitrato. En el medio con urea, se cbtienen las mayores producciones de pigmentos
(clorofilas a y c, y carotenos).

Composicion celular

El peso seco celular (PS) y peso seco libre de cenizas (PSLC) son
afectados por la variacién enla fuente de N metabolizada (P < 0.001), y por la fase
de crecimiento (P < 0.001). Para todaslas fuentes, el peso seco aumenta con laedad
del cultivo, desde 38 - 53 pg.cel! en lafase logaritmica hasta 56 - 83 pg.cel! alfinal
del cultivo (Tabla XIII). El mismo comportamiento muestra el peso seco libre de
cenizas (PSLC), aumentando de 30 - 40 pg.cel! a 45 - 68 pg.cel! (Tabla XIII). El
PS y PSLC en las fases log y est-1 no difieren significativamente, produciéndose
el incremento a lo largo de la fase estacionaria. En la fase est-2, el peso secoy la
materia orgédnica son significativamente mads altos en los cultivos con nitrato o
urea que en aquellos con nitrito o amonio.

El contenido celular de pigmentos (clorofilas a y ¢, y carotenos) presenta
variaciones significativas en funcién de la fuente de N, fase de crecimiento e
interacci6n significativa entre ambos factores. Los mayores contenidos celulares
de clorofila a y carotenos se observan alfinal del cultivo (fase est-2) para las células
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Tabla XXI. Dia dé analisis, producciones de biomasa seca, materia organica (PSLC), pigmentos
y constituyentes macromoleculares en cultivos de Isochrysis galbana con diferentes fuentes de N

en las fases logaritmica (log), inicio fase estacionaria (est-1) y fase estacionaria avanzada (est-2)
del ciclo de crecimiento.

fase nitrato nitrito urea amonio
dia desde  log 7 7 7 7
inicio fase log est-1 21 18 21 18
est-2 31 27 31 27
peso seco log 0.50+0.02 0.48+0.02 0.47+0.02 0.28+0.02
(g0 est-1 1.1920.04 1.02+0.02 1.19+0.06 0.54+0.02
est-2  2.48=x0.59 1.70+0.20 2.16£0.11 0.74+0.08
PSLC log 0.36+0.01 0.36£0.03 0.35+0.03 0.22+0.02
{g.r") est-1 1.00+£0.03 0.86+0.02 0.98+0.05 0.42+0.02
est-2 2.08+0.50 1.4320.17 1.77£0.09 0.58+0.08
clorofila a log 2.10+£0.09 1.90+0.15 2.71+0.18 1.38+0.08
{mg.I") est-1 3.49+0.07 3.12+0.43 3.73x0.17 2.57+0.21
est-2 13.18x1.50 4.06+0.54 18.63+1.38 2.73x0.03
clorofila ¢ fog 0.17 x0.01 0.1 +0.01 0.37 £0.04 n.c.™
{mg.I") est-1 1.72+£0.11 0.86+0.20 1.31£0.17 0.56 £0.08
est-2  0.95+0.01 0.85+0.34 1.46+0.03 0.42+0.01
carotenos log 1.60+0.15 1.46x0.10 2.07+£0.18 1.13+£0.04
{mg.I"*} est-1 3.07+£0.08 2.86+0.32 3.40x0.18 258+0.16
est-2  17.49+0.42 4.27+0.20 24.72+0.01 3.29+0.15
protelnas log 64.89+3.81 70.02+4.36 87.69+5.10 ©56.07+4.36
{mg.l") est-1 147.76+£18.84 145.23+21.35 137.18+10.01 78.09+8.56
est-2 278.05+29.88 208.79x7.70 201.08+5.85 -2
carbohidratos  log 27.64+2.06 29.31+£1.37 34.03+£1.35 21.45+1.70
{mg.I"} est-1 106.67+17.10 77.38+10.77 100.21+4.79 38.26+1.46
est-2 245.25+35.12 198.23+26.34 192.25+9.46 -
lipidos log 79.13+£2.24 98.43+£2.63 111.87+£2.11 64.77+1.75
{mg.I") est-1 341.33+9.94 287.34+8.85 413.95+857 128.11+3.10
est-2 783.61+19.91 8607.27+18.91 555.68116.07 -
ARN log 25.09+0.58 25.61+0.57 29.99+0.23 19.85+0.61
{mg.I") est-1  60.22x2.47 56.97 +1.67 82.34+2.38 32.00x1.07
est-2 116.04x12.13 89.56+1.79 90.75+£6.78 -

" n.c.: valor negativo mediante analisis espectrofotométrico. *® -: no determinado.
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cultivadas en nitrato o urea, siendo los contenidos celulares al comienzo de la fase
estacionariz inferiores a aquellos de la fase logaritmica (Tabla XIII). En los
cultivos con nitrito se observé también un minimo al inicio de la fase estacionaria.
En los cultivos con amonio, los contenidos celulares de clorofila a se mantienen
constantes a lo largo del cultivo, mientras los de carotenos aumentan continua-
mente. Para la fase log, el efecto de la fuente de N sobre el contenido de clorofila
a y carotenos, puede ordenarse: urea > nitrito = nitrato = amonio, segiin el test de
Duncan al nivel 0.05; en la fase est-2 el resultado del test estadistico es: urea >
nitrato > amonio = nitrito.

El porcentaje que la clorofila @ y carotenos representa en la materia
orginica no sigue tendencias uniformes. En los cultivos con nitrato y urea
aleanzan un mfnimo en la fase est-1 (Tabla XIV). En los cultivos con nitrito y
amonio la clorofila a decrece a lo largo de la fase estacionaria, mientras los
ecarotenos se mantienen constantes (Tabla XIV).

Los contenidos celulares de clorofila ¢ son significativamente mas altos en
la fase estacionaria que durante el crecimiento logaritmico, y, excepto para la
urea, decrecen entre las fases est-1 y est-2 (Tabla XIII). Su porcentaje respecto al
PSLC aumenta del 0.03 - 0.11% en la fase logaritmica al 0.10 - 0.17% al comienzo
de la fase estacionaria, decreciendo posteriormente al 0.05 - 0.08% en la fase est-
2 (Tabla XIV),

La relacién clorofila a:carotenos disminuye constantemente con la edad del
cultivo, desde 1.22 - 1.32 en la fase logaritmica a 0.74 - 0.94 en la fase est-2 (Fig.
10). La relacién clorofilas a:c decrece entre las fases log y est-1 desde 7.31 - 20.39
a 2.08 - 4.54, y aumenta posteriormente a2 5.43 - 14.68 en la fase est-2 (Fig. 10).

La proteina celular es afectada tanto por la fuente de N (P < 0.001) como
por la fase de crecimiento (P < 0.001). Para cada fuente de N, el contenido celular
en pg.cel! alcanza su valor minimo al comienzo de la fase estacionaria, aumentan-
do luego a valores similares a los de la fase logaritmica (Tabla XIII). No obstante,
cuando se expresa como porcentaje del PSLC, la proteina decrece continuamente
a lo largo del cultivo, de 17.9 - 25.4% PSLC en lafase log a 11.4 - 14.3% en la fase
est-2 (Tabla XIV). Durante el crecimiento logaritmico y en la fase est-2 no existen
diferencias significativas entre las diferentes fuentes de N (P > 0.1), presentando
los cultivos con nitrato y nitrito mayores contenidos celulares al comienzo de la
fase estacionaria (P < 0.001).
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Tabla XTII. Peso seco, peso seco libre de cenizas (PSLC), y contenidos celulares de pigmentos y
constituyentes macromoleculares de Jsachrysis galbana cultivada con diferentes fuentes de N en
las fases logaritmica (log), inicio fase estacionaria (est-1) y fase estacionaria avanzada (est-2) del
ciclo de crecimiento,

fase nitrato nitrito urea amgonio
peso seco log 47.50x1.65 53.38x0.95 41.05+0.16 37.83+3.20
{pg.cel’} est-1 483.00+£1.47 44682045 42.68+1.29 39.16+0.27
est-2 76.46+£10.78 65.40x6.48 83.44+2.19 56.46+4.41
PSLC log 34.20+£1.28 40.03+2.51 " 30.38+2.76 30.27+3.39
ipg.cel) est-1 41.16+1.25 37.53+0.47 3542zx1.12 30.55+0.60
est-2 64.23+3.07 54.94+5.46 68.42x2.00 44.60+3.66
cenizas log 27.82+1.29 24.82+1.21 25.83+0.10 20.20+2.862
(% PS) est-1 16.73+0.20 16.25+0.75 17.26+x0.24 21.99+0.31
est-2 16.21+0.65 16.24x0.72 17.81+0.50
clorofila & log 0.20+0.01 0.21+£0.01 0.24+0.01 0.12+0.01
{pg-cel) est-1 0.14+£0.01 0.14+0.02 0.13£0.00 0.19+£0.01
est-2 0.46+0.05 0.16 £0.01 0.72+£0.04 0.21+£0.01
clorofila ¢ log 16.33+1.29 10.78+0.91 32.77x2.76 n.c.
{fg.cel") est-1 70.70+0.30 37.31+8.25 47.09%5.18 40.25+4.45
est-2 31.49+1.34 30.49x86.21 56.11+£2.40 32.24+0.12
carotenos log 0.15+0.01 0.16+0.01 0.18x0.01 0.15x0.01
{pg.cel) est-1 0.13+0.01 0.13+£0.01 0.12+0.01 0.18+0.01
est-2 0.62+0.01 0.17+0.03 0.95+0.02 0.25+0.02
proteinas log 6.13+0.26 7.83+0.37 7.70£0.48 7.56+0.44
{pg.cel) est-1 6.06+0.54 6.37+0.62 4.94+0.35 5.64+0.52
est-2 8.70+£0.76 7.86+0.19 7.76+0.18 -
carbohidratos log 2.61+£0.14 3.28x0.12 299+£0.13 2.89x0.17
(pg.cel) est-1 4.38+0.49 3.39£0.31 3.61x0.17 2.76x0.09
est-2 7.68+0.89 7.46+0.65 7.42+0.26 -
lipidos log 7.48+0.15 11.01x£0.22 9.82+£0.20 8.74+0.18
{pg.cel'} est-1 14.01£0.29 12,60+0.26 14.90+0.30 9.25+0.19
est-2 24.72+0.50 2286+0.47 21.45+0.44 -
ARN log 2.37+£0.04 2.86+0.05 263002 2.68x006
{pg.cel) est-1 2.47+£0.07 2.50+0.05 2.96£0.08 2.31+0.07
est-2 3.63+0.31 3.37x£0.04 3.50+£0.18 -

n.c.: no ¢uantificable mediante el método espectrofotométrico.
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Tabla XIV. Composiciénbioquimica, como porcentaje del PSLC, de Isochrysis galbanacultivada
con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log), inicio fase estacionaria (est-1) y fase

estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

fase nitrato nitrito urea amonio
clorofila @ log 0.58+0.01 0.563+0.01 0.78£0.02 0.61+0.06
est-1 0.35+0.02 0.36+0.04 0.38£0.00 0.61+0.02
est-2 0.72x0.15 0.28+0.00 1.05+0.02 0.47+0.04
clorofila ¢ log 0.05+0.00 0.03+0.00 0.11+0.01 n.c.
est-1 0.17+£0.00 0.10x0.02 0.13+0.01 0.13+£0.01
gst-2  0.05x0.01 0.06 +0.01 0.08 £0.00 0.07£0.00
carotenos log 0.44+0.02 0.40£0.00 0.59+0.02 0.50+0.04
est-1 0.31+£0.01 0.35+0.02 0.34+£0.00 0.62+0.01
est-2  0.97x0.12 0.31£0.02 1.39+0.06 0.56+£0.07
proteinas log 17.94+0.79 19.66+1.23 25.35+0.83 24.98+1.24
est-1 14.73+0.94 16.97+0.96 13.94+£1.49 18.46+1.54
est-2  13.55+1.31 14.31+1.41 11.35+1.51 -
carbohidratos  log 7.64+0.43 8.19£0.60 9.84+0.44 9.56+0.63
est-1 10.64+0.48 9.04+0.45 10.18+£0.49 9.04+0.35
est-2  11.95+0.47 13.58+0.50 10.85+0.47 -
lipidos log 21.87x0.47 27.50+3.1 32.33+0.58 28.86+0.58
est-1  34.03+0.58 33.58x0.58 42.05+0.61 30.28+1.60
est-2  38.49+0.51 41.61+0.51 31.36+0.98 - ‘
ARN log 6.94+0.12 7.16+0.13 8.67x0.13 8.84+0.12
est-1 6012013 6.66+0.13 8.3620.28 7.56x0.26
est-2 5.66+0.20 6.14+0.18 5.12+0.23 -

Los cultivos en medio con amonio en fase est-2 no fueron analizados para
constituyentes macromoleculares. En estos cultivos, dadalabajabiomasay el bajo
volumen de cultivo restante en la fase est-2 y el interés en analizar los 4cidos
grasos, se recogié la biomasa y se sometié a liofilizacién. Los anélisis en los que
hemos pretendido comparar la determinacién de proteina y lipidos a partir de
biomasa fresca congelada inmediatamente y material liofilizado han dado resul-
tados muy diferentes, particularmente una infraestimacién de ambos componen-
tes cuando se analizan a partir de material liofilado. La comparacién de resultados
obtenidos a partir de biomasa procesada de diferentes modos resulta asi dificil.
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Fig. 10. Evolucion temporal de las relaciones entre pigmentos en cultivos de Isochrysis
galbana con diferentes fuentes de N. Para cada fuente de N, se representan las fases log, inicio
de la fase estacionaria (est-1) y fase estacionaria avanzada (est-2).

Los carbohidratos presentan variaciones significativas principalmente
en funcién de la fase de crecimiento (P < 0.001), con ligeras variaciones en funcién
de la fuente de N (P = 0.01). El contenido celular de carbohidratos aumenta
continuamente a lo largo del periodo de cultivo, desde 2.61 - 3.28 pg.cel' enlafase
log hasta 7.42 - 7.68 pg.cel en la fase est-2 (Tabla XIII). Respecto a la materia
orgénica celular total, los carbohidratos aumentan del 7.6 - 9.8% al 10.9 - 13.6%
entre ambas fases (Tabla XIV).

El contenido celular de lipidos aumenta también continuamente a lo largo
del periodo de cultivo, desde 7.48 - 11.01 pg.cel! en la fase log hasta 21.45 - 24.72
pg.cel! en la fase est-2 (Tabla XIII). El porcentaje que los lipidos representan de
la materia orgédnica aumenta progresivamente desde el 21.9 - 32.3% en la fase
logaritmica hasta el 31.4 - 41.6% al final del cultivo (Tabla XIV). Al comienzo de
la fase estacionaria los cultivos con urea presentan los mayores contenidos de
lipidos (42.1% PSLC; Tabla XIV), asi como de 4cidos grasos (Tabla XV). Sin
embargo, al final del cultivo son los cultivos con nitrato y nitrito los que presentan
los mayores contenidos de lipidos (38.5- 41.6% PSLC) frente al 31.4% en el medio
de urea.

Los contenidos celulares de ARN no difieren significativamente (P > 0.05)
entre el crecimiento exponencial y el comienzo de la fase estacionaria,
inerementédndose posteriormente durante la fase estacionaria (Tabla XIII). Su
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Fig. 11. Evolucion temporal de las relaciones entre constituyentes macromoleculares en
cultivos de Isochrysis galbana con diferentes fuentes de N. Para cada fuente de N, se
representan las fases log, inicio de la fase estacionaria (estl) y estacionaria avanzada (est2).
carb: carbohidratos; lip: lipidos; pro: proteinas.

contenido como porcentaje del PSLC decrece constantemente alolargodel cultivo,
del 6.9 - 8.8% en la fase log al 5.1 - 6.1 en la fase est-2 (Tabla XIV). El valor de
significacién para la F referida a las variaciones en los contenidos (pg.cél?) de
ARN en funcién de la fuente de N (P = 0.02) no permite afirmar la existencia de
diferencias entre las medias. No obstante, las células cultivadas con amonioourea
presentan contenidos de ARN mas altos (como % PSLC) durante el crecimiento
logaritmico y comienzo de la fase estacionaria (Tabla XIV).

Larelacién lipidos:proteinas aumenta con el ciclo de crecimiento del cultivo,
desde 1,16 - 1.41 durante el crecimiento exponencial hasta 2.76 - 2.91 en la fase
est-2 (Fig. 11A). La relacién lipidos:carbohidratos alcanza valores méaximos (3.20
-3.71) al comienzo {nitrito, urea) o final (nitrato) de Ia fase estacionaria (Fig. 11A).
Larelacién carbohidratos:proteinas aumenta con la edad del cultivo, de 0.38 - 0.42
a 0.88 - 0.96 al final del cultivo (Fig. 11B). La relacién ARN:proteinas es
ligeramente mayor durante la fase estacionaria (0.39 - 0.45) que durante el
crecimiento exponencial (0.34 - 0.39) (Fig. 11B).
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Perfil de acidos grasos (Tabla XV)

El contenido total de 4cidos grasos (mg.g! PS) aumenta con el tiempo de
cultivo, alcanzando valores méaximos durante la fase estacionaria. En la fase
logaritmica el contenido en acidos grasos varié entre 103 - 127 mg por g de peso
seco (Tabla XV). Los contenidos celulares en la fase estacionaria aumentan a 133
- 201 mg.g! PS (fase est-1), variando alfinal del cultivo entre 140 - 177 mg.g'1 PS.

El perfil de 4cidos grasos de Isochrysis galbana incluye los siguientes 4c.
grasos:

*saturados: 14:0, 15:0, 16:0 y 18:0.

*monoinsaturados: 16:109, 16:1e7, 18:109, 18:107, 20:109.
*diinsaturados: 16:206, 16:204, 18:206, 20:206.
*triinsaturados: 16:306, 16:3w4, 18:306, 18:303, 20:3w6.
*tetrainsaturados: 18:4w3, 20:406 y 20:403..
*pentainsaturados: 20:503 y 22:5w03.

*hexainsaturados: 22:6w3.

Se observan ademéas cuatro 4dcidos grasos, dos no identificados y dos
identificados presuntivamente como 18:401 y 21:503 por comparacién con el
patrén cualitativo PUFA-3. Por otra parte, en las presentes condiciones de
andlisis se produce la coeluccién de 20:0 y 18:304, no siendo resolubles en
cantidades traza.

Los principales dcidos grasos cuantitativamente son el 14:0 (9.7 - 19.9% del
total), 16:0 (12.2 - 18.8%), 16:1(09+w7) (10.9 - 25.8%), 18:109 (1.2 - 2.4%), 18:1w7
(1.2 - 4.1%), 18:206 (0.3 - 2.0%), 18:303 (0.7 - 1.9%), 18:403 (7.1 - 16.3%), 20:503
(12.8 - 27.7%) vy 22:603 (5.1 - 14.1%).

El porcentaje de Acidos grasos poliinsaturadoes totales alcanza sus valores
maximos al comienzo de la fase estacionaria (excepto para los culiivos con
amonio), cuando representan el 48.7 - 62.3% del total de dcidos grasos. Por ello la
relacién de 4dcidos grasos saturados + monoinsaturades (S+MI) a poliinsaturados
(PI) alcanza su valor minimo (0.61 - 1.05) al comienzo de la fase estacionaria,
excepto para los cultivos con amonio en los que los poliinsaturados aleanzan su
valor maximo al final del cultivo.

Larelacién entre dcidos grasos poliinsaturados de 1as series ©6 y ©3 (06/03)
alcanza también un minimo en la fase est-1 en los cultivos con N oxidado o urea:
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toma valores entre 0.07 y 0.13 en las fases log y est-2, y 0.03-0.04 en la fase est-
1. En los cultivos con amonio el valor de esta relacién cae continuamente con la
edad del cultivo.

Los perfiles de Acidos grasos de las células cultivadas con nitrato o nitrite
son muy similares a lo largo de todo el ciclo de crecimiento. Los cultives con urea
y amonio difieren ligeramente respecto a ellos. Los cultivos con urea presentan
mayores contenidos de Acidos grasos saturados y monoinsaturados que aquellos
con fuentes de N oxidadas durante el crecimiento logaritmico, y mayores conte-
nidos de poliinsaturados durante la fase estacionaria. Los cultives con amonio
presentan mayores contenidos de dcidos grasos poliinsaturados durante todo el
ciclo de crecimiento.

El contenido (% del total) en miristico (14:0) decrece continuamente a lo
largo del ciclo de crecimiento. Pentadecanoico (15:0), hexadecenoico (16:1) y
vaccénico (18:109) aumentan continuamente, excepto el 16:1 en los cultivos con
amonio donde los valores m4s altos se observaron en la fase log. Palmitieo (16:0),
estedrico (18:0), oleico (18:107) y cis-11-eicosenocico (20:109) alcanzan un minimo
al comienzo de la fase estacionaria, y los valores mads altos al final del cultivo,
excepto el estedrico y eicosenoico en los cultivos con nitrito, con valores maximos
en la fase log.

Los valores mds altos de los 4cidos grasos diinsaturados cis-7,10-
hexadecadienoico (16:2w6), cis-9,12-hexadecadiencico (16:204) y a~Hnoleico
(18:2w86) se observan durante el crecimiento logaritmico, excepto los dos primeros
en el medio con urea que alcanzan valores mdximos al comienzo de la fase
estacionaria (fase est-1). El contenide mds alto en eicosadienoico (20:206) se
ohserva en fases diferentes segiin la fuente de N,

Entre los trienoicos, 16:306, y 20:306 alcanzan los valores mas altos (% del
total) en la fase estacionaria, y el y-linolénico en la fase logaritmica. El méximo
en a-linolénico se observé en la fase logaritmica en los medios con N oxidado, ¥
enlafase est-1 en los medios con N reducido. E116:304 sélo aparece en cantidades
traza.

El contenido mas alto en c¢is-6,9,12,15-octadecatetraenocico (18:403) se
observa en la fase est-1 para todas las fuentes de N. E] cis-8,11,14,17-
eicosatetraenoico (20:403) sélo aparece en trazas, mientras el ¢is-5,8,11,14-
eicosatetraenoico {20:4w6) tiende a aparecer en mayores porcentajes durante la
fase estacionaria.
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Tabla XV. Composicioénde dcidos grasos, como % del total ymgpor gde PS, de Isochrysisgalbana
cultivada con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log), inicio fase estacionaria (est-
1) y fase estacionaria avanzada {est-2) del ciclo de crecimiento.

nitrato nitrito
jog est1 est2 log est1 est2
AG % mg % mg % mg % my % mg % mg
14:0 1923 2296 1444 2121 1027 1822 1851 2317 1270 2320 1250 1828
15:0 026 031 027 032 032 056 021 026 022 039 033 049
16:0 1494 17.84 1258 1848 18.62 3305 1386 1735 1258 2298 1881 27.51

161107 2050 2448 19.43 2854 2459 4363 2055 2572 1909 3487 2584 37.79
16:2u7 041 049 033 049 022 039 040 050 034 062 020 029
16:204 ¢4 049 016 023 014 025 042 053 017 031 014 021
16306 ®ir  tr 016 023 010 017 - - - - 0.40 058
18:0 052 062 042 062 067 120 079 05 020 037 054 079
16:304 tr tr tr tr tr tr tr tr 013 024 tr tr

181108 178 212 141 208 237 420 148 185 129 235 202 285
18107 176 210 168 247 388 689 193 249 21t1 385 408 597
18206 200 239 068 100 123 217 195 244 091 165 1.10 161
18:306 054 064 033 049 041 072 09 121 026 047 118 1.72
20:0+18304020 035 tr tr 022 040 - - - - 073 1.06
18303 1.37 163 123 181 068 1.21 104 130 1.03 188 073 1.06
20109 tr tr tr tr 025 045 124 155 013 024 027 040
18:403 1203 1437 1428 2099 B30 1473 1171 1465 1399 2555 7.06 1033
18:4w1 051 060 083 131 038 067 043 053 016 029 038 055
20:206 041 049 tr tr 03¢ 070 tr fr 014 026 035 051

20:306 @- - - - 034 060 - - - - 019 0.27
A2280) 054 0865 107 158 +tr tr 183 191 0.41 076 160 234
20:406 r ig tr tr 0.3 055 104 131 028 051 033 048
A2 45 r ir 1.08 15 092 1.63 - - - - 063 092
20:403 tr tr fr ir - - tr tr tr tr tr ir

20:503 1464 1748 19.09 28.05 1614 2863 1494 1869 2274 4154 1310 19.16
21503 223 266 149 219 051 080 o065 081 098 178 115 168
22503 - - 111 164 048 086 - - - - 051 075
22:603 564 674 785 1154 826 1467 630 789 1014 1853 585 856

total {ng.g' PS) 119.42 146.92 177.45 125.16 182.65 146.24
%B(S+MI): 58.30 51.33 61.54 59.54 48.52 65.86
%Pl 40.70 48.67 38.45 40.45 51.48 3414
{(S+MI)/PIL; 1.46 1.05 1.60 1.47 0.94 1.93
wb/nd: 0.09 0.03 0.09 0.13 0.04 0.13

W 4 traza; @ -: no detectado;  Ai: no identificado, siendo i el tiempo de retencidn relativo.
AG: 4cido graso; S: 4c. grasos saturados; Pl: monoinsaturados; Pl; polinaturados,
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Tabla XV (continuacion). Composicién de dcidos grasos, como % del total y mg por g de PS, de
Isochrysis galbana cultivada con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log), inicio fase
estacionaria (est-1) y fase estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

urea amonio
log - estl est2 log est1 est2
AG % mg % mg % mg % mg % mg % mg
140 19,83 2044 1025 2057 980 1482 1413 1798 1236 1640 969 1350
15.0 029 030 024 049 034 052 024 031 026 034 030 042
16:0 17.74 1819 1217 2444 1800 2724 1528 1945 1583 21.00 1578 2213

16:1w? 19.92 2043 1243 2496 2158 3265 1601 2037 13.80 1831 1083 153
16:207 032 033 041 082 028 042 027 034 02 020 010 015
16:204 045 0458 011 023 009 014 016 021 018 026 tr tr

16:306 Ur  tr 011 022 014 021 012 015 - - 013 018
18:0 tr tr 015 031 052 078 037 048 038 051 048 067
16304 tr tr 007 013 r tr tr tr tr tr - -

18:169 153 157 117 234 207 314 139 177 163 216 159 223
1817 179 184 117 234 266 402 149 180 202 268 4.08 57
18:206 201 206 043 086 09 145 160 204 084 112 028 039
18:3w6 061 063 020 040 035 054 03¢ 048 023 030 028 039

20:0+18:304 037 038 - - - - 021 027 tr tr - -
18303 119 122 188 378 067 101 113 14 127 168 074 104
201108 tr tr tr tr 045 022 017 021 011 044 020 027
18:403 1213 1244 1537 3087 978 1479 1389 17.68 1627 2158 13.02 1825
18401 tr tr - - tr tr 038 048 - - - -
20:206 tr tr 034 069 015 023 043 055 ftr tr tr tr
20:306 @ - - - 045 068 - - - - - -
A228 @ 245 220 041 083 - - 034 043 081 108 114 160
20:406 tr tr 034 069 043 065 026 033 041 055 038 055
A2 45 - - tr ir 078 114 - - - - - -
20:403 tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr tr

20:503 1276 1309 2766 5555 1968 2979 2074 2639 2324 3084 2570 36.02
2153 165 169 (095 192 064 0986 107 138 077 102 127 178
22:503 - - - - 056 085 - - - - tr tr

22:603 514 528 1413 2837 994 1504 993 1263 937 1244 1390 19.48

total(mg.g' PS) 10255 200.82 151.30 127.27 132.70 140.16
% S+ML: 6254 3773 55.54 4925 4676 4355
% PI: 37.46 62.27 44.46 50.75 53.24 56.45
(S+MIY/PL: 1.67 0.61 1.25 0.97 0.88 077
WEAWG: 0.09 0.03 0.07 0.07 0.03 0.02

M r; traza; @ - no detectado; ™ Ai: no identificado, siendo i el tiempo de retencidn refativo,
AG: &cido graso; S: 4c. grasos saturados; Pl: monoinsaturados; Pl; polinaturados.
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Los contenidos mas altos (% del total) de eicosapentaencico (20:503),
docosapentaenoico (22:503) y docosahexaenoico (22:63) se observan durante la
fase estacionaria.

Elcontenido en 14:0(mg.g-1 de PS), asi como en 16:1 en el medio de amonio,
decrecen continuamente a lo largo del ciclo de crecimiento, mientras los demas
dcidos grasos saturados y monoinsaturados aumentan con la edad del cultivo,
alcanzando su valor méximo al final del cultivo. Los 4cidos grasos poliinsaturados
tienden a alcanzar los valores maximos durante el crecimiento logarftmico o al
comienzo de la fase estacionaria.

