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Resumen:

En el presente estudio se han establecido sistemas de co-cultivo en
tanque de 90L de varias especies de algas rojas (Hypnea musciformis,
Grateloupia turuturu, Grateloupia dichotoma, Hydropuntia cornea Yy
Palisada corallopsis) y del alga verde (Ulva rigida) para el crecimiento de
forma simultanea, con biomasas equilibradas en el mismo tanque y con el
objetivo de identificar posibles relaciones alelopaticas. Este experimento se
llevé a cabo en las instalaciones del Banco Espanol de Algas (Muelle de
Taliarte, Telde, Gran Canaria), con la organizacion de periodos semanales
de aporte y ausencia de nutrientes (N-amonio y P-fosfatos). Se evaluaron
las capacidades de crecimiento (produccion), biofiltracion de N-amonio y
P-fosfato la capacidad fotosintética / fisiologica, de forma comparativa con
cultivos unialgales considerados como sostenibles bajo las condiciones
experimentales (Hydropuntia cornea). Con la biomasa obtenida se
realizaron extracciones para la valoracion de pigmentos y actividad

antioxidante bajo el concepto de biorefineria.

Los resultados obtenidos de los diferentes tratamientos, revelan la
fuerte interrelacion de la dinamica de nutrientes sobre la produccion
(maximos superiores a 30 g PS m2 d-1) y calidad de la biomasa recolectada

en las unidades de biofiltracion (p.e. NUE superiores al 50%).

En cuanto a la valoracion de la biomasa, los valores maximos de
pigmentos liposolubles en algas rojas fueron de 4,1+0,3 mg g!PS de
clorofila a y 1,0+£0,1 mg g! PS de carotenoides. Los valores maximos de
pigmentos hidrosolubles fueron 25,9+0,9 mg g! PS de ficoeritrina y
0,4+0,02 mg g''PS de ficocianina, en el periodo de aporte de nutrientes. La
actividad antioxidante presentoé sus valores maximos en ausencia de

nutrientes, con unos valores 20+3,9% de inhibicion.



Abstract

Establishment of co-culture systems in tank 90L of several species
of red algae (Hypnea musciformis, Grateloupia turuturu, Grateloupia
dichotoma, Hydropuntia cornea y Palisada corallopsis) and green algae
(Ulva rigida) for simultaneous growth, with equilibrated biomasses at the
same tank generating allelopathic relationships. This study was carried
out in culture facilities Spanish Bank of Algae, located on Taliarte (Telde-
Gran Canaria), weeks in absence and input of nutrients (N- ammonium
and P-phosphate). Growth capabilities were evaluated (production), N-
ammonium Dbiofiltration and photosynthetic capacity/ physiological,
comparatively with unialgal cultures considered sustainable under the
experimental conditions (Hydropuntia cornea). The biomass obtained

assessment of pigments and antioxidant activity was performed.

The results obtained from the different treatments, reveal the strong
interrelation of nutrient dynamics on production (higher maximum to 30 g
PS m=2 d!) and quality of the harvested biomass biofiltration units
(f.e.NUE above the 50%). Regarding the evaluation of the biomass, the
maximum values of lipo-soluble pigments in red algae were 4,1+0,3 mg g
1IPS chlorophyll a and 1,0+0,1 mg g! PS carotenoid. The maximum values
of water-soluble pigments were 25,9 + 0,9 mg g'! PS phycoerythrin and 0,4
10,02 mg g!'PS phycocyanin, in the period of contribution of nutrients.
Antioxidant activity presented its maximum in the absence of nutrients,

with values closed to 20+3,9 % inhibition.
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1. Introduccion

El manejo sostenible de los recursos naturales junto con la
necesidad de obtencion de nuevas fuentes de materia prima ha
incrementado el interés por la optimizacion y mejora de las técnicas de
produccion de los vegetales marinos. Estos constituyen una fuente
importante de recursos, no so6lo por su utilizacion directa, por ejemplo
para consumo humano, sino por la cantidad de productos derivados que
se obtienen de la biomasa producida (Neori et al., 2004). Ademas, el
cultivo de algas ofrece nuevas posibilidades medioambientales en el

tratamiento y la biofiltracion de efluentes (Neori et al., 2004).

La tendencia en la produccion de macroalgas cultivadas a nivel
mundial ha aumentado en forma continuada en los ultimos 10 anos a un
promedio del 10 % anual (FAO, 2012). La produccion de especies de
algas pardas y rojas supera de forma significativa la de algas verdes.

Cabe senalar que la produccion de algas rojas aumento drasticamente.

25

Algas Pardas
Algas Verdes

204 | —————— Algas rojas
—— = Total /

Biomasa PS (x10T)

T T T T
1990 1995 2000 2005 2010

Tiempo (Afios)

Figura 1: Produccion mundial de macroalgas cultivadas. (F.A.O,

2012)

Para las algas pardas, solo dos especies, Laminaria japonica y
Undaria pinnatifida, representan mas del 40 % del total. Para las algas
rojas, Eucheuma spp, Kappaphycus spp y Gracilaria spp, representan

aproximadamente el 40 %. En contraste, la cantidad de produccion de
1



Introduccion

algas verdes es insignificante. (FAO, 2012). China, Corea, Japon,
Indonesia y Filipinas, son los productores directos de macroalgas (FAO,
2012). Estos paises representan el 95 % de la oferta mundial. Teniendo
en cuenta el cultivo actual y la demanda del mercado, la tecnologia
basada en la biorefineria de macroalgas debe centrarse en la utilizacion

de las algas pardas y rojas en lugar de las algas verdes.

1.1 Problemas medioambientales relacionados con la acuicultura

Los beneficios de la acuicultura se ven afectados por numerosos
impactos. Una de las consecuencias del desarrollo de esta actividad es la
descarga de nutrientes, principalmente N y P. (Barrington et al., 2009;
Abreu et al.,, 2011). Los peces carnivoros excretan entre el 50 y el 80 %
del nitrogeno y del 35 al 85 % del foforo del alimento consumido
(Abreu et al., 2011). Esto, por lo general, representa una pérdida
economica, tanto en términos de nutrientes como en el gasto adicional

para el tratamiento de los efluentes (Schneider et al., 2005).

) ‘ Aire (oxigeno) @
Pienso
L)

Bacterias
Fitoplancton

No ingerido

Metabolismo oxidativo =>m .

Re5|duos de
OX|daC|on

Bacterias Aerdbicas:
NH,* >> NO; >> NO,

Residuos de
produccion:
- NH,* (>> NOj3 - NO,)
- Compuestos disueltos|
(P-PO,)

- Particulas(elementos T T
sélidos- TSS) Bacterias Obicas

- CO, (Repiracidon) NO; >>N,
Sedimento sélido

Figura 2: Procesos metabdlicos y residuos generados asociados al cultivo

de peces.
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Los mayores flujos de compuestos quimicos liberados son carbono
(C), nitrogeno (N) y fosforo (P), los cuales son residuos del metabolismo
de los peces, existiendo a su vez un gran consumo de oxigeno disuelto
debido a la respiracion de los peces cultivados. El carbono inorganico, se
origina a partir de pérdida de alimento, heces, excreciones mucosas,
escamas, compuestos organicos disueltos y peces muertos. El amonio es
la forma predominante de N liberado por los peces, mientras que una
pequena parte se libera en forma de compuestos de N organicos disueltos
y particulados. El fosforo es excretado por los peces como ortofosfato
disuelto o como compuestos organicos de P, observandose a menudo un
pico de fosforo sedimentario alrededor de las granjas de peces. Esto se
relaciona parcialmente con la abundancia de P en las harinas de pescado
y en los huesos de los peces (UICN, 2007).

Para ayudar a resolver este problema, estos nutrientes podrian ser
utilizados para hacer crecer algas con alto valor (Costa- Pierce, 2010;
Abreu et al.,, 2011). Los sistemas de Acuicultura Multitrofica Integrada
(AMTI) en tierra tienen un gran potencial para minimizar el impacto
ambiental debido a que todos los productos de desecho presentan una
gestion eficaz (Thorarensen y Farrell, 2011). Ademas, a diferencia de la
acuicultura en mar abierto, donde los efluentes se diluyen directamente
en el medio ambiente, los efluentes en sistemas de cultivo basados en
tanques pueden ser controlados, dirigidos y tratados hasta que los
estandares de calidad del agua puedan ser favorables (Sumagaysay-

Chavoso et al., 2004).

1.2 Sistemas Integrados en Acuicultura

En los sistemas AMTI (Acuicultura Multi-Trofica Integrada), al igual
que ocurre en los sistemas de recirculacion, o en los sistemas de poli- o
co-cultivo, diferentes organismos, desarrollando procesos diferenciados,
son cultivados en el mismo flujo de agua y tiempo. Los desechos
producidos por cada componente independiente se convierten en un
recurso aprovechable para el siguiente nivel trofico, estableciéndose un
sistema de produccion bien equilibrado (Chavez-Crooker y Obreque-

Contreras, 2010).
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Una manera eficiente y de bajo coste para el tratamiento de
efluentes de cultivo de peces es a través de la acuicultura integrada de
peces y algas, donde las algas pueden extraer el exceso de nutrientes
disueltos en los efluentes y utilizarlo para el crecimiento (Troell et al.,
1999; Troell, 2009). Esta técnica de cultivo permite un control periodico y
la gestion de efluentes. Se puede adaptar de acuerdo a las necesidades
fisiologicas de las algas, mientras hay una optimizacion de los costes
operacionales del sistema (Carton-Kawagoshi et al.,, 2014). Las altas
tasas de efluentes aumentan el crecimiento de algas debido al suministro
de nutrientes inorganicos disueltos y de carbono en el sistema de cultivo

(Msuya y Neori, 2008; Carton-Kawagoshi et al., 2014).

El desarrollo de una industria de la acuicultura de algas marinas
puede fomentar el desarrollo de otras especies cultivadas que se
encuentran en la parte superior de la cadena trofica. Las algas son
organismos bioextractivos, que asumen el exceso de nutrientes
generados por otras especies, como los peces o crustaceos. Los sistemas
AMTI son modelos basados en la combinacion de organismos
bioextractivos inorganicos (algas) con organismos bioextractivos
heterotrofos (moluscos, equinodermos,..) para equilibrar el cultivo
intensivo de peces y crustaceos, con el fin de producir un desarrollo mas
sostenible, mas limpio y diversificado en sistemas de acuicultura (Neori

et al., 2007).
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Acuicultura Multi-Trofica Integrada (IMTA)
Sistemas de Policultivo Integrado

Nivel Trofico
superior

Niveles Troficos
inferiores

Flujo de agua

Figura 3: Esquema representativo de los flujos de nutrientes en
Acuicultura Multitrofica Integrada. (Gomez Pinchetti, comunicacion
personal).

La acuicultura integrada recicla los nutrientes en productos
rentables, mientras que restaura la calidad del agua. Sistemas de
peces/crustaceos- moluscos — algas, tales como el abalon y erizo de mar,
tienen una eleccion de la comercializacion de cualquiera de las algas o
los moluscos. Los resultados son altos rendimientos e ingresos por
tonelada de alimento y por tonelada de agua. Por otra parte, el sistema
de cultivo integrado cumple, sin ningin esfuerzo adicional, la practica
totalidad de los requisitos de la acuicultura organica (NaturlandR, 2013).
Los sistemas AMTI en tierra deberian centrarse en el valor econéomico
anadido de los productos de las algas marinas, en lugar de sélo en la

reduccion de la degradacion ambiental asociada con el cultivo de peces

(Kim et al., 2013).

Por ejemplo, una granja de dorada - moluscos- algas en 1 ha de
tierra, puede producir 25 toneladas de pescado, 50 toneladas de bivalvos
y 30 toneladas de peso fresco de algas al ano. Otro modelo de granja
puede producir en 1 ha, 55 toneladas de dorada o 92 toneladas de

salmon, con 385 o 500 Tm de peso fresco de algas, respectivamente y sin

5
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contaminacion (Neori et al., 2004). Por lo tanto, los sistemas integrados
en general, y los sistemas basados en algas, en particular, estan
obligados a jugar un papel importante en la expansion sostenible de la

acuicultura mundial. (Neori et al., 2004).

1.3 Cultivo intensivo de macroalgas

La seleccion de las especies de macroalgas a utilizar como biofiltro
depende de dos aspectos fundamentales: su capacidad fisiologica para
crecer en las condiciones de cultivo con niveles altos de nutrientes,
especialmente amonio y el interés comercial de su biomasa o de los
productos derivados de ella (Buschmann et al.,, 2001; Chopin et al,
2001). Las posibilidades de control de las técnicas de cultivo han sido
mejoradas con el objetivo principal de obtener biomasas de algas que

presentan cualidades especificas (Lobban y Harrison, 1994).

Los principales problemas del cultivo intensivo en tanques al aire
libre son las variables fisicas que incluyen la estructura del sistema de
cultivo, las caracteristicas del agua de mar, tales como la velocidad, la
aireacion y la salinidad de ésta, caracteristicas de la luz, como la
cantidad y la calidad, y por ultimo la temperatura. Las variables
quimicas incluyen la composicion de nutrientes y el régimen de
aplicacion, asi como el carbono inorganico suministrado a los cambios de
pH involucrados. Las variables biologicas incluyen la densidad de algas,
la competencia de algas epifitas, pastaje por herbivoros o la
contaminacion bacteriana. (Friedlander y Levy, 1995).

Los factores fisicos y quimicos influyen en la composicion
bioquimica, el estado fisiolégico y estructura de micro y macroalgas. El
nitrogeno es uno de los nutrientes limitantes mas importantes en el
medio marino (Hanisak, 1983).EIl control del nitréogeno es critico para el
cultivo intensivo de algas debido a su papel en el crecimiento, y la
regulacion del metabolismo (Smit et al.,, 1997). Por otra parte existe una
estrecha relacion entre el nitrogeno inorganico, la fotosintesis y el
metabolismo de carbono (Turpin, 1991). El nitrégeno almacenado

previamente en algas se utiliza en el crecimiento cuando N se convierte
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en limitante o cuando la luz o la temperatura aumenta (Duke et al.,
1986; Coutinho y Zingmark, 1993).

Para poder interpretar los resultados obtenidos en los sistemas de
cultivo y biofiltracion con macroalgas, conceptos como la eficiencia de
asimilacion de nutrientes (uptake efficiency - UE) y la tasa de asimilacion
de nutrientes (uptake rate - UR) deben ser bien entendidos (Buschmann
et al., 2001, Troell et al., 2003). La eficiencia de asimilacion de un
nutriente, por ejemplo, nitrogeno (NUE), se define como la reduccion (%)
en la concentracion del nutriente, mientras que la tasa de asimilacion
(NUR) es la concentracion de un nutriente asimilado/eliminado por
unidad de tiempo y superficie/volumen. Ambos conceptos varian
dependiendo de las condiciones ambientales que afecten al sistema de
cultivo en un periodo determinado, pero también de variables de cultivo
como la profundidad del tanque, la densidad de inoculaciéon o la tasa de
renovacion del medio. La idea es obtener descargas de aguas limpias, la
eficiencia de eliminacion es un buen indicador, pero si el objetivo es
aumentar la produccion de biomasa dando como resultado una menor
reduccion de los nutrientes, la tasa de asimilacion/eliminacion es el
parametro a controlar (Buschmann et al, 2001; Goémez Pinchetti et al.,
2011).

El uso de la fluorescencia de la clorofila es una técnica efectiva para
detectar rapidamente diferentes situaciones de estrés en los cultivos de
algas. En particular, el rendimiento cuantico optimo de algas puede ser
monitorizado regularmente como una alerta temprana del estrés fisiologico
en los cultivos (Figueroa et al., 2006). La actividad fotosintética es uno de
los parametros monitorizados mas utilizados en la investigacion del estrés
de las algas (Schreiber et al., 1986), ya que la tasa fotosintética se ve
afectada por la temperatura , alta irradiancia (de PAR), la radiacion
ultravioleta, salinidad, etc (Franklin y Forster, 1997; Hader y Figueroa,
1997). La medida de la fluorescencia de la clorofila en vivo es una técnica
no intrusiva alternativa para la determinacion rapida de la actividad
fotosintética en plantas superiores (Schreiber et al., 1986). En la
actualidad se esta utilizando ampliamente en los sistemas de cultivo,

tanto de cianobacterias y microalgas, como de macroalgas (Buchel y
7
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Wilhelm, 1993; Schreiber et al., 1995; Flameling y Kromkamp, 1998;
Figueroa y Gomez, 2001; Villafane et al.,, 2003). Mata et al. (2006)
realizaron mediciones de fluorescencia de clorofila “in situ” en los cultivos
integrados de macroalgas para la biofiltracion de efluentes de estanques

piscicolas.

1.4 Co- cultivo de algas

Hay varios factores que influyen en la relacion de competencia entre
dos especies, incluyendo la nutricion, la temperatura, y nutrientes que
generan. La inhibicion de la asimilacion de nitrégeno durante el co-
cultivo o el efecto de la temperatura son elementos determinantes en la
capacidad de competir entre dos especies en condiciones eutroéficas
(Zhang et al., 2013). La explotacion y la interferencia de la competencia
se han utilizado para explicar la sucesion de algas entre dos especies. El
modelo de competencia explotacion (exploitation competition model)
propone que la competencia por los recursos limitados similares da la
sucesion de especies, mientras que el modelo de interferencia propone
que los propios competidores causan estos efectos secundarios (Zhang et
al.,, 2013). Se ha demostrado que muchos factores estan involucrados en
la competencia de especies tales como la nutricion, la densidad de las
especies, luz, temperatura y compuestos organicos / inorganicos en el

ecosistema natural del agua.

Aunque muchos factores ambientales podrian afectar a la sucesion
de las algas, la relacion de competencia entre algas parece inconsistente,
incluso contradictorias, debido a la variacion de las especies de algas y
condiciones de cultivo. La alelopatia (a través de sustancias que generan
inhibicion o estimulacion del crecimiento) se ha observado en diversas
interacciones p.e entre las bacterias y el fitoplancton (Imai et al., 2001;
Kitaguchi et al., 2001). Existe una variedad de sustancias aleloquimicas
liberadas durante el crecimiento de las algas (aminoacidos, enzimas,
lipidos, vitaminas y toxinas) que podria influir en el crecimiento de otras
especies de algas dentro del mismo entorno (Fogg, 1971; Zheng et al.,
2008; Zhang et al., 2013).
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La idea de que una combinacion de organismos (en el mismo
sistema al mismo tiempo) es mejor que un tnico organismo esta ganando
aceptacion. Por ejemplo, cuando se cultiva como monocultivo, las
microalgas Rhodopseudomonas sphaeroides ni Chlorella sorokiniana
podrian eliminar simultaneamente propionato, amoniaco, nitrato y
fosfato a partir de agua residual sintética, mientras que en un cultivo

mixto si han sido determinadas (Ogbonna et al., 2000).

La disponibilidad de luz y el fotoperiodo representan dos factores
importantes que afectan a la productividad. Este ultimo esta fuertemente
influenciado por la mezcla. La mezcla evita la sedimentacion y la
estratificacion térmica, la formacion de nutrientes y gradientes de pH, el
agotamiento de dioxido de carbono en la superficie del estanque y la
mejora del despojo de sobresaturacion de oxigeno (Richmond, 2003). Sin
embargo, se espera que el efecto de la mezcla en fotoperiodo sea mas
relevante en cultivos densos de algas en los que existe un gradiente de
luz. Por otra parte, no todos los organismos responden positivamente al
aumento de la mezcla (Torzillo et al., 2003). La agitacion tiene un efecto
positivo en la productividad de la biomasa, pero el aumento de la
agitacion no influye en la eliminacion de cualquiera de P o N. Asi mismo,
el aumento de la mezcla no afecta a la absorcion de amoniaco (Martinez

et al., 2000; Silva-Benavides y Torzillo, 2012).

La composicion y la dinamica de las comunidades de algas estan
influenciadas no sé6lo por factores ambientales fisicos y quimicos, sino
también por las interacciones entre los miembros de estas comunidades.
La senalizacion quimica compleja, conocida como la alelopatia, incluye
una serie de metabolitos secundarios que pueden actuar como
reguladores positivos o negativos del crecimiento de especies simpatricas.
Como tal, la alelopatia puede ser considerada como una adaptacion para
lograr una ventaja competitiva sobre otros miembros de la misma

comunidad o tanque (Legrand et al., 2003; Gantar et al., 2008).
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1.5 Valoracion y aplicacion de la biomasa:

En los ultimos anos, a medida que la produccion de macroalgas en
sistemas de cultivo aumenta, el interés por las posibilidades
comerciales/industriales de la biomasa y sus productos derivados ha
aumentado tanto en la industria alimentaria y nutracéutica, como en
cosmética y biomedicina y los sectores agricolas y horticolas. Los
compuestos de particular interés comercial incluyen pigmentos, lipidos y

acidos grasos, proteinas, polisacaridos y compuestos fenolicos.

Tabla I: Aplicaciones actuales de las algas rojas.

Especies Aplicaciones Referencias

Gracilaria Spp. Alimento animal (Haliotis) y (Redmond et al., 2014).
ficocoloides (agar)
Chondrus crispus Alimentacion y (Redmond et al., 2014).

ficocoloides (carragenatos)

Porphyra/Pyropia Alimentacion humana (Redmond et al., 2014).
Grateloupia Alimentacion y cosmeética. (Denis et al., 2010).
turuturu
Agente antimicrofouling (Plouguerné et al., 2008)
Actividad antiviral (Hudson et al.,1999)
Presencia de PUFAs (EPA). (Kendel .M et al., 2013)

a-tocoferol (vitamina E),
fitonadiona (vitamina K1), y
escualeno. Presencia
fitosteroles, riqueza en

glicolipidos.
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1.5.1 Recursos para acuicultura

Ademas de la evolucion reciente de la biomasa de algas como micro
o macro nutriente en la alimentacion animal (formulado en ganado
terrestre y especies de la acuicultura), las microalgas son una fuente de
alimentacion directa o indirecta importante para las etapas tempranas
del desarrollo de muchas especies de peces, crustaceos e invertebrados
cultivados. Los criaderos suelen cultivar microalgas. Las diferentes cepas
de micro y macroalgas varian su eficacia dentro de los alimentos para
animales. Existen evidencias suficientes de buenas propiedades
nutricionales para promover la biomasa de algas como fuente de
micronutrientes o como piensos a granel. Los altos costes econémicos de
la biomasa de algas en comparacion con los alimentos de productos
basicos limitan actualmente su uso comercial para aplicaciones de
alimentacion de los animales locales; mayor disponibilidad/precio menor
(Shields y Lupatsch, 2012).