Los mayores contenidos en los principales acidos grasos esenciales fueron:.
a~linoleico, 2.44 mg.g'! PS (nitrito, fase log); y-linolénico, 1.72 mg.g! PS (nitrito,
fase est-1); a-linolénico, 3.78 mg.g! PS (urea, fase est-1), araquidénico, 1.31 mg.g-
1 PS (nitrito, fase log), EPA, 55.55 mg.g'! PS (urea, fase est-1) y DHA, 28.37 mg.g"
1 PS (urea, fase est-1).
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Fhaeodactylum tricornutum (BACILLARIOPHYCEAE)

Crecimiento

En la fig. 12 se presentan las curvas correspondientes al crecimiento
poblacional en los medios con cada fuente de N, ajustadas mediante regresién
polinémica. Elinéculo proviene de un cultivo creciendo en nitrato, y las poblacio-
nes entran en crecimiento exponencial con una fase de latencia de 24 h, indepen-
dientemente de la nueva fuente de N metabolizada.

30
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Fig. 12. Crecimiento de Phaeodactylum tricornutum cultivada con diferentes fuentes de N.

Las tasas de crecimiento medias (¢ media) observadas durante la fase
logaritmica varian entre los 0.59 doblajes d'! de los cultivos con nitrato y 0.37
doblajes d! en los cultivos con amonio (Tabla XVI), con una tasa méxima (k max)
de 1.46 doblajes d! en los cultivos con nitrato y nitrito. El periodo de crecimiento
m4ximo es de 10 dias, excepto en los cultivos con amonio que es de 3 dias (Tabla

XVI).

Laméxima densidad celular en la fase estacionaria se obtiene en los cultivos
con nitrato (88 x 108 células.ml?, P> 0.05), no existiendo diferencias significativas
entre nitrito y urea. En los cultivos con amonio el pH cae por debajo de 7 a partir
del 42 dia de cultivo (Fig. 13}, acompafiado de una inhibicién del crecimiento, por
lo que la densidad celular méxima alcanzada es inferior a 9 x 10° células.mlL.
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Tabla XV1. Tasa de crecimiento (k), duraci6n de la fase logaritmica (PCM), densidad celular en
fase estacionaria y pH final en cultivos de Phaeodactylum tricornutum con diferentes fuentes de
N.

nitrato nitrito urea amonio
k media {doblajes.d) 0.52+£0.01 0.66+£0.02 0.56+£0.01 0.37 0.0
k méx. (doblajes.d} 1.46 1.45 1.21 0.98
PCM (dias) 10 10 10 3
células.mt? (x10€) 87.28+3.24 74.01x2.50 80.88+1.85 8.72+0.30

pH final 849 8.54 8.54 4.37

Rendimientos por unidad de volumen de cultivo (Tabla XVII)

En los cultivos con nitrato se producen los méaximos rendimientos en
biomasa seca (PS) y materia orgdnica (PSLC): 2.84 y 1.82 g.I'l, respectivamente.
Los menores rendimientos de ambos se obtienen en los cultivos con amonio.

En los cultivos con nitrato, se obtienen también las mayores rendimientos
de clorofila a (21.25 mg.1'?), clorofila ¢ (3.95 mg.1"!), carbohidratos (718 mg.1'Y) y
ARN (93 mg.l"). Las producciones de proteina y lipidos no difieren entre los
cultivos con nitrato y nitrito, con un rendimiento de 340 mg.l"! de protefna, y 410
- 440 mg.1" de lipidos. En los cultivos con urea se obtienen menores rendimientos
de todos los componentes macromoleculares analizados, aunque los rendimientos
en clorofilas a y ¢, carbohidratos y ARN no son significativamente diferentes de
los alcanzados en los cultivos de nitrito.

Composicion celular

El peso seco celular (PS)} y peso seco libre de cenizas (PSLC) son
afectados tanto por la fuente de N (P < 0.001) como por la fase de erecimiento (P
< 0.001), detectdndose una interaccién significativa (0.01 > P > 0.001). Durantela
fase logaritmica las células cultivadas con amonio presentan el mayor peso seco
(48 pg.cell) y materia orgénica (36 pg.cel’’) (Tabla XVIII), si bien el peso seco no
es diferente del observado en los cultivos con nitrato. Durante la fase estacionaria,
las células cultivadas con amonio presentan el mayor peso seco (67 pg.cel’) y
PSLC (51 pg.cel'l), duplicando los observados en las demas fuentes de N. El peso
celular decrece con la edad del cultivo, excepto para los cultivos con amonio.

Elcontenido en eenizas es afectado tanto porlafuente de N como porlafase

de crecimiento (P < 0.001), con una baja interaccién (P = 0.02). En ambas fases el
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Fig. 13. Evolucion temporal del pH extracelular en cultivos de Phaeodactylum fricornutum
con diferentes fuentes de N.

porcentaje de cenizas de las células cultivadas con nitrato o nitrito no difiere entre
sf, y es mayor que el de las células cultivadas con urea o amonio (Tabla XVIII). En
los cultivos con nitrato o nitrito el porcentaje de cenizas disminuye del 40% del
peso seco en la fase log al 36% en la fase est-1.

Los resultados de los ANOVAs bifactoriales para cualquier constituyente
celular muestran que la interaccién observada entre ambos factores desaparece
cuando se eliminan del andlisis los datos correspondiente alos cultivos con amonio
en fase estacionaria, con una ligera interaccién residual en el caso del ARN (P =
0.022) y clorofila ¢ (P = 0.064). Bajo estas condiciones, la principal fuente de
variacién es la fase de crecimiento, con una significacién siempre < 0.001.

El contenido celular de pigmentos (clorofilas a y ¢) es afectado por la fase
de crecimiento (P < 0.005), pero no por lafuente de N (P > 0.1). El contenido celular
de clorofila @ decrece con la edad del cultivo, de 0.52-0.68 pg.cel? a 0.21-0.24 pg.
cel1(Tabla XVIII}, excepto paralos cultivos con amonio (0.53 pg.cel! enla fase est-
1). La clorofila @, como porcentaje del PSLC, decrece para todas lasfuentes del 1.9
- 2.5% PSLC en la fase logaritmica al 0.9 - 1.2% en la fase est-1 (Tabla XIX).

El contenido celular de clorofila ¢ también disminuye de la fase log ala fase
est-1, tanto en contenidos absolutos (95 - 150 fg.cel! a 39 - 45 fg.cel'l) como en
porcentaje del PSLC (0.4 - 0.5% a 0.2%). Los cultivos con amonio en fase
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Tabla XVII. Producciones de biomasa seca (PS), materia organica (PSLC), pigmentos y
constituyentes macromoleculares en cultivos de Phaeodactylum tricormutum con diferentes
fuentes de N en la fase logaritmica (log) e inicio fase estacionaria (est-1) del ciclo de crecimiento.

fase nitrato nitrito urea amonio

dia de log 4 4 4 4
cultivo est-1 11 11 11 7

PS log 0.82+0.01 0.71%0.01 0.60+£0.01 0.42+0.01
{g.I"} est-1 2.84+0.01 2.56+£0.03 2.18+0.02 0.58+£0.01
PSLC log 0.48 £0.00 0.433+0.00 0.42+£0.01 0.31+0.01
{g.I'") est-1 1.82+0.02 1.64=0.03 1.63x0.02 0.44+0.01
clorofila a log 10.23+£0.22 9.00+£0.59 10.29+0.02 5.79+0.51
{mg.I"*} est-1  21.25+1.48 156.20+1.41 17.62+0.65 4.62+0.46
clorofila ¢ log 2.06+0.14 1.64+0.05 2.27x0.07 1.17+£0.04
(mg.I") est-1 3.95+0.27 2.23+0.25 3.15+0.14 0.92+0.20
proteina log 149.36+4.24 123.63+£5.37 132.41x8.75 92.51+12.73
(mg.I") est-1 343.42+15.39 339.36+22.84 28565+18.82 74.14+7.26
carbchidratos  log 46.33+2.97 48.22 +5.83 38.35£1.20 38.44+1.90
{mg.I") est-1 718.12+31.80 654.05+28.24 B16.20+21.35 69.04+3.58
lipidos fog 112.96+2.82 103.97+2.60 107.78x2.69 65.34+1.63
{mg.r'} est-1 440.01211.00 409.94+10.20 361.10+9.03 141.48+3.54
ARN log 37.46+1.77 34.29+0.87 35.47+£1.00 28.15%£1.46
{mg.I") est-1 93.03x4.41 87.39x4.68 76.63+3.80 34.94+0.84

estacionaria siguen manteniendo elevados contenidos celulares tanto de clorofila
¢ (90 fg.cel'!) como de clorofila a (0.53 pg.cel'!), aunque no difieren del resto en los
porcentajes que los pigmentos representan de la materia orgénica (Tabla XIX).

La relacién entre las clorofilas a y ¢ tiende a ser més alta en la fase
estacionaria (Fig. 14): 5.2 - 5.6 frente 4.5 - 5.4 enla fase logarftmica. No obstante,
la alta variabilidad observada para esta relacién en los an4lisis correspondientes
a la fase logaritmica, debida fundamentalmente a la baja reproducibilidad de los
contenidos de clorofila ¢, no permite establecer un patrén claro de comportamien-
to.
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Tabla X VIIL Peso seco celular, peso seco libre de cenizas (PSLC), y contenidos celulares de
pigmentos y constituyentes macromoleculares de Phaeodactylum tricornutum cultivada con
diferentes fuentes de N en la fase logaritmica (log) e inicio fase estacionaria (est-1) del ciclo de

crecimiento.

fase nitrato nitrito urea amonio
pesoseco  log  48.75% 0.40 41.13:0.39 39.12+0.55 48.49:0.19
{pg.cel’) est-1  32.24+ 0.04 34541045 26.93x0.27 66.51+£0.38
cenizas log 40.70+ 0.51 38.98+0.52 29.76x0.24 25.47+0.90
{% PS) est-1 35.88+ 0.88 35.94+0.16 29.84+0.35 23.93+£0.69
PSLC log 28.91+ 0.24 25.10x0.24 27.48+(0.38 36.14+£0.14
{pg.cel} est-1 20.68+ 0.02 22.13+0.28 18.80x0.19 50.59+0.29
clorofila a log 0.61+ 0.01 0.52+0.03 0.68x0.01 0.67+£0.06
{pg.cel") est-1 0.24+ 0.02 0.21+£0.02 0.22+0.01 0.83+0.06
clorofila ¢ log 122.42+8.28 ©94.85x2.74 149.65+4.31 135.48x5.12
(fg.cel’} est-1 44.93+£3.13 39.61+3.44 38.91+1.69 115.55+22.37
proteina log 8.92+0.25 7.16 £0.31 8.71+0.68 10.72+1.48
{pg.cel”} est-1 3.80+0.17 4.59+0.31 3.563+0.23 8.50+£0.83
carbohidratos log 2.77+£0.18 2.79+£0.34 2.562+ 0.08 4.46+ 0.22
(pg.cel) est-1 8.16+0.36 8.84+0.38 7.62+ 0.26 7.92+ 0.41
lipidos log 6.74+0.17 6.02+0.15 7.09+ 0.19 7.567+ 0.18
{pg.cel') est-1 5.00+£0.14 5.54+£0.14 4,46+ 0.32 16.22+ 0.12
ARN log 2.24+0.11 1.89x0.05 2.33+ 0.07 3.26+ 0.17
(pg.cel?) est-1 1.06 £0.05 1.18%0.06 0.95+ 0.05 4.01% 0.10

La pi'oteina celular es afectada tanto por Ja fuente de N (0.05 > P > 0.01)
como por la fase de crecimiento (P < 0.001), no existiendo interaccién (P > 0.1}.
Para cada fuente de N, el contenido celular en pg.cel* disminuye con la edad del
cultivo: logaritmica < est-1 (Tabla XVIII). La proteina representa el 28.5 - 31.7%
PSLC durante la fase logaritmica, decreciendo al 16.8 - 20.8% al comienzo de la
fase estacionaria (Tabla XIX). Las células cultivadas con amonio presentan los
contenidos celulares mds altos en las dos fases (Tabla XVIII), no existiendo
diferencias significativas entre nitrato, nitrito y urea.
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TablaXIX. Composicionbioquimica, como porcentaje del PSLC, de Phaeodactyium tricornutum
cultivada con diferentes fuentes de N en Ia fase logaritmica (log) ¢ inicio fase estacionaria (est-1)

del ciclo de crecimiento.
fase nitrato nitrito urea amonio
clorofila & log 2.11% 0.05 2.08+ 0.14 2.46+ 0.01 1.86+ 0.18
est-1 1.17+ 0.08 0.93+ 0.09 1.15+ 0.04 1.05+« 0.06
clorofila ¢ log 0.421% 0.03 0.38+ 0.01 0.54+ 0.02 0.37x 0.01
est-1 0.22+ 0.02 0.18+ 0.02 0.21£ 0.01 0.21+ 0.01
proteina log 30.84+ 0.55 28,54+ 0.36 31.68+ 0.95 2967+ 3.90
est-1 18.88+ 0.77 20.80+ 0.95 18.69+ 1.06 16.81= 1.48
carbohidratos log 9.57+ 0.77 1113+ 114 9,17+ 0.20 12.33 0.42
est-1 39.48+ 1.41 39.93+ 1.68 40.32+ 0.29 15.65+ 0.78
iipidos log 23.32+ 0.10  24.00+ 0.11 2579+ 0.09 20.96+ 0.05
est-1 24,19+ 0.00 25.03z% 0.03 23.63+ 0.00 32.07=+ 0.05
ARN log 7.73+ 0.36 7.92+ 0.01 8.49=x 0.19 9.02+ 0.44
est-1 5.11+ 0.24 5.34+ 0.27 501+ 0.24 7.92+ 0.18

Los carbohidratos presentan variaciones significativas en funcién de la
fuente de N (P < 0.01}y en funcién de la fase de crecimiento (P < 0.001). Las celulas
cultivadas con amonio presentan el mayor contenido de carbohidratos durante el
crecimiento exponencial, sin diferencias entre las demés fuentes (Tabla XVIII).
En la fase estacionaria, los mayores contenidos celulares se dan en el nitrato o
nitrito. Su contenido aumenta para todas las fuentes de N, desde el 9.2 - 12.3%
PSLC al 15.7% (ameonio) - 40% (dem4s medios) en la fase estacionaria (Tabla XIX).

El contenido celular de lipidos (pg.cel !, Tabla XVIII) es mayor durante la
fase logaritmica que al comienzo de lafase estacionaria, conla excepeién del medio
con amonio donde aumentan 2.14 veces. No obstante, el porcentaje que los lipidos
representan dela materia orgdnica se mantiene constanteen e121.0-25.8% PSLC
(Tabla XIX), excepto las células cultivadas con amonio donde aumentan al 32.1%
PSLC. Las células cultivadas con amonio presenta siempre los valores m4s altos
de lipidos (Tabla XVIII),

El contenido de ARN es afectado por la fase de crecimiento (P < 0.001)y
fuente de N (P < 0.001). Los contenidos celulares de ARN decrecen con la
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Fig. 14. Evolucién de las relaciones entre las clorofilas a y ¢ en cultivos de Phaeodactylum
tricornutum con diferentes fuentes de N.

disminucién dela tasa de erecimiento, nuevamente con la excepeidén del medio con
amonio en los que se produce un incremento de 1.2 veces (Tabla XVIII). El
pocentaje de ARN con respecto al PSLC decrece del 7.7 -9.0% al 5.0 - 5.3%, excepto
para el amonio (7.9% PSLC; Tabla XIX). Las células cultivadas con amonio
presentan los mayores contenidos celulares de ARN en ambas fases.

La relacién lipidos:proteinas aumenta de 0.68 - 0.84 a 1.21 - 1.85 con la fase
de crecimiento (Fig. 15A). La relacidn lipidos:carbohidratos decrece con la edad
del cultivo (Fig. 15A), desde 1.70 - 2.80 a 0.6, con la excepcién del amonio, donde
aumenta a 2.05. Larelacién entre los carbohidratos y la proteina aumenta de 0.29-
0.40 durante el crecimiento logaritmico a 0.90 - 2.13 en la fase estacionaria (Fig.
15B). La relacién ARN:proteinas se mantiene estable en el rango 0.26 - 0.28,
aumentando en la fase estacionaria de los cultivos con amonio a 0.45 (Fig. 15B).

Perfil de acidos grasos (Tabla XX}
Los contenidos mds altos en dcidos grasos se obtienen en lafase estacionaria

de los cultivos con urea y amonio, con 120 y 147 mg por g de peso seco,
respectivamente (Tabla XX).
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Fig. 1S. Evolucion de las relaciones entre constituyentes macromoleculares en cultivos de
Phaeodactylum tricornutum con diferentes fuentes de N. carb: carbohidratos; lip: lipidos;
ProO; proteinas.

El perfil de 4cidos grasos de P. tricornutum incluye los siguientes:

*saturados: 14:0, 15:0, 16:0, 18:0, 20:0, 22:0 y 24:0.
*moncinsaturados: 16:107, 18:109, 18:107 y 20:109.
*diinsaturados: 16:2a7, 16:204, 18:206, 20:206.
*triinsaturados: 16:304, 18:306, 18:303.
*tetrainsaturados: 16:401, 18:403, 20:406 y 20:403.
*pentainsaturados: 20:503.

*hexainsaturados: 22:6w3.

Los principales dcidos grasos cuantitativamente son el 14:0(4.7 - 11.4% del
total), 16:0 (8.9 - 19.1%), 16:107 (24.3 - 37.9%), 16:204 (3.1 - 5.8%), 16:304 (2.9 -
12.0%), 18:206 (1.4 - 4.0%), 20:503 (6.2 - 30.9%) y 24:0 (1.3 - 2.9%).

Los cultivos con urea en fase estacionaria o amonio en ambas fases
presentaron mayores contenidos de icidos grasos poliinsaturados que aquellos
con nitrato o nitrito; la relacién entre 4cidos grasos saturados + monoinsaturados
a poliinsaturados [(S+MI):PI] fue 0.79 - 0.98 para las células cultivadas con
amonio o urea, con valores entre 1.27 -2.77 para aquellas cultivadas con nitrato
o nitrito. Asi, el eicosapentaenocico (EPA, 20:503) representa el 22.4 - 30.9% del
total de dcidos grasos en la fase estacionaria cuando la fuente de N es amonio o
urea, y el 6.2 - 16.0% cuando es nitrato o nitrito. En ambas fases del ciclo de
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crecimiento, los mayores contenides en EPA y DHA se obtienen enlos cultives con
amonio: 29.31 mg EPA y 1.67 mg DHA por gramo de PS (fase log) y 45.57 mg EPA
y 2.57 mg DHA por gramo de PS (fase est-1), respectivamente. El contenido de
acidos grasos polienoicos del medio conurea en fase logaritmica fue anormalmente
bajo en comparacién a las fases logaritmicas de los demés medios.

Larelacién entre 4cidos grasos poliinsaturados de las series 06y ©3 (06/03)
muestra menores variaciones, atin cuando tiende a ser menor en los cultivos con
amonio y urea (0.14 - 0.28) que en aquellos con nitrato y nitrito (0.28 - 0.64).

Entre los dcidos grasos saturados y moncenoicos, miristico, palmitico y
oleico fueron mas abundantes (% del total de acidos grasos) en la fase logaritmica,
excepto los dos primeros para el nitrato. El pentadecanoico fue mas abundante en
la fase est-1 para nitrato y nitrito, pero en la fase log para urea y amonio.
Palmitoleico, eicosenoico, behénico y lignocérico fueron més abundantes al inicio
de la fase estacionaria, excepto para los cultivos con urea. Oleico y vaccénico no
mostraron tendencias uniformes.

Los contenidos m4s altos de 16:2607 y 16:204 se observan en la fase log para
los cultives con N oxidado y amonio. 18:206 y 20:206 fueron mds abundantes en
la fase estacionaria para los medios con N oxidado, pero en la fase log para el
amonio. En el medio con urea la tendencia fue opuesta a la observada en nitrato
y nitrito, excepto para el a-linoleico.

Los contenidos mas altos de 16:3w4 y a-linolénico se observaron normal-
mente en lafase logaritmica, mientras el y-linolénico fue mds abundante enlafase
estacionaria (3 de los 4 medios para los tres dcidos grasos). 16:401 y 18:403 fueron
mas abundantes en la fase log, y araquidénico, 20:4»3 y EPA al inicic de la fase
estactonaria. No se observan tendencias uniformes para el DHA.

El contenido en 4cidos grasos esenciales fue (mg.g! PS): a-linoleico, 0.75 -
3.87; a-linolénico, 0.34 - 1.55, y—linclénico, 0.44 - 1.95; araquidénico: 0.13 - 0.70;
EPA, 3.94 - 45.57, DHA, 0.95 - 4.07.
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Tabla XX. Composicién de dcidos grasos, como % del total y mg por g de PS, de Phaeodactylum
tricornutum cultivada con diferentes fuentes de N en la fase logaritmica (log) e inicio fase
estacionaria (est-1) del ciclo de crecimiento.

nitrato nitrito
log est-1 log est-1

AG % mg % mg % mg % mg
14:0 0.92 8.09 11.40 7.28 8.82 6.93 8.30 7.40
15.0 0492 0.75 254 162 0.32 0.25 0.45 0.40
16:0 1413 11.52 17.35 11.07 12.98 10.20 1168  10.41
16:1a7 2992 24,39 3465 211 29.43 2312 3014 2688
16:207 1.26 1.03 0.85 0.55 0.76 0.60 0.70 0.63
16:204 578 472 455 2.80 5.26 413 3.69 329
16304 8.34 6.80 6.26 3.99 953 7.49 9.29 8.28
16:4m1 1.51 1.23 0.82 053 1.57 1.23 1.1 0.99
18:.0 1.46 1.19 087 0.56 0.51 0.40 0.19 017
18109 20 1.64 153 0.98 1.02 0.80 117 1.04
18:107 0.78 0.63 1.08 0.69 0.73 057 0.61 0.54
18:206 252 2.08 257 1.64 2.37 1.86 396 353
18:3w6 0.81 0.66 0.54 034 0.81 0.63 0.59 0.52
18303 1.01 0.83 0.68 0.44 1.24 0.98 1.7 1.53
18.4i03 1.47 1.20 0.23 0.14 0.41 032 1.02 0.1
18:4w1 0.75 0.61 0.58 0.37 0.92 0.72 1.46 1.30
20:0 @. - 0.60 0.38 0.35 028 - -
20119 Otr tr 0.18 0.12 033 0.26 0.45 0.40
20:206 tr tr 0.26 017 0.48 0.37 0.66 059
A2.130 1.55 127 1.16 0.74 " 068 0.53 0.91 0.81
A2.28 0.70 057 0.45 0.29 0.63 0.49 tr tr
20:4a:6 0.25 0.20 0.36 023 0.30 0.24 0.54 0.49
A2.49 0.37 0.30 0.23 0.14 0.45 0.35 0.34 0.30
20:403 0.32 0.26 0.30 0.19 0.39 0.30 0.74 0.66
20:503 10.51 8.57 6.18 3.94 16.39 12.88 16.01 14.28
22:0 0.34 0.28 0.41 0.26 0.74 0.58 1.01 090
22:603 Q.64 0.52 0.50 0.32 0.79 0.62 1.26 112
24:0 272 222 287 1.83 1.83 1.43 202 1.80
total (mg.g* PS): 81.54 63.82 78,58 839.19
%{S+Ml): 62.21 73.47 57.04 56.02
%Pl 3779 26.53 4296 43.98
(S+MIVPL: 1.65 2.77 1.33 1.27
wb/w3: 0.40 0.64 0.28. 0.31

) Al: no identificado, siendo i el tiempo de retencién relativo; @ -: no detectado; ™ tr: traza.
AG: Acido grasoe; S: dcidos grasos saturados; MI: monoinsaturados; P!: poliinsaturados.
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Tabla XX (continuacion). Composicion de dcidos grasos, como % del total y mg por g de PS, de
Phaeodactylum tricornutum cultivada con diferentes fuentes de N en la fase logaritmica (log) e
inicio fase estacionaria (est-1) del ciclo de crecimiento.

urea amonio

log est-1 log est-1
AG % mg % mg % mg % mg
14:0 11.42 6.15 6.20 7.43 685 7.18 4.69 6.92
15:0 054 0.29 0.27 0.32 0.45 0.48 0.20 0.29
16:0 19.09 1028 1074 12.86 9.45 9.91 8.80 13.12
18107 3793 20.42 28.88 34.60 2430 25.49 2514 37.07
16:207 0.73 0.39 1.00 1.20 1.23 1.29 0.75 1.10
16204 322 1.73 432 517 485 5.08 3.14 463
16304 287 155 11.82 14.28 12.02 12.61 1004 1480
16401 1.25 067 1.18 1.41 1.76 1.84 1.30 1.91
18:0 0.65 035 0.27 0.32 0.36 0.38 0.22 0.32
18109 1.62 0.87 0.80 0.96 0.61 0.64 1.32 1.95
18107 1.60 0.86 055 0.65 052 0.55 0.55 0.81
18206 1.40 0.75 3.23 3.87 2.69 282 2.31 ad
18306 0.66 0.36 0.35 0.42 0.40 0.42 1.05 1.55
18303 1.02 0.55 1.47 1.76 0.96 1.00 1.33 1.95
18:403 0.81 044 0.33 0.39 077 0.81 0.62 0.92
18:401 0.81 044 053 0.63 tr tr 0.3 0.46
20:0 @. - 0.26 0.32 tr tr tr tr
201109 @ tr tr 0.29 0.35 0.30 0.32 0.38 057
20:2w8 0.39 0.21 0.25 0.30 0.37 0.38 0.28 0.42
A2.1310 1.14 0.61 0.41 0.49 013 0.13 0.43 0.64
A2.28 tr tr 0.34 0.4 tr fr tr tr
20:4w6 0.25 0.13 0.40 0.48 0.23 0.24 0.48 0.70
£2.49 tr tr 0.96 1.15 0.45 0.47 0.67 0.99
20:4003 0.32 017 0.27 0.32 0.45 0.45 0.48 0.70
20:503 9.19 495 22.36 26,78 27.94 29.31 30,91 4557
22:0 0.60 032 tr tr tr tr tr tr
22:603 0.75 0.40 1.08 1.29 159 1.67 1.74 257
24:0 1.76 0.95 1.34 1.60 1.30 1.37 276 4,07
total (mg.g* PS): 53.85 119.78 104.88 147.45
%({S+Mh): 75.20 49,61 44,16 4417
%Pl 24.80 50,39 55.84 55.83
{S+MI)y/PL: 303 0.98 0.79 0.7%
wb/o3: 028 0.22 0.16 0.14

M Al: no identificado, siendo i el tiempo de retencién relativo; 2 - no detectado; #Hr: traza.
AG: 4cide graso; S: dcidos grasos saturados; MI: menocinsaturados; PI: poliinsaturados.
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Resultados: T. suecica

Tetraselmis suecica (PRASINOPHYCEAE)

Crecimiento

En la fig. 16 se representan las curvas de crecimiento correspondientes a
cada fuente de N, ajustadas mediante regresién polinémica. El inéculo proviene
de un cultivo creciendo en nitrato, y las poblaciones entran en crecimiento
exponencial con una fase de latencia méxima de 48 h, independientemente de la
nueva fuente de N metabolizada.

10
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Fig. 16. Crecimiento de Tefraselmis suecica cultivada con diferentes fuentes de N.

Con las diferentes fuentes de N se obtienen tasas de crecimiento similares,
siendo no obstante mds altas (P < 0.05) en los cultivos con nitrato: 0.39 doblajes
d'! para la fase logaritmica global, con una tasa diaria maxima de 0.80 doblajes
d-1(Tabla XXI); los cultivos con amonio presentan el crecimiento inicialmente més
répido, con una tasa inicial de 1.00 doblajes d!. El periodo de crecimiento maximo
esde 12 - 13 dias, descendiendo a 7 dias para los cultivos con amonio (Tabla XXI).

Cuando se eliminan los eultivos con amonio del andlisis, la densidad celular
es inicamente afectada por la fase de crecimiento (P <0.001), pero no porlafuente
de N (P > 0.05), no existiendo interaccién entre ambos factores (P =0.48). Lainica
fuente de N que afecta a la densidad celular es el amonio, ya que en los cultives
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Tabla XXI. Tasa de crecimiento (%), duracién de la fase logaritmica (PCM), densidad celular
maxima en fase estacionaria y pH final en cultivos de Tetraselmis suecica con diferentes fuentes
deN.

nitrato nitrito urea amonio
k media (d") 0.390.03 0.32+0.01 0.31£0.01 0.34+0.00
k maxima (d') 0.80 0.53 0.64 1.09
PCM {dias) 12-13 13 13 7
cél.mi' (x10%} 11.34£1.22 9.98+0.22 9.16+£1.03 2.79+£0.03
pH final 7.76 7.78 7.00 3.21

con éste el crecimiento es acompanado por un descenso brusco del pH a valores
extremadamente 4dcidos (Fig. 17), lo cual provoca la inhibicién del crecimiento.