Los cultivos de microalgas han sido durante mucho tiempo parte
integrante de la produccion de los criaderos de muchos peces de
piscifactoria, crustaceos y otras especies acuicolas de importancia
comercial. Por el contrario, las macroalgas son menos utilizadas en la
acuicultura aunque si proporcionan una importante fuente de nutricion
para ciertos invertebrados cultivados, como los erizos de mar y el abalon.
Los suministros finitos de materias primas de primera calidad (sobre
todo harina de pescado y aceite de pescado) y la promesa de una mayor
disponibilidad de biomasa de algas hacen de este un punto importante

(Shields y Lupatsch, 2012).

Recientes descubrimientos indican un buen potencial para la
biomasa de algas como alimento a granel para el formulado en dietas de
acuicultura, sin embargo, la futura viabilidad comercial de este
dependera de la cantidad disponible, la calidad (composicion) y el coste
en relacion con los materiales utilizados actualmente en los productos

basicos (Shields y Lupatsch, 2012).

Incluso cuando se utiliza en pequenas cantidades en ganado y
alimentos para la acuicultura, las algas han sido descritas como

11
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estimuladoras del sistema inmune (Turner et al.,, 2002), el metabolismo
de los lipidos (Nakagawa, 1997; Guroy et al., 2011), la accion antiviral y
antibacteriana, la mejora la funcion intestinal (Michiels et al., 2012), la
resistencia al estrés (Nath et al.,, 2012;Sheikhzadeh et al., 2012 ) ademas
de proporcionar una fuente de proteinas, aminoacidos, acidos grasos,
vitaminas y minerales, y otros fitoquimicos biolégicamente activos (Pulz y

Gross, 2004 ; Becker, 2004; Gouveia et al., 2008).

El principal problema es la gran cantidad de biomasa necesarias. La
biomasa algal no es considerada como una fuente de alimento esencial,
sino mas bien su incorporacion en la mejora de la formulacion de
alimentos. La biomasa de algas ofrece principalmente una fuente
complementaria en lugar de un reemplazo completo de los minerales
manufacturados o vitaminas en la alimentacion animal. (Shields y
Lupatsch, 2012). Por ejemplo, minerales de algas se han incorporado en
la dieta del salmoén en un 15% en lugar de la vitamina y mineral de la
premezcla fabricada (Kraan y Mair, 2010). Diferentes pruebas sugieren
que los salmones alimentados con algas parecian ser mas sanos, mas
activos, con mejor sabor y textura, lo que puede haber sido debido a los
compuestos bromofenodlicos encontrados en las algas marinas. Cuando
se aniade a los alimentos de las gallinas ponedoras, influye positivamente
en el grosor de la cascara de huevo y el peso del huevo (Michalak et al.,
2011).

Un ejemplo de alga roja utilizada en acuicultura es Palmaria
palmata. Conforma una dieta importante para H. tuberculatay H. discus
hannai. El analisis de acidos grasos revela que se caracteriza por poseer

una gran cantidad de 20:5 n- 3 (Mai et al., 1996).

1.5.2 Pigmentos

Los procesos de captacion de luz de todas las algas fotoautétrofas
implican clorofilas (todos los grupos poseen clorofila a) y diversos grupos
de pigmentos accesorios que son especificos para determinados grupos
de algas, con principales grupos delimitados por la presencia de
ficobilinas, y carotenoides. Las algas verdes tiene la misma proporcion

12
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de clorofila a y b que las plantas terrestres (Lobban y Wynne, 1981). El
color rojo de las algas rojas es principalmente producido por la
acumulacion de ficoeritrina (Lobban y Wynne, 1981).

Los carotenoides se dividen en carotenos y xantofilas. El caroteno
que se encuentra mas frecuentemente es el B-caroteno, pero carotenos e-
a y estan presentes en algunas cianobacterias. Xantofilas comunes
incluyen astaxantina, fucoxantina y zeaxantina, todas de alto valor
comercial (Prasanna et al., 2007). Varios carotenoides, incluyendo
xantofilas, similares a los presentes en las plantas superiores (Demmig-
Adams, 1990), estan involucrados en la fotoproteccion. Las xantéfilas
varian considerablemente segun la luz ambiente (Colombo-Pallotta et al.,

2006; Dimier et al., 2007).

Tabla II: Aplicaciones de los carotenoides.

Pigmento Actividad Referencia

Carotenos Poder antioxidante (Sachindra et al., 2007;

Prasanna et al., 2010)

Actividad anti- (Nishino et al., 2002;
cancerigena Hosokawa et al., 2004)
Fucoxantina Actividad anti- (Hosokawa et al., 2004)
cancerigena
Anti-obesidad (Maeda et al., 2005)
Luteina, Alimentacion de aves de  (Pulz y Gross, 2004)
zeaxantina y corral
cantaxantina
Astaxantina Colorante en la (Pulz y Gross, 2004,
acuicultura Kalinowski Herrera,
2006)
Salud humana y (Hussein et al, 2006;
nutricion Vilchez et al, 2011)

Las ficobiliproteinas (ficoeritrinas, ficocianinas y aloficocianinas)
tienen una larga tradicion de uso como colorantes en alimentos,

cosmeéticos y como marcadores fluorescentes en la investigacion
13
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biomédica. También presentan actividades antioxidantes y de
depuracion de radicales (varios tipos de tumores), propiedades anti-
cancerigenas y anti-inflamatorias  (Eriksen, 2008; Sekar 'y
Chandramohan, 2008; Prasanna et al., 2010;).

En acuicultura, la astaxantina puede utilizarse, por ejemplo, en los
peces salmonidos cultivados para lograr el color rosado del filete. Se
utilizan carotenoides sintéticos principalmente para este fin en la
acuicultura comercial, aunque los carotenoides derivados de algas
también pueden generar una pigmentacion mas eficaz (Choubert y
Heinrich, 1993; Soler - Villa et al., 2009). La astaxantina obtenida de
Haematococcus pluvialis ha sido aprobada como un aditivo de color en
los alimentos de salmon y se utiliza normalmente para la produccion de
salmon con certificado organico (Soler - Villa et al., 2009). Aparte de los
salmonidos, la mayoria de las especies de peces de piscifactoria
presentan pigmentacion de la piel, lo que contribuye a su aspecto
atractivo y por lo tanto satisface la demanda del cliente. H. pluvialis se ha
demostrado que tiene éxito en el aumento de la coloracion de la piel
rojiza del Pargu o bocinegro, Pagrus pagrus (Kalinowski Herrera, 2006;
Chatzifotis et al., 2011) y también de los peneidos, Litopenaeus vannamei
(Parisenti et al.,, 2011). Ambas fuentes naturales y sintéticas de los
carotenoides se han utilizado con éxito para aumentar la coloracion de la
piel amarilla en la dorada (Gomes et al., 2002; Gouveia et al.,, 2002).
Chlorella sp. y Spirulina sp. se incorporan habitualmente en los piensos
para peces ornamentales , donde la coloracion y aspecto saludable es el
criterio principal del mercado (Gouveia y Rema, 2005; Sergejevova y
Masojidek, 2011; Zatkova et al., 2011).

Las algas son el alimento preferido de los erizos de mar en la
naturaleza y en el ambiente de la acuicultura, las fuentes ricas en
carotenoides, tales como Ulva sp. y Gracilaria sp. son necesarias para
mejorar el color naranja de las gonadas como los consumidores prefieren
(Shpigel et al., 2005 ).

La biomasa de algas aumenta la pigmentacion de la yema de huevo
de los pollos de engorde cuando se usa a un nivel de inclusion en la dieta

de 15% (Strand et al., 1998). La biomasa de Chlorella vulgaris produce
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una pigmentacion en la yema comparable a otros pigmentos utilizados
comercialmente (Gouveia et al., 1996). Chlorella no solo se relaciona con
la mejora del estado de salud de las gallinas ponedoras, sino también con
la mejora de la calidad del huevo y su pigmentacion (Halle et al., 2009).
H. pluvialis también tiene un buen potencial como un potenciador del
pigmento natural en pollos de engorde (Waldenstedt et al., 2003; Shields
y Lupatsch, 2012).

1.5.3 Antioxidantes

Las algas marinas han sido descritas como productoras de una
amplia variedad de compuestos bioactivos, muchos de los cuales tienen
aplicaciones comerciales en productos farmacéuticos, médicos,
cosméticos, nutracéuticos, alimentos y la agricultura. Los antioxidantes
naturales que se encuentran en muchas algas son compuestos
bioactivos que desempenan un papel importante contra varias
enfermedades y procesos de envejecimiento mediante la proteccion de las
células del dano oxidativo (Kelman et al., 2012).

Las algas producen un conjunto diverso de compuestos que
funcionan como sistemas de defensa quimicos, facilitando su
supervivencia en ambientes extremadamente competitivos. Las algas
marinas en habitats de aguas poco profundas pueden estar expuestas a
una combinacion de luz ultravioleta y aire que conduce facilmente a la
formacion de radicales libres y otras especies reactivas de oxigeno (ROS).
A pesar de su exposicion perjudicial, las algas sanas carecen de dano
oxidativo en sus componentes estructurales (es decir, en sus acidos
grasos) y resisten la oxidacion durante el almacenamiento, lo que indica
la presencia de antioxidantes protectores de sistemas de defensa en sus
células. Al donar un electron, los antioxidantes neutralizan los radicales
libres que de otro modo oxidarian las biomoléculas que conducen a la
muerte celular y al dano tisular. En consecuencia, el interés en la
busqueda de antioxidantes naturales de algas se ha incrementado en los
ultimos anos. El objetivo general de este tipo de investigacion es el
descubrimiento de compuestos que pueden contrarrestar procesos libres

de estrés oxidativo inducido por radicales y otros, y al hacerlo, reducir la
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incidencia de enfermedades humanas directamente relacionadas con
estos procesos (Kelman et al., 2012).

La actividad antioxidante se ha demostrado en numerosos géneros
de algas marinas, incluyendo Ahnfeltiopsis, Colpomenia, Gracilaria,
Halymenia, Hydroclathrus, Laurencia, Padina, Polysiphonia y Turbinaria.
Los compuestos antioxidantes detectados en las algas de estos géneros y
otros tienen el potencial anti-envejecimiento, la dieta, anti-inflamatorios,
antibacterianos, antifiUngicos, citotoxicos, anti- malaria, anti-
proliferativa y propiedades anticancerigenas (Kelman et al., 2012).
Laurencia spp., aunque es una buena fuente de metabolitos secundarios
biolégicamente activos, no exhiben alta actividad antioxidante. Las algas

pardas son estadisticamente las mas activas (Kelman et al., 2012).