Rendimientos por unidad de volumen de cultivo (Tabla XXII}

En los cultivos con nitrato se producen los m#ximos rendimientos en
biomasa seca (PS) y materia orgénica (PSLC) tanto al comienzo de la fase
estacionaria (fase est-1) como a los 10 dias en fase estacionaria (fase est-2): 1.83
y 3.95 g.1'* de materia seca y 1.57 y 3.18 g.I! de materia orgdnica (PSLC),
respectivamente. Los menores rendimientos se obtienen en los cultivos con
amonio en la fase est-1. En ambas fases los cultives con urea rinden menores
producciones de biomasa que aquellos con N oxidado.

Al alcanzarse la fase estacionaria (est-1), en los cultivos con nitrato, nitrito
¥ urea se obtienen rendimientos similares (P > 0.05) de pigmentos. Los mayores
rendimientos de proteina se alcanzan en los cultivos con urea, y de carbohidratos,
lipidos y ARN en aquellos con nitrato o nitrito.

Enlafase est-2, enlos cultivos con urea se obtienen las mayores produccio-
nes de pigmentos (clorofilas a y b, y earotenos) y proteina. En los cultivos con
nitrato o nitrito se obtienen producciones similares de todos los constituyentes
analizados, proporcionando los mayores rendimientos de carbohidratos, lipidos y
ARN. En estafase se alecanzanlos mdximos rendimientos de todoes los constituyen-
tes celulares.

Composicion celular

El peso seco celular (PS) y peso seco libre de cenizas (PSLC) no son
afectados por la variacién en la fuente de N metabolizada (P > 0.1), pero sipor la
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Fig. 17. Evolucion temporal del pH extracelular en cultivos de Tetraselmis suecica con
diferentes fuentes de N.

fase de crecimiento (P < 0.001), no existiendo interaccién (P > 0.1). Para todas las
fuentes, el peso seco aumenta con la edad del cultive, desde 168 - 198 pg.cel en
la fase logaritmica hasta 269 - 352 pg.cel ! alos 10 dias de fase estacionaria (Tabla
XXIII). El mismo comportamiento muestra el peso seco libre de cenizas (PSLC),
aumentando de 144 - 175 pg.cel! a 211 - 284 pg.cel’1 (Tabla XXIII). Adn cuando
el incremento es continuo, el 96% se produce a partir del momento en que las
poblaciones entran en fase estacionaria. En la fase est-2, peso seco y materia
orgdnica son significativamente més altos en los cultivos con nitrato o nitrito que
en la urea.

El contenido en cenizas es afectado tanto por la fuente de N (P < 0.001)
como por la fase de crecimiento (P < 0.001), existiendo ademds interaccién
significativa entre ambos factores (P = 0.003). Esto implica que el efecto de la fase
no es el mismo para cada fuentede N, y viceversa. Esta interaccién es basicamente
debida a los valores de cenizas observados en los cultivos con amonio. Cuando
estos son eliminados del andlisis, la significacién de la F de interaccién disminuye
a0.02. Bajo estas condiciones, no existen diferencias (P > 0.05) entre los contenidos
de cenizas en la fase logaritmica (11.6 - 16.4% del PS) y est-1 (11.6 - 14.2%),
aumentando al 18.9 - 21.7% en la fase est-2 (Tabla XXIII). En los cultivos con
amonio, el contenido en cenizas disminuye hasta el 3.0% del PS cuando el
crecimiento se detiene.
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Tabla XXI). Producciones de biomasa seca, materia orginica, pigmentos y constituyentes
macromoleculares (mediarDT) en cultivos de Tetraselmis swecica con diferentes fuentes de N,

fase nitrato nitrito urea amonio
dia desde log 6. - 6 <] 6
inicio fase  est-1 18 18 18 11
logaritmica est-2 24 24 24 -
peso seco log 0.48+0.02 0.45+0.01 0.45+0.01 0.36+0.02
(g.I" est-1 1.83+0.01 1.67 £0.0b 1.31£0.05 0.51+£0.01
est-2 3.95+0.03 3.38+£0.31 2.41+0.25 -
PSLC log 0.41+0.02 0.40£0.01 0.38+x0.01 0.32+0.02
{g.I" est-1 1.57+£0.03 1.46+0.04 1.15+£0.03 0.49+0.01
est-2 3.18+0.01 2.74+0.23 1.88+0.18 -
clorofila a log 6.78+0.49 6.30+0.33 8.50+0.28 7.20+0.44
{mg.I") est-1 14.49+0.15 13.69+0.43 13.86+0.36 10.82+£0.563
est-2  29.62+0.79 28.81+0.51 33.39+2.71 -
clorofila & log 3.01+£0.25 2.77x0.14 3.81+0.19 3.26+0.27
{mg."} est-1 14.30+0.24 12.80+£0.47 12.70+1.16 498+0.12
est-2 15.20x0.41 15.39+£0.91 18.86+2.22 -
carotenos log 2.38+0.16 2.27+0.06 3.03+x0.05 2.62+0.15
(mg.I") est-1 552+0.12 5.28+0.16 5.36+£0.15 4.18+0.17
est-2 12.71£0.37 12.10+0.11 13.80+0.90 -
proteinas log 81.00+12.94 72.42+1.22 84.80+0.02 55.25+8.88
{mg.r*) est-1 282.20+41.88 358.44343.33 390.98+17.49 111.67+3.80
est-2  442.49+7.77 442.23x8.14 494.08+0.75 -
carbohidratos  log 30.70+4.35 29.00x0.06 26.07 £0.09 19.47 +0.95
{mg.i") est-1  131.93+£0.09 148,9923.01 91.08+3.17 36.26z20.78
est-2 188.88+5.43 186.03+£14.20 153.82+17.43 -
lipidos log 140.00+5.00 110.00+7.50 110.00+2.50 127.50+2.50
{mg.I") est-1  322.50+7.50 325.00+10.00 262.50+2.50 132.50+7.50
est-2 605.00+25.00 565.00+5.00 475.001+55.00 -
ARN log 27.50+1.80 23.69+£0.24 26.55+1.84 15.18+0.64
{mg.I"'} est-1 77.92+£1.39 68.85+7.16 68.46+£0.37 20.79+4.91
est-2 196.721+21.84 166.95+28.26 111.87+2.45% -




Resultados: T. suecica

Elcontenido celular de pigmentos(clorofilasa y b, y caroteno) sigue pautas
similares al de cenizas, con variaciones significativas en funcién de la fuente de
N, fase de crecimiento e interaccién significativa entre ambos factores. En este
caso la interaccién no desaparece al eliminar del andlisis Jos datos de los cultivos
con amotio,

Para cada fuente de N, los menores contenidos celulares de clorofila a se
observan al comienzo de la fase estacionaria, recuperdndose luego a valores
iguales alos dela fase logarftmica (Tabla XXIII). No obstante, como consecuencia
del incremento del peso celular, la clorofila ¢ disminuye del 1.8 - 2.3% del PSLC
en la fase logaritmica al 0.9 - 1.8% en la fase est-2 (Tabla XXIV). Para cada fase
de crecimiento, el efecto de la fuente de N sobre el contenido de clorofila e (pg.
cel’!) puede ordenarse: amonio > urea > nitrato = nitrito, seguin el test de Duncan
al nivel 0.05, excepto en la fase est-1 donde no existen diferencias significativas
entre los cultivos con urea y aquellos con nitrato o nitrito.

En el caso de la clorofila b, el an4lisis resulta mds complejo. No obstante,

para cada fase de crecimiento, los cultivos con amonio y urea tienden a presentar

" contenidos significativamente mas altos que los cultivos con nitrato o nitrito

(amonio = urea > nitrato = nitrito, Tabla XXIII). Los contenidos celulares en pg.

cel? tienden a aumentar con la edad del cultivo (Tabla XXIII), mientras como %

del PSLC varian entre 0.8 - 1.1% en la fase logaritmica e inicio de la fase

estacionaria, decreciendo luego al 0.5 - 0.6% en la fase est-2 en los medios con N
oxidado (Tabla XXIV).

El contenido celular de carotenos sigue el mismo patrén de comportamiento
que la clorofila a: amonio > urea > nitrato = nitrito, para cada fase, y fase log > fase
est-1 < fase est-2, para cada fuente (Tabla XXIII). El porcentaje respecto de la
materia orgédnica decrece del 0.7 - 0.8% en la fase logaritmica al 0.4 - 0.7% en la
fase est-2, correspondiendo los porcentajes mas altos a los cultivos con amonio y
urea (Tabla XXIV).

La relacién clorofila a:carotenos disminuye continuamente con la edad del
cultivo, desde 2.75 - 2.84 en la fase logaritmica a 2.33 - 2.42 en la fase est-2 (Fig.
18). La relacién clorofilas a:b decrece entre las fases log y est-1 desde 2.22 - 2.27
al1.01-1.11, exceptopara los cultives con amonio (2.20 en ambas fases), y aumenta
posteriormente a 1.78 - 1.96 en la fase est-2 (Fig. 18). '

La proteina celular soluble es afectada tante por la fuente de N (P < 0.001)
como por la fase de crecimiento (P < 0.001), no existiendo interaccién (P > 0.1).
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Tabla XXTII Peso seco celular, peso seco libre de cenizas (PSLC), y contenidos celulares de
pigmentos y constituyentes macromoleculares de Tetraselmis suecica cultivada con diferentes
fuentesde N en las fases logaritmica (log), inicio estacionaria (est-1) y estacionaria avanzada (est-
2) del ciclo de crecimiento.

fase nitrato nitrito urea amonio
peso seco log 168.19+1.34 179.30£1.61 195.82+7.41 198.14+4.45
{pg.cel) est-1 209.63+£2.32 197.55%0.79 171.86+0.34 181.28+3.03
est-2 351.69+35.21 339.20+38.40 269.26+58.25 -
cenizas log 14.50+0.30 12.54+0.99 16.39+£0.92 11.591+0.13
{% PS) est-1 14.21+0.95 12.63+£0.40 11.61x£0.50 2.98+£2.00
est-2 19.27+0.36 18.93+0.67 21.66+0.62 -
PSLC log 143.81x0.65 156.82+3.09 163.66+4.40 175.18x+4.19
{pg.cel) est-1 179.871+3.99 172.80+£0.09 151.99+0.66 175.95+6.58
est-2 284.04+29.69 274.72+28.85 210.59+43.95 -
clorofila a log 2.82+0.15 2.81+0.09 3.69+£0.09 3.98+0.07
(pg.cel) est-1  1.66+0.01 1.63+0.09 1.83+0.11 3.87+0.15
est-2  2.64zx0.21 2.89+0.12 3.73x+0.72 -
clorofila b log 1.25+0.086 1.24+0.04 1.65+0.07 1.80+0.01
(pg-cel™) est-1  1.64+0.02 1.52+0.02 1.67£0.10 1.78+0.03
est-2 1.35%0.11% 1.54+0.13 2.11+0.48 -
cargtenos log 0.89+0.06 1.01£0.01 1.31£0.01 1.45+0.03
{pg.cel) est-1  0.63+x0.0M 0.63x0.04 0.71+0.04 1.50+0.05
est-2 1.13+0.09 1.21+0.04 1.564+0.27 -
proteinas log 28.12+3.57 2B.62£0.17 36.79+0.26 30.37+2.53
{pg.cel’) est-1 32.38+4.69 42.39+4.00 51.50+0.63 40.00%+1.63
est-2  39.41+3.56 44.34 +1.81 54.65+6.09 -
carbohidratos log  10.66%1.16 11.46+£0.10 11.31x0.12 10,76 +£0.31
{pg.cel™ est-1 15.14+0.04 17.21+£0.35 12.00+0.03 12.99+£0.40
est-2 16.90x2.30 18.68+1.84 17.24+3.85 -
lipidos log 48.81+£0.11 43.85+1.00 48.08 +0.50 70.87x£4.16
{pg.cel} est-1 37.02+0.99 38.53+0.186 34.64+£1.45 47.47+3.13
est-2 53.74+3.58 b6.64+1.77 53.24x12.02 -
ARN log 9.58+0.31 9.36x0.01 11.62+£0.88 8.42+0.31
(pg-cel) est-1 8.94x0.13 8.20+1.07 9.03+0.24 7.46+1.83
est-2 17.76+3.84 16.80+3.21 12.36+1.13 -

M .: no analizado.
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Tabla XXIV. Composicion bioquimica, como porcentaje del PSLC, de Tetraselmis suecica
cultivada con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log), inicio estacionaria (est-1) ¥

estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

fase nitrato nitrito urea amonio
clorofila a fog  1.9620.11 1.79x£0.02 2.26+0.12 2.28+0.02
est-1 0.89210.03 0.94+0.05 1.20+0.07 2.21+0.17
est-2 0.93+0.02 1.06£0.07 1.781£0.03 -
clorofila b log 0.87+0.04 0.79+0.01 1.01£0.07 1.03£0.03
est-1 0.91+0.03 0.88+£0.01 1.10+£0.07 1.01£0.05
est-2 0.48+0.01 0.56 +0.01 1.0020.02 -
carotengs log 0.69+0.04 0.656+0.01 0.80+0.03 0.83+0.00
est-1 0.35+0.01 0.36 £0.02 0.47+0.03 0.85+0.06
est-2 0.40x0.01 0.45+0.03 0.74+0.02 -
proteinas log 19.55+2.39 18.25:+0.25 22.49:+0.44 17.38:1.86
est-1 18.07+3.01 2454+233 33.89+0.54 22.73x0.08
est-2 13.89+0.20 16.25x1.05 26.50+2.64 -
carbohidratos  log 7.41+£0.77 7.31£0.21 6.91+0.11 6.14x0.03
est-1 8.42+0.16 9.96+0.73 7.90x0.08 7.38+0.05
est-2 593+0.19 6.80+£0.04 8.16+0.13 -
lipidos log 33.84+0.08 28.59+050 28.61+0.30 40.42+1.41
est-1 20.68+0.09 22.30x0.10 22.79+0.87 26.95+0.77
est-2  19.00+£0.73 20.78x1.54 25.19+0.45 -
ARN log 6.66+0.18 5.97+0.12 7.03+0.35 4.81+0.06
est-1 4.98+0.18 4.75x0.62 £5.94+0.,14 4.21+0.88
est-2 6.18+0.71 6.06+0.53 6.02x0.72 -

- no analizado.

Para cada fuente de N, el contenido celular en pg.cel! aumenta con la fase de
crecimiento: logaritmica < est-1 < est-2 (Tabla XXIII). No obstante, cuando se
expresa como % del PSLC, la proteina aumenta durante la fase logaritmica,
alcanzando su médximo valor al comienzo de la fase estacionaria (18.1 - 33.9%) y
decreciendo posteriormente en la fase est-2 (13.9 - 26.5%) (Tabla XXIV). Las
células cultivadas con urea presentan los contenidos celulares mas altos en todas
las fases (Tabla XXIII), no existiendo diferencias significativas entre nitrato y

nitrito.

Los carbohidratos no presentan variaciones significativas en funcién de
la fuente de N (P > 0.1) pero si en funcién de la fase de crecimiento (0.01 > P >
0.001). Su contenido se mantiene estable en torno al 6 - 8 % de la materia orgdanica

(Tabla XXIV), excepto para los cultivos con nitrito en fase est-1 que aumenta al
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Fig. 18. Evolucién de las relaciones entre pigmentos a lo largo del ciclo de crecimiento en
cultives de Tetraselmis suecica con diferentes fuentes de N,

10.0%. No obstante, se observa un incremento significativo y continuo desde 10.7
-11.5pg.cel*hasta 16.9- 18.7 pg.cell alolargo del tiempo de cultivo (Tabla XXIII).

El contenido celular de lipidos es afectado tanto por la fuente de N (0.01 >
P >0.001) como por la fase de crecimiento (P = 0.001), sin interaccién significativa
(P > 0.1). El contenido celular (pg.cel}) alcanza un minimo al comienzo de la fase
estacionaria, recuperandose luego a valores superiores alos de 1a fase logaritmica
(Tabla XXIII). No obstante, y debido al incremento del peso celular, el porcentaje
que los lipidos representan en la materia organica total decrece continuamente
desde el 28.6 - 40.4% en la fase logaritmica hasta el 19.0 - 25.2% al final del cultivo
(Tabla XXIV). Las células cultivadas con amonio presenta siempre los valores més
altos de lipidos, no existiendo diferencias significativas entre los cultives con las
restantes fuentes nitrogenadas.

El contenido de ARN es tinicamente afectado por la fase de crecimiento
(0.01> P> 0.001). Los contenidos celulares de ARN no difieren entre el crecimiento
exponencialy el comienzo dela fase estacionaria, incrementdndose posteriormen-
te con el transcurso de la fase estacionaria (Tabla XXIII). Su contenido como % del
PSLC se mantiene en torno al 5 - 7 %, con ligeras variaciones segin la fase de
crecimiento (Tabla XXIV). '

La relacién lipidos:proteinas decrece hasta alcanzar la fase estacionaria

(1.30 - 2.36 a 0.67 - 1.19), aumentando posteriormente con el envejecimiento del

cultive (0.96 - 1.37) (Fig. 19A). La relacién lipidos:carbohidratos sigue la misma
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Fig. 19. Evolucion de las relaciones entre constifuyentes macromoleculares a lo largo del
ciclo de crecimiento en cultivos de Tetraselmis suecica con diferentes fuentes de N. carb:
carbohidratos; pro: proteinas; lip: lipidos.

tendencia, con valores mdximos en fase logaritmica {(3.80 - 6.58) y minimos al
comienzc de la fase estacionaria (1.56 - 3.65) (Fig. 19A). La relacién entre los
carbohidratos y la proteina soluble celular se mantiene en valores del 0.3 - 0.5 a
lo largo de todo el cultivo, con una tendencia al incremento dentro de este rango
(Fig. 19B). La relacién ARN:proteinas (Fig. 19B) decrece entre la fase logaritmica
(0.28 - 0.34) y comienzo de la estacionaria (0.18 - 0.28), para alcanzar posterior-
mente su méximo valor en la fase estacionaria avanzada (0.38 - 0.45), con
excepcién de los cultivos con urea (0.23), debido al alto contenido proteico de estas
células.

Perfil de acidos grasos (Tabla XXV)

El contenido total de 4cidos grasos tiende a aumentar con el tiempo de
cultivo, alcanzando el maximo al comienzo de la fase estacionaria o al final del
cultivo. En la fase logaritmica las células cultivadas con amonio presentan los
contenidos mds altos en dcidos grasos, con 126 mg por g de peso seco (Tabla XXV).
Al comienzo de la fase estacionaria los contenidos celulares aumentan hasta 135
- 162 mg.g! PS, variando en la fase est-2 entre 106 - 147 mg.g’! PS.

El perfil de 4cidos grasos de Tetraselmis suecica incluye los siguientes:

*saturados: 14:0, 16:0 y 18:0.
*monoinsaturados: 16:109, 18:109 y 20:109.
*diinsaturados: 16:2w6, 16:204, 18:206 v 20:206.
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Tabla XXV. Composicion de acidos grasos, como % del total y mg por g de PS, de Tetraselmis
suecicacultivadacon diferentes fuentes de Nen lasfases logaritmica (Jog), inicio estacionaria (est-
1) y estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

nitrato nitrito
log est-1 est-2 log est-1 est-2

AG % mg % .mg % mg % mg % mg % mg

14.0 028 031 025 041 044 059 052 040 031 043 033 049
16:0 1522 1678 1530 2476 1929 2573 1866 1449 1530 21.46 1674 2468
1619 492 542 449 726 482 643 556 432 506 710 442 652
16:2w06 028 031 0219 033 038 051 & . & - - 005 0.07
16204 - - 005 009 tr tr 043 034 019 026 026 039
16:306 041 046 059 0985 08 107 040 031 070 0988 061 080
18:0 011 012 009 014 025 033 023 018 fr tr 017 024

16:303 167 185 134 217 142 190 166 120 152 213 138 201
181109 699 770 1477 2380 1560 2081 779 605 1305 1831 1542 2274
16403 2003 2208 1715 2776 19.01 2535 2055 1596 20.33 2851 1836 2707
18:206 349 385 427 69 371 484 297 230 321 451 341 503
18:306 047 051 117 18 085 114 08 077 151 212 101 1.49
18303 2419 2667 1982 31.75 1614 2153 2094 1626 19.34 2713 1788 2636
201109 126 138 086 13% 070 083 131 102 088 123 088 130
18403 1065 1175 550 890 412 548 997 775 794 1113 609 898
20:206 065 071 041 066 041 054 082 064 tr 042 062
Az12M 094 104 107 173 088 117 098 076 169 242 090 086

20:306 - - 042 068 r tr tr tr - - fr tr
20:406 063 068 087 157 076 101 0B84 065 084 118 087 129
20:303 046 051 Ot tr tr tr tr tr tr tr tr tr

20:403 114 125 114 185 1144 152 09 070 123 173 0863 092
20:503 573 631 1033 1672 857 1144 447 347 860 1206 941 1388

21:503 049 054 - - 069 082 tr tr tr tr 0.44 065
tolal(mg.gtPS):  110.23 161.84 13337 77.66 142.70 147.45
%(S+MI): 28.77 35.75 41.10 34.08 34.01 38.29
%PI; 71.23 64.25 58.90 65.92 65.99 61.71
(S+MI/PI: 0.40 056 0.70 0.52 0.52 062
wBlw3: 0.08 0.15 0.14 0.11 0.11 012

1 Al no identificado, siendo i el tiempe de retencion relativo; @ -: no detectado; @ tr; traza.
AG: acido graso; S: dcidos grasos saturados; MI: monoinsaturados; PI: polinsaturados.

*triinsaturados: 16:306, 16:3037, 18:306, 18:3w:3 y 20:3:3.
*tetrainsaturados: 16:403, 18:403, 20:406 y 20:403.
*pentainsaturados: 20:503.

El 20:306 aparece en cantidades traza en algunas muestras, al igual que el
20:3w3 en la mitad de las muestras. Se observa un pico correspondiente con el del
21:503 del patrén cualitativo PUFA-3, cuyaidentidad no pudo ser confirmada por
espectrometria de masas.
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Tabla XXV (continuacién). Composicion de acidos grasos, como % del total y mg por g de PS,
de Tetraselmis suecica cultivada con diferentes fuentes de N en las fases logaritmica (log), inicio
estacionaria (est-1) y estacionaria avanzada (est-2) del ciclo de crecimiento.

urea amonio
log est-1 est-2 log est-1

AG % mg % mg % mg % mg % mg

14:0 028 0.25 0.26 0.35 028 029 024 030 0.33 0.45
16:0 16.04 1425 1354 18.31 1815 1924 1202 1495 1224 1690
16:1w9 5.10 453 510 6.89 269 285 557 693 416 575
16:2w6 0.36 0.32 0.21 0.28 014 . 015 032 040 0.61 0.84
16:2w4 0.14 012 tr tr 010 0N - - 013 0.18
16.3w6 0.42 0.38 057 076 035 037 070 162 093 1.29
18.0 0.17 015 016 0.21 026 027 tr tr 0.28 038
16:3w3 216 192 1.49 202 1.0 111 222 276 1.57 217

18:1w9 6.76 6.01 6.70 9.06 877 930 5§15 332 4.46 6.15
16:4w3 2113 1877 2071 2802 1650 17.49 2383 1171 2311 31

18:2w6 315 2.80 342 463 459 486 303 377 473 6.53
18:3w6 0.44 0.39 1.18 1.60 1.15 1.22 1.37 1.70 1.38 1.91
18:3w3 23.50 2088 2236 30.25 2214 23.47 2268 2821 2473 34186
20:1w9 1.18 104 076 1.03 1.42 151 085 1.05 0.82 1.13
18:4w3 9.27 824 1016 13.74 7.40 7.84 94z t11.71 9.24 12.75
20:2w6 0.60 053 048 0.64 060 0.64 072 089 0.58 0.80
A212M 1.66 1.47 1.94 262 1.24 1.32 202 251 1.44 1.99
20:3w6 Otr tr tr tr 031 033 @ . - tr tr
20:4w6 0.50 0.4 0.91 1.23 1.01 1.08 107 133 0.85 117
20:3w3 0.34 030 060 0.81 024 025 tr tr tr tr
20:4w3 122 1.08 1.22 1.65 116 1.23 1.0 1.3 0.82 113
20:5w3 5.08 4.53 8.24 11.15 839 995 683 850 6.96 9.61
21:5w3 0.49 0.44 nc nc 044 047 081 113 0.33 0.46
total (mg.g*PS): 88.86 135.27 106.00 124.35 138.10
%(S+MI): 2952 26.51 3220 23.83 2258
%PI; 70.48 73.49 67.80 7617 77.42
{S+MIYPI; 0.42 036 0.47 0.31 0.29
wh/w3: 0.08 0.10 0.14 0.11 0.14

M Di: no identificado, siendo i el iempo de retencién relative; @ -: no detectado; ® tr: traza.
AG: 4cido graso; S: dcidos grasos saturados; MI: moneinsaturades; Pl: poliinsaturados.

Losprincipales dcidos grasos cuantitativamente son e116:0(12.0- 19.3% del
total), 16:109 (2.7 - 5.6%), 16:403 (16.5 - 23.8%), 18:109 (4.5 - 15.6%), 18:206 (3.0
-4.7%), 18:3w3 (16.1 - 24.7%), 18:403 (4.1 - 10.7%) y 20:503 (4.5 - 12.1%).

Durante el crecimiento logaritmico no existen diferencias en los perfiles de
Acidos grasos de las células cultivadas con diferentes fuentes de N. Esto se
mantiene para los cultivos con nitrato y nitrito a lo largo de todo el cultivo. Sin
embargo, a partir de la fase estacionaria, los cultivos con urea y amonio se
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comportan de modo diferente. En los medios de urea o amonio, el o~linolénico y
octadecatetraenoico (18:453) mantienen porcentajes més altos durante todo el
crecimiento. En general, el porcentaje de poliinsaturados es mas alto en los
cultivos con urea y ameonio a lo largo del cultivo.

Los 4cidos grasos saturados + monoinsaturados (S+MI) y poliinsaturados
(PI) se mantienen en una relacién préxima a 30:70 durante el crecimiento
logaritmico e inicio fase estacionaria. En los cultivos con nitrato y nitrito esta
relacién cambia hasta 40:60 (S+MI):P1 al final del cultivo, mientras en los cultivos
con urea se mantiene en valores préximos a 30:70.

Larelacién entre dcidos grasos polinsaturados de las series @6y 03 (06/o3),
aumenta con la edad del cultivo, de 0.09 - 0.11 en la fase logaritmica a 0.12 - 0.14
al final del cultivo.

El % del total de los acidos grasos saturados alcanza generalmente un
minimo al comienzo de la fase estacionaria. Palmitoleico y eicosenoico tienden a
ser mas abundantes durante el crecimiento logaritmico, excepto el 20:152 en el
medio de urea donde presenta niveles mas altos en la fase est-2. En las fuentes de
N oxidado la abundancia relativa del oleico aumenta continuamente con la edad
del cultivo, mientras en el medio con urea aumenta sélo a Io largo de Ia fase estacionaria.

Los niveles mas altos de 20:206 (y 16:206 en el medio de urea) se chservan
en la fase logaritmica, mientras 16:2086, 18:206, 16:306 y 18:306 son mis
abundantes(% del total} enla fase est-1 o est-2. Los mayores porcentajes de 16:3w3
¥ 18:303 se observaron en la fase logaritmica.

El 16:403 y el 18:403 son mds abundantes en la fase logaritmica o al
comienzo de la fase estacionaria (urea). Los mayores contenides de 20:4m6 y
20:5023 se observan en la fase estacionaria, mientras el 20:403 se mantiene
constante a lo largo del cultive.

El contenido absoluto en cualquier 4cido graso saturado (mg.g! PS)
aumenta continuamente a lo largo del ciclo de crecimiento. Los Acidos grasos
mono- y poliinsaturados tienden a alcanzar los valores maximos al comienzode la
fase estacionaria, manteniéndose o decreciendo posteriormente.

Los contenidos m&s altos en 4cidos grasos eseniales fueron (mg.gt PS):
a-linoleico, 6.91 (nitrato, est-1), y-linolénico, 2.12 (nitrito, est-1}, a—linolénico,
34.16, (amonio, est-1); araquidénico, 1.57 (nitrato, est-1), EPA, 16.72.
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ENSAYOS SOBRE EL EFECTO TOXICO DEL AMONIO A ELEVADAS
CONCENTRACIONES

Disero experimental

Debido a la inhibicién del crecimiento observada en los cultivos de D.
tertiolecta, T. suecicay P. tricornutum a concentraciones de sulfato aménico 2 mM
(4 mM de amonio), nos planteamos analizar si este efecto inhibitorio es debido a
latoxidad del amonio, o al deseenso del pH extracelular observado en estos medios.
Al mismo tiempo, se plantea comprobar si el aumento del pH extracelular
observado en los cultivos con nitrato influye sobre el crecimiento observado enlos
cultivos de estas microalgas.

En este ensayo, las microalgas T suecica y P. tricornutum se cultivaron con
nitrato sédico o sulfato aménico como fuente de N. De cada una de las fuentes de
N se establecen dos series de cultivos: una de ellas tamponada con HEPES-NaOH
20 mM y otra sin tampén'. En todos los casos la concentracién final de nitrégeno
en el medio es de 4 mg.4tom N.I'L.

Los cultivos se realizan en botellas de 500 ml con 300 ml de medio de cultivo,
manteniendo las condiciones experimentales citadas en el apartado de "Cultivo",
con excepcién del tamponamiento del medio. Los cultivos se mantienen aireados,
mediante un turbosoplante con filtracién del aire a 0.25 pm mediante filtros
Millipore, y un flujo de 2 LminL.

Los inéculos se toman a partir de cultivos "stock” en medio con nitrato y en
fase exponencial tardia de crecimiento, afiadiéndose el volumen necesario para
obtener una densidad celular inicial de 0.5 x 10° células.ml* para T suecicay 1.5
x 108 células.ml para P. tricornutum.

En cada cultivo se determina diariamente la densidad celular y el pH del
medio. Los andlisis por citometria de flujo y determinacién de la tasa de
fotosintesis se iniciaron el primer dia en que se observaron cambios en el pH del
medio con amonio no tamponado. Esto correspondié a dias diferentes (3% 0 4° dia
de cultivo) segiin la experiencia y especie, y las figuras se presentan en funcién
del dia de analisis.

131



Variabilidad bioquimica de microalgas marinas

7
54 20 nitrato ]
— T ®-—e nitroto + hepes ?
©w A-—-4 gmMORiQ
' 5l 4-~-a cmonio + hepes /'
: ] } 7
- 47 )
L 0,///;
E 3 /}”
. 1
2 24 .
> - |
s o ,:é: T 1T % ____ ‘}
il o5t
. . ||=-=-—..:.g-“é.
Fig. 20.A. Crecimiento en 0 ; - - | ‘ / | |
cultivosde 7' suecicaen medios 0 L 2 3 5 6 7 8
con nitrato o amonio, tampo- dies de cultivo
nados o no con HEPES 20 mM.
9.5
5.0+ o,
85+ ,g.“—'-—_._‘g I l/o
8.0 ¢ o1 "E‘ - .
T e R
7.0l . Rt S i
L, 651 5 )
P60l \\I
554 A
50 T 1 \\
451 ©—0 niirato \_l |
Fig. 20.B. Evolucién delpHen 5.0 3722 OUSIF"Pes el e
cultivos de T swecicaenmedios  3.5T 4-—-4 omonio+hepes 2 I
i : 3.0 + + ; t + + +
con nitrato o0 amonio, a 1 2 3 4 M 5 7 B
tamponados o no con HEPES 20 dias de cultivo
mM. ‘

Crecimiento y pH extracelular (pHe)

El tamponamiento del medio no incrementa el crecimiento durante el
periodo ensayado (8 dias) cuandola fuente de N es nitrato sédico (Figs. 20Ay 21A),
aun cuando en estos cultivos el pH del medio aumenta por encima de 8 a partir del
2° dia de cultivo cuando no se tampona el medio (Figs. 20B y 21B). Sin embargo,
el crecimiento es inhibido en los medios de amonio no tamponados a partir del 3¢*
6 42 dia de cultivo, coincidiendo en ambas especies con una fuerte disminueién del
pH extracelular. No se produce una inhibicién del erecimiento relacionada con la
alta concentracién de amonio, siendo similares los crecimientos con amonio
tamponado a los observados en nitrato tamponado.

En ambas especies, el tamponamiento del medio ¢con Hepes-NaOH 20 mM
pH 7.5 permite mantener el pH extracelular en valores éptimos durante el periodo
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Tabla XXVI.- Tasa de crecimiento (%, doblajes.dia™) en cultivos de T suecicay P. tricornutum
en medios con nitrato 0 amonio, tamponados o no con HEPES 20 mM.

Medio de cultivo

nitrato nitrato + HEPES amonio amonio +HEPES
T. suecica 0.51+0.04 0.48 £0.01 0.47+0.05 0.491+0.01
P. tricornutum 0.65:0.06 0.60+0.01 0.63:0.07 0.60+0.07

experimental, atin cuando se produzca un aumento continuo en los medios con
nitrato y una disminucién continua en aquellos con amonio, de un pH inicial 7.6
a un pH final entre 6.9 y 7.8 (Figs. 20B y 21B).

La tasa de crecimiento obtenida en los diferentes medios no difiere ni en
funcién de la fuente de N ni en funcién del tamponamiento del medio (Tabla
XXVI), para las dos microalgas. Las tasas de crecimiento obtenidas en los medios
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19

4° dia P. tricornutum

3e dia T. suecica

4o

6° dia 1 7°dia

Fig. 22. Histogramas de la fluorescencia emitida por el fluorocromo diclorofluoresceina
(DCF) que reflejan los cambios del pH intracelular (eje X) en células de 7. suecica y P.
tricornutum cultivadas con nitrato o amonio en medios tamponados o no con HEPES 20 mM.
El analisis se inici6 el dia de cultivo que se observaron variaciones en el pH del medio con
amonio. En el eje Y se representa el nimero de células correspondiente a cada uno de los
canales de fluorescencia.
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Fig. 23. Histogramas de fluorescencia de la clorofila a de células de T. suecicay P. tricornutum
cultivadas con nitrato ¢ amonio en medios tamponados o no con HEPES 20 mM. El analisis se
inici6 el dia de cultive que se observaron variaciones en el pH del medio con amonio. En el eje
X se representa la autofluorescencia celular (expresada en nimeros canales) y en el eje Y el

numero de células.
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q L

con nitrato no tamponados, en los cuales se produce un aumento del pH
extracelular, es superior a aquella observada en los medios tamponados: 0.65
doblajes.dia! (P. tricornutum)y 0.51 doblajes.dia* (T suecica)frente 2 0.60y 0.48
doblajes.dia’!, respectivamente.

PH intracelular (pHi) y autofluorescencia

Las células de T. suecica cultivadas con amonio no tamponado muestran un
aumento en el pHi (Fig. 22) a medida que disminuye el pHe a lo largo del periodo
experimental. La moda de la distribucién (unidades arbitrarias de pH) aumenta
de 626 el tercer dia de cultivo (pHe = 4.42) a 1568 el sexto dia (pHe = 3.27). En el
medio con nitrato no tamponado, en el que el pH extracelular aumenta a lo largo
del cultivo de un valor inicial de 7.60 a 8.82, y en los medios con nitrato o amonio
tamponados, enlos que el pH se mantiene en el rango 7 - 8 durante todo el perfodo,
no varia el pHi a lo largo del tiempo de cultivo (Fig. 22). Tampoco se observan
diferencias si se comparan entre ellos para un mismo dfa de cultivo. Las células
cultivadas con amonio tienden a presentar una fluorescencia de la clorofila a
ligeramente mayor a lo largo del periodo experimental (Fig. 23).

El pHi de las células de P. tricornutum cultivadas con amonio es més alto
que aquel observado en los restantes medios (Fig 22). A dia 4 de cultivo, la moda
de la distribuci6n para los cultivos con ameonio (pHe = 3.74) es de 358, mientras en
los restantes cultivos (pHe = 7.37 - 8.70) los valores de la moda varian entre 122
¥ 144. Estas diferencias en el pHi se mantienen durante el tiempo de cultivo. No
hay variaciones en la fluorescencia de la clorofila e hasta el tltimo dia de ana4lisis,
cudndo tanto el anélisis de la autofluorescencia eelular como el del pHi reflejan
una desorganizacién celular (Fig. 23).

Tasa de fotosintesis

Enlafig. 24 se representa la tasa de fijacién de C en base a la clorofila a (P,
chlorophyll a-specific carbon assimilation rate). Los cultivos de ambasespecies en
amonio no tamponado a dia 4 muestran tasas fotosintéticas mayores a lo largo de
todo el periodo de luz. No obstante, a dia 7 esta tasa difiere de aquella de los
cultivos en amonio tamponado sélo durante la primera hora de luz en el caso de
T. suecica; en el caso de P. tricornutum, los cultivos en amonio no tamponado
presentan sélo una asimilacién residual de C, conun contenido de clorofila de 0.10
pg.cel’l frente a 0.40 - 0.51 pg.cel™ en los restantes medios.
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Fig. 24. Tasa fotosintética de T. suecica y P. tricornutum cultivadas en medios de nitrato o
amonio, tamponados o no con HEPES 20 mM. N: nitrato; NT: nitrato tamponado; A:
amonio; AT: amonio tamponado.

En ambas especies, la 1inica diferencia entre los medios tamponados se
observa en una mayor asimilacién de C durante la primera hora y media de Iuz

cuando la fuente de N es amonio, igualandose a partir de este momento del ciclo
de luz.

La produccién de C a lo largo del periodo de luz (mg.ml! de cultivo) sigue

cinéticas diferentes enfuncién de lafuente de N del medic (Fig. 25). La asimilacién
es siempre mas rapida en los cultivos con amonio que en aquellos con nitrato,
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Fig. 25. Produccion de C por volumen de cultivo de T. suecica y P. tricornutum cultivadas
en medios de nitrato o amonio, tamponados 0 no con Hepes 20 mM, a dia 7 de cultive. N:
nitrato; NT: nitrato tamponado; A: amonio; AT: amonio tamponado.

independientemiente del tamponamiento del medioc. En los medios con nitrato
tamponados, la pendiente es mucho mas pronunciada que cuando el medio no es
tamponado, alcanzandose en los primeros valores de C asimilado equivalentes a
los medios de amonio a la hora y media - dos horas del ciclo de luz, por tiempos
superiores a las 5 h en los cultivos con nitrato no tamponado.
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CRECIMIENTO Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE JUVENILES DE
MEJILLON GALLEGO (Mytillus galloprovincialisbmk) ALIMENTADOS
CON DIETAS DE MICROALGAS VIVAS

El cultivo extensivo de mejillén es una actividad de creciente importancia
econdmica en diferentes dreas geogéaficas. La semilla del mejillén se ha obtenido
tradicionalmente a partir de colectores sobre bateas o de bancos naturales en el
litoral (Marifio et al., 1983; Dardignac-Corbeil, 1990). Las primeras etapas del
cultivo (semilla y juveniles) son criticas en el cultive de moluscos bivalvos, y
mejoras en la produccién requieren mejoras en las calidad de la semilla.

Se ha estudiado ampliamente el valor nutricional de diferentes especies
microalgales para almeja y ostra, pero sélo se han realizado unos pocos estudios
con juveniles de mejillén (p. ej., Walne, 1970; Stromgren y Cary, 1984). Muy poco
se conoce acerca de los requerimientos nutricionales del mejillén en las primeras
etapas del desarrollo (Hawkins y Bayne, 1991).

El mejillén es, por otra parte, utilizado como organismo test o bioindicador
en la investigacién ambiental marina, habiéndose realizado un importante
nimero de trabajos sobre su biologia. Los resultados obtenidos en laboratorio
mejoran notablemente con una alimentacién adecuada (Martinez-Expésito et al.,
1994). Las especies microalgales utilizadas como alimento deben tener también
unaimportante influencia sobre los resultados obtenidos a partir de experimentos
fisiolégicos.

La dieta algal debe aportar los nutrientes requeridos por los juveniles de
bivalvos, proporcionando la energia necesaria para satisfacer las demandas
metabélicas y crecimiento. El valor alimenticio de una especie microalgal depende
de su tamafo eelular, digestibilidad, toxicidad y composicién bioguimica (Webb y
Chu, 1983). Las dietas mixtas, constituidas por mas de una especie microalgal,
generalmente han promovido un mejor crecimiento que las dietas monoalgales
(Stromgren y Cary, 1984).

Un procedimiento iitil para la evaluacién de diferencias en el valor alimen-
ticio es estimar las eficiencias de crecimiento relativas de los organismos alimen-
tados con diferentes dietas. La importancia de suministrar una dieta adecuada es
muy clara: el crecimiento serd mas rapido y mas eficiente, Ia semilla alcanzara un
tamafio superior y repondera mejor en el momento de ser transferida al medio
natural (Laing y Millican, 1986}.
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El objetivo del presente estudio es evaluar el valor como alimento de
diferentes dietas microalgales para semilla de mejillén Mytilus galloprovincialis
Lmk, medido en términos de tasa de crecimiento, composicién bioguimica y
eficiencia de conversién del alimento suministrado.

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron tres microalgas marinas, D. tertiolecta (Chlorophyceae), T.
suecica (Prasynophyceae) y P. tricornutum (Bacillariophyceae), cultivadas tal y
como se describe en el apartado de '"Cultivo", con nitrato como fuente de N. Los
cultivos se utilizaron durante el crecimiento exponencial.

Losjuveniles de mejillén se recogieron de la Ria de Arousa, Galicia, Espaiia.
A la llegada al laboratorio, se seleccionaron individuos entre 6 y 13 mm y se
distribuyeron aleatoriamente en grupos de 20 individuos. Un grupo se utilizé para
medir lalongitud y el volumen; luegola vianda se separé y mezclé, almacenandose
la muestra a -20°C hasta el andlisis bioquimico; este grupo representa los
mejillones "salvajes”. Los restantes grupos se alimentaron con 7. suecica durante
un tiempo de aclimatacién de 7 dias; después se mezclaron y los mejillones se
redistribuyeron aleatoriamente en grupos de 20 individuos. No se proporcioné
alimento durante las 24 h previas al inicio de los experimentos de alimentacidn.

Los mejillones se cultivaron en tanques cilindricos de 11 de capacidad con
agua de mar natural filtrada a 0.45 pm y tratada con luz ultravioleta. Los tanques
se mantuvieron en una cdmara de cultivo a 18+1°C y 12:12 h luz:oscuridad. Se
proporcioné aireacién para mantener una tensién de O, adecuada y evitar la
sedimentacién del alimento. El pH del agua utilizada fue 7.9. Los tanques se
vaciaron, limpiaron y rellenaron con agua de mar filtrada dos veces por semana.
Cada dia, el agua de mar de los tanques se filtré (5 pm) para retirar las heces y
pseudoheces, se registré el pH y se retiraron y midieron los mejillones muertos.

La duracién de los experimentos fue 60 dias. Las dietas algales testadas,
tanto monoalgales como mixtas, fueron: T. suecica (dieta Ts), D. tertiolecta (dieta
Dt), P. tricornutum (dieta Pt), T suecica + D. tertiolecta (dieta TsDt), T suecica
+ P. tricornutum (dieta TsPt), y D. tertiolecta + P. tricornutum (dieta DtPt),
manteniéndose asimismo un control no alimentado.

Durante el periodode aclimatacién, el alimento suministrado seiricrementé
gradualmente, estableciéndose en un nivel dietario de 1.20 mg de biomasa seca
algal por mejillon y dia. Esta racién alimenticia se suministré en varias dosis alo
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Tabla XXVIL Longitud y volumen iniciales de juveniles del mejillon M. galloprovincialis para
experimentos de alimentacion con diferentes dietas microalgales (I.C. = intervalo de confianza).

longitud {mm) volumen {mm?3)

Dieta media I.C. 95% media 1.C. 95%
Ts 10.07 9.78-10.38 93.06 84.55-102.42
Dt 9.03 8.12 -10.03 70.00 50.00-97.00
Pt 10.62 9.83-11.27 116.32 96.23-140.62

TsDt 10.38 10.00-10.70 100.01 85.66-116.77

TsPt 8.86 8.16-9.61 . 70.96 57.30-87.87

DtPt 8.52 8.06-8.92 62.03 51.44-75.66

Dietas: T. suecica (Ts), D. tertiolecta (Dt}, P. tricornuturn (Pt} y dietas mixtas {1:1 en peso seco).

largo del periodo de luz. Antes de afadir las suspensiones algales, se retiraba de
los tanques un volumen de agua de mar equivalente al volumen de suspensién
algal, para mantener un volumen constante.

" Se establecieron densidades celulares equivalentes en base al peso seco
celular de las diferentes especies microalgales utilizadas. Para las dietas mixtas,
las raciones se ajustaron de modo que cada microalga contribuyé a la racién en
igual peso seco.

Laracién alimenticia se incrementé hasta 1.81 mg debiomasa seca algal por
semilla y dia a lo largo del pericdo experimental.

Las condiciones iniciales de las diferentes dietas experimentales se presen-
tan en la Tabla XXVII.

Se registré el crecimiento en longitud y volumen a intervalos periédicos tal
y como se describe en "Materiales y Métodos”. Al final de los experimentos, se
separé la vianda de los mejillones alimentados con cada dieta y se liofilizé. El
andlisis bioquimico de la carne liofilizada se realizé tal y como se describe en
"Materiales y Métodos",

Resultados

Crecimiento en longitud de la concha

Enla fig. 26 se representa la evolucién temporal de la longitud de la concha
paracadadieta. El crecimiento tiende a ajustarse a curvas, con puntos de inflexién
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Tabla XXVIIL Comparacion de las lineas de regresion obtenidas para el crecimiento en longitud
de la concha de juveniles de mejillén alimentados con diferentes dietas microalgales. X: tiempo
(dias); Y: Ln(longitud) medio.

Desviaciones de la

Coeficiente de regresion
gl Ix? Zxy Iy? regresién g.l. sC CM
Dentro

Ts 3 99675 2792 0.00820 p0.c0280 2 0.00038 0.0001%9
Dt 3 99675 0688 0.00061 0.00069 2 0.00014  0.00007
Pt 3 1010.00 1.443 0.00211 0.00143 2 0.00005  0.00002
TsDt 3 1010.00 2.885 0.00838 0.00286 2 0.00014  0.00007
TsPt 3 99875 3954 0.01616 0.00398 2 0.00051  0.00025
DtPt 3 968.76 0.862 0.00082 0.00086 2 0.00008  0.00004
12 0.00128  0.00011
Combin W18 6011.00 12624 0.03628 0.00210 17 0.00977  0.00057
Diferencia entre pendientes: 5 0.00848 0.00170

Comparacion de vanianzas residuales: F= 2.00 P>0.05

(Test de Barlett}
Comparacion de pendientes: F =15.85(5,12) P<0.04

sobre el dia 18 de cultivo. En funcién de ello, el periodo experimental se dividié en
dos subperiodos: el primero, hasta el dia 18, y el segundo después del dia 18.
Utilizando regresién lineal se ajustdé a una recta el crecimiento en cada uno de
estos subperiodos; los coeficientes de regresién se compararon mediante anélisis
de covarianza. Las pendientes no fueron significativamente diferentes durante el
primer periodo experimental (P > 0.05). Las diferencias aparecen en el segundo
periodo experimental. En la Tabla XXVIII se presentan loz resultados del
ANCOVA para los datos del segundo periodo experimental. Dado que se observa-
ron diferencias significativas, se realizé una comparacién de las pendientes entre
la dieta de T. suecice (Ts) y cada una de las restantes dietas (analisis no
mostrados). No se observaron diferencias significativas entre los coeficientes de
regresién obtenidos en las dietas Ts, TsDt y TsPt (P > 0.05); el coeficiente de la
dieta Ts si fue significativamente diferente de las pendientes para las dietas Dt,
Pty DtPt(0.05 > P> 0.01). La pendiente para la dieta Dt no fue significativamente
diferente de 0 (P > 0.05).

Apartir de estosresultados, las dietas se dividieron en dos grupos. Las tasas
de crecimiento mds altas se obtuvieron con dietas que contienen T. suecica (Ts,
TsDty TsPt); entre ellas, la dieta mixta TsPt soport6 el mejor crecimiento alo largo
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2.74 OTs ¥ TsDt
—_— ¢ Dt 0" TsPt
© .
3 & Pt DtPt
x
(o))
c
°
c
-
dias
Dias1-18 Dias 18 -61
b, b, (x109) r b, b, (x10%) r
Ts 2.20+0.03 1141207 0.988 2.48+0.02 2.81+0.44 0.978
Dt 2.20¢0.01 8.865+0.81 0.893 2.35+0.01 0.69+0.26 0.891
Pt 2.35:0.00 7.37£0.16 0.999 2.4620.01 1.43t0.16 0,983
TsDt 2.33+0.01 10.6940.71 0.999 2.49+0.01 2.8610.26 0.990
TsPt 217+0.01 12.14+£0.89 0.889 2.34£0.02 3.96x0.50 0.978
DtPt 2.14£0.03 11.41£2.11 0.978 2.33+0.01 0.86x0.20 0.937

Fig. 26, Crecimiento en longitud de la concha de juveniles de mejillon alimentados con
diferentes dietas microalgales: T. suecica (Ts), D. tertiolecta (Dt}, P. tricornutum (Pt), y dietas
mixtas (1:1 en peso seco). Las equaciones de las rectas, para los dos periodos de crecimiento,
se ajustaron mediante regresién por minimos cuadrados: Y =b +b, X; donde Y es la longitud
como Ln(long), y X el tiempo en dias. Los coeficientes obtenidos (media+ES) se dan bajo la

figura.

de todo el periodo experimental. En las restantes dietas se observaron tasas de
crecimiento inferiores.

Los mismos patrones de crecimiento se observan cuando se comparan los
histogramas de talla paralas diferentes dietas (Fig. 27). En las dietas que incluyen
T. suecica (Figs. 27A, D, E), y en la dieta de P. tricornutum (Fig. 27C), la
distribucién de tallas presenta un desplazamiento continuo a clases de mayor
tamaifio durante el curso del experimento. Por el contrario, en las dietas de D.
tertiolecta y D. tertiolecta + P. tricornutum, la distribucién de tallas permanecié
invariable después del dia 18 y 35, respectivamente (Figs 27B, F).
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8
810
112 1514 as

talla 118 1618

Fig. 27. Histogramas de talla (mm) vs. tiempo (dias) de juveniles de mejillén alimentados con
diferentes dietas microalgales: T. suecica (A), D. tertiolecta (B), P. tricornutum (C), T. suecica
+ D. tertiolecta (D), T. suecica + P. tricornutum (E) y D. tertiolecta + P. tricornutum (F).
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Tabla XXIX. Tasa relativa de crecimiento en fongitud (Gr) a los 11, 18, 34, 46 y 60 dias, de
mejillones alimentados con diferentes dietas microalgales.

Dieta Gr Gr Gr, Gr Gr,

11 18 24 45 0

control 28 16 15 12 8

Ts 100 100 100 100 100
Dt 97 69 61 56 52

Pt 82 64 59 59 59
TsDt 110 g4 95 94 97
TsPt 126 107 114 115 120
DtPt 163 87 83 75 72

Se calculé la tasa relativa de crecimiento en longitud (Gr, Tabla XXIX), con
la dieta T. suecica como control, segin la férmula:
Gr = (G dieta / G control) x 100
donde G es la tasa de crecimiento en longitud, calculada como:
G=Ln(L)-Ln(L )/t
siendo L, la longitud a tiempo t, L 12 longitud inicial adia 1, y £ el tiempo en dias.

La tasa de crecimiento relativa obtenida en la dieta TsPt aumenté con
respecto a la dieta T suecica a lo largo del periodo experimental, mientras que la
sustitucién de un 50% de T suecica con D. tertiolecta (dieta TsDt) resulté enuna
tasa de crecimiento relativa similar a la dieta Ts. En la dieta Pt, la tasa de
crecimiento relativa se mantuvo estable, con valores en torno al 60%, después de
18 dias de cultivo. En las dietas Dt y DtPt, las tasas de crecimiento en longitud
relativas disminuyeron continuamente a lo largo del periodo experimental, dado
que el crecimiento fue casi 0 desde el dia 35 (Fig. 27).

Se observé un efecto sinérgico en las dietas mixtas respecto a sus respecti-
vas dietas monoalgales (Tabla XXIX). En base a una interrelacién lineal entre
concentracién celular de la suspensién y tasa de erecimiento (Stromgren y Cary,
1984), si s6lo fueran ciertos efectos aditivos entre las dietas, las tasas de
crecimiento relativas de las dietas mixtas deberian ser similares a las medias de
las tasas relativas de las dietas monoalgales. Los valores Gr para las dietas mixtas
fueron més altos que la media de los valores Gr de las dietas monoalgales.

Lalongitud de los mejillones aumenté ligeramente durante los primeros 11
dias (Gr = 29), permaneciendo constante durante el restante tiempo experimen-
tal.
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Tabla XXX, Comparacion de las lineas de regresion obtenidas para el crecimiento en volumen
de juveniles de mejilién alimentados con diferentes dietas microalgales. X: tiempo (dias); Y:
Ln(volumen) medio.

Desviaciones de la

Coeficiente de regresion
gl. Ix? Ixy Zy?  regresién g.l. sC CcM
Dentro
Ts 3 99675 9.077 008463 0.00911 2 0.00197 0.00098
Dt 3 896.75 1478 000528 0.00148 2 0.00309 0.00154
Pt 3 1070.00 4667 0.02319 0.00462. 2 0.001862 0.00081
TsDt 3 1010.00 8.293 0.06813  0.00821 2 0.00004 0.00002
TsPt 3 98875 11.318 0.13452 0.01133 2 0.00626 0.00313
DtPt 3 99875 2973 0.00884 0.00298 2 0.00099 0.00050
12 0.01397 0.00116
Combin. W18 6011.00 37806 0.32558 0.00629 17 0.08781 0.00517
Diferencia entre pendientes: 5 0.07384 0.01477
Comparacion de varianzas residuales: F= 1.77 P >0.05
(Test de Barlett)
Comparacion de pendientes; F=12.68(5,12) P <0.01

Crecimiento en volumen

Enlafig. 28 serepresentala evolucién temporal del volumen (comolamedia
deloslogaritmos naturales del volumen) para cada dieta. Los datos se trataron del
mismo modo que los datos de longitud, y los coeficientes obtenidos mediante
regresién lineal se presentan bajo la figura. Todas las pendientes fueron
significativamente diferentes de 0, excepto la pendiente para los mejillones
alimentados con la dieta de D. tertiolecta (P > 0.05) durante el segundo periodo
experimental. En la Tabla XXX se dan los resultados de la comparacién de las
pendientes observadas a partir del dia 18. De nuevo se pueden diferenciar dos
grupos de dietas: el crecimiento observado para mejillones alimentados con dietas
que contienen T. suecica en su formulacién no difirié entre ellas (P > 0.05), y fue
mds rdpido que en las restantes dietas, Dt y DtPt (P <0.01) y Pt (0.05 > P> 0.01).

Se calcularon las tasas de crecimiento en volumen (Gv) y las tasas relativas
de crecimiento en volumen (Guvr) tal y como se explica para el crecimiento en
longitud, reemplazando L, y L por V,y V_, expresado en mm?. Enla Tabla XXXI
se representan las tasas de crecimento relativas. En la dieta Pt, la tasa de
crecimiento relativa se mantuvo estable (50 - 60%) a lo largo del periodo
experimental, mientras que las tasas de crecimiento relativas en las dietas Dty
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6.0
=
L' b
E
=2
Q
2
[t
-
dias
Dias 1 -18 Dias 18 - 61
b, b, (x103) b, b, (x10%) r
Ts 4,500 33.01 4.94+0.04 9.11+0.99 0.988
Dt 4.207 33.17 4.79+0.05 1.48+1.24 0.644
Pt 4.734 22.52 5.03+0.04 4.62+0.90 0.967
TsDt 4570 35.22 5.05+0.07 8.21+0.15 0.999
TsPt 4,234 28.42 4.56+0.08 11.32¢1.17 0.974
DtPt 4.099 2867 4.57+0.03 2.98x0.71 0.942

Fig. 28, Crecimiento en volumen de juveniles de mejillon alimentados con diferentes dietas
microalgales: T. suecica (Ts), D. tertiolecta (Dt), P. tricornutum (Pt) y dietas mixtas (1:1 en
peso seco). Las equaciones de las rectas, para los dos periodos de crecimiento, se ajustaron
mediante regresion por minimos cuadrados: Y =b,+b, X; donde Y es el Ln{volumen) y X el
tiempo en dias. Los coeficientes obtenidos (media+ES) se presentan bajo la Figura.

DtPt descendieron hasta valores un 40% m4sbajos al final de los ensayos. Después
del dia 18, P. tricornutum soportd un crecimiento mdas rapido que las dietas Dt y
DtPt, aunque no significativamente diferente (P > 0.05).

Elvolumen de los mejillones no alimentados no varié durante el transcurso
del experimento (Guvr = 0).