1.5.4 Otros productos derivados de macroalgas

Los principales constituyentes de polisacaridos de algas rojas son
galactanos tales como carragenina (hasta 75 % en peso seco) y agar
(hasta 52 %), siendo los polisacaridos comercialmente mas importantes
para las algas rojas (Lobban y Wynne, 1981; McHugh, 2003). Los
carragenanos se pueden obtener facilmente mediante la extraccion de
algas rojas o disolviéndolos en una solucion acuosa (McHugh, 2003).
Carrageninas comerciales se han originado a partir de Chondrus,
Gigartina y Eucheuma sp. (Vera et al., 2011). El agar se produce a partir
de Gracilaria, Gelidium y Pterocladia sp. tratandolas con acido/calor o

alcali (McHugh, 2003).

16



Introduccion

Tabla III: Otras utilidades de la biomasa de algas roja

Productos Sustancias Utilidades Referencias

Polisacaridos Carragenatos Formacién de soluciéon espesa o gel {Lobbany Wynne., 1981)

Ingrediente esencial en la pasta de
{McHugh., 2003)
dientes

Hidrocoloides en la alimentacion,
Agares farmacéutica y las industrias {Bixlery Porse., 2011]

biologicas

Ingredientes alimentarios, laxante en
la industria farmacéutica y como un
{McHugh., 2003])
producto quimico para probar la

presencia de bacterias

Aditivos alimentarios para los
carragenina productos lacteos , la carne, a base de {McHugh., 2003)

agua y alimentos para mascotas

) Aumentan la capacidad inmune de las
carrageninay sus
plantas terrestres contra los patdégenos
oligosacaridos (Veraetal., 2011)
mediante la activacién de vias de
derivados
sefiales en las plantas

sulfatado
Antitrombotico, antiviral, inmuno-
polisacaridos tales
inflamatoria, antilipidémica y las (Jiaoet al,, 2011]).
como carragenatoy
actividades antioxidantes

galactano
Acidos grasos Acético, propionico ,
Produccion de productos quimicos y
volatiles lactico, los acidos {Changetal., 2010)
combustibles
{AGVs) butirico
Aminoacidos Acido glutamico Subproductos de biorrefineria (Lammenset al., 2012)
1.5.5 Biorefineria

En las ultimas décadas, el mundo se ha enfrentado a problemas
economicos y medioambientales cruciales como el agotamiento de los
combustibles fosiles y el cambio climatico. Estos problemas han llevado a
la expansion de la investigacion y el desarrollo (I + D) en energias
alternativas, con alta capacidad de renovacion y sostenibilidad. Como
direccion de la I + D, se ha puesto de relieve la biorefineria como una
posible solucion para escapar de la economia basada en combustibles
fosiles (Ragauskas et al., 2006).

Las macroalgas han atraido recientemente la atencion como una
posible materia prima para bio-refineria, por contener diversos hidratos
de carbono que son claramente diferentes de los de las biomasas
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terrestres. Evaluaciones exhaustivas de la refineria con sede en
macroalgas son esenciales para determinar si la aplicacion de tecnologias
de base terrestre de macroalgas o el desarrollo de tecnologias
completamente nuevas es factible. Hasta la fecha, las tecnologias de
conversion de macroalgas para bioquimicos y biocombustibles
demuestran que la bioingenieria molecular contribuiria al éxito de la
biorrefineria basada en macroalgas. Se requiere mas investigacion para
el aprovechamiento de macroalgas como wuna nueva biomasa
prometedora para la economia baja en carbono (Jung et al., 2013).

Teniendo en cuenta el cultivo actual y la demanda del mercado, la
tecnologia basada en la biorefineria de macroalgas debe centrarse en la
utilizacion de las algas pardas y rojas en lugar de las algas verdes (FAO,
2012).

La digestion anaerobica se puede aplicar a la produccion de biogas,
en particular del metano procedente de diversas macroalgas (Gupta et
al.,, 2011). La tasa de produccion de metano se puede mejorar por la co-
digestion de macroalgas (Ulva sp.) con estiércol y los desechos de lodos
activos (Costa et al., 2012). Mientras que la produccion de biogas a partir
de macroalgas es técnicamente mas viable que para otros combustibles,
la produccion de biogas atin no es economicamente factible debido al alto
coste de las materias primas de macroalgas, que debe ser reducido en un

75 % del nivel actual (Roesijadi et al.,2010).

Las macroalgas tienen diversos hidratos de carbono, tales como
almidon, celulosa, laminarina, manitol y el agar. La conversion de
carbohidratos a azucares y la eleccion de los microorganismos
apropiados son fundamentales para el éxito de la fermentacion de

bioetanol.

El biobutanol puede producirse a partir de macroalgas a través de la
fermentacion acetona-butanol (AB) utilizando bacterias anaerobias tales
como Clostridium sp. (Huesemann et al.,, 2012). Esta especie es capaz de
producir butanol, acetona, etanol y acidos organicos a partir de varios
sustratos de carbono. Sin embargo, esta bacteria no puede utilizar

eficazmente algunos polisacaridos a base de glucosa (tales como
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manitol), lo que causa una velocidad de reaccion lenta y la baja
productividad de los acidos organicos y disolventes totales (Huesemann

etal., 2012).

Para comercializar combustibles a base de macroalgas, una de las
prioridades debe ser la identificacion del microorganismo que puede
metabolizar grandes pero unicos carbohidratos de macroalgas. Algunos
hidratos de carbono especificos de macroalgas como el alginato y ulvan,
no se metabolizan facilmente por microorganismos fermentativos
aplicados comercialmente, tales como Saccharomyces -cerevisiae
(Wegeberg y Felby, 2010). Para superar este inconveniente, algunos
investigadores han desarrollado enzimas especificas para hidrolizar los
hidratos de carbono de las macroalgas (Jang et al, 2012). La
transformacion genética y la ingenieria metabodlica esperan proporcionar
un gran avance en el desarrollo de la tecnologia de bioenergia a partir de

biomasa en los proximos 10 anos (Kim et al., 2012; Jung et al., 2013).
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2. Objetivos

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, el objetivo general

planteado en este trabajo es:

- Estudiar la posibilidad de desarrollar sistemas de co-cultivo de
macroalgas para generar sistemas de produccion de biomasa

mas eficientes y valorar su capacidad de crecimiento.
Mientras que los objetivos especificos son:

- Analizar el comportamiento en co-cultivo de combinaciones
que incluyen las especies de algas rojas (Hypnea musciformis,
Hydropuntia cornea, Grateloupia turuturu, Grateloupia
imbricata y Palisada corallopsis) y del alga verde (Ulva rigida)
creciendo de forma simultanea (biomasas equilibradas en el
mismo tanque generando posibles relaciones alelopaticas).

- Estudiar la capacidad de biofiltracion de algunas macroalgas
cultivables con el planteamiento propuesto de co-cultivo que
podrian resolver algunas de las limitaciones que se plantean
para el desarrollo de estos sistemas de produccion.

- Evaluar la capacidad fotosintética / fisiologica (nivel de estrés)
de forma comparativa con cultivos unialgales considerados
como sostenibles bajo las condiciones experimentales
establecidas (Hydropuntia cornea).

- Valorar y cuantificar el contenido en pigmentos y la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos de la biomasa

producida en las diferentes condiciones ensayadas.
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3. Material y Métodos

3.1 Especies, sistema y condiciones experimentales de cultivo

Las especies de macroalgas utilizadas en este estudio fueron Ulva
rigida C. Agardh (Ulvaceae; Chlorophyta); Hydropuntia cornea (J. Agardh)
M.J. Wynne (Gracilariaceae; Rhodophyta), anteriormente descrita como
Gracilaria cornea; Grateloupia turuturu Yamada (Halymeniacea;
Rhodophyta); Grateloupia imbricata Holmes (Halymeniaceae; Rhodophyta)
e Hypnea musciformis (Wulfen) J.V.Lamouroux (Cystocloniaceae;

Rhodophyta) para el experimento A.

En el experimento B, las macroalgas usadas fueron Ulva rigida;
Hydropuntia cornea y Palisada corallopsis (Montagne) Sentiez, Fujii &Diaz,

anteriormente descrita como Laurencia corallopsis.
3.1.1 Taxonomia de las especies:

En las tablas IV-IX, se observan las caracteristicas taxonémicas de las
especies utilizadas en los ensayos realizados. Las claves utilizadas para la

determinacion de las especies fueron Afonso-Carrillo y Sanson (1989).
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CLASE ORDEN FAMILIA
ESPECIE FILUM
Ulva rigida Chlorophyta Ulvophyceae Ulvales Ulraceae
C. Agard

CARACTERISTICAS TAXONOMICAS

Talos laminares inicialmente redondeados lobulados y a medida que se hacen mas viejos su

morfologia es variable, suelen ser 3 veces mas largos que anchos pudiendo alcanzar 30cm
de longitud. Fl fronde no presenta huecos ni tiene ramulas en la base del talo. Margen de la
lamina presenta dientes microscopicos. Talo distromatico, las células generalmente
presentan de 2 a 3, a veces hasta 4 pirencides. En seccion transversal las células basales
son rectangulares de 2 a 4 veces méas altas que anchas. Las células de la zona media del
fronde miden (11)14{-17) um de ancho y (15)18(-22) ym de large. (Lobban, C.S, 1994)

Presente en todo el el archipiélago canario ({ Haroun et al., 2002).
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Material y Métodos

la cornea.

Taxonomia Hydropunt

Tabla V
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ESPECIE
FILUM CLASE ORDEN FAMILIA
Grateloupia Fhodophya | Florideophycea | Halymeniales | Halymeniaceae
e
turuturu Yamada

CARACTERISTICAS TAXONOMICAS

Talo laminar fijado al sustrato por un pequeiio disco basal de 5- 15

mm de diametro del que surge un largo estipe de hasta 2 cm de largo

que se ensancha gradualmente en una lamina lanceolada de 10 a 35

cm de longitud. Presenta apices agudos. Las laminas presentan

grandes variaciones en forma y tamario, y pueden desarrollar

proliferaciones secundarias en zonas que han sido erosionadas. Las

proliferaciones marginales estan presentes y suelen se abundantes. E1

talo en su zona media tiene un grosor de entre 130y 250 pm y

presenta dos zonas bien diferenciadas, el cortex con hasta 7 filas de

células que disminuyen de tamarfio hacia la superficie y estan

ordenadas de forma dicotémica con algunas sinapsis secundarias. La

médula es laxa, mucilaginosa, con filamentos celulares y células

medulares estrelladas. Los gonimoblastos de 160 - 250 pm de diametro

ocupan la zona medulary se conectan con el exterior por un tinico poro

através del cortex. Los tetrasporocistes se localizan en el cortex.

(Lobban, C.S, 1994)

Presente en Gran Canaria y Tenerife. Se considerauna especie
introducida. (Haroun et al., 2002; Barbara y Cremades, J, 2004)
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ESPECIE

FILUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

Grateloupia
imbricate Holmes

Rhodophya

Florideophyceae

Halymeniales

Halymeniaceae

CARACTERISTICAS TAXONOMICAS

Talo erecto acintado o aplanado dsaspecto cartilaginozo con ramificacidn dicotormna o

subdicotorna, fijado al sustrato por un pequefio disco bagaldel que surgeun largo

estipe quese ensanchay se divide de forma dicotoma. Los talos no sobrepasanlos 10

cmde longitud, Las laminas pueden desarrollar proliferaciones secundariaz enzonas

quehan sido erogionadas, Las proliferaciones marginales estan presentes y suelen se

abundantes llegando atensr a veces un aspecto corimboszo. Eltalo en su zona media

tiene un grosorde 100 - 120 pm pm v presenta dos zonags bien diferenciadag, el cértex

conhasta 4 (6] filas de células que dizsminuyen de tarnafic hacia la superficiey estan

ordenadas deforma dicotdmica con algunas sinapsis sscundarias. Lamédula es laxa,

corntfilamentos celulares v células medulares estrelladas, Los gonimoblastos de90 pm

dediametro ocupan la zona medulary se consctan con el exterior por un Unico poroa

través del cortex. Los tetrasporocistes selocalizan en el cortex. (Lobban, C.8, 1994

Presenteen Lanzarote, Gran Canariay Tenerife. (Haroun efal,, 2002)
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ESPECIE

FILUM

CLASE

ORDEN

FAMILIA

Hypneamusciformis
(Wulfen) J.V
Lamouroux

Rhodophya

Florideophyceas

Gigartinales

Cyztocloniaceas

CARACTERISTICAS TAXONOMICAS

Talo ramificado, cilindrico a subcilindrico de 280 - 300 um de grosor con ramificacién alternao

irregular, nuncapinnada. Se fija al sustrato por un pequerio disco basal aunque puede crecer

enredandose entre otras algas. En seccién transversal presentauna estructura

pseudoparenquimatosa con un cortex consolidado, no laxo y una médula o zona central constituida

por células dispuestas de forma compacta, en la que se puede distinguir una célula central que esta

rodeada por células de igual o mayor tamario, normalmente cinco. Los apices de las ramulas son

agudos en ellos se puede observar una céhula apical evidente, no presentan tricoblastos hialinos.

Una caracteristicamuy resefiable de este género es que algunas ramulas presentan apices

recurvados en forma de zarcillos con los que se suelen enganchar a otras algas. (Lobban, C.5, 1994)

Comnn enla zona intermareal y primeros metros del submareal de Canarias. (Haroun ef al., 2002)
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ESPECIE FILUM CLASE ORDEN FAMILIA

FPalisada comllopsis
Moningre] Sentiez Rhodephya Florideophyceas Cererniales Ehodomelaceae
Fujii &D¥az

CARACTERISTICAS TAXONOMICAS

Talo erecto, cilindrico, de hasta 15 cm de largo con un cortex pseudoparenquimatoso muy
desarrollado que puede llegar a medir 2 mm de diametro, este desarrollo del cortex oculta
su organizacidn polisifonada que es sdlo visible en las porciones apicales del

talo. Presentade S a6 células periaxiales en los ejes terminales. Ramificacion del talo
variable, nunca distica o subdisticay no presenta ramulas laterales uniseriadas. Las
ramulas son rectas y poseen en su zona apical tricoblastos hialinos. La célula apical esta
situada en el fondo de una depresioén apical o foseta. En visién superficial las células
corticales no estan interconectadas por sinapsis secundarias. En seccion transversal las
células corticales estan dispuestas en empalizada. Las ramas espermatangiales se
originan de los tricoblastos formados en las células axiales y los tetrasporangios son
producidos por células periaxiales. Cistocarpos subglobosos sésiles situados en los apices

delas ramulas (Lobban, C.S, 1994).

Esta especie presente en Canarias esta actualmente bajo revisiom. (Machin, M,

Comunicacién personal IV Congreso de Ciencias del Mar, 2014)
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Material y Métodos

3.1.2 Localizacion de los cultivos originales:

Los cultivos originales de Ulva rigida e Hydropuntia cornea han sido
mantenidos, creciendo de forma vegetativa, en los sistemas de cultivo

intensivo del Banco Espanol de Algas (ULPGC) durante los ultimos anos.

El resto de las especies han sido recolectadas del medio natural, en
el Municipio de Telde (Gran Canaria). Grateloupia turuturu, Grateloupia
imbricata e Hypnea musciformis fueron recolectadas en los charcos del
intermareal de la zona trasera del antiguo Instituto Canario de Ciencias
Marinas (Taliarte). Palisada corallopsis fue recolectada en la  zona

intermareal derecha de la playa de Hoya del Pozo (Fig 4).

Localizacion

Palisada
corallopsis

«Grateloupia
turuturu

*Grateloupia
imbricata

*Hypnea
musciformis

*Ulva rigida
*Hydropuntia
cornea

Figura 4: Localizacion de las zonas de recoleccion de las especies
ensayadas en la costa del Municipio de Telde.

Todas las algas fueron lavadas, clasificadas taxonomicamente y

mantenidas (separadas) con nitrogeno hasta el inicio del experimento.

28



Material y Métodos

3.1.3 Sistema de cultivo:

El sistema de cultivo utilizado en el experimento incorpora un
modelo en el que se realiza el trasvase de nutrientes desde un tanque con
amonio y fosfato concentrado, representando los contenidos en nutrientes
provenientes del cultivo intensivo de dorada (Sparus aurata),
principalmente nitrégeno y fosforo disuelto en forma de amonio (N-NH4") y
fosfato (P-PO43-). Se analiza la calidad de los efluentes obtenida después de
su paso en flujo continuo a través de los tanques para el cultivo intensivo
de macroalgas. El agua de mar se obtiene mediante bombeo directo del
mar y se dirige al tanque virtual, previo paso por un sistema de filtros de

aremna.

Durante el periodo experimental, sin la posibilidad de mantener
peces de forma regular, se establecidé un “modelo virtual” (de acuerdo a los
modelos descritos por: Porter et al.,, 1987; Losordo y Westers, 1994), en el
que a partir de una solucion concentrada de cloruro de amonio y fosfato
de potasio se realiza un aporte con concentraciones y flujos controlados,
para simular la presencia de peces a una densidad de 20 Kg m-3 y tasas
de renovacion de agua entre 6 — 8 vol d-1, a partir de un tanque de
decantacion para la separacion de la materia particulada, previo al
bombeo hacia el biofiltro de macroalgas. Desde el tanque de decantacion

el agua es bombeada directamente a los tanques de macroalgas.

Para el presente trabajo, el sistema de biofiltracion y cultivo de
macroalgas fue organizado con tanques circulares de cultivo construidos
de polietileno de alta densidad (Allibert Manutencion, Barcelona), con un
volumen de 901 (0,09 m3) y una superficie aérea de 0,2 m?2 (S:V = 2,2 m-1).
La aireacion (bombas ELMO model 2BH 1600, Siemens, Alemania) para la
rotacion de la biomasa es suministrada a través de un tubo de polietileno
lineal situado en el fondo del tanque. El flujo abierto de agua se mantiene
a través de un desaglie situado en la parte superior del tanque y cubierto

con una malla para evitar el escape de algas.

Nueve tanques fueron mantenidos bajo condiciones de invernadero

en donde se transmite el 80% de la radiacion PAR incidente en la cubierta,
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Material y Métodos

el 10% UVA y 0% de la UVB. Los datos de irradiacion (radiacion global)
fueron obtenidos de forma permanente con un piranémetro Kipp & Zonen
modelo CM21 equipado con un sensor CSD3. Los datos utilizados
corresponden a dosis diaria acumulada (kj m2 d-!). Con lo que se

calcularon las dosis de radiacion global medias semanales.

Los datos de temperatura del agua fueron medidos con sensores
Hobo UTBI-001 (Onset Computer Co., USA) N° de serie 1195577

programados a intervalos de 30 min.
3.1.4 Condiciones experimentales:

Para establecer el efecto del co-cultivo sobre los parametros
experimentales se realizaron dos disenos que fueron desarrollados en

periodos consecutivos:

Experimento A Experimento B

TC: Hydropuntia cornea TC: Hydropuntia cornea

TCC2: Ulva rigida + Grateloupia turuturu TCCU: Ulva rigida + Palisada corallopsis

TCCS3: Hydropuntia cornea + Grateloupia imbricata TCCH: Hydropuntia cornea + Palisada corallopsis

+ Hypnea musciformis

TC TCC2 TCC3 TCCU TCCH
Figura 5: Disefnios experimentales.

Experimento A: Se establecieron 3 tanques control con Hydropuntia
cornea, 3 tanques de co-cultivo con Ulva rigida y Grateloupia turuturu y 3

tanques de co-cultivo con Hydropuntia cornea, Grateloupia imbricata e
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Hypnea musciformis. El periodo de cultivo fue de 10 semanas establecidas
entre el 23 de julio del 2013 hasta el 8 de octubre del 2013. Durante las
seis primeras semanas, los 9 tanques fueron mantenidos con agua
proveniente del tanque de decantacion, enriquecida con N — amonio y P-
fosfato, en flujo abierto con una tasa de renovacion de 15 vol. d-1 (1,8 1
min-1), bajo las mismas condiciones. La tasa de renovacion de agua fue
regulada diariamente. Posteriormente y durante las semanas 7-8, se
establecio un periodo de limitacion de nutientes (SW) de dos semanas de
duracion con flujo continuo de agua de mar, sin adicion extra de
nutrientes. Las siguientes dos semanas (semanas 9-10) fueron
nuevamente mantenidos con agua proveniente del tanque de decantacion,

enriquecida con N — amonio y P-fosfato, en las mismas condiciones.

Experimento B: Se establecieron 3 tanques control con Hydropuntia
cornea, 3 tanques de co-cultivo con Ulva rigida y Palisada corallopsis 'y 3
tanques de co-cultivo con Hydropuntia cornea y Palisada corallopsis. El
periodo de cultivo fue de 7 semanas establecidas desde el 22 de octubre
del 2013 hasta el 10 de diciembre del 2013. Durante las cuatro primeras
semanas, los 9 tanques fueron mantenidos con agua proveniente del
tanque de decantacion, enriquecida con N — amonio y P-fosfato, en flujo
abierto, con una tasa de renovacion de 15 vol. d-! (1,8 1 min-!), bajo las
mismas condiciones. La tasa de renovacion de agua fue regulada
diariamente. Las tres semanas posteriores (semanas 5-7) se estableci6 un
periodo de limitacion de nutrientes con flujo continuo de agua de mar, sin
adicion extra de nutrientes. La tasa de renovacion fue regulada

diariamente.
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Material y Métodos

3.2 Determinacion de la produccion y la tasa de crecimiento

Los tanques fueron cosechados semanalmente. La biomasa fue
separada por especies y ajustada a las densidades volumeétricas optimas,
determinadas previamente para los tanques utilizados; 9 g 11 para

Hydropuntia corneay S g 11 para Ulva rigida. (Gomez Pincheti et al., 1998)

Para experimento A, el resto de especies, la densidad fue ajustada
en funcion de la biomasa recolectada del medio. 1,5 g 1! Grateloupia

turturu, 2 g 1-'1 Grateloupia imbricata, y 1,2 g 1-'1 Hypnea musciformis.