Lastasas de crecimiento en longitud y volumen para el periodo experimen-
tal completo (t=60 dfias; Tabla XXXII) mostraron una correlacién positiva y
significativa (r = 0.95, P < 0.01) (Tabla XXXIII).
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TablaXXXJX. Tasa relativade crecimientoen volumen (Gvr) alos 18, 34,46 y 60 dias de mejillones
alimentados con diferentes dietas microalgales.

Dieta Gvr,, Gvr,, Gvr,, Gvr,,
control 1 0 0 0
Ts 100 100 100 100
Dt 100 80 65 65
Pt 68 53 56 60
TsDt 107 85 ag 89
TsPt 86 101 94 105
DtPt 87 76 69. 64

Crecimiento en peso

Las tasas de crecimiento en peso seco (Gpg) y peso organico (Gpg) (Tabla

XXXITI) se calcularon segiin la formula:
Gp=In(P,/P)/t

donde P,y P, son o el peso seco (PS) o el peso organico (PO = PSLC, peso seco
libre de cenizas), final e inicial, respectivamente. Las tasas de crecimiento en peso
mas altas correspondieron a aquellas dietas que promovieron el crecimiento més
rapido en longitud y volumen: T' suecica + P. tricornutum, T. suecica y T. suecica
+ D. tertiolecta (20.63 - 24.78 x 103 4-1).

Gpg ¥ Gpg, estén significativamente correlacionadas con la tasa de creci-
miento en longitud, G, (r=0.99y 0.97, respectivamente; P <(.001), y con la tasa
de crecimiento en volumen, Gug, (r = 0.93 y 0.89, respectivamente, P < 0.001)
(Tabla XXXIII). '

Tabla XXXIL Tasas de crecimiento en longitud (G, x107), volumen (Gv,,, x107?), peso seco de
lavianda (G ,; x10°)ypeso organico (G, x10?); tasade mortalidad (Z, ), indice de condicién (Cv),
y eficiencia bruta de crecimiento (X, ), para mejillones alimentados con diferentes dietas
microalgales durante 60 dias.

G, Gv, Gpg Gpo 2, Ci K,
Ts 5.41 1570 2112 20.94 0.05 93.91 3211
Dt 3.07 10.63 7.48 5.19 0.1 51.07 2.81
Pt 3.17 9.50 10.51 8.85 0.05 67.96 10.73
TsDt 519 15.86  20.71 20.63 0.11 95083 31.59
TsPt 6.41 16.35 2478 2475 0.00 93.02 27.85
DtPt 3.93 10.23 13.78 14.85 0.36 69.42 8.47
Salvajes - - - - - 69.13 -
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Indice de condicion, eficiencia de crecimiento bruta y mortalidad

El indice de condicién elegido relaciona el peso seco de la vianda (mg} con
el volumen total (mm?®):
Ci = PS vianda / V total
El Ci tradicionalmente utilizado en estudios con bivalvos relaciona el peso
seco de la vianda con el volumen interno. No obstante, los mejillones juveniles
presentan conchas de escaso grosor, y el indice de condicién ealeulado se considerd
util

Ci tomé valores entre 90 y 100 en los mejillones alimentados con las dietas
que llevan T suecica (Tabla XXXID). El Ci para mejillones recolectados del litoral
de volumen equivalente al volumen final alcanzado en estas dietas fue 59.88. En
las dietas Pt y DtPt, Ci tomé valores similares al de los mejillones "salvajes”
(69.13), y Ci fue inferior al de los mejillones "salvajes” para aquellos alimentados
con D. tertiolecta (51.07). Ci cayé a 25.80 para los mejillones no alimentados.

La eficiencia de crecimiento bruta (K,) es la proporcién de la materia
orgénica algal filtrada a partir de la suspensién que estransformada en crecimien-
to orgénico de los animales (Laing y Millican, 1986):

K,=1/C

donde I es el incremento en peso orgdnico de la vianda del mejillén en un
tiempo dado {(en estos ensayos, 60 dias), y C es la materia organica de las células
algales filtradas por mejilién en el mismo periodo. Dado que la sedimentacién de
células sobre los contenedores fue minima, se asume que toda la biomasa algal
suministrada fue filtrada por los mejillones. Esto puede considerarse vélido para
todas las dietas excepto la dieta monoalgal de D. tertiolecta, en la cual la racién
suministrada no siempre era consumida antes de la adicién de la siguiente dosis,
por lo que ésta no se afiadia. No obstante, este hecho se tuvo en cuenta para el
cdleulo de las diferentes tasas restando el nimero de dosis no suministradas.

Los valores mas altos (Tabla XXXII) se observaron en las dietas de
crecimiento més rapido, aquellas con T. suecica en su formulacién: Ts, TsDt y
TsPt. K, estd correlacionada con Gy, (r = 0.90, P < 0.01), Gug, (r=0.93, P < 0.01),
Gpg (r = 0.94, P < 0.01), Gy, (r = 0.91, P < 0.01) e indice de condicién (r = 0.98, P
< 0.001) (Tabla XXXIII).

La tasa de mortalidad instantanea (Ricker, 1973) se calculé usando la
ecuacion:
Z=Ln(N_-N)
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Resultados: alimentacién de meijillén

Tabla XXXIV, Composicion bioquimica (mg por mejillon) y relaciones entre componentes de
mejillones alimentados con diferentes dietas microalgales.

PS pro carb lip cenizas carbl/pro lip/pro lip/carb
Ts 2277 1463 324 1.07 3.83 0.22 0.073 0.33
Dt 6.70 3.70 1.22 0.22 1.82 0.35 0.063 0.18
Pt 1411 8.57 1.28 0.53 3.38 0.14 0.059 0.41

TsDt 2478 1453 499 1.21 4.06 0.34 0.083 0.24
TsPt 17.80 12356 231 0.89 2.88 0.20 0.075 0.38
DtPt 8.04 4.88 202 0.30 1.83 0.41 0.061 0.15
Salvaje  3.50 1.85 0.41 0.29 0.51 0.30 0.154 0.54

A PS, pesc seco de la vianda; PRO, proteinas; CHO, carbohidratos, y LIP, lipidos,

donde N, es el mimero de mejillones vivos a tiempo t, y N, el niimero inicial
de mejillones. Los valores Z, (t = 60 dias) se presentan en la Tabla XXXII. Los
mejillones no alimentados mantuvieron una alta supervivencia hasta el dia40. A
partir de este momento, el efecto delainanicién resulté enunaZ,,de0.43. Latasa
de mortalidad no se correlacioné con ningiin otro pardmetro (Tabla XXXIII}; no
obstante, las dietas que contenian D. fertiolecta presentaronlas mayorestasas de
mortalidad (Tabla XXXII).

Composicion bioquimica y conversion del alimento

La composicién bioquimica, como mg por mejillén y proporciones entre
componentes, se presenta en la Tabla XXXIV. Los mayores contenidos de todos los
componentes se obtuvieron en los mejillones que crecieron mas rapido (dietas con

T. suecica).

Expresando los datos de la Tabla XXXIV como porcentaje del peso seco (%
PS), la proteina representa el componente més abundante, entre 54.60 - 69.02%
PS. Los carbohidratos constituyen el 9.04 - 25.14% PS; los mejillones alimentados
con dietas que incluyen D. tertiolecta presentaron los contenidos mas elevados
(18.05 - 25.14% PS). Los lipidos representan el 3.27 - 4.99% PS para los mejillones
cultivados, y 9.02% PS para los mejillones "salvajes”.

La relacién lipidos:proteinas alcanzé el médximo valor en los mejillones
"salvajes” (0.15); los mejiliones cultivados mostraron valores entre 0.059 - 0.083,
siendo médximos en las dietas que incluyen T. suecica. La relacién
carbohidratos:proteinas fue minima en la dieta de Phaeodactylum, y méxima en
los mejillones alimentados con las tres dietas de D. tertiolecta y en los mejillones
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Variabilidad bioquimica de microalgas marinas

Tabla XXXV. Eficienciasde conversién de proteinas, carbohidratos y lipidos aportados por las
dietas por mejillones alimentados con dietas que incluyen 7. suecica. Los datos corresponden al
periodo experimental completo (60 dias).

proteinas carbohidratos iipidos

Dieta aport.t D, % aport. D, % aport. D %

Ts 249 109 438 &5 24 44 117 049 42
TsDt 231 104 449 64 41 61 125 056 45
TsPt 213 100 468 55 1.8 33 121 0563 44

aport., mg aportades en las dietas; D, D, D,, deposiciones de proteina, carbohidratos y lipidos (mg por

mejilidn), respectivamente,

"salvajes”. Larelacién lipidos:carbohidratos fue minima enlas dietas de Dunaliella
(0.15 - 0.24), aumentando a valores »0.30 en las restantes dietas y mejillones
"salvajes”.

Enbaseala compbsicién bioquimica de las células microalgales, se calcu-
laron las eficiencias de conversién de la proteina, carbohidratos y lipidos de las
dietas en proteina, carbohidratos y lipidos depositados como constituyentes
corporales por el mejillén. Los componentes depositados como constituyentes
corporales se calcularon sustrayendo los contenidos iniciales de los contenidos
finales. En las dietas de mayor valor alimenticio (dietas con T suecica) entre el 44
y 47% de la proteina ofrecida en la dieta fue transformada en proteina corporal,
en comparacién con el 33 - 64% de los carbohidratos y el 4.2 - 4.5% de los lipidos
(Tabla XXXV). Esto representa una tasa de deposicién media de 0.17 - 0.18 mg
d! de proteina, 0.03 - 0.07 mg d™! de carbohidratos y 0.009 mg d-! de Lipidos.

Interrelaciones entre parametros

Se realizé un andlisis de correlacién entre los pardmetros de crecimiento,
fisiolégicos y biequimicos, utilizandola aplicacién estadistica SPSS/PC+ (v. 4.01).
Los pardmetros considerados fueron las tasas de crecimiento en longitud (Ggp),
volumen (Gug,), pese seco de la vianda (Gpg), ¥y peso seco libre de cenizas o peso
organico (Gp,); eficiencia de crecimiento bruta (K), indice de condicién (Ci); tasa
de mortalidad (Zso); incrementos(deposicién)} en proteina (Dp), carbohidratos (D)
y lipidos (D;) (mg por mejillén); compoicién bioquimica final (como porcentaje del
peso seco), y relaciones entre componentes bioquimicos. La matriz de coeficientes
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de correlacién resultante se presenta en la Tabla XXXIII. El analisis se realizé sin
los datos de los mejillones no alimentados.

Las deposiciones de proteina o lipidos mostraron correlaciones positivas y
significativas entre ellas y con todas las tasas de crecimiento, eficiencia de
crecimiento bruta e indice de condicién; la deposicién de carbohidraros no mostré
correlacién con ninguno de estos parametros.

Se detectaron también interrelaciones positivas y significativas entre los
lipidos (% PS) con todas las tasas de crecimiento, K, deposiciones de proteina y
lipidos por mejillén, y relacién lipidos:proteina. Los contenidos de cenizas (% PS)
mostraron una correlacién significativa y negativa con las tasas de crecimiento,
K,y deposiciones de proteina olipidos. Los contenidos de proteina o carbohidratos
(% PS) no mostraron correlacién con los demas parametros.

La proporcién lipidos:proteinas estd correlacionada con la tasa de creei-
miento en volumen (Gv,,) y lipidos corporales (%PS).
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Discusién

CULTIVO MASIVO DE MICROALGAS MARINAS CON DIFERENTES
FUENTES DE NITROGENO

La utilizacién de cuitivos masivos microalgales para diferentes objetivos ha
concentrado el esfuerzo investigador durante las dltimas décadas en la importan-
cia de controlar y optimizar la produeccién y composicién bioquimica de las
microalgas cultivadas. Como se ha expuesto en la “Introduccién”, este control
puede ser ejercido mediante la manipulacién de factores fisicos y quimicos (luz,
temperatura, salinidad, composicién del medio de cultivo) que influyen en el
metabolismo microalgal. .

La modificacién del medio de cultivo ha sido un método ampliamente
utilizado para incrementar la produccién de biomasa o variar su composicién. A
partir de medios base descritos en la literatura como éptimos para el cultivo de una
especie o un grupo de ellas, la mayor parte de los estudios han utilizado la
estrategia de la medificacién cuantitativa en los nutrientes suministrados. Asi, se
han obtenido variacionesimportantesenlaproductividad y composicién bioquimica
bruta (proporcién y contenido celular de proteinas, carbohidratos y lfpidos) de una
manera sencilla modificando la concentracién de N, P o la relacién entre ellos (p.
ej. Myklestad y Haug, 1972; Wikfors et al., 1984; Fabregas et al., 1984, 1985a;
Utting, 1985; Wikfors, 1986). El contenido y composicién de 4cidos grasos
(Sriharan et al., 1989; Molina-Grima ef al., 1992), vitaminas (Becker, 1986;
Abalde, 1986) y aminoécidos libres (Flynn et al., 1992) también varia con las
condiciones de nutrientes del medio. En relacién con ello, se han utilizado
condiciones de deficiencia de nutrientes, normalmente N, P é Si, para modificar
la composicién bioquimica celular. La deficiencia en N 6 P, necesarios para la
biosintesis de proteinas y dcidos nucleicos, conduce a una desviacién del C
fotoasimilado hacia la biosintesis de productos de reserva - carbohidratos y/o
lipidos - (Myers, 1980). De esta manera la deficiencia, suficiencia o exceso de
nutrientes puede ser utilizada como estrategia para modificar el metabolismo
microalgal hacia la biosintesis de un producto de interés: proteina (Venkataraman
y Nigan, 1979; Boussiba y Richmond, 1980), polisacaridos (Myklestad, 1988),
lipidos y acidos grasos (Shifrin y Chisholm, 1981; Sriharan ef al., 1989; Sukenik
y Wahnon, 1991), etc.

Menor atencién han recibido las modificaciones cualitativas del medio de
cultivo. La utilizacién de diferentes fuentes de. N, en cultive fotoautotréfico
(Fabregas et al., 1989ab) o mixotréfico (Cid ef al., 1992a,b), o fuentes organicas
de C, en cultivo mixotréfico o heterotréfico (Cid et al., 1992a,b), es determinante
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de importantes cambios en el crecimiento y composicién bioquimica bruta de una
especie microalgal. La utilizacién de medios de cultivo de diferente formulacién
da lugar también a sustanciales variaciones en el crecimiento y composicién
bioquimica microalgal (Herrero et al., 1991). El contenido y composicién de 4cidos
grasos y aminodcidos libres varia también en funcién de la fuente de N asimilada
(Flynn et al., 1992).

Los cultivos microalgales limitados por nutrientes son de gran importancia
en estudios fisiolégicos y ecolégicos, pero desde el punto de vista del cultivo masivo
industrial la productividad decrece sustancialmente. No obstante, el cultivo
continuo en quimiostato (limitado por nutrientes) es de interés biotecnolégico de
cara a la produccién de productos de interés farmacolégico. Alternativas a este
modo de produccién son cosechar el cultivo microalgal en diferentes fases del ciclo
de crecimiento o el cultivo semicontinuo. En el caso de la acuicultura, la estrategia
preferida es la obtencién de cultivos microalgales densos para la alimentacién de
invertebrados y la obtencién de cosechas maximas en espacios limitados (Ukeles,
1980). Ello conlleva el mantenimiento de cultivos semicontinuos en crecimiento
logaritmico o la recoleccién de cultivos masivos en la fase estacionaria de
crecimiento. Esta ultima estrategia deberia ser préxima al cuitivo limitado por
nutrientes cuando se proporcionan las condiciones fisicas adecuadas para que los
nutrientes sean la causa dltima de la detencién del crecimiento. Asi, las variacio-
nes en la composicién bioguimica entre fases de crecimiento exponencial y
estacionaria son con frecuencia similares a las que se encuentran entre células
sometidas a deficiencia y suficiencia de nutrientes (Myklestad y Haug, 1972;
Myklestad, 1974; Utting, 1985)

La capacidad de las células microalgales de utilizar diferentes fuentes de N
abajas o altas concentraciones tiene varios puntos de interés. En el cultivo masivo,
la productividad aumenta en correlacién con la concentracién de N hasta un
méximo donde la produccién es probablemente limitada por el aporte de luz
(Fabregas et al., 1985b). Por otro lado, el cultivo micrealgal es utilizado como
método de retirada de nutrientes a partir de purines de granjas donde las fuentes
nitrogenadas y fosfatos pueden alcanzar altos niveles en derivados amoniacales
y fosfatos. El nitrato es la fuente de N normalmente utilizada para la produccién
de microalgas en empresas de acuicultura, pero cuando el cultivo microalgal se
afiade a los tanques de cultivo de moluscos ¢ rotiferos, las células estarin
expuestas a amonio, liberado como producto de excreccién por los animales en
cultivo, fuente de N asimilada por las microalgas con preferencia al nitrato
(Syrett, 1987). El metabolismo microalgal puede alterarse como resultado de la
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exposicién a diferentes fuentes de N asi como, en funcién del tiempo de residencia
de las células en los tanques de cultivo, como resultado del agotamiento del N
(Flynn et al, 1992), particularmente en las “nurseries” modernas y en sistemas
de cultivo exterior, donde el alimento es suministrado via corrientes de agua (Rice
y Pechenik, 1992).

Por otra parte, la urea es una fuente de N muy interesante para el cultivo
microalgal dado que es més barata que el nitrato y ademds aporta un mol de C por
mol de urea, que es liberado al medio de cultive como CO, (Price y Harrison, 1988),
contribuyendo al mantenimiento del pH y a evitar la posible limitacién del
crecimiento por carbono asimilable.

En este trabajo, para cada especie y fuente de N, se analiza la composicién
bioquimica en las fases logaritmica y estacionaria del ciclo de crecimiento, lo cual
permite elegir el punto de recogida de la biomasa microalgal en funcién de las
necesidades. El valor nutritivo de una especie microalgal puede incrementarse
significativamente en funcién de la composicién bioquimica en el momento de ser
suministrada a los consumidores (Wikfors et al., 1984; Enright et al., 1986b;
Thompson y Harrison, 1992). Esta interrelacién entre composicién bioquimica
microalgal y nutricién de invertebrados herviboros es uno de los aspectos mas
précticos que resultan del estudio del efecto del los nutrientes sobre el crecimiento

y bicquimica de las microalgas en cultivo.

Dada la variacién de la composicién bioquimica a lo largo del ciclo diario
(Ganf et al., 1986; Flynn et al., 1992), los cultivos se analizaron siempre a las 3 -
4 h del comienzo de la fase de luz.

Crecimiento de la poblacion

En todas las experiencias, los indculos se toman de cultivos “stock”
creciendo en nitrato, sin someterlos a ningin periodo de preadaptacién. En
general, para las fuentes de nitrégeno utilizadas, este periodo no es necesario para
la mayoria de las microalgas marinas, comenzando el crecimiento en la nueva
fuente de nitrégeno con periodos de latencia similares a los que presentan en la
fuente original, nitrato. No obstante, los cultivos de C. calcitrans con fuentes
aménicas, asi como aquellos de D. fertiolecta con amonio o urea, precisaron de
fases de adaptacién de duracién varible: 5 - 15 dias para C. calcitrans (Fig. 1}y 0
- 7 dias para D. fertiolecta. No se observan fases de adaptacién para I. galbana,
P. tricornutum o T. suecica (Figs. 8, 12 y 18). Determinadas microalgas pueden
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presentar fases de latencia de hasta 20 dias en cultivos con urea (Oliveria y Antia,
1986) o con determinados aminoécidos (Landymore y Antia, 1977).

La intensidad de luz a la cual la tasa de crecimiento es maxima ha sido
establecida en 50 - 100 pE.m™?.s para C. calcitrans, D. tertiolecta, I. galbana y P.
tricornutum (Thompson ef al., 1990), por lo que la intensidad de luz incidente
utilizada (116 pE.m2.s1) y las concentraciones iniciales de nutrientes son sufi-
cientes para estimular tasas de crecimiento maximas de las microalgas estudia-
das. La diferencia entre tasas maximas (normalmente observadas durante los
dias iniciales de] cultivo) y medias podria relacionarse con el aumento del pH en
los cultivos con nitrato, nitrito o urea. Molina-Grima ef al. (1992) observaron esta
disminucién de la tasa de crecimiento de Isochrysis con el incremento de la
biomasa tras 3 - 4 dias de cultivo, para tasas de aireacién de 1 V/V/min,
relaciondndola con una limitacién impuesta por la transferencia del CO,entre las
fases gas y liguido, la que causaria el aumento del pH por desplazamiento del
sistema tampén carbonato a COy(q) disuelto consumido por las células, hasta que
se alcance el equilibrio entre la transferencia gas-liquido y el consumo celular.
Esta limitacién no la observaron a una tasa de flujo de 2.5 V/V/min. La adicién de
CO, a cnltivos semicontinuos de Phaeodactylum auments las tasas de crecimiento
y productividades obtenidas (Chrismadha y Borowtizka, 1994). El CO, es asimi-
lado por difusién pasiva, mientras la asimilacién de bicarbonato requiere trans-
porte activo y ser disociado por la anhidrasa carbénica. Segin Levasseur et al.
(1993), cuando la asimilacién de un nutriente requiere etapas enzimaticas, estas
estapas deben ser las limitantes de la tasa de crecimiento méxima, mas que la
concentracién del nutriente como postulan los modelos clasicos.

E]l aumento del pH en los cultivos eon nitratoe es consecuencia directa del
mecanismo asimilatorio, probablemente un cotransporte NO4/H* con una
estequiometria 1:1-2 (Fuggi et al, 1981; Ullrich, 1987). Por su parte la asimilacién
de la urea produce 1 mol de CO, por mol de urea asimilado, que es liberado, al
menos en Thalassiosira, al medio de cultive (Price y Harrison, 1988). En los
presentes estudios, el pH en los cultivos con urea tiende a mantenerse en valores
inferiores a aquellos de los cultivos con nitrato o nitrito, particularmente en el caso
de T. suecica. Este menor pH y mayor nivel de C en los cultives con urea no se
correlaciond, sin embargo, con mayores tasas de crecimiento o productividades.
Por otra parte, el tamponamiento del medio de nitrato con HEPES mantiene el pH
en el rango 7 - 8 para T. suecica y P. tricornutum (Figs. 20-21); sin embargo, el
mantenimiento de valores inferiores de pH no aumenta la tasa de crecimiento o
densidad celular con respecto al medio no tamponado, a pesar de que en este
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1ltimo el valor del pH es mayor a 8 alo largo del periodo experimental. Esto dltimo
deberia reducir el crecimiento y 1a tasa de divisién de la mayoria de las microalgas,
pero Phaeodactylum y algunas otras microalgas pueden tolerar altos niveles de
pH {Goldman et al., 1982).

La tasa de crecimiento es afectada ademds por la disminucién constante de
la intensidad de luz en el interior del cultive (autoensombrecimiento) y de la
concentracién extracelular de nutrientes, inherentes al incremento exponencial
de la biomasa (Raven, 1988). Un método sencillo adoptable en el cultivo masivo
microalgal para evitar la limitacién por autoensombrecimieno y las adaptaciones
fisiolégicas a este fenémeno seria el control de la intensidad luminosa en el interior
del cultivo mediante el aumento gradual de la intensidad de luz incidente.

Las mayores tasas de crecimiento medias (promediadas para toda la fase
logaritimica) se observaron en los cultivos con fuentes de N aménicas en el caso
de Chaetoceros y en los cultivos con nitrato para Tetraselmis y Phaeodactylum, no
existiendo diferencias significativas entre las diferentes fuentes de N para las
dem4s microalgas. Diversos autores han encontrado que microalgas marinas
pertenecientes a distintas clases taxonémicas pueden utilizar nitrato, nitrito,
amonio o urea como Unicas fuentes de nitrégeno y con tasas de crecimiento
similares (Antia et al., 1975; Ojeda y Afonso, 1986; Syrett, 1987; Fabregas et al.,
1989b). En la naturaleza, las microalgas raramente se encuentran en condiciones
de abundancia de N, y asi se han adaptado a explotar eficientemente diferentes
fuentes de nitrégeno potencialmente disponibles en las aguas naturales sin
diferencias apreciables en la tasa de crecimiento (Ginzburg, 1987). No obstante,
ésta no parece ser una caracteristica general de las microalgas. Asi, Tadros y
Johansen (1988) encuentran, en experimentos con 6 diatomeas, que éstas mues-
tran un comportamiento distinto en cuanto a la capacidad de utilizar nitrato,
amonio o urea como fuente de nitrégeno, con tan sélo 2 de las 6 especies creciendo
bien en urea; asimismo, las concentraciones de nitrégeno que producen tasas de
crecimiento méximas también fueron diferentes segiin la especie. Levasseur et al.
(1993) también encontraron diferencias interespecificas en las tasas de crecimien-
to obtenidas con nitrato, amonio y urea. Asi, a intensidades de luz saturantes (170
nE.m=2.s1) el nitrato estimulé las mayores tasas de crecimiento en Chaetoceros
gracilis, mientras no hubo diferencias entre las tres fuentes para D. tertiolecta;
a intensidades de luz subsaturantes (8 pE.m2.5'1) no hubo diferencias entre las

tres fuentes para ambas especies.
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La incorporacién de amonio por las células microalgales es acompafiada por
la extrusién de hidrogeniones (H*) al medio en una relacién equimolar (Fuggi et
al., 1981). En todas las especies el crecimiento en sulfato aménico est4 asociado
con un descenso del pH del medio, y el comienzo de la fase estacionaria coincide
normalmente con el descenso del pH por debajo de 7. Esto coincide con densidades
de biomasa seca comprendidas entre 0.46 g.1'1 (C. calcitrans, D. tertiolecta) y 0.58
gl 1 (P. tricornutum). En los cultivos de Dunaliella, Phaeodactylum y Tetraselmis,
las células siguen metabglicamente activas (alta tasa de fotosintesis, Fig. 24) y el
pH del medio alcanza valores extremadamente 4cidos (3.2 - 4.4). El comporta-
miento es diferente para Chaetoceros e Isochrysis, donde el pH es préximo a la
neutralidad (6.6 y 6.0, respectivamente) al final de la fase estacionaria.

Se han descrito varias microalgas sensibles a altas concentraciones de
amonio, observindose una inhibicién del crecimiento a concentraciones mayores
a 1mM de amonio (Kaplan ef al., 1986b). La causa de la inhibicién del crecimiento
por el amonio no se conoce (Kaplan et al., 1986b), habiéndose sugerido que puede
estar correlacionada con un aumento del pH intracelular por encima de pH 7
(Bertl et al., 1984), tal vez debido a la penetracién de moléculas de hidréxido
aménico no disociadas (Morris, 1974).

Cuando P. tricornutum y T. suecica se cultivaron en amonio 4 mM en
presencia y ausencia de HEPES 20 mM, el pH en el medio de amonio tamponado
se mantuvo en el rango 7 - 8 (Fig. 20, 21), soportando un crecimiento similar al
observado en el medio de nitrato. El amonio no es por tanto t6xico per se para estas
microalgas marinas. Abalde (1986) no observé diferencias en el crecimiento de D.
tertiolecta en medios con amonio y nitrato altamente tamponados con Tris-HCl. En
nuestras experiencias, cuando se urilizé Tris-HC1 20 mM, tampén normalmente
utilizado en el cultivo microalgal, el pH descendié por debajo de 6.5 en 7 dias
independientemente de la fuente de N asimilada, estimulando ademads un alto
crecimiento bacteriano. La estimulacién del crecimiento bacteriano por Tris en
cultivos de P. fricornutum en presencia de sodio fosfato ha sido claramente
demostrada (Fabregas ef al., 1993).

La utilizacién de diferentes fuentes de N afecta a la capacidad de carga de
los distintos medios. En todas las especies, las mayores producciones de biomasa
se obtuvieron en los cultivos con nitrato, estimada bien como células bien como
materia seca por volumen de cultivo. Las productividades en biomasa no mostra-
ron diferencias significativas con el medio de nitrito o urea para Dunaliella y
Tetraselmis, urea para Isochrysis, y nitrito para Chaetoceros. Los cultivos de esta
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dltima microalga colapsan rapidamente, con una corta fase estacionaria antes de
la fase de muerte. La urea es una de las fuentes de nitrégeno mas econémicas, y,
por ello, la capacidad de utilizar urea es una caracteristica deseable para el cultivo

masivo de microalgas.