Para el experimento B, 3 g I'! Palisada corallopsis en co-cultivo con
Hydropuntia cornea 'y 1,7 g 1'1 Palisada corallopsis en co-cultivo con Ulva

rigida.

Después de escurrir la biomasa cosechada para la obtencion del
peso fresco escurrido (PF) la Produccion fue calculada de acuerdo a

DeBoer y Ryther (1977):
P(gPSm2dl)=[Pt-P0O)/ t)*(PS/PF)]/A
donde:
Pt - PO; excedente en gramos de PF, a los t dias
PS/PF; relacion peso seco / peso fresco escurrido
A = Area superficial del tanque de cultivo en m2

Las relaciones PS/PF fueron determinadas para cada especie con

muestras secadas en la estufa a 60°C hasta obtener el peso constante.

La tasa de crecimiento neta fue calculada de acuerdo a D’Elia y

DeBoer (1978):

R(% d-1) =100 *Ln (Pt / PO) / t
donde:
Pt; peso fresco de la biomasa alcanzada en t dias

PO; peso fresco de la biomasa inicial
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Material y Métodos

3.3 Biofiltracion de amonio y fosfato

Semanalmente, el dia posterior al cosechado y reajuste de los
tanques, se determinaron las tasas de biofiltracion de amonio y fosfato
durante el periodo de enriquecimiento con nutrientes. Las muestras
recolectadas en las entradas y salidas de los diferentes tanques fueron
procesadas inmediatamente siguiendo los métodos colorimétricos de
Parsons et al., (1984). Como controles se utilizaron muestras de agua de
mar. Con los resultados obtenidos se calcularon la eficiencia de

eliminacion de N-amonio (NUE):
NUE (%) = Cs/Ce * 100
donde :

Cs y Ce son las concentraciones de amonio en la salida (desaglie) y en la

entrada del tanque; y la tasa de asimilacion de N-amonio (NUR):
NUR (mmol m2?2 h))=Q*(Cs-Ce) / A

donde:

Q = flujo de agua (1 h-1),

Ce

concentracion de N-amonio en la entrada (mmol),

Cs = concentracion de amonio en la salida (mmol),
A = superficie del tanque (m?).

En el experimento A, de la misma manera se calcularon PUE y PUR para los

fosfatos.
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3.4 Determinacion del rendimiento cuantico 6ptimo (Fv/Fm) del PSII

como indicador de estrés (medidas de fluorescencia de la clorofila)

Para la determinacion del efecto de las diferentes condiciones de
cultivo sobre el grado de estrés de la biomasa, se utilizo un Plant
Efficiency Analizer (PEA, Hansatech, UK) con el que se determind, in vivo,
el rendimiento cuantico 6ptimo o maximo del PSII (Fv/Fm) a través de las

medidas de fluorescencia de la clorofila:
Fv/Fm = (Fm - FO) / Fm
Donde FO, es el nivel minimo de fluorescencia
Fm, es el nivel de fluorescencia maximo en un pulso de saturacion
Fv, es la fluorescencia variable
PSII, fotosistema II

Para ello las algas fueron adaptadas a la oscuridad durante un
periodo de 20 min, antes de aplicar un pulso de saturacion de 2.000
pmoles de fotones m2 s1 (100% de saturacion) durante un intervalo de 5
s. Las medidas fueron tomadas por triplicado, dos veces por semana, tres

horas al dia (9:00, 11:00 y 14:00), durante el periodo experimental.

Para la determinacion del grado de estrés de la biomasa, en el
experimento B, se utilizé el JUNIOR-PAM chlorophyll fluorometer (WALZ,
Alemania). Ademas del rendimiento cuantico 6ptimo o maximo, también

se midid el rendimiento cuantico efectivo
@PSII = (Fm'-Fs)/Fm'

y la tasa de transporte de electrones (relativo). umoles de electrones m-2s-1

(Genty et al., 1989).
ETRr = ((Fm' - Fs)/ Fm') x PAR (umoles fotones m -2 s'1)

Para los datos de irradiancia (PPFD: umoles fotones m=2 s-1), se utilizo un

radiometro LI-COR 1400 equipado con un sensor esférico (SPQA).

34



Material y Métodos

3.5 Procesado y analisis de la biomasa

Los excedentes de la produccion semanal fueron envasados al vacio

y congelados a -20 °C para su analisis posterior.
3.5.1 Determinacion de pigmentos:

Para la determinacion de clorofila a y carotenoides totales, las
muestras de 0,5 g PF fueron homogeneizadas con mortero en 4 ml de
metanol. Después de centrifugar, la concentracion de pigmentos fue

cuantificada de acuerdo con la ecuacion (Wellburn, 1994):
Cl a (ug mll) = 16.72 Aees.2— 9.16 Aés2.4

Carotenoides (ug ml -1) = (1000 A470 -1,63 CLa - 104.96
CLb)/221

Para la determinacion de ficobiliproteinas (ficoeritrina y ficocianina),
0,5 g de muestra fue homogeneizado en 4 ml de agua destilada. Después
de centrifugar a 9.000 rpm durante S min a 15°C, el extracto obtenido fue
cuantificado por espectrofotometria (25UV/VIS Perkin Elmer) de acuerdo

con las ecuaciones de Beer y Eshel (1985):
R-FE (mg ml -1) = [(Ases - As92) - (A4s55 - Aso2) X 0,20] x 0,12
R-FC (mg mll) = [(As1s - Aeas) - (Aso2 - Aesas) X 0,51] x 0,15

Las muestras fueron analizadas por triplicado. Para posteriores
comparaciones, los datos obtenidos fueron normalizados a valores de peso

seco, mg ml-1 PS.
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3.5.2 Determinacion de la actividad antioxidante (Ensayo DPPH)

El barrido de radicales libres de los extractos de macroalgas
previamente preparados para cuantificacion de pigmentos, se determino
utilizando el método basado en la reduccion del radical libre estable DPPH
(Radical 1,1-difenil-2-picril hidrazilo), segun el método de Blois (1958) tal
y como se detalla a continuacion. Se preparé una solucion de DPPH
(0.36mM) en metanol al 90% y a continuacion se le anadieron 300pl del
extracto de macroalgas. Antes de la lectura de absorbancia 517nm se
utilizé un periodo de incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente
en oscuridad. Todas las pruebas y analisis se realizaron por triplicado. El
porcentaje de radicales libres atrapados por las muestras de las algas o

inhibicion de DPPH se calcul6 mediante la ecuacion siguiente:
% Inhibicion= (1-(As17 (muestra)/ Asi7 (control))*100
3.6 Estadistica:

Los datos obtenidos de los diferentes procesos y analisis fueron
almacenados en hojas de Microsoft Office Excel 2007. Ademas se
introdujeron en Sigmaplot v.12.3 para la preparacion de los graficos. El
tratamiento estadistico consistiéo en un ANOVA de un factor (Tratamiento,

ausencia o presencia de nutrientes) en IBM SPSS Statistics 21.
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4. Resultados:

4.1: Evaluacion de la produccion y tasa de crecimiento:

Durante el experimento A (Figura 6), desarrollado entre julio y octubre, los
valores diarios maximos de radiacion solar alcanzaron niveles superiores a
30000 Kj m=2 d -! durante el mes de julio, para ir disminuyendo hasta

valores inferiores a 15000 Kj m2 d -1 en el mes de octubre

Aunque no presenta diferencias significativas, podemos observar
que los valores de produccion de los co-cultivos son mayores a los valores
del tanque control. La tendecia de produccion se correlaciona con la
disminucion de irradiancia. En cambio, la temperatura tuvo tendencia a
subir durante el ensayo, como podemos observar en la fig 6, en la parte
inferior. Los valores diarios de temperatura oscilaron entre 21 °C de
minima al inicio de los experimentos en el mes de julio, a unos maximos

de 30°C a inicios de octubre.

En las semanas 2 y 5 hubo problemas técnicos por rotura de la
bomba y de una tuberia. Provocé que el tanque de decantacion quedara
vacio y la concentracion de amonio se incremento, reflejandose en esa

semana una disminucion en la produccion de todos los tanques.

En las semanas 7 y 8, los cultivos estuvieron sin aporte de
nutrientes, por lo que se ve una disminucion en la producciéon. Cuando se
abre de nuevo el aporte de nutrientes observamos un aumento en la

semana 9y 10.
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Figura 6: Experimento A: Evolucion semanal de los valores de produccion
(A) en los diferentes taratamientos en g PS m=2 d-l(azul, TC; verde,
TCC2 y negro TCC3) y de la dosis de irradiacion en Kj m2d-! (rojo).
(B) Evolucion diaria de la temperatura en °C (la linea roja es la linea
de tendencia de la serie de valores). * Indica problemas técnicos en
las semanas 2 y 5.
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Figura 7: Experimento B. Evolucion semanal de los valores de produccion
(A) en los diferentes tratamientos en g PS m2 d-! (rojo, TC; azul,
TCCH) y de las dosis de irradiacion en Kj m—= d-! (verde). (B) Evolucion
diaria de la temperatura en °C (la linea roja es la linea de tendencia
de la serie de valores).
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Igual que en el caso anterior, en el experimento B tampoco
encontramos diferencias significativas, pero se observa una disminucion
de los cultivos con la disminucion de la irradiacion. En este segundo
periodo de octubre a diciembre, los valores diarios de radiacion solar
variaron entre maximos de 19000 kj m—2d-! en octubre e inferiores a

9000 Kj m—2d-len diciembre.

Los tanques en co-cultivo mostraron valores superiores a los tanques
control. La temperatura mostro un decrecimiento durante el periodo
experimental. El tanque de co-cultivo, TCCU no presento produccion
durante todo el proceso porque desde el inicio presento problemas de

esporulacion de Ulva rigida.

Las producciones del experimento A fueron mayores que el
experimento B, coincidiendo con la estacionalidad, ya que el experimento
A fue realizado en verano, mientras que el experimento B fue hecho en

otono.

Tabla X: Tasa de crecimiento media + desviacion estandar. Por tratamiento
(presencia o ausencia de nutrientes) para cada tipo de cultivo
(monocultivo, co-cultivo) del Experimento A.

Tasa de Crecimiento (%d™)

NH SW NH
TC 4,2+1,9 0,8+1,2 3,4+2,8
TCC2 5,2+1,7 3,8+0,2 3,7+2,9
TCC3 3,0+1,1 3,8+1,4 3,6+1,4

En cuanto a las tasas medias de crecimiento, del experimento A, en
presencia de nutrientes presentaron valores de 4,2+1,9 % d-! para el TC,

5,2+1,7% d-! para TCC2 y 3,6*1,4 % d-1 para TCC3.

Tabla XI: Tasa de crecimiento media *+ desviacion estandar. Por
tratamiento (presencia o ausencia de de nutrientes) para cada tipo de
cultivo (monocultivo, co-cultivos) del Experimento B.