Phaeodactylum vy Platymonas (=Tetraselmis) metabolizan la urea median-
te el enzima ureasa (Leftley y Syrett, 1973). Se ha demostrado que la presencia
de Ni*2esesencial parael desarrollo de una alta actividad ureasaen Phaeodactylum
(Rees y Bekhett, 1982; Syrett y Peplinska, 1988). Un requerimiento de niquel
puede ser universal para microalgas gue producen ureasa (Oliveira y Antia,
1986). La concentracién de Ni*2 necesaria para un crecimiento 6ptimo con urea fue
5-15 nM para 12 microalgas marinas (Oliveria y Antia, 1986), aunque concentra-
ciones superiores alas cantidades presentes en el agua de mar (3.4 nM) inhibieron
el crecimiento de algunas especies como Chaetoceros gracilis y Pavlova luthert.
En nuestro medio de cultivo, sin niquel como micronutriente, el crecimiento en
urea fue similar al obtenido en nitrato, excepto con C. caleitrans que no crecié en
el medio con urea. El requerimiento de niquel para Il. galbana, P. tricornutum y
T. suecica debe ser satisfecho a partir del niquel presente en el agua de mar
natural o como contaminante en las sales utilizadas para preparar el medio. Por
otra parte, el Ni puede ser sustituido por el Co (Oliveira y Antia, 1984), el cual si
se ha afiadido como micronutriente (0.1 pM) al medio de cultivo (ver "Materiales
y Métodos"). D. tertiolecta metaboliza la urea por el enzima urea-amido liasa, y no
requiere por tanto la presencia de este metal (Antia et al., 1991).

De acuerdo con el concepto de cuota celular de Droop (1975), en cultivos
discontinuos 1a tasa de crecimiento decrece y la poblacién entra en la fase
estacionaria del ciclo de crecimiento cuando se agota el nutriente cuyo aporte es

més escaso en relacién a las necesidades metabdélicas de la poblacién microalgal.

Se puede establecer una relacién matematica entre la eficiencia de trans-
formacién del N suministrado al medio de cultive en N organico celular y la
formulacién logistica. La formulacién logistica, limitacion = (C-N)/C =1 - (N/
C), donde N es la poblacién y C la capacidad de carga del medio, puede ser

transformada en la-expresién:

Lim (NUTE) = 1 - (FITO x NUTIR) / NUTT) (Morrison et al., 1987)
dénde: Lim (NUTE) = limitacién por el nutriente NUT; FITO = biomasa (mg.1'});
NUTIR = concentracién interna del nutriente por unidad de biomasa (mg
nutriente.mg biomasal); NUTE = concentracién externa del nutriente (mg.l);
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NUTI = concentracién del nutriente en la biomasa (mg.1Y) = FITOxNUTIR;y NUTT
= concentracién total del nutriente = NUTE + NUTI.

A partir de la definicién de la eficiencia de transformacién del N (Fabregas
et al., 1984; Wikfors, 1986), ésta se puede formular como sigue:

Eficiencia = (NUTI, - NUTIL,) / NUTE,

dénde NUTI, y NUTI son las concentraciones de N en 1a biomasa (mg.]'Y) en la fase
estacionaria y en el momento del inéculo respectivamente, y NUTE, es la
concentracién de N aportada al medio de cultivo. Dado que normalmente NUTL,
<<< NUTI,, se puede asimilar que NUTI, = 0; por tanto, NUTI, - NUT]; = NUTI,
= NUTI, y NUTE, = NUTT. De este modo,

Eficiencia = NUT/NUTT = (FITO x NUTIR) / NUTT
Lim (NUTE} = 1 - ((FITO x NUTIR) / NUTT) = 1 - Eficiencia

Lim (NUTE) toma valores entre 0 y 1, de modo que vale 0 cuando la biomasa
se equipara a la capacidad de carga del medio, indicando la limitacién por el
nutriente NUT (Morrison et al., 1987). Por tanto, una eficiencia préxima a 1 (es
decir, 100%) indica la limitacién por el N.

Considerando que NUTI para el N es la concentracién de proteina dividida
por 5.78 para microalgas marinas (Gnaiger y Bitterlich, 1984), las eficiencias
alcanzadas en los presentes experimentos al comienzo de la fase estacionaria
varian, en los cultives con nitrato, nitrito y urea, entre 87 - 121% para T. suecica
y 88 -106% para P. tricornutum (Lim (NUTE) = 0 - 0.13), por lo que ambas especies
han asimilado casi todo el N del medio en proteina al comenzar la fase estaciona-
ria. Los cultivos con amonio de ambas especies (eficiencia = 23 - 34%) entran en
la fase estacionaria a concentraciones de N en el medio ain elevadas.

En los cultivos de C. calcitrans la eficiencia toma valores tan bajos como 12
- 39% al comienzo de la fase estacionaria, aumentando a 32 - 59 al final del cultivo.
En I. galbana las eficiencias al comienzo de la fase estacionaria son del orden del
43 - 65%, aumentando al 88 - 106% al final del cultivo. Estas dos dltimas especies
no entran en la fase estacionaria por el agotamiento del N del medio. La
posibilidad de un alto contenido de N no proteico no parece probable, dade que el
nivel méximo del N celular presente en aminoscidos libres en Isochrysis es del 5%
(Flynn ef al., 1992). La limitacién por el CO, disuelto en fase acuosa, y/o por la
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disminucién en la intensidad de luz debida al efecto de autoensombrecimiento a
altas concentraciones de biomasa, son las causas més probables de la disminucién
de la tasa de crecimiento vy comienzo de la fase estacionaria cbservada en
Chaetoceros e Isochrysis. Intensidades de luz incidentes de 200 pE.m2.s"! se han
encontrade como limitantes de la productividad en cultives de la diatomea
Chaetoceros sp. (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1994); las células cultivadas a
esta intensidad poseen elevados contenidos de clorofila a en comparacién a las
 cultivadas a 565 pE.m2.s%.

La limitacién por fostato tiene lugar cuando la relacién N:P (20:1 atomo/
atomo) es superior a la éptima para una especie particular. Las relaciones N/P
determinadas experimentalmente son especificas para cada especie (Ryther y
Dunstan, 1971; Rhee, 1978; Wynne y Rhee, 1986; Molina et al., 1991) y varfan
entre 5y 50, rango por encima del cual las tasas de crecimiento estdn limitadas
por el P, y por debajo del cual el factor limitante es el N. La relacién 6ptima para
una especie varia ademas con la luz (Wynne y Rhee, 1986} y temperatura (Molina
et al., 1991). La relacién N/P éptima (no limitante de la productividad) para
Tetraselmis sp. a 15 - 20°C y 200 pE.m2.s! es 20 (Molina ef al., 1991). Por otra
parte, Wynne y Rhee (1986) encuentran que la relacién 6ptima para P. tricornutum,
calculada a partir de las cuotas celulares de N y P, cambia de 37 a 30 entre 116
y 24 pE.m2.s°}, mientras para D. tertiolecta aumenta de 12 a 17. No es probable
por lo tanto, al menos para estas tres microalgas, la limitacién por P en nuestras

experiencias.

Por otra parte, Wikfors (1986) no encuentra ningin efecto de la relacién N/
P sobre la produccién final de biomasa en un rango amplio de relaciones N/P,
siendo esta produccién final dependiente de las concentraciones iniciales de N ¢
P empleadas, mas que de la relacion N/P en si misma.

La asimilacién de N no denota necesariamente una necesidad metabélica.
Bajo condiciones de abundancia de nitrégeno, en algunas microalgas se ha
observado su consumo en exceso ('luxury consumption”) y almacenamiento
subsecuente en proteina (Werner, 1970; Sakshaug et al., 1983; Abalde, 1986;
Wikfors, 1986). Tal consumo probablemente explica las altas conversiones N-
proteina alcanzadas en los cultivos de T. suecica, P. tricornutum e I. galbana, esta
1iltima al final del cultive. Eficiencias muy inferiores al 100% indican un exceso de
N en el medio respecto a las necesidades de la especie en cultivo (Herrerc, 1985).
Esto es importante a la hora de realizar cultivos masivos para la obtencién de
biomasa, pues debe evitarse que los nutrientes se hagan limitantes para el
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crecimiento, pero, por otra parte, un exceso de nutrientes sin utilizar encarece el
producto.

PH intracelular y fotosintesis nitrato vs. amonio

El control del pH intracelular (pHi) es fundamental para cierto nimero de
procesos fisiolégicos como la sintesis de proteina, ADN, ARN y control del ciclo
celular. El pHi modifica las propiedades de los canales iénicos (Kshler et al., 1986)
einterviene enla transduccién de sefiales desde los fotosistemas en los cloroplastos
alos canales de K* en 1a membrana citoplasmatica (Kurkdjian y Guern, 1989). En
condiciones normales, la célula mantiene el pH citoplasmatico préximo a la
neutralidad principalmente a través de la ATPasa y la bomba H¥K* de la
membrana, y la sintesis/degradacién de malato.

Como respuesta al descenso del pH del medio, en los cultivos con amonio sin
tamponar se produce una inhibicién de la divisién celular. Los resultados cbtenidos
muestran un aumento en el pH intracelular (pHi), tanto en las células de 7. suecica
como en las de P. fricornutum cultivadas en el medio con sulfato aménico no
tamponado (Fig. 22). Por el contrario, ni el crecimiento de la poblacién ni el pHi
muestran variaciones en los cultivos con amonio tamponados con HEPES y
aquellos con nitrato (tamponados o no) en ambas especies.

En los sistemas animales el progreso del ciclo celular est4 asociado con un
aumento del pHi y los estados de latencia presentan un pHi 4cido (Busa y
Nuccitelli, 1984). En vegetales la informacién es aidn escasa, pero los trabajos
realizados en plantas superiores indican que el pHi en los estados latentes o de

crecimiento lento es més elevado que en las fases en crecimiento activo (revisado

por Kurkdjian y Guern, 1989).

Independientemente del pH extracelular, la tasa de fijacién de C es inicial-
mente mds alta cuando las células asimilan amonio como fuente de N (Fig. 24),
aunque tiende a igualarse a lo largo del periodo de luz. La incorporacién de nitrato
y amonio son dependientes de la disponibilidad de CO,, pero sélo la tasa de
asimilacién de nitrato muestra una fuerte dependencia de la tasa de fijacién de C
(Lara et al., 1987). La luz induce la sintesis y activacién de la nitrato reductasa,

aumentando la actividad NR durante las primeras horas del ciclo de luz (Huppe y
Turpin, 1994).
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El amonio estimula la fijacién de C, mientras la asimilacién de nitrato
produce una disminucién en la fijacién de CO, (Romero y Lara, 1987), por la
competicién por el poder reductor generado fotosintéticamente (Lara, 1992). El
amonio es ademés un desacoplante de la fotofosforilacién y debe ser asimilado
ripidamente. La disminucién del nivel de glutdmico como consecuencia de la
asimilacién del amonio mediante el sistema enzimatico GS/GOGAT provoca la
activacién de la piruvato quinasa (PK), fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCasa) y
fosfofructoquinasa (PFK), efectos que también se producen cuando la fuente de N
es nitrato pero a velocidades mucho més lentas (Huppe y Turpin, 1994).

La tasa de fotosintesis es afectada también por el pH del medio. Cuando el
pH es icido (cultivos con amonio), la mayoria del carbono presente en el medio esta
en forma de CO,, mientras que con el aumento de la alcalinidad aumenta la
proporcién relativa de C en forma de bicarbonato, cuya asimilacién depende de
transporte activo y su conversién en CO, por la enzima anhidrasa carbdnica
(Kaplan et al., 1986b), localizada probablemente en el cloroplasto en P. tricornutum
(Dixon y Merret, 1988).

La sintesis y degradacién de malato se ha descrito como un proceso clave en
el control del pHi en células vegetales (Kurkdjian y Guern, 1989). Bajo tratamien-
tos que inducen la alcalinizacién del citoplasma, se activa la incorporacién de H*
v la extrusién de K*, asi como la sintesis de malato (Tromballa, 1987), cuya
acumulacién en vacuolas conlleva en algunas plantas superiores un aumento del
pH vacuolar. La sintesis de malato es también estimulada por la asimilacién de
amonio (Huppe v Turpin, 1994). La PEPCasa y la PFK son enzimas extremada-
mente sensibles al pH, y la actividad in vitro de la PEPCasa aumenta fuertemente
con el aumento del pH entre 7 y 8 (Kurkdjian y Guern, 1989). En las microalgas,
la PEPCasa se localiza en el citosol y 1a PFK en el cloroplasto (Huppe y Turpin,
1994). De esta manera, el aumento del pHi conllevaria un marcado incremento en
la fijacién de C, principalmente de la fijacién oscura o "anaplerética”. En los
presentes ensayos, en los cultivos con amonic no tamponade de ambas especies,
el 18% de la radicactividad inicial afiadida se incorporé en la fraccién celular
durante los 30 minutos iniciales de incubacién en fase de oscuridad, frente a
menos del 2.5% en los cultivos con amonio tamponado y nitrato. Esta fjjacién
oscura de C es dependiente de la actividad de la PEPCasa.

En situaciones de estrés prolongado, se rompe la capacidad homeostética de
las células (Davies y Sigee, 1984; Gahan, 1984) y se ven afectados los sistemas de
automantenimiento celular: se producen lesiones, se inhibe su reparacién vy,
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posiblemente, el coste energético de dicha reparacién aumenta (Penning de Vries,
1975). Después de tres dias sometidas a estrés 4cido, las células de P. tricornutum
perdieron la capacidad fotosintética y mostraron sintomas de desorganizacién
celular en el andlisis de autofluorescencia y pHi por citometria de flujo. La
composicién bioquimica también sufrié fuertes alteraciones, con un gran aumento
del contenido lipidico (Tablas XIX y XX). En T. suecica, las células perdieron la
movilidad celular y sedimentaron.

Composicion bioquimica

La composicién bioquimica celular refleja la historia fisiolégica de 1a célula,
a diferencia de las medidas fisiolégicas de actividad celular que deben ser
interpretadas con respecto al ambiente celular inmediato (Madariaga y Joint,
1992). Las microalgas muestran procesos de adaptacién a la disminucién de la
intensidad luminosa y a la deficiencia en nutrientes, tal y como se ha expuesto en
la “Introduccién”, por lo que las variaciones observadas en la composicién celular
de poblaciones en crecimiento logaritmico y estacionario serdn el resultado de
ambos factores.

El peso seco celular varia tanto en funcién de la fuente de N como de la fase
de crecimiento, aunque no se pueden establecer patrones comunes para las
diferentes especies. En el caso de C. calcitrans, Dunaliella y Phaeodactylum, las
células cultivadas con amonio presentan pesos secos mas altos que el de aquellas
cultivadas con otras fuentes durante el crecimiento logaritmico. Las diferentes
fuentes de N no provocan variaciones significativas durante esta fase en el caso
de Tetraselmis, mientras los pesos de las células de Isochrysis cultivadas con
fuentes oxidadas son mds altos. Para la mayoria de las especies el peso celular
aumenta con el tiempo de cultivo, con indiferencia de la fuente de N, principal-
mente a lo largo de la fase estacionaria. Excepciones son los cultivos de C.
calcitrans con fuentes aménicas y de P. tricornutum con nitrato, nitrito y urea, en
los cuales el peso celular es menor en la fase estacionaria que durante la
logaritmica.

Utting (1985) no encontré variaciones del peso seco, peso seco libre de
cenizas (PSLC) o volumen celular de 7. suecica e I. galbana cuando fueron
cultivadas en condiciones deficientes de nutrientes, mientras la diatomea
Chaetoceros sp. mostré un incremento en el PSLC. Sin embargo, Wikfors et al.
(1984) y Uriarte et al. (1993) observan aumentos significativos del peso seco de D.

168



Discusidn

tertiolecta v T. maculata, y D. primolecta, respectivamente, con la reduccion de
nutrientes aportados al medio de cultivo. El peso seco de Isochrysis sp. (clon T-ISO)
es méas alto durante 1a fase estacionaria (Brown et al., 1993b), mientras el de
Pavlova lutheri o Nannochloropsts oculata es significativamente mayor durante el
crecimiento logaritmico. Sin embargo, en Isochrysis sp. (clon T-1SO) la adaptacién
a bajas intensidades de luz conlleva una disminucién significativa en el peso seco
celular (Brown et al., 1993a). Sin embargo, la disminucién de la intensidad de luz
entre 225 y 5 nE.m?2s? provoes la disminucién del volumen celular con la
intensidad de luz en 9 especies de microalgas, entre ellas C. calcitrans, P.
tricornutum, D. tertiolecta e I. galbana (T-1S0O) (Thompson et al., 1991).

Al menos cuatro factores son importantes en acuicultura en cuanto a la
nutricién de animales alimentados con dietas a base de microalgas vivas (Brown
et al., 1989; Flynn et al, 1992): el nimero de células algales necesario, la biomasa
total suministrada, su composicién biogquimica (bruta y contenido en acidos grasos
esenciales), y el contenido y composicién en aminodcidos libres, aspecto éste de
importancia mixima en los estados juveniles caracterizados por un pobre desarro-
1lo de los procesos digestivos. El nimero o densidad de células suministrado est4d
relacionado con Ia estimulacién de una actividad filtradora éptima (Riisgard,
1991). Sin embargo, v dadas las variaciones en peso seco segiin el momento de
recogida de la biomasa microalgal, dietas basadas dnicamente en el nimero de
células por ml dardn lugar a niveles dietarios muy diferentes en cuanto a biomasa
suministrada, principalmente en términos de porcentaje del peso del animal

cultivado.

Dada la diferente evolucién del peso celular observada con la edad del
cultivo y con la fuente de N segiin la especie, la normalizacién de la composicién
bioquimica microalgal al PSLC (% PSLC) es mas indicativo de los cambios
fisiolégicos que el contenido celular, y permite establecer comparaciones entre
diferentes especies y condiciones de cultivo. El trabajo de Brown et al. (1993a)
demuestra claramente este efecto.

La evolucién a lo largo del cultivo del contenido celular de pigmentos (pg.cel’
14 %PSLC) sigue tendencias diferentes no sélo en funcién de la especie, sino
ademas de la fuente de N del medio. Asi, en Dunaliella, Tetraselmis, Isochrysis
y Phaeodactylum, cuando se cultivan con nitrato, nitrito o urea, el porcentaje de
clorofila e y carotenos respecto a la materia organica total es inferior al inicio de
la fase estacionaria que durante el crecimiento logaritmico. Para Isochrysis y

Tetraselmis, aumenta ademas alo largo de la fase estacionaria. En Chaetoceros, sin
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embargo, sélo se observan variaciones a lo largo de la fase estacionaria, con una
disminucién de su porcentaje respecto al PSLC. En los cultivos con sulfato aménico
de estas microalgas, las variaciones son més bajas entre las 2 6 3 fases analizadas,
excepto en Phaodactylum donde también decrecen como %PSLC.

Mientras lalimitacién por N en cultivos continuos provoca la disminucién en
el contenido celular de clorofilas (Roy, 1988; Sukenik y Wahnon, 1991}, en cultivos
"batch” y masivos los contenidos de clorofila a en la fase estacionaria son muchas
veces iguales o incluso superiores a los de la fase logaritmica, incluso a eficiencias
de transformacién del N préximas al 100% (Fabregaset al., 1985, 1986a,b; Wilhelm
y Manns, 1991; Nelson et al., 1992}, con un decrecimiento ulterior en cultivos muy
envejecidos (Wilhelm y Manns, 1991).

En microalgas, el enzima ribulosa-1,5-bifostato carboxilasa / oxigenasa
(RuBisCO) y los complejos antena ("light-harvesting chlorophyll-protein
complexes”), ambos componentes del aparato fotosintético, se han propuesto como
reservas celulares de nitrégeno (Prezelin, 1982; Falkowski et al., 1989). Segin
Falkowski et al. (1989), 1a RuBisCO es la principal reserva de N en Isochrysis,
mientras el complejo clorofila a / ¢ / fucoxantina no representa una reserva
importante; el porcentaje del N celular presente en la RuBisCO disminuye del 34
al 12% bajo limitacién de N.

El anilisis espectrofotométrico de las relaciones entre pigmentos se ha
propuesto como un método rdpido para determinar el estatus nutritivo microalgal
(Flynn et al., 1992). Roy (1988) encontré un aumento de la relacién clorofilas a/c
con la disminucién de la tasa de crecimiento de P. tricornutum en cultivos
continuos limitados por el aporte de N. Sin embargo, el comportamiento parece ser
diferente para cada especie. Asi, a partir de Sukenik y Wahnon (1991) y Flynn et
al.(1992), en I. galbana la relacién clorofilas a/c no deberia variar fuertemente con
la limitacién de N, mientras la relacién clorofila a/carotenos decreceria. Por otra
parte, aunque Dubinsky et al. (1986) encontraron la relacién clorofilas a/e
independiente de la intensidad de luz, Sukenik y Wahnon (1991) observaron una
disminucién constante de la relacién clorofilas a/c y un aumento de la relacién
clorofila a/carotencs con la disminucién de la intensidad luminosa para . galbana.
La adaptacién de D. fertiolecta a bajas intensidades bajo condiciones de saturacién
de nutrientes (Sukenik ef al., 1988) conlleva una disminucién de la relacién
clorofilas a/b, mientras aumentan la relacién clorofila a/luteina y el contenide
celular de los tres pigmentos. Por lo tanto, como han propuesto Flynn ef al. (1992),
s6lo la relacién clorofila a/carotenos parece idénea para caracterizar el estatus
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nutritivo microalgal. Su evolucién en funcién de la intensidad de luz y nutrientes
es diferente, y los resultados entre diferentes trabajos y especies son mds
consistentes.

En los presentes ensayos, la relacién clorofila a/carotenos decrece, para
cualquier fuente de N, con la edad del cultivo para Dunaliella, Tetraselmis e
Isochrysis, mientras en Chaetoceros sélo decrece una vez iniciada la fase estacio-
naria. Ello indicaria una deficiencia en nutrientes progresiva, al menos a lo largo
de la fase estacionaria. La disminucién de las relaciones clorofilas a/b y a/c para
estas microalgas entre la fase logaritmica y comienzo de la fase estacionaria es,
por el contrario, méas consistente con el autoensombrecimiento como factor
principal que modula las proporciones relativas de ambas clorofilas a lo largo del
crecimiento exponencial. Las relaciones clorofilas /b o a/c aumentan a lo largo de
la fase estacionaria en las tres microalgas analizadas en la fase estacionaria
avanzada (Tetraselmis, Isochrysis, Chaetoceros), asi como para P. tricornutum al
comienzo de la fase estacionaria, similar al resultado encontrado por Roy (1988)en

cultivos sometidos a deficiencia de N en esta diatomea.

Numerosos trabajos han puesto de manifiesto la influencia de la composi-
cién bioquimica de las microalgas que componen la dieta en el crecimiento y
supervivencia obtenidos en el cultivo de larvas, semilla y juveniles de moluscos,
rotiferos, y larvas de crustdceos o peces (revisado por Brown et al., 1989). Los
requerimientos nuticionales son ademds diferentes en funcién del estadio de
desarrollo y especie. Asi, por ejemplo, el trabajo de Utting (1986} con 1a ostra plana
0. edulis sugiere la necesidad de suministrar dietas ricas en proteina los dias
previos a la metamorfosis y fijacién de la larva, pero la semilla crece mejor con
dietas de bajo nivel proteico y alto de carbohidratos. Dietas con bajo nivel de
proteina y/o alto de carbohidratos también incrementaron las tasas de crecimiento
de larvas de ostra japonesa, Crassostrea gigas (Thompson y Harrison, 1992), asi
como de semilla de ostra americana, C. virginica (Flazk y Epifanio, 1978; Wikfors
et al., 1984). Sin embargo, el aumento de la tasa de crecimiento de semilla de O.
edulis con el aumento de carbohidratos en ]a dieta sélo se produce cuando el aporte
de proteina es 6ptimo (Enright et al., 1986h). Por su parte, el crecimiento de la
semilla de la almeja Mercenaria mercenaria sélo se correlaciond con los niveles de
proteina y lipidos de la dieta (Wikfors et al., 1992).

En todos estos estudios citados, las variaciones en el crecimiento de los
animales en cultivo se observaron parala misma dieta monoalgal manipulando su
composicién bioguimica. Entre otros factores, el descenso de proteina en 1a dieta
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puede conseguirse en funcién de la fuente de nitrégeno utilizada (Levasseuret al.,
1993) o del momento del ciclo de crecimiento en que se recoja la biomasa microalgal
(Myklestad y Haug, 1972; Flaak y Epifanio, 1978; Utting, 1985).

Para las cinco especies microalgales presentadas en esta memoria, la
composicién bioquimica varia en funcién de la fuente de nitrégeno suministrada
al medio de cultivo, asi como, y mds sigificativamente, de 1a fase de crecimiento
en que se recoge la biomasa. En determinados casos también se observa un efecto
interactivo entre ambos factores, principalmente en el contenido en pigmentos.
Una importante variacién de la composicién bioquimica en funcién de la fuente de
nitrégeno se ha observado también en cultivos estéticos de las microalgas marinas
T. suecica (Liafio et al., 1987), D. tertiolecta (Fibregas et al., 1989b; Levasseur ef
al., 1993), Chaetoceros gracilis y Thalasssiosira pseudoenana (Levasseur et al.,
1993), asi como en cultivos masivos de Chlorella, Isochrysis y Tetraselmis (Ojeda
y Afonso, 1986). Madariaga y Joint (1992) observaron, con Paviova lutheri
cultivada en quimiostato, que la reparticién del C fijado entre las fracciones
proteica, glucidica y lipidica, difiere en funcién de la fuente de N asimilada
(nitrato, amonio o glicina) y las condiciones de cultivo (tasa de dilucién). Levasseur
et al. (1998) observaron variaciones en las cuotas celulares de C, N y clorofila a de
T. pseudoenena, C. gracilis y D. tertiolecta en funcién de la fuente de N asimilada
e intensidad de luz.

La fuente de N ejerce poco efecto sobre el contenido de proteina expresada
como % del PSLC. Para C. calcifrans, las tinicas variaciones se observan en un
mayor contenido al final del cultive cuando se cultiva con sulfato aménico (24%
frente a 14 - 17% PSLC en los restantes medios), y para I. galbara en un mayor
contenido de proteina durante el crecimiento exponencial cuando 1a fuente de N
es urea o amonio (25% frente a 19 - 20% PSLC). En el caso de T suecica, las células
cultivadas con urea presentan los mayores contenidos de proteina a lo largo de
todo el ciclo de cultivo (23 - 34% frente a 14 - 25% PSLC en los restantes medios)
considerando todas las fases en conjunto. Las células cultivadas con urea de
Isochrysis, Phaeodactylum y Tetraselmis, y con amonio carbonato de C. calcitrans,
presentan contenidos proteicos ligeramente mas altos que aquellas cultivadas con
otras fuentes de N durante el crecimiento exponencial.

El contenido celular de proteina (pg.cel’l) aumenta con el tiempo del cultivo
para C. calcitrans, I. galbana,y T. suecica, alcanzando los valores méximos al final
de la fase estacionaria, mientras decrece en P. tricornutum. Sin embargo, expre-
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sada como % PSLC, la proteina decrece con el envejecimiento del cultivo en L
galbana (18 - 25% PSLC a 11 - 14%) y P. tricornutum (29 - 32% PSLC a 17 - 21%).

En T. suecica (y C. calcitrans, como se discutird més adelante) el contenido
proteico alcanza valores maximos al comienzo de la fase estacionaria (18 - 34%
PSLC), decreciendo posteriormente al 14 - 26%, correspondiendo los valores
maximos en ambas fases a los cultivos con urea. El alto contenido de proteina
registrado al comienzo de la fase estacionaria de T. suecica, igual o superior al
observado durante el crecimiento logaritmico (17 - 22%), es un efecto observado
repetidamente en microalgas verdes cuando son cultivadas en altas concentracio-
nes de N, y reflejan su consumo en exceso y almacenamiento en proteina (Wikfors,
1986). Tal efecto se ha observado para Dunaliella bardawil (Ben-Amotz, 1987), D.
tertiolecta (Fabregas et al., 1986a; Herrero et al., 1994), Tetraselmis maculata
(Wikfors, 1986), T. suecica (Fibregas et al., 1985b; Utting, 1985) y Tetraselmis sp.
(Molina et al., 1991}, a veces con un decrecimiento ulterior con la edad del cultivo
(Utting, 1985).

En las diatomeas también se han descrito elevados contenidos celulares de
N o proteina en condiciones de crecimiento no limitado por N (Sakshaug ef al.,
1989), en altas concentraciones de N (Myklestad y Haug, 1972; Utting, 1985) y
durante el crecimiento logaritmico (Myklestad y Haug, 1972). Tal es el caso de
Phaeodactylum, donde la proteina representa el 29 - 32% PSLC durante el
crecimiento logaritmico por el 17 - 21% en la fase estacionaria. Sin embargo, en
los cultivos de Chaetoceros con nitrato, nitrito y amonio carbonato la proteina
alcanzé los valores més altos al comienzo de la fase estacionaria (19 - 21% PSLC),
decreciendo al 14 - 17% al final del cultivo; en aquellos con sulfato aménico
aumenté continuamente con valores méaximos al final del cultivo (24% PSLC). Las
bajas eficiencias de transformacién del N obtenidas para C. calcitrans (32 - 59%
al final del cultivo), ponen de manifiesto que no se produce limitacién por N en
ningin momento del cultivo. Las condiciones utilizadas en el presente trabajo
para el cultivo de Chaetoceros no son idéneas para obtener una elevada transfor-
macién de los nutrientes minerales en biomasa. Sin embargo, estas condiciones
de cultivo permitirian obtener simultdneamente, al inicio de la fase estacionaria,
altas densidades celulares y células con elevada proteina y una relacién
carbohidratos/proteina similar a la fase logaritmica, particularmente con fuentes
de N oxidado.

En general, los contenidos en proteina celular obtenidos no son elevados en
comparacién otros publicados en la literatura. La comparacién de los valores
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obtenidos por diferentes investigadores es dificil dado que la proteina es determi-
nada por métodos muy diferentes: Kjeldahl, analisis elemental, suma de residuos
aminoacidicos 6 métodos espectrofotométricos (Bradford, Lowry o Smith). Berges
et al. (1993} han encontrado que la proteina determinada por el método Bradford
(utilizado para el anélisis de proteina en la presente memoria) sélo representa el
47% del N celular de Thalassiosira. Los ensayos Lowry o Smith dan valores de
proteina un 50 - 60% superiores al Bradford. Segiin la revisién realizada por estos
investigadores, el N proteico representa entre el 33 y 75% del N celular para
diferentes diatomeas y fases de crecimiento, y el analisis de amino4cidos de un
hidrolizade microalgal explica el 75 - 85% del N celular. Adn cuando estos
investigadores recomiendan el método Bradford con seroalbimina bovina como
patrén como anilisis estdndar de proteina, parece claro que el contenido de
proteina celular es probablemente infraestimado por este método.

Las microalgas cultivadas en condiciones de suficiencia de nutrientes
normalmente asimilan el C fijado fotosintéticamente en proteina para soportar el
crecimiento y divisién celular (Myers, 1980). Sin embargo, cuando una poblacién
microalgal es privada de N, la tasa de divisién celular decrece y el C fijado
fotosintéticamente es desviado hacia la sintesis de productos de reserva a
expensas de la sintesis proteica, la cual decrece debido ala baja disponibilidad de
N (Myklestad, 1988; Madariaga vy Joint, 1992).

La transferencia a medio libre de N provoca la reduccién del nivel de
proteina (% PSLC) de I. galbane (T-ISO), C. calcitrans y T. pseudoenana
(Harrison et al., 1990). Brown ef al. (1993b) obtuvieron contenidos proteicos (%
PSLC) mas altos durante la fase logaritmica para I. galbana (T-ISO) y
Nannochloropsis oculata, mientras en P. lutheri 1a proteina se mantuvo constante
entre ambas fases.

La disminucién en el porcentaje de proteina, atin produciéndose a diferen-
tes tiempos de cultive segiin las especies, se correlacioné generalmente en
nuestros estudios con un aumento relative de los productos de reserva, como se
observa por la evolucién de las proporciones carb/prot para C. calcitrans (Fig. 4),
y carb/prot y lip/prot para I. galbanae (Fig. 11) y P. tricornutum (Fig. 15). Sin
embargo, en el caso de T. suecica (Fig. 19) no existen variaciones en el valor de
estas proporciones con la edad del cultive.

Para todas las especies el contenido celular de carbohidratos {como pg.cel?
6 % PSLC) aumenta con el envejecimiento del cultivo. El contenido, como % PSLC,
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entre la fase logaritmica y final de cultivo aumenté (valores medios) del 16% al 29%
para Chaetoceros, 9% al 12.5% para Isochrysis, y del 10.5% al 40% para
Phaeodactylum. En T. suecica, aunque los carbohidratos aumentan continua-
mente de 11.05 a 17.61 pg.cel! (valores medios) entre las fases logaritmica y
estacionaria avanzada, se mantienen en el 6 - 10% de la materia orgénica, con los
" mayores valores al comienzo (cultivos con nitrato, nitrito, amonio) o a los 10 dias
en fase estacionaria (cultivos con urea).

El aumento del contenido celular de carbohidratos (y/o lipidos) es una
tendencia observada generalmente en las microalgas cuando disminuye la tasa de
crecimiento, tanto cuando son sometidas aconcentraciones limitantes de nutrientes
(particularmente N} como cuando el cultivo entra en la fase estacionaria (Kaplan
et al., 1986b; Myklestad, 1988). No obstante no pueden establecerse generaliza-
ciones dado que la respuesta es dependiente de la especie y condiciones de cultive
(Moal et al., 1977; Brown ef al., 1989).

La baja acumulacién de carbohidratos observada en los cultivos de T.
suecica parece estar relacionada con las condiciones ambientales utilizadas, dado
que Fibregas ef al. (1985b) tampoco encontraron variaciones importantes en el
contenido celular de carbohidratos de T. suecica entre las fases logarftmica y
estacionaria avanzada bajo condiciones de cultivo similares y nitrato como fuente
de N.

El efecto de la fuente de N sobre el contenido celular de carbohidratos es
dependiente de la especie. En general, el contenido (pg.cel’!) es mas alto en las
fuentes de N oxidadas al inicio de la fase estacionaria (C. calcitrans, P. tricornutum,
T. suecica), ipualandose al final del cultive en el caso de 7. suecica. Este mismo
resultado se obtuvo anteriormente para D. tertiolecta (Abalde, 1986) a 4 mM de
N. En I. galbana no se chservan variaciones en funcién de la fuente de N
asimilada.

Las variaciones en funcién del % PSLC son aiin menores. En C. calcitrans
las células cultivadas con N oxidado presentan altos porcentajes de carbohidratos
durante todo el ciclo de crecimiento {21 - 27% PSLC). Las células de Chaefoceros,
v en menor grado, T suecica cultivadas con fuentes de N reducido presentan
menores niveles de carbohidratos durante el crecimiento exponencial y comienzo
de la fase estacionaria (Tablas IV y XXIV).
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En los cultivos de Chaetoceros y Tetraselmis con fuentes que aportan C
ademds de N (amonic carbonato para C. calcitrans y urea para T. suecica) los
carbohidratos aumentan a lo largo de 1a fase estacionaria, presentando al final del
cultivo porcentajes de carbohidratos ligeramente superiores con respecto a las
demds fuentes: 32% frente a 27% (Chaetoceros), y 8.2 frente a 6.4% (Tetraselmis).
Este efecto no se observani en I. galbana nien P. tricornutum. En relacién con esto,
mayores contenidos celulares de carbohidratos en cultivos semicontinuos de T
maculata que en cultivos discontinuos en fase estacionaria parecen estar relacio-
nados con el aporte de CO, (Wikfors ef al., 1984; Wikfors, 1986). En P. tricornutum
el suministro de CO, a cultivos semicontinuos incrementa fuertemente el conteni-
do celular de carbohidratos (Chrismadha y Borowitzka, 1594).

El contenido celular de lipidos sigue tendencias diferentes en funcién de la
especie y fuente de N. En las diatomeas C. calcitrans y P. tricornutum los lipidos
se mantienen constantes como % del PSLC a lo largo del ciclo de crecimiento en
los cultivos con N oxidado, urea o amonio carbonato (9 - 16% PSLC para C.
calcitrans y 23 - 26% PSLC para P. tricornutum). Sin embargo, cuando se cultiva
cualquiera de estas diatomeas con sulfato aménico, se observa una acumulacién
de lipidos del 12 al 22% PSLC en C. calcitrans y del 21 al 32% PSLC para P.
tricornutum. I. galbana responde acumulando lipidos como reserva energética
desde el inicio de la fase estacionaria de crecimiento, representando entre el 31 -
42% de la materia orgdnica en cultivos en fase estacionaria avanzada. Sin
embargo, en el caso de T. suecica, atin cuando los lipidos son sintetizados
activamente durante la fase estacionaria, como se observa a partir del incremento
en el contenido celular (pg.cel'l), su abundancia relativa se mantiene constante
durante esta fase (19 - 27% PSLC), v es inferior a la observada durante el
crecimiento logaritmico (29 - 40%). Las células cultivadas con amonio o urea

tienden a presentar los mayores contenidos celulares de lipidos.

El cultivo a bajas concentraciones o deficiencia de N produce, frente a aquel
a elevadas concentracicnes de N, un aumento en el nivel de carbohidratos, pero
no de lipidos (como % PS é % PSLC) en Dunaliella primolecta (Uriarte et al., 1993),
D. bardawil (Ben-Amotz, 1987), Chaetoceros affinis (Myklestad y Haug, 1972), C.
calcitrans (Utting, 1985; Harrison ef al., 1990), C. gracilis (Enright ef al., 1986b),
T. suecica (Utting, 1985) y Tetraselmis maculata (Wikfors, 1986). Se ha observado
acumulacién tanto de carbohidratos como de lipidos para D. tertiolecta (Wikfors,
1986). La deficiencia en P é S provoca en D. bardawil el aumento de carbohidratos
y descenso de lipidos a intensidades de luz bajas, mientras el nivel de lipidos no
es afectado a intensidades altas (Ben-Amotz, 1987).
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Los resultados para las diferentes cepas de Isochrysis - I. galbana (ISO), L.
galbana clon T-1SO (= Isochrysis sp. T-ISO 6 Isochrysis aff. galbana T-1SO}) e L
galbana (C-IS0) - son confuses. Utting (1985) observé acumulacién de lipidos y
carbohidratos para I. galbana (180). Kaplan et al. (1986a) observaron la acamula-
cién constante delipidos porI. galbana durantelos 10 dias siguientes al agotamien-
to del N del medio, mientras la proteina decrecié durante los primeros 4 dias
manteniéndose luego constante. Sukenik y Wahnon (1991) observan acumulacién
tanto de carbohidratos como lipidos (pg.cel'!) para I. galbana (T-ISO) Sin embargo,
Nelson ef al. (1992) v Brown et al. (1993b) sélo observaron acumulacién de
carbohidratos (% PS) para Isochrysis sp. (T-ISO) en fase estacionaria, mientras
Pavlova Iutheri (también primnesioficea) mostré acumulacién de lipidos y
carbohidratos. El mismo resultado (acumulacién sélo de carbohidratos) se obtuvo
para I. galbana (T-ISO) tras 6 dias en medio libre de N (Harrison et al., 1990). Los
principales productos de reservaen Isochrysis C-ISO son también los carbohidratos
(Nelson ef al., 1992).

En su revisién bibliogréfica sobre las diversas cepas de Isochrysis galbana,
Wikforsy Patterson (1994) recomiendan no considerarlas cepas T-ISO ("Isochrysis
taitiana") y C-ISO ("Isochrysis caribeiia”) como I. galbana, siendo dudosa incluso
su adseripcién al género seguin estos autores. Como se discutird mas adelante, los
perfiles de 4cidos grasos publicados para I. galbana (ISO)y las otras dos cepas son
cualitativamente diferentes. La cepa utilizada en nuestro laboratorio se obtuvo
inicialmente del "Culture Center of Algae and Protozoa" (cepa LB 927/1), y es
considerada descendiente del culti\‘ro a partir del cual Parke (1949) hizo la
descripcién del género y especie, y aislada en la Isla de Man (Wikfors y Patterson,
1994).

La disminucién de la intensidad de luz ejerce efectos diferentes en funcién
de la especie. Las células de Isochrysis sp. (clon T-ISO) cultivadas a 50 pE.m2.s°
1 ge caracterizaron (frente a aguellas cultivadas a 100 pE.m2.5!) por menores
contenidos celulares (pg.cel’l) de proteina, carbohidratos y lipidos; sin embargo,
como % PSLC, sélo la disminucién de carbohidratos y aumento de clorofila a
fueron significativas (Brown ef al., 1993a). Para D. bardawil, Ben-Amotz (1987)
sélo observé un aumento significativo en el contenido de lipidos a bajas intensida-
des de luz; el contenido de proteina en condiciones de suficiencia de nutrientes (5
mM N y 0.2 mM P) o deficiencia de N 6 S fue independiente de la luz, y decrecié
del 27 - 30% PSLC al 10% en 6 dias de estrés de N, mientras no fue afectado por
la defiencia en S, y la deficiencia en P decreci6 el nivel de proteina sélo a altas
intensidades. Chaetoceros sp. cultivado a baja intensidad de luz mostré mayores
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contenidos de lipidos y cenizas y menores de protefna y carbohidratos que a altas
intensidades (Sdnchez-Saavedray Voltolina, 1994). El nivel de intensidad lumino-
sa tuvo escaso efecto sobre la composicién de P. tricornutum (% PSLC) en cultivo
semicontinuo (Chrismadha y Borowitzka, 1994).

El alto contenido en lipidos de T. suecica durante el crecimiento logaritmico
¥ su decrecimiento en fase estacionaria concuerda con los resultados para otras
algas verdes marinas relacionadas. Utting (1985) observa un mayor contenido en
lipidos para esta especie cultivada en exceso de N respecto a cultivos en deficiencia
de N. Otras microalgas de este género, como T. maculata, tampoco responden a
la deficiencia de nutrientes con cambios en el contenido de lipidos (Wikfors, 1986).
El contenido en lipidos de Tetraselmis sp. en fase estacionaria (Uriarte et al.,
1993), cultivada en el mismo medio de cultivo utilizado en este trabajo (Fbregas
ef al., 1984) mostré valores maximos a una relacién N:P 20:1 (11.4% PS) sobre el
rango de relaciones N/P 0.5 - 80 realizadas variando vinicamente la concentracién
de N, decreciendo a relaciones N/P < 20 (limitacién por N) y manteniéndose
constante a relaciones N/P > 20.

Las especies de Dunaliella siguen tendencias semejantes. Asi, como % PS
6 % PSLC, Uriarte et al. (1993) observaron un mayor contenido en lipidos de D.
primolecta cultivada en altas concentraciones de N respecto a la cultivada en
deficiencia de N. Shifrin y Chisholm (1981) no observaron acumulacién de lipidos
de D. terticlecta en medio libre de N, y Ben-Amotz (1987) no observé acumulacién
de lipidos en medio deficiente en N, P é S para D). bardawil. Herrero et al. (1994)
s6lo observaron ligeras variaciones entre las fases logaritmica y estacionaria en
el contenido lipidico (pg.cel™)) de D. tertiolecta cultivada con urea, obteniéndose los
mayores contenidos en las concentraciones de urea mas altas (8 - 16 mM N). Sin
embargo, Wikfors (1986) encuentra acumulacién de lipidos para D. tertiolecta a
bajas concentraciones iniciales de N y P,

Werner (1970) ha sugerido para algunas diatomeas una acumulacién inicial
de carbohidratos en condiciones de deficiencia de nutrientes y que éstos sean
sustituidos por lipidos a mds Iargo plazo. En las microalgas con esta caracteristica
metabdlica, los carbohidratos actuarian como una reserva intermediaria, debido
a que se requiere un tiempo después de que el N se vuelve limitante para que se
produzcan los enzimas esenciales para la sintesis de lipidos (Fogg, 1956). Sin
embargo, en I. galbana la deficiencia en N impone una acumulacién de lipidos y
4cidos grasos (Sukenik y Livne, 1991), decrecimiento del contenido celular de
proteina, actividad acetil-CoA carboxilasa, y una variacién en la composicién de
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acidos grasos (Livne y Sukenik, 1992). La enzima acetil-CoA carboxilasa es
reponsable de la localizacién del C celular en la ruta biosintética de lipidos. La
acumulacién de lipidos resultante bajo deficiencia de N en esta especie se atribuyé
a una reduccién diferencial en la divisién celular y en la tasa de sintesis lipidica.
A intensidades menores de 150 pE.m2.s1 la tasa de sintesis de novo de lipidos
también decrece en cultivos suficientes en nutrientes, pero el contenido celular
permanecié constante (Sukenik y Livne, 1991).

En C. calcitrans y P. tricornutum los productos inicialmente acumulados
como reserva energética son los carbohidratos, los cuales no son sustituidos a
largo plazo por lipides en C. caleitrans. Aunque en P. tricornutum sélo se realizéd
un andlisis en la fase estacionaria, ésta responde probablemente a una fase
estacionaria mas avanzada. Ello es debido a que P. fricornutum es capaz de
mantener altas tasas de crecimiento durante varias generaciones en medio libre
de N. La capacidad de mantener el crecimiento en medio libre de N es comin para
muchas microlagas (Shifrin y Chisholm, 1981; Sukenik y Livne, 1991; Flynn et al.,
1992), pero la tasa de crecimiento decrece rapidamente. En estas dos diatomeas,
la acumulacién de lipidos parece estar mas bien relacionada con la fuente de N
asimilada (sulfato aménico) y asociado ademds con un estrés 4cido en el caso de
P. tricornutum. Esta sintesis no aparenta producirse a partir de polisacaridos de
reserva, dado que los carbohidratos totales incrementan sus valores como %
PSLC. Los carbohidratos (crisolaminarina principalmente) son la principal fuen-
te de reserva energética en muchas diatomeas, ademas de cumplir otras funciones
fisiolégicas (Myklestad, 1988).

El contenido de ARN expresado como pg.cel), muestra diferentes tenden-
cias en funcién de la especie y fuente de N. Sin embargo, cuando se expresa como
% PSLC desciende continuamente a lo largo del ciclo de crecimiento, con la
excepcidn de los cultives de P. fricornutum con sulfato amdnico, y aquellos de T.
suecica con N oxidado o urea, en los que se produce un incremento a lo largo de
la fase estacionaria. Pocos trabajos han analizado las variaciones en el contenido
celular de ARN con la intensidad de luz, deficiencia de nutrientes o interacciones
de ambos. No obstante la deficiencia en N 6 P conlleva normalmente la disminu-
cién del contenido celular de ARN (Kaplan et al., 1986b).

Los cultivos de microalgas limitados por nutrientes experimentan cambios
predecibles en la composicién bicquimica y, por ello, se han propuesto relaciones
entre distintos componentes celulares para estimar el "status" nutritivo de una
poblacién. La relacidén carbohidratos/proteina (carb/prot) es un pardametro muy
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itil porque responde a la disponibilidad de los nutrientes més comdnmente
limitantes, Ny P (Ganf et al., 1986). Sin embargo, grandes fluctuaciones diurnas
en las proporciones de estos constituyentes celulares pueden enmascarar las
tendencias a largo plazo. Por ejemplo, en poblaciones en crecimiento activo los
carbohidratos se acumulan durante el periodo de luz, pero son consumidos
durante la noche para proporcionar 1a energia y esqueletos carbonados para la
sintesis proteica (Myklestad, 1988) y de 4cidos grasos (Flynn et al., 1992). Por ello,
las variaciones en la relacién carb/prot encontradas entre la fase logaritmica y
estacionaria pueden ser del mismo orden que las variaciones diarias en 1a fase
logaritmica; no obstante, la magnitud de los cambios diarios decrece constante-
mente con la edad del cultivo, y, ademds, desciende con la disminucién de la
intensidad luminosa (Ganf et al., 1986). Con todo, para muestras recogidas en el
mismo momento del ciclo diario luz-oscuridad, la relacién carb/prot en cultivos de
Scenedesmus quadricauda aumenta constantemente a lo largo del ciclo de
crecimiento, y ademds esta proporcidn responde a cambios en las concentraciones
de N y P de una manera predecible (Ganf et al., 1986; Myklestad, 1988). Cuando
el N 6 P del medio se agotan, esta proporcién aumenta, si bien su aumento con el
tiempo es lineal mientras la tasa de crecimiento decrece exponencialmente.
Ademds, el valor de esta relacidn es independiente de las condiciones de Iuz
(Wynne y Rhee, 1986).

En los presentes ensayos, la relacién carb/prot aumenta al detenerse el
crecimiento en todos los cultives y para todas las especies, excepto T. suecica para
la cual se mantiene estable a lo largo del cultivo con ligeras variaciones.

Sélo en los cultives de P. tricornutum con nitrato, nitrito y urea, se dan todas
las respuestas bioquimicas esperadas bajo limitacién dnicamente de nutrientes:
disminucién deloscontenidos celulares de proteina, ARNy pigmentos fotosintéticos,
Junto a un aumento de los productos de reserva, en esta especie los carbohidratos.
En la fase estacionaria de los cultivos de P. tricornutum, los efectos sobre la
composicién bioguimica pueden ser ficilmente atribuides a la deficiencia de
nutrientes; las poblaciones han cesado de dividirse como una consecuencia directa
de que todo el N ha sido asimilado.

Células microalgales con bajo contenido proteico y alto en carbohidratos se
han asociado con frecuencia con la deficiencia de N, tanto en cultivo (Myklestad
y Haug, 1972; Wikfors, 1986; Ben-Amotz, 1987), como en la naturaleza, especial-
mente bajo condiciones de “blooms” (Haug et al., 1973; Barlow, 1984). Las
poblaciones de P. tricornutum cultivadas con amonio, no limitadas por el agota-
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miento de nutrientes ni por la luz sino por el pH del medic externo, presentan una
respuesta totalmente diferente: descense de las concentraciones celulares de
proteina y aumento de las de carbohidratos, lipidos, ARN, peso seco y PSLC.
Concretamente, la fraccién lipidica representa el 32% del PSLC. Por otro lado,
mientras la relacién ARN/prot no varia con la fase de crecimiento en los cultivos
con nitrato, nitrito ¥ urea, en los cultivos con amonio aumenta notablemente,
indicando un desacoplamiento entre la sintesis de ARN y proteina.

Perfil de acidos grasos

La composicién de dcidos grasos de una especie microalgal cobra especial
importancia en cuanto el cultivo masivo de microalgas se presenta como una
alternativa para la produccién de 4cidos grasos esenciales en nutricién humana
yacuicultura. Los animales marinos pueden producir dcidos grasos poliinsaturados
de 20 y 22C a partir de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena mis corta
obtenidos del alimento, pero los pasos de elongacién y desaturacién son ineficientes
{Kanazawa et al., 1979, 1980), por lo que requieren eicosapentaencico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA) que deben obtener de la dieta (Brown ef al., 1989).
Larvas y juveniles de ostra alimentados con dietas ricas en estos dcidos grasos
crecen mejor que aquellos alimentados con dietas similares pobres en EPA y DHA
(Langdo:i y Waldock, 1981; Enright e al., 1986a,b; Thompson y Harrison, 1992).
Por otra parte, el acido araquidénico (AA) es precursor de la sintesis de
prostaglandinas y parece proteger la mucosa géstrica y duodenal contra los daiios
producidos por el etanol. Dietas ricas en EPA reducen los niveles de colesterol. y—
linolénico ¥ EPA tienen aplicaciones potenciales en la prevencién de enfermeda-
des del corazén y sistema circulatorio, procesos inflamatorios y cancer
(Yongmanitchai y Ward, 1989). Por ello, el conocimiento de la composicién de
4cidos grasos de diferentes especies con buen crecimiento en cultivo masivo
(Volkman et al., 1989; Mourente et al., 1990; Dunstan et al., 1992; Thompson et al.,
1992b), asi como el anilisis de diferentes estrategias para alcanzar una sobrepro-
duccién en dcidos grasos esenciales (Yongmanitchai y Ward, 1991; Cohen ef al.,
1992; Lépez-Alonso et al., 1992; Cohen ef al., 1993; Dunstan et al., 1993) han
recibido un interés creciente en los tdltimos afios.

La sintesis de dcidos grasos es influenciada por intensidad de luz (Thompson
et al., 1990; Sukenik y Wahnon, 1991), CO, (Tsuzuki ef ol., 1990; Chrysmadha y
Borowitzka, 1994), temperatura y calidad de luz {Thompson y Harrison, 1992},
estatus nutritivo (Livne y Sukenik, 1992; Sukenik y Wahnon, 1991; Veloso et al.,
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1991), fuente de N (Yongmanitchai y Ward, 1991; Flynn et al., 1992), fase del ciclo
de crecimiento y sistema de cultivo (Dunstan ef al., 1993). Las variaciones
observadas implican normalmente variaciones cuantitativas sobre el mismo perfil
de 4cidos grasos, aunque algunas microalgas, como D. tertiolecta, parecen sinteti-

zar determinados dcidos grasos sélo bajo determinadas condiciones de cultivo
(Thompson ef al., 1990).

El perfil de dcidos grasos de C. calcifrans coincide béasicamente con el
publicade por Volkman et al. (1989), Thompson et al. (1990) y Shamsudin (1992),
aunque no observan la presencia de 16:3086, 16:303 y 20:1. La principal diferencia
cuantitativa es la menor proporcién de miristico (17.5 - 20.4% del total de 4cidos
grasos) y la mayor de EPA (11 - 16%) observadas por Volkman ef al. (1989) y
Thompson et al. (1990) respecto a la detectada en nuestros cultivos, similares sin
embargo a las encontradas por Shamsudin (1992).

Los perfiles de D. tertiolecta coinciden con el publicado por Volkman et al.
(1989} y Thompson et al. (1990;. El 16:306 no es encontrado por estos autores,
aunque si ha sido publicado para D. saline (Mourente et al., 1990). Los acidos
grasos 20:206 y araquidénico, presentes en cantidades traza, no son detectados
por Volkman et al. (1989), quienes no encuentran acidos grasos de 20 6 22 dtomos
de C. Thompson et al. (1990) y Herrero et al. (1992) si observan la presencia de 4c.
grasos C20 y C22 poliinsaturados para esta especie, aunque a partir del trabajo
de Thompson et al. (1990), la sintesis de estos acidos grasos por D. tertiolecta
parece estar modulada por la intensidad luminosa.

El perfil de I. galbana coincide cualitativamente con el de las cepas de
Volkman et al. (1989), Mourente et al. (1990) y Dunstan ef al. (1993), el clon T-ISO,
pero presenta prandes diferencias cuantitativas. Teniendo en cuenta estos 3
trabajos, de los cuales el dltimo incluye anélisis en las fases logaritmica y
estacionaria, las principales diferencias son un menor contenido en-16:1 (5 - 11%
del total para la suma de diferentes isémeros) y EPA (0.2 - 0.8%) y un mayor
contenido en oleico (8 - 26%), a-linoleico (2.5 - 10%) y a~linolénico (4 - 7%) que los
observados en nuestros cultivos. Entre los poliinsaturados de mas de 20C,
Dunstan et al. (1993) observan la presencia de 22:506 ademas de 22:503 y DHA,
y Lépez Alonso et al. (1992) dan sélo 1a presencia de 22:3 y DHA. Volkman ef al.
(1989) hacen referencia a la amplia variedad en la composicién de acidos grasos
publicada por diferentes grupos para I. galbana. 59 clones aislados por Lépez-
Alonso et al. (1992) a partir de la misma poblacién parental que la utilizada en
nuestro estudio mostraron bdsicamente la misma composicién de 4cidos grasos
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pero una amplia variabilidad en cuanto al contenido de cada #cido graso. No
obstante, las variaciones observadas para los 59 clones fueron: 10 - 24% para el
16:107; 0 - 1.6%, oleico; 0 - 1.7%, a-linoleico; 13 - 32%, EPA y 4 - 13%, DHA,
variaciones de orden similar alas observadas en el presente trabajo entre las fases
logaritmica y estacionaria de los cultivos con urea (Tabla XV). El bajo contenido
en 16:107 y EPA, y alto en oleico y c-lincleico, parecen asi caracteristicas de
Isochrysis sp. (T-1S0) (= Isochrysis galbana T-ISO) que la diferencian de I
galbana (ISO).

El perfil de P. ¢ricornutum coincide con el publicado por Thompson et al.
(1990}, quienes detectaron ademis 14:105 y 22:5»3, mientras el AA sélo a muy
bajas intensidades de luz (14 pE.m?2.s'1). Tanto para esta especie como para I.
galbana (T-1S0) sefialan la presencia de 18:503, el cual no hemos identificado y
podria corresponder al pico desconocido D2.28, presente en ambas especies.

Comparando el perfil de 4Acidos grasos de T. suecica con el de Volkman et al.
(1989) y Mourente et al. (1990), el pico detectado como 16:1 debe ser la suma de
los isémeros 16:109, ©7 ¥ ©13t, siendo el primero el méas abundante. El pico
identificado como 16:2w4 no es observado por estos autores. Mourente ef al. (1990)
detectan ademads 22:506 y 22:503. No obstante, estos autores encuentran mayores
contenidos de 16:3w6 (5 - 6% del total de 4cidos grasos), y contenidos més bajos
de 16:403 (8 - 14%) v 18:803 (5 - 11%), mientras el contenido de 16:109 es muy
variable (0.9 - 17.2%).