Tasa de Crecimiento (%d™)

NH SW
TC 2,9+1,5 0,9+0,0
TCCU 1,3+0,0 2,7+1,5
TCCH 2,8+1,3 1,0+0,5
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En cuanto al experimento B, en presencia de nutrientes presentan
valores de 2,86%0,84 % d-! para el TC, 2,84+0,64 % d-! para TCCH y para

TCCU no hay tasa de crecimiento, por la disminucion de la biomasa.
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Figura 8: Experimento A. Ajuste de los valores de produccion de biomasa
(g PS m=2 d-1) frente a dosis de irradiacion (Kj m2 d-1)(x10). Circulos
rojos (TC); cuadrados azules (TCC2); triangulos verdes (TCC3).

Tanto en el experimento A (Figura 8), como en el B (Figura 9), se
observa una tendencia a aumentar la producciéon con el aumento de los

valores de irradiancion.
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Figura 9: Experimento B: Valores de produccion (g PS m=2 d-1) frente a
dosis de irradiacion (Kj m2 d-1) (x10): Linea continua roja (TC); linea
discontinua azul (TCCH).

En cuanto a la adaptacion de las diferentes especies al sistema de
co-cultivo, en las graficas de la figura 10, se representa la produccion a
nivel de especie por tanque, observando que los valores maximos estan
presentes en Ulva rigida, con un valor medio de produccion en presencia
de nutrientes de 30,9+ 15,8 g PS m2 d-1. Cabe destacar la disminucién de
Grateloupia imbricata y Grateloupia turuturu desde el inicio de la fase
experimental. Hypnea musciformis tiene una pequena produccion en
presencia de nutrientes, pero en la semana 7 cuando cortamos dicho
aporte, se percibe una disminucion de la biomasa. En cuanto a
Hydropuntia cornea se observa que hay mayor produccion en tanques de

co-cultivo que en los tanques de control. En todas las especies
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exceptuando Hydropuntia cornea en co-cultivo, vemos una disminucion en

la produccion en las dos semanas sin aporte de nutrientes.

Experimento A:
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Figura 10: Produccion (g PS m™2 d!) frente a aporte/ ausencia de
nutrientes para las diferentes especies cultivadas.Experimento A.
Los datos se experesan como la media * desviacion estandar.

Datos significativos a p<0,05 unicamente en el tanque control, entre los
diferentes tratamientos.

Experimento B:

En las graficas (Figura 11), se representa la produccion a nivel de
especie por tanques. Los valores maximos los encontramos en
Hydropuntia cornea en co-cultivo, con un valor medio de produccion en
presencia de nutrientes de 22,1+ 5,9 g PS m2 d-!. Palisada corallopsis
desde el inicio del experimento, tanto en co-cultivo con Ulva rigida como
con Hydropuntia cornea, presenta una disminucion de su biomasa. En
cuanto a Hydropuntia cornea se observa que hay mayor produccion en
tanques de co-cultivo que en los tanques de control. En este caso, se
percibe una disminuciéon de la produccion en ausencia de nutrientes,
exceptuando Ulva rigida que presenté mayor produccion después de un

periodo acusado de esporulacion, en presencia de nutrientes.
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Figura 11: Produccion (g PS m™2 d!) frente a aporte/ ausencia de
nutrientes para las diferentes especies cultivadas. Experimento B.
Los datos se expresan como la media * desviacion estandar. Datos

significativos a p<0,05 se indican con letras diferentes (ab).

4.2 Biofiltracion de amonio y fosfato

Tabla XII: Datos de biofiltracion del experimento A. Los datos se expresan
como la media + desviacion estandar.

Tanque | Semana | Flujode N NUE NUR Flujo de P PUE PUR
(mmol h™) (%) (mmol m?h™) (%) (mmol m?h™)

2 5,5+0,4 85,8+3,3 27,610,5 2,9+0,3 92,4+4,1 9,9+0,4

TC 6 3,3+3,1 78,2+1,1 17,7%0,2 3,7+0,03 52,813,1 8,2+0,4
9 5,1+0,2 82,119,6 21,7+1,6 0,3+0,03 | 69,8+20,7 1,740,2

2 5,4+0,3 87,4+4,5 27,9+1,0 2,7+0,3 95,910,5 10,310,0

TCC2 6 3,1+0,2 78,9+1,3 18,0+0,1 3,6+0,03 | 56,943,0 8,810,4
9 4,910,4 95,345,5 24,2+1,0 0,2+0,02 | 100,0+0,0 2,0+0,0

2 5,7+0,7 91,4+2,5 28,610,6 3,1+0,1 96,510,1 10,310,0

TCC3 6 3,1+0,2 72,016,8 17,210,7 3,710,1 59,5+4,9 9,0+0,5
9 5,10,1 95,5+3,7 24,2+0,7 0,3+0,02 | 97,1%5,0 2,0+0,1

Los valores medios de la eficiencia de eliminacion de amonio (NUE)

se encuentran entre valores del 70 al 81%. La tasa de eliminacion/

asimilacion por unidad de superficie

(NUR) dieron valores comprendidos
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entre 17 y 28 mmoles NH4*m= h-l. No existen diferencias significativas

entre los diferentes tanques.

La eficiencia de eliminacion de fosfato (PUE) alcanzé valores medios
de 58 y 97%, llegando algunas semanas al 100%. La tasa de
eliminacion/asimilacion por unidad de superficie (PUR) entre 2 y 10
mmoles PO43*m=2h-1.

Tabla XIII: Datos de biofiltraciéon del experimento B. Los datos se expresan como la
media * desviacion estandar.No diferenecias significativas entre tanques.

Tanque Semana Flujo de N NUE NUR
(mmol h-) (%) (mmol m-2 h-)

TC 0 3,910,3 70,7+3,5 21,0+0,5
3 2,210,1 58,0+4,3 15,9+0,5
TCCU 0 3,910,1 83,9+2,0 22,9+0,3
3 2,610,1 65,516,6 16,1+0,5
TCCH 0 3,940,1 73,2£1,8 21,3+0,3
3 2,7+0,1 69,9+4,1 16,4+0,3

Los valores medios del flujo de entrada en este experimento B
fueron 3,36+0,31 mmoles N-NHs*h-!.Los valores medios de la eficiencia de
eliminacion de amonio se encuentran entre valores de 58 a 83%. La tasa
de eliminacion/ asimilacion por unidad de superficie (NUR) dieron valores

comprendidos entre 15y 21 mmoles NH4*m= h-1.

4.3 Analisis del rendimiento cuantico 6ptimo del PSII (Fv/Fm) como
indicador de estrés

Tanto para el experimento A como para el experimento B, las
medidas fueron tomadas a diferentes horas del dia ( 9:00, 11:00 y 14:00)
para identificar situaciones de estrés no so6lo por periodos prolongados
sino también por efectos puntuales causados por la irradiacion diaria. Sin
embargo, los datos de fluorescencia se mantuvieron estables por lo que
nos centraremos en la evaluacion de las medidas tomadas a las 11:00,
comparando el estado fisiologico de las diferentes especies en presencia y
ausencia de nutrientes. No se observaron diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos, en ninguna de las especies estudiadas, en

ninguno de los dos experimentos (Figura 12 y Figura 13).
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Figura 12: Eficiencia fotosintética optima, de cada una de las especies
para los diferentes tratamientos del Experimento A.
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Figura 13: Eficiencia fotosintética 6ptima, de cada una de las especies
para los diferentes tratamientos del Experimento B.

En el experimento B, también se mididé el rendimiento efectivo

(F'v/F'm) con los que se obtuvieron los valores de la tasa relativa de

transporte de electrones (ETRr), mostrados en la tabla XIV.
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En Hydropuntia cornea (TC) y Ulva rigida (TCCU) la tasa de
transporte de electrones es mayor en presencia de nutrientes. No se

observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos.

Tabla XIV: ETR relativo (umol de electrones m—2s-1) en presencia y ausencia

de nutrientes.

Especies DNH DSW
Hydropuntia cornea (TC) 288,0+97 .4 224,2+44,1
Ulva rigida (TCCU) 96,3146,5 91,3+17,0
Palisada corallopsis (TCCU) 403,9193,0 441,6£70,2
Hydropuntia cornea (TCCH) 211,2+76,6 440,4+131,0
Palisada corallopsis (TCCH) 180,5* 56,4 457,0+164,4
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4.4 Valoracion de pigmentos:

4.4.1: Experimento A:

En las tablas XV y XVI se presentan los resultados para la

extraccion de pigmentos de Ulva rigida y algas rojas ensayadas.

Tabla XV: Pigmentos liposolubles de Ulva rigida y algas rojas del
experimento A.

Especies Semanas Clorofila a Carotenoides
(Tratamientos) (mg g-1PS) (mg g1PS)
Hydropuntia cornea (TC) O (DNH) 0,2+0,02 = 0,1£0,01 ab
6 (DNH) 0,6x0,1 b 0,2+0,05b
8 (DSW) 0,240,012 0,06%0,002 =
9 (DNH) 0,5+0,04 b 0,1+0,022b
10 (DNH) 0,4+0,04 b 0,1+0,01 ab
Ulva rigida (TCC2) 0 (DNH) 0,3+0,01 = 0,1+0,04 ab
6 (DNH) 0,7+0,2 b 0,3+0,1b
7 (DSW) 0,5+0,05 ab 0,1+0,02ab
8 (DSW) 0,2+0,02 2 0,02+0,005 =
9 (DNH) 0,6%0,1 ab 0,06+0,003 ab
10(DNH) 0,6%0,1 @b 0,06+0,002 ab
Grateloupia turuturu(TCC2) 10 (DNH) 0,4+0,06 0,1+0,002
Hydropuntia cornea (TCC3) O (DNH) 0,6%0,06 c<d 0,1£0,01bec
6 (DNH) 0,7+0,07 ¢ 0,2+0,03 ¢
7 (DSW) 0,5+0,02 ab 0,1+0,004bc
8 (DSW) 0,340,012 0,08+0,01 =
9 (DNH) 0,5+0,04 be 0,1+0,01 ab
10 (DNH 0,6+0,02 bed 0,1+0,005 be
Grateloupia imbricata (TCC3) O (DNH) 0,3+ 0,02 0,06+ 0,01
10 (DNH) 0,3+0,1 0,08+0,006
Hypnea musciformis (TCC3) O (DNH) 0,9+ 0,04 0,1£ 0,02
6 (DNH) 0,7£0,05 0,1£0,04

Los datos se expresan como la media * desviacion estandar. Datos significativos a p<

0,05 se indican con letras diferentes (abcd).
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En Hydropuntia cornea control, podemos observar diferencias
significativas entre presencia o ausencia de nutrientes. En el caso de
Grateloupia Imbricata solo tenemos datos de inicio y final de experimento.
Grateloupia turuturu solo tenemos datos del final del experimento e
Hypnea musciformis soOlo tenemos datos en presencia de nutrientes,

porque desde el corte de nutrientes disminuyo hasta desaparecer.

En los pigmentos obtenidos de los extractos, para pigmentos
liposolubles (Tabla XV), el maximo de clorofila a y carotenoides aparece en
Hypnea musciformis al inicio del experimento, con un valor 0,9+ 0,04 mg
g1PS de clorofila a y el maximo en carotenoides es en Ulva al final del
aporte de nutrientes, con un valor 0,3x0,1mg g! PS. El minimo valor lo
encontramos en Hydropuntia cornea del tratamiento control al final de la
octava semana, después de dos semanas sin aporte de nutrientes, con un
valor 0,210,01 mg g!'PS de clorofila a y en Ulva rigida en el mismo
periodo con 0,02+0,005 mg g! PS de carotenoides. Encontramos
diferencias significativas entre tratamientos en Hydropuntia cornea y en

Ulva rigida.

51



Resultados

Tabla XVI: Pigmentos hidrosolubles de algas rojas del experimento A.

Especies Semanas Ficoeritrina Ficocianina
(Tratamientos) (mg g1PS) (mg g1PS)
Hydropuntia cornea (TC) O (DNH) 2,8+0,42b 0,03%0,02

6 (DNH) 0,4+0,2 ab 0,210,2

8 (DSW) 0,01+0,003 2 0,01+£0,003
9 (DNH) 1,2+0,4 ab 0,04+0,03
10 (DNH) 3,3t1,4b 0,03+0,02
Grateloupia turuturu(TCC2) 10 (DNH) 0,2+0,01 0,03+0,00
Hydropuntia cornea ( TCC3) 0 (DNH) 4,411 ,4bc 0,08£0,03
6 (DNH) 3,8+0,3 abe 0,06+0,01
7 (DSW) 3,8£0,5 abc 0,07+0,01
8 (DSW) 1,0+0,052 0,02+0,00
9 (DNH) 2,8+0,21 ab 0,07+0,01
10 (DNH 7,6%1,9 be 0,07+0,04
Grateloupia imbricata (TCC3) 0 (DNH) 1,5+0,4 0,09£0,01
10 (DNH) 0,2%+0,05 0,05+0,02
Hypnea musciformis (TCC3) 0 (DNH) 0,4+0,2 0,03%0,01
6 (DNH) 0,5%+0,03 0,01+0,00

Los datos se expresan como la media * desviacion estandar. Datos significativos a p<

0,05 se indican con letras diferentes (abc).

Al examinar los pigmentos hidrosolubles (Tabla XVI), el maximo
para ficoeritrina en Hydropuntia cornea co-cultivo, se encontré al inicio
del experimento, con un valor 4,4+1,4 mg g! PS y el minimo, en
Hydropuntia cornea tratamiento control al final del periodo sin aporte de
nutrientes, con un valor 0,01+0,003 mg g'! PS. En el caso de ficocianina, el
maximo lo determinamos en Hydropuntia cornea tratamiento control al
final de las seis semanas con aporte de nutrientes, con un valor de
0,2+0,2 mg g! PS y el minimo en la misma especie después de dos

semanas sin aporte de nutrientes, con un valor de 0,010,003 mg g! PS.

52



Resultados

4.4.2: Experimento B:

En las tablas XVII, XVIII se presentan los resultados para la

extraccion de pigmentos ensayados.

Tabla XVII: Pigmentos liposolubles de Ulva rigida y algas rojas del
experimento B.

Especies Semanas Clorofila a Carotenoides
(Tratamientos) (mg g-1PS) (mg g-1PS)
Hydropuntia cornea (TC) O (DNH) 3,2%0,2 be 0,7+0,02 ab
3 (DNH) 4,1£0,3¢ 1.0£0,1"
4 (DSW) 2,7+0,3P 0,6+0,08 ab
6 (DSW) 1,1+0,12 0,4+0,04 2
Ulva rigida (TCCU) 3 (DNH) 1,9+0,2P 0,8+0,1P
4 (DSW) 1,3+0,12 0,3+0,1 @b
6 (DSW) 0,9+0,01 = 0,2+0,1 2
Palisada corallopsis (TCCU) O(DNH) 1,2+0,2 0,1+0,03
6(DSW) 1,5+0,04 0,3+0,01
Hydropuntia cornea (TCCH) O(DNH) 3,1£0,1¢ 0,7+0,05%b
3(DNH) 1,7+0,1 ab 0,4+0,03 2
4 (DSW) 2,3+0,2b 0,5+0,03 2
6(DSW) 1,5+0,2 2 0,5+0,07 2
Palisada corallopsis (TCCH) O (DNH) 1,2%0,1 0,2+0,03
6 (DSW) 1,8+0,04 0,4+0,02

Los datos se expresan como la media * desviacion estandar. Datos significativos a p<

0,05 se indican con letras diferentes (abc).

Enla tabla XVII se representan los datos de pigmentos
liposolubles del experimento B. En el caso de Ulva rigida, como hemos
dicho anteriormente, no obtuvimos muestras iniciales por problemas de
esporulacion, por lo que solo podemos comparar entre los pigmentos
extraidos en presencia de nutrientes y en ausencia de los mismos. En el
caso de algas rojas, tanto para liposolubles como para hidrosolubles, solo
Hydropuntia cornea TC y en co-cultivo podemos ver la variacion
claramente, por ausencia de muestras del resto de especies por falta de
produccion en todas las etapas de experimento. Encontramos diferencias
significativas entre tratamientos en Hydropuntia cornea y en Ulva rigida.

En Palisada corallopsis solo tenemos datos de inicio y final del
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experimento, por lo que no podemos saber que evolucion han llevado a

cabo.

En los pigmentos obtenidos de los extractos, para pigmentos
liposolubles, el maximo de clorofila a y carotenoides aparece en
Hydropuntia cornea al final de las cuatro semanas con aporte de
nutrientes, con un valor 4,1+0,3 mg g !PS de clorofila a y 1,0+0,1 mg g1 PS
de carotenoides.Sin embargo, el minimo sin embargo se observo en Ulva
rigida al final del experimento, después de dos semanas sin aporte de
nutrientes, con un valor 0,9+0,01 mg g'PS de clorofila a y al inicio del
experimento para Palisada -corallopsis 0,1+0,03 mg g! PSSC de

carotenoides.

Tabla XVIII: Pigmentos hidrosolubles de algas rojas del experimento B.

Especies Semanas Ficoeritrina Ficocianina
(Tratamientos) (mg g-1PS) (mg g-1PS)
Hydropuntia cornea (TC) O (DNH) 16,6£1,9b 0,2+0,1
3 (DNH) 13,310,5b 0,1+0,04
4 (DSW) 5,6+0,9 2 0,04+0,05
6 (DSW) 2,3+0,6 2 0,09+0,06
Palisada corallopsis (TCCU) O(DNH) 5,3%0,9 0,09+0,01
6(DSW) 1,1+0,1 0,06+0,03
Hydropuntia cornea (TCCH) O(DNH) 25,9£0,9b 0,4+0,02 b
3(DNH) 21,61,5b 0,3+0,01 ab
4 (DSW) 10,8+3,3 2 0,2+0,07 ab
6(DSW) 4,4+0,6 2 0,2+0,06 2
Palisada corallopsis (TCCH) O (DNH) 5,3+0,9 0,09+0,01
6 (DSW) 0,7+0,2 0,02+0,03

Los datos se expresan como la media * desviacion estandar. Datos significativos a p<

0,05 se indican con letras diferentes (ab).

Respecto a los pigmentos hidrosolubles, tal y como se presentan en
la tabla XVIII, el maximo lo encontramos para ficoeritrina en Hydropuntia
cornea TCCH al inicio del experimento, con un valor 25,9+t0,9 mg g1 PSy
el minimo, en Palisada corallopsis TCCH al final del periodo sin aporte de
nutrientes, con un valor 0,7+0,2 mg g'! PS. En cuanto a la ficocianina, el
TCCH al inicio del
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experimento, con un valor de 0,4+0,02 mg g'! PS y el minimo en Palisada
corallopsis TCCH, después de dos semanas sin aporte de nutrientes, con
valor 0,02+0,03 mg g! PS. Encontramos diferencias significativas entre

tratamientos en Hydropuntia cornea tanto en control como en co-cultivo.

Figura 14: Cambios morfologicos de las algas durante los diferentes
tratamientos. A: Cambios en pigmentacion Hydropuntia cornea. B:
Cambios morfologicos de Palisada corallopsis.
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En la figura 14 podemos observar los cambios en la morfologia y
pigmentacion de las algas durante los dos experimentos. Con la ausencia
de aporte de nutrientes, como se observa en la figura 14.A, se ve una clara
disminucion de la concentracion de pigmentosy en la figura 14.B,

disminucion de tamano para una mayor superficie/volumen.
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4.5 Valoracion de actividad antioxidante:

Resultados

Una vez cuantificados los pigmentos, los extractos fueron utilizados

para determinar la actividad antioxidante. Los resultados de la actividad

antioxidante de los extractos liposolubles del experimento A se presentan

en la tabla XIX. Los porcentajes de inhibicion de los extractos

hidrosolubles no fueron valores relevantes en ninguno de los dos

experimentos.

Tabla XIX: Actividad antioxidante de pigmentos liposolubles experimento A.

Especies Semanas % Inhibicion liposolubles
(Tratamientos)
Hydropuntia cornea (TC) O (DNH) 2,940,042
6 (DNH) 2,0£0,22
8 (DSW) 12,4+3,6P
9 (DNH) 3,7+1,8a
10 (DNH) 5,6+1,1ab
Ulva rigida (TCC2) O (DNH) 12,4+5,8
6 (DNH) 2,0x1,4
7 (DSW) 2,1+0,2
8 (DSW) 9,1£2,9
9 (DNH) 3,3%2,0
10 (DNH) 3,6£1,0
Grateloupia turuturu (TCC2) 10 (DNH) 9,4+0,5
Hydropuntia cornea (TCC3) O (DNH) 12,5+3,9¢bc
6 (DNH) 5,3+0,2ab
7 (DSW) 20,0+3,9¢
8 (DSW) 3,5%0,9a
9 (DNH) 3,4+0,32
10 (DNH) 4,0+£0,8ab
Grateloupia imbricata (TCC3) O (DNH) 7,3£3,2
10 (DNH 2,9+0,5
Hypnea musciformis (TCC3) O (DNH) 2,6+0,7
6 (DNH) 0,6+0,2

Los datos se expresan como la media * desviacion estandar. Datos significativos a p<0,05

se indican con letras diferentes (abcd).

En el experimento A, Ulva rigida presenté mayor % de inhibicion al

principio del experimento. Hydropuntia cornea presentdo los mayores
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valores de inhibicion en condiciones de limitacion de nutrientes, con un
maximo en TCC3 de 20+3,9% de inhibicion. Presentando diferencias
significativas en Hydropuntia cornea tanto en control como en co-cultivo

para los diferentes tratamientos.

Tabla XX: Actividad antioxidante de pigmentos liposolubles experimento
B.

Especies Semanas %Inhibicion liposolubles
(Tratamientos)

Hydropuntia cornea (TC) O (DNH) 17,8+3,9»
3(DNH) 3,5t4,4a
4(DSW) 3,9£0,22
6 (DSW) 1,9+2,72

Ulva rigida (TCCU) 3(DNH) 4,2+1,1
4(DSW) 2,6£1,6
6 (DSW