Volkman et al. (1989) comentaron las marcadas diferencias encontradas en
diferentes laboratorios en el contenido y composicién de Acidos grasos para
algunas especies microalgales, particularmente I. galbana, y plantearon la
cuestién de si pueden obtenerse resultados consistentes para la misma especie
cultivada bajo condiciones similares. Probablemente, una cuestién mas importan-
te es si diferentes aislamientos corresponden a la misma especie. Los resultados
encontrados en el presente estudio se corresponden ampliamente con los de
diferentes autores, y las diferencias cuantitativas observadas entre diferentes
trabajos son el resultado de diferentes condiciones experimentales, asi como del
analisis en diferentes fases de crecimiento. Por otra parte, a pesar de la variabi-
lidad genotipica (Lépez-Alonso et al., 1992) y fenotipica (presente trabajo) obser-
vada para I. galbana, esta variabilidad no solapa las variaciones observadas entre
I galbana (1S0) e Isochrysis sp. (T-1S0), lo cual apoyaria la separacién entre estas
dos cepas propuesta por Wikfors y y Patterson (1994). Por otra parte, el perfil de
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4cidos grasos observado para I. galbana (ISO) coincide muy estrechamente con el
observado para el primnesiéfito Paviova lutheri por Volkman et al. (1989).

Los cultives con amonio presentan contenidos mds altos de 4cidos grasos
polienoicos en la fase logaritmica, excepto para Dunaliella y Chaetoceros donde no
se observaron diferencias con las demas fuentes de N. El contenido en dcidos grasos
poliinsaturados de las microalgas estudiadas, excepto Dunaliella, alcanza los
mayores valoresen los medios con N reducido (amenio o urea) en la fase logaritmica
o inicio de la fase estacionaria, aunque en los cultivos de Isochrysis con sulfato
aménico la abundancia relativa de poliinsaturados aumenta durante la fase
estacionaria. El contenido en 4cidos grasos poliinsaturados de D. tertiolecta se
mantuvo constante entre las fases logaritmica y estacionaria disminuyendo .
lnicamente en los cultivos en medio de amonio. En los cultivos de Chaetoceros,
Isochrysis y Tetraselmis, se analizé una fase estacionaria avanzada; en las dos
primeras el contenido de 4cidos grasos saturados + monoenoicos aumenté a lo
largo de la fase estacionaria, con la excepcién ya mencionada de Isochrysis en
medio de amonio. En Tetraselmis aumenté continuamente con la edad del cultivo
en los medios con N oxidado, menteniéndose constante en los cultivos con urea.

Dunstan et al. (1993) observaron una disminucién del contenido en acidos
grasos poliinsaturados entre las fases logaritmica y estacionaria para 3 microalgas
marinas. Sukenik y Wahnon (1991) obtuvieron un aumento del contenido de
acidos grasos poliinsaturados para I, galbana de 35.2 al 48.3% con el aumento de
la carga de N en cultivos en régimen de quimiostato, mientras decrecié del 50.3
al 48.4% con el aumento en la intensidad de luz de 30 a 175 pE.m-2.s"1. Molina-
Grima et al. (1992) también observaron una disminucién continua del contenido
de PUFAs de I galbara (ISO) con el aumento en la intensidad de luz v con la
disminucién de la concentracién inicial de nitrato por debajo de 4 mM. El maximo
en el porcentaje de poliinsaturados al inicio de la fase estacionaria observado en
nuestros cultivos deberia asi ser debido al efecto de autoensombrecimiento,
mientrasel aumento en dcidos saturados alolargoela fase estacionaria seria reflejo

de una deficiencia progresiva en nutrientes.

Flynn et al. (1992) encontraron que en I. galbana (T-ISO) la deficencia en
N conllevé el aumento del contenido (% del total) de miristico, oleico, a-linoleico,
18:403 y DHA, y disminucién en la mayoria de los restantes 4cidos grasos. Estos
resultados son contrarios a los de Sukenik y Wahnon (1991) y Livne y Sukenik
(1992) para I. galbana (T-1S0O), quienes encontraron que la abundancia relativa
de palmitico y oleice (componentes de los triglicérides) aumenta durante la
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deficiencia en N, mientras disminuye la de miristico y 18:403 (4cidos grasos
asociados con galactolipidos estructurales), y ligeramente la de DHA (presente
principalmente en fosfolipidos). La disminucién en la luz incidente provoca el
aumento del 18:403 y palmitoleico y un ligero decrecimiento en oleico y DHA
(Sukenik y Wahnon, 1991). Nuestros datos para I. galbana (ISO) concuerdan con
estos resultados y reflejan una abundancia m4s alta de miristico durante la fase
logaritmica y de 18:403 al inicio de la fase estacionaria, mientras la abundancia
maxima de palmitico, palmitoleico y oleico se produce tras 10 dias en fase
estacionaria. La mayor abundancia de EPA y DHA se observa generalmente al
comienzo de la fase estacionaria. El efecto de la intensidad de luz es diferente
segiin la especie; asi, por ejemplo, en C. calcitrans, la disminucién en la intesidad
luminosa conlleva el aumento en 4cidos grasos poliinsaturados de 16C, pero con
una disminucién en 16:40l v 18:403 (Thompson ef al., 1990).

Las proporciones (S+MIYPI y ©6/03 se consideran indicativas del valor
nutricional en el cultivo de moluscos bivalves. Dietas con valores bajos de la
relacién (S+MI)/PI (altos contenidos de dcidos grasos poliinsaturados) y propor-
ciones ©6/03 < 0.5 resultaron éptimas para el cultivo de larvas y semilla de ostra
(Webb y Chu, 1983; Enright et al., 1986a,b). Ambos requisitos se alcanzan en C.
calcitrans cuando se cultiva con carbonato o sulfato de amonio y la recoleccion se
hace en la fase estacionaria. Para D. tertiolecta, las relaciones (S+MI)/PI v 06/w3
fueron éptimas en todas las muestras, con valores inferiores a 0.8 y 0.3 respecti-
vamente. En I. galbana, 1a relacién (S+MI)/PI alcanza el valor mas bajo (0.61) al
comiezo de la fase estacionaria de los cultivos con urea, mientras la relacién w6/
@3 es inferior a 0.5 para todas las fuentes de N y fases de crecimiento. El cultivo
en urea y recoleceién al inicio de la fase estacionaria proporciona la mejor
combinacién entre alta productividad y bajos valores de ambas relaciones para P.
tricornutum y T. suecica. No obstante, la relacién ©6/03 fue menor a 0.5 paré. P
tricornutum en 7 de 8 muestras. Para T. suecica, el cultivo en nitrato, urea o
amonio en fase logaritmica o en urea en cualquier fase de crecimiento da lugar a
combinaciones é6ptimas de ambas relaciones: (S+MIVPI < 1 y 06/03 < 0.2.

Pocos trabajos han analizado el efecto de diferentes fuentes de N sobre la
produccién o composicién de Acidos grasos. Yongmanitchai y Ward (1991) encon-
traron que el contenido en EPA de P. tricornutum aumenta con la concentracién
de N del medio y es superior en medios de urea que nitrato o amonio. El contenido
total de 4cidos grasos (mg.g'! peso seco) encontrado por estos autores fue muy
similar en valor al obtenido en las presentes experiencias, observando también el
mismo efecto de la fuente de N (amonio > urea > nitrato), ain dadas sus diferentes
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condiciones de cultivo. Por otra parte, sélo observaron un aumento significativo del
contenido total de dcidos grasos de esta diatomea a concentraciones iniciales muy
bajas de N en el medio. Flynn et al. (1992) encontraron mayores contenidos de
4cidos grasos poliinsaturados paral. galbana (T-1SO) cultivada con nitrato que con
amonio en condiciones de suficiencia de N. En nuestras experiencias el contenido
total de 4cidos grasos no difiere entre los medios con amonio y nitrate durante el
crecimiento logaritmico, siendo superior en los iltimos en fase estacionaria

avanzada.

La fuente de N y fases de crecimiento afectan significativamente a la
estructura bioquimica de las células microalgales. Esta variablidad en la compo-
sicién bruta y de dcidos grasos de una determinada especie hace necesario disefiar
las dietas no sélo en funcién de especies digeribles y no téxicas, sino tener en
cuenta la influencia de las condiciones de cultivo sobre la calidad nutricional de
una microalga en particular. Como se ha demostrado anteriormente (Wikfors et
al., 1984; Enright et al., 1986b) no es suficiente seleccionar como alimento
microalgas consideradas éptimas a partir de los datos bibliograficos, sino que los
resultados obtenidos en crecimiento y supervivencia de los animales en cultivo
puede variar ostensiblemente en funcién de la composicién bioquimica de esas
microalgas en el momento de ser suministradas, composicién que ademés variara
en funcién del tiempo de residencia de las células en el agua de los tanques de
cultivo. Como ejemplo, la diatomea marina P. ¢ricornutum ha dado resultados
muy variables para el cultivo moluscos bivalvos, con un valor nutritivo bajo para
Juveniles de Ostrea edulis en comparacién a I galbana o Chaetoceros spp.
(Enright et ol., 1986a) pero un valor similar a I. galbana para el crecimiento de
larvas de O. edulis (Wilson, 1978; Ferreiro ef al., 1990) y juveniles de Mercenaria
mercenaria y Mytilus edulis (Walne, 1970). Ademas del grado de digestibilidad
(Epifanio, 1983),1a gran variabilidad bioquimica de esta diatomea en funcién de la
fase de crecimiento (presente trabajo), formulacién del medio de cultive (Herrero
et al.,1991), asi comola variacién de la composicién de dcidos grasos con el aumento
de la densidad celular (Chrismadha y Borowtizka, 1994) o de la fuente de N
(presente trabajo; Yongmanitchai y Ward, 1991) debe tener gran influencia en los
resultados obtenidos con esta especie.
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CULTIVO DE JUVENILES DE Mytillus galloprovincialis Lmk CON
DIETAS DE MICROALGAS VIVAS

Un procedimiento titil para la evaluacién de diferencias en el valor alimen-
ticio es estimar las eficiencias de crecimiento relativas de los organismos alimen-
tados con diferentes dietas. La importancia de suministrar una dieta adecuada es
muy clara: el crecimiento sera méas rdpido y més eficiente, la semilla alcanzara un
tamafio superior y reponderd mejor en el momento de ser transferida al medio

natural (Laing y Millican, 1986).

En el presente estudio, la racién alimenticia se increments gradualmente,
durante el periodo de aclimatacién, desde bajos niveles hasta un nivel dietario de
1.20 mg de materia seca algal por mejillén y dia, equivalente al 21% del peso
corporal seco por dia, o 10 - 15% de la materia organica dependiendo de la dieta.
Raciones alimenticias del 10 - 20% del peso seco por dia se han recomendado para
mejillones de 0.2 g (Bayne et al., 1976). A lo largo del periodo experimental la
racion de alimento se incrementé hasta 1.81 mg de materia algal por mejillén y dia
en todas las dietas. No obstante, las tasas de alimentacién para cada dieta fueron
diferentes alo largo del periodo experimental dado el diferente incremento en peso
corporal para cada dieta. Asi, la racién alimenticia final oscilé entre el 22 - 27%
del peso seco corporal (dietas Dunaliella y Dunaliella + Phaeodactylum) y el 7.5
- 13% (restantes dietas).

El grupo control no alimentado se incluyé para comprobar que ningin otro
factor que las dietas microalgales indujeron crecimiento. Los datos obtenidos
muestran que los mejillones no alimentados no experimentaron variaciones
significativas en la longitud o volumen. Por lo tanto, los crecimientos observados
en los otros grupos de mejillones se debieron a las dietas microalgales aportadas.

Losmejillones no alimentados tuvieron una alta tasa de supervivencia (Z=0)
durante los primeros 20 dias. La tasa de mortalidad aumenté a valores de 0.43 al
final de los experimentos. Un ligero incremento en la longitud se observé durante
losprimeros 11 dias (Gr =29). Riisgard y Randléw (1981) encontraron que M. edulis
también puede sostener un pequefio crecimiento de la concha cuando no es
alimentado o lo es por debajo de los niveles de mantenimiento. En nuestros
experimentos, durante el perfodo de inanicién la pérdida de peso seco de vianda fue
de 0.32 mg por dia (64% del peso seco inicial), 0.17 mg d! de proteina, 0.09 mg d-
1 de carbohidratos y 0.03 mg d! de lipidos. En mejillones sexualmente maduros se
ha observado también una utilizacién preferente de la proteina como sustrato
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metabélico (revisado por Gabbot, 1976). Hawkins y Bayne (1991), con mejillones de
10 mg de peso seco, también encontraron un aumento del catabolismo de la
proteina endégena con la disminucién de la energia aportada en la dieta, para
soportar los requerimeintos metabdlicos.

Para los mejillones alimentados, las tasas de crecimiento en longitud y
volumen no fueron constantes a lo largo del periodo experimental. Se pueden
diferenciar claramente dos periodos en el crecimiento en longitud y volumen (Figs.
26, 28). En todas las dietas, las tasas de crecimiento fueron més altas durante los
primeros 18 dias. Nielsen (1988) observé este mismo comportamiento en juveniles
de M. edulis, como respuesta aguda (incremento inicial) y aclimatacién al aumento
de la temperatura. La temperatura media en las aguas de la Ria de Arousa es 12
- 13°C en abril, v los experimentos se realizaron a 18°C. Por lo tanto este
incremento puede haber provocado un aumento en la tasa de crecimiento. No
obstante, los mejillones habian sido aclimatados a las condiciones de laboratorio
durante 8 dias antes de comenzarlos experimentos. En estos experimentos, la tasa
de crecimiento alcanzé un nuevo estado de equilibrio ("steady-state”) después de
18 dias (Figs. 26 y 28). También se ha observado un fuerte descenso en la tasa de
crecimiento a 18°C (Nielsen, 1988). Otros parametros fisolégicos, tales como latasa
de filtracion, tasa de respiracién o potencial de actividad ("scope for activity"),
muestran una aclimatacién a la temperatura entre 10 y 20°C (revisado por Bayne
et al., 1976), alcanzdndose una nueva situacién de equilibrio en un periodo de 15
dias tras la perturbacién. No obstante, el crecimiento es un proceso fisiolégico mds
complejo.

Los efectos de la dieta sobre el crecimiento fueron mas evidentes durante el
segundo periodo (dias 18 - 60). Se pueden establecer dos tipos de dietas en funcién
de su valor alimenticio (Fig. 26, 28): a) dietas que incluyen T. suecica en su
formulacién, y b) las dietas monoalgales de P. tricornutum, D. tertiolecta y 1a dieta
mixta de ambas. También se observaron diferentes valores alimenticios en las
tasas de crecimiento en peso, eficiencias de crecimiento, e indices de condicién
(Tabla XXXII), estando todos estos pardametros significativa y positivamente
correlacionados entre ellos (Tabla XXXIII). Los mejillones alimentados con 7'
suecica,endieta monoalgal o mixta, utilizaron la racién filtradaméas eficientemente
para el crecimiento (K, aprox. 30%), alcanzando indices de condicién préximos a
100, frente a 60 para mejillones recolectados en el litoral de volumen equivalente.

El erecimiento en longitud de la concha de los mejillones alimentados con
dietas que incluyen T. suecica fue de 0.10 - 0.14 mm dia‘! durante los primeros 18
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dias, decreciendo a 0.04 - 0.05 mm dia’! desde este momento. Estos valores son
inferiores a otros publicados para mejillones en la naturaleza: 0.10 - 0.34 mm dia"
1 para mejillones de 26 mm (Aguirre, 1979), 0.24 mm dia’l para mejillones de 18.2
mm (Pérez y Roman, 1979), para mejillones cultivados sobre batea en la Ria de
Arousa; 7 - 11 mm mes™! a partir de otros estudios en la naturaleza (revisado por
Jorgensen, 1990). No obstante, el crecimiento obtenido en nuestros experimentos
fue similar a otros obtenidos en el laboratorio (Jorgensen, 1990). De acuerdo a
Jorgensen (1990), mejillones con un crecimiento de 0.34 mm dia™! explotan su
potencial completo de crecimiento; por lo tanto, en los presentes experimentos los
mejillones habrian explotado 1/2 del potencial de crecimiento durante el primer
periodo experimental, pero sélo 1/5 después del dia 18 de cultivo.

Se observé un efecto sinérgico en las dietas mixtas, principalmente en
aquellas que incluyen 7. suecica. En base a una interrelacién lineal entre la
concentracién celular de la suspensién y la tasa de crecimiento (Stromgren y Cary,
1984), si sélo se produjeran efectos aditivos entre las dietas, las tasas de
crecimiento relativas observadas en las dietas mixtas serfan similares a la media
de las tasas de crecimiento relativas de las dietas monoalgales. Las tasas de
crecimiento relativas fueron mis altas que las medias de las tasas de las dietas
monoalgales respectivas(Tablas XXIX, XXXI). La dieta Tetraselmis + Phaeodactylum
proporcioné la tasa de crecimiento mas alta, mientras las dietas Tefraselmis y
Tetraselmis + Dunaliella soportaron crecimientos similares. P. tricornutum tuvo
un valor alimenticic mas alto que Dunaliella, y mantuve una tasa de crecimiento
relativa constante en relacién a Tetraselmis a lo largo del periodo experimental.

Las dietas de Dunaliella y Dunalielle + Phaeodactylum soportaron un buen
crecimiento sélo durante el primer periodo experimental; en estas dietas las tasas
de crecimiento relativas descendieron continuamente a lo largo del periodo

experimental.

Se han sugerido diferentes factores asociados con las células microalgales
para explicar por qué algunas especies de microalgas son mejores que otras como
alimento para moluscos: tamaifio celular, composicién de la pared, digestibilidad,
metabolitos téxicos y composicién bioquimica (Webb y Chu, 1983). Ninguna de
estas caracteristicas ofrece una respuesta enteramente satistactoria por si sola.
De las tres dietas monoalgales ensayadas, D. tertiolecta presenta el valor nutrtivo
mas bajo. El bajo valor nutritivo de D. tertiolecta para bivalvos juveniles ha sido
un resultado consistente entre diferentes trabajos (Walne, 1970; Wikfors et al.,
1984; Enright et al., 1986a). T. suecica y D. tertiolecta tienen un tamafio y forma
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Tabla XXXVI. Composicién bioquimica (% del peso seco) de T. suecica, D. tertiolecta y P.
tricornutum en fase exponencial de crecimiento.

proteina carboh. cenizas N C ac.grasos AGPICL. S+MI EPA DHA w6ia3

T. suecica 17.62 531 20.50 6.46 36.89 11.02 1.00 317 0863 0 009
D. tertiolecta 2474 834 1564 B.S5 4404 1253 tr 254 0 ¢ 016
P. ticomutum 1830 568  40.70 575 3111 8.15 096 507 086 0.05 040

AGPICL: acidos grasos ploiinsaturados de cadena larga (C20 y C22),
S+MI: dcidos grasos saturados + monoinsaturados.

similares, siendo la principal diferencia entre ellas la presencia de una pared
celular medio rigida en T. suecica y la ausencia de pared celular en D. tertiolecta.
La célula de Dunaliella es por ello mas flexible que otras células microalgales,
flexibilidad probablemente responsable de una mayor resistencia a la ruptura por
el estilo cristalino. Por otra parte, ha sido detectada la presencia de ectocrinas en
filtrados de cultivos de D. tertiolecta, ectocrinas .inhibidoras de la actividad
filtradora de M. edulis (inhibicién dependiente de la concentracién), pero no asf en
T. suecica (Ward y Targett, 1989).

La composicién bioquimica bruta (% del peso seco) de las tres microalgas
utilizadas no difiere notablemente bajo las presentes condiciones de cultivo (Tabla
XXXVI), si bien D. tertiolecta presenta el mayor contenido de proteina y
carbohidratos y P. fricornutum de cenizas.

Se ha relacionado frecuentemente la composicién y balance de dcidos grasos
de la dieta con el valor alimenticio de las microalgas (Langdon y Waldock, 1981;
Webb y Chu, 1983; Enrigth et al., 1986b), principalmente respecto a los contenidos
de 4cidos grasos poliinsaturados de 20 y 22 atomos de C. El bajo valor alimenticio
de D. tertiolecta se ha relacionado con la ausencia éstos 4cidos grasos (Tabla X),
mientras 7. suecica contiene EPA (Tabla, XXV) y P. tricornutum contiene EPA y
DHA (Tabla XX).

Los moluscos requieren un aporte en la dieta de arginina, histidina,
metionina, cisteina, leucina, isoleucina, valina, lisina, triptéfano, treonina y
prolina(Boudreau, 1985). Todos estos aminodcidos son aportados por las micrealgas
utilizadas en estos experimentos (Fabregas ef al., 1985; Herrero et al., 1985). Las
cantidades de aminodcidos son muy similares en todas ellas, aunque 7. suecica y
P. tricornutum aportan cantidades mas elevadas de metionoina (2.28 y 1.45 g por
cada 16 g de N, respectivamente) y treonina (5.19 y 5.27 g por cada 16 g de N,
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respectivamente) que D. tertiolecta (0.80 g de metionina y 2.58 g de treonina por
cada 16 g de N). El contenido vitaminico (Fabregas y Herrero, 1990) y composicién
mineral (Fabregas y Herrero, 1986) son muy similares en T suecica y D. tertiolecta,
si bien T suecica presenta un mayor contenido de tocoferol, zinc y cobre, y D.
tertiolecta de B-caroteno.

Las diferencias en #cidos grasos, aminoacidos, vitaminas y minerales
tienden a compensarse en las dietas mixtas. La dieta mixta de T. suecica y P.
tricornutum es probablemente la dieta mejor equilibrada respecto a su composi-
¢ién bioquimica, promoviendo el crecimiento mds rdpido de todas las dietas

ensayadas.

T suecica tiene el mayor tamafio celular de las microalgas utlizadas en este
trabajo, proporcionando la mayor biomasa por célula. Asi, cuatro células de P.
tricornutum proporcionan la misma materia orgdnica que una célula de T.
suecica. Esta diferente relacién materia orgdnica:volumen actia sobre el coste
energético de la alimentacién. Este hecho debe ser particularmente importante
cuando el valor alimenticio dela materia orgéanica ingerida es bajo. Laing y Millican
(19886) encontraron que la tasa de filtracién (“clearance rate”) y 1a tasa metabélica
de semilla de Ostrea edulis fueron mas altas en las dietas de menor valor
alimenticio, asociado con un crecimiento orgénico més bajo. Estos autores sugieren
que ello debe representar un intento por parte de la semilla de obtener las
cantidades requeridas de nutrientes esenciales a partir de estas dietas
incrementando la tasa de filtracién, lo cual llevaria a una mayocr demanda
metabélica de la racién asimilada, con una menor energia disponible para el

crecimiento organico.

La dieta modific6é también la composicién bioquimica de los mejillones
(Tabla XXXIV). D. tertiolecta tiene el mayor contenido de carbohidratos de las tres
microalgas utilizadas (Tabla XXXVI), y la inclusién de D. tertiolecta en la dieta
conllevé niveles de carbohidratos mas altos.

A partir de los datos bioguimicos, surge una hipétesis alternativa para la
dindmica de crecimiento observada en las Figs. 26 y 28. Los mejillones “salvajes”
presentan, al principio del experimento, niveles de lipidos (9% PS) considerable-
mente més altos que los mejillones alimentados experimentalmente (3 - 5% PS)
al final del experimento. Este descenso de los lipidos como % del PS fue inferior
en las dietas que soportaron un mayor crecimiento. Ademds, en las dietas de
Dunaliella y Dunaliella + Phaeodactylum los lipidos también decrecieron en mg
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por mejillén. El periodo de rdpido crecimiento inicial debe haber sido soportado por
algiin componente lipidico almacenado, y que las dietas que incluyen 7. suecica
deben contener en cantidades maés altas que las restantes. Tetraselmis contiene
mayores contenidos (% del total de 4cidos grasos) de 18:109, 18:403 y dcidos grasos
poliinsaturados C20 y C22 que Dunaliella. Los 4Acidos grasos presentes en
cantidades mas altas en Tetraselmis que en Phaeodactylum son 18:109, 16:403,
18:303 y 18:4w3. Tetraselmis y Phaeodactylum muestran ademés grandes dife-
rencias en las relaciones S+MI/PI (0.40 y 1.65, respectivamente) y ©6/03 (0.09 y
0.40, respectivamente).

Las tasas de crecimiento y eficiencias de crecimiento estdn significativa y
positivamente correlacionadas con los lipidos corporales, expresados como % del
peso seco dela vianda (Tabla XXXIII). La proporcién lipidos:proteinas también fue
mayor en las dietas que promovieron un mayor crecimiento. Por lo tanto, los
mejillones alimentados con dietas que soportaron un crecimiento mdés alto
alcanzaron también contenidos lipidicos mads altos. Esto también ha sido observa-
do por Laing y Millican (1986) para semilla de 0. edulis cultivada; la semilla con
mayores contenidos lipidicos presenté posteriormente crecimientos y superviven-
cias més altas cuando se transplanté a cultivos en el medio natural.

La optimizacién de las condiciones de cultivo, particularmente la dieta, ha
producide un importante incremento en la superviviencia de los mejillones en el
laboratorio y en el niimero de metafases obtenidas para estudios citogenéticos. En
este sentido, el indice mitético fue reflejo del estado fisiolégico del mejillén:
mejillones recién recolectados de rocas del litoral mostraron indices mitéticos
variables perc bastante bajos; seguin el tiempo de alimentacién en el laboratorio
aumenté, los indices mitéticos aumentaron y su variabilidad decrecié (Martinez-
Espésito et al., 1994). Las especies microalgales utilizadas deben tener también
una importante influencia sobre los resultados obtenidos a partir de experimentos
fisiolégicos.
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©® Dunaliella tertiolecta (Chlrorophyceae), Isochrysis galbana
(Prymnesiophyceae), Phaeodactylum tricornutum (Bacillariophyceae) ¥
Tetraselmis suecica {(Prasinophyceae), crecen bien con nitrato, nitrito o urea como
tinica fuente de N, pero Chaetoceros calcitrans (Bacillariophyceae) fue incapaz de
crecer con urea. La utilizacién de nitrato o urea no afecta a la biomasa final
obtenida, mientras el nitrito decrece la productividad en Isochrysis y
Phaeodactylum. El crecimiento de Dunaliella, Phaeodactylum y Tetraselmis en
medios con amonio conlleva un rapido descenso del pH a valores extremadamente
Acidos.

©® La fuente de N metabolizada y la fase de crecimiento afectan
significativamente el peso seco celular, aunque esta respuesta es dependiente de
la especie. Las células de Chaetoceros, Dunaliella y Phaeodactylum cultivadas
con amonio presentan pesos secos mas altos con respecto a las demds fuentes
durante el crecimiento logaritmico. Excepto para P. tricornutum, el peso celular
aumenta con el tiempo de cultivo, principalmente alolargo de lafase estacionaria.

© La composicién bioquimica varia en funcién de la fuente de nitrégeno
suministrada al medio de cultivo, asi como, y més significativamente, de la fase
de crecimiento en que se recoge la biomasa. La fuente de N ejerce poco efecto sobre
el porcentaje de proteina. El contenido de proteina, expresada como %PSLC,
tiende a decrecer con el envejecimiento del cultivo. La disminucién en el porcen-
taje de proteina se correlacioné generalmente con un aumento relativo de los
productes de reserva. Paratodaslas especies el contenido celular de carbohidratos
aumenta con el envejecimiento del cultivo; el efecto de la fuente de N depende de
la especie. El contenido celular de lipidos sigue tendencias diferentes en funcién
de la especie y fuente de N.

@ Para Chaetoceros, Isochrysis, Phaeodactylumy Tetraselmis, el contenido
en Acidos grasos poliinsaturados alcanza los mayores valores cuando se cultivan
con fuentes de N reducido (amonio y/o urea), y generalmente al inicio de la fase
estacionaria. En Chaetoceros e Isochrysis, asi como Phaeodactylum cultivado con
urea o amonio, la relacién entre los acidos grasos poliinsaturados de las series ©6
y 03 (06/03) alcanza su valor minimo al comienzo de la fase estacionaria, mientras
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en Tefraselmis aumenta con la edad del cultivo. La composicion de dcidos grasos
de Dunaliella se muestra altamente invariable en funcién de la fuente de Ny fase
de crecimiento.

© El amonio a elevadas concentraciones no resulta téxico para Tetraselmis
o Phaeodactylum cuando elmedio se tampona con HEPES. La disminucién del pH
del medio en los medios con amonio es acompafiado por un aumento del pH
intracelular en ambas especies. Tras el inicio de 1afase de luz, las células creciendo
en amonio asimilan el C m4s rapidamente que aquellas creciendo en nitrato.

© Dietas que incorporan Tetraselmis en su formulacién sostienen buen
crecimiento en longitud, volumen y carne de semilla de Mytilus galloprovinciales,
eincrementan el indice de condicién con respecto a mejillones salvajes de volumen
equivalente. Las dietas mixtas mejoran generalmente los resultados de dietas
monoalgales. La dieta también modificala composicién bioquimica de los mejillones
en cultivo.
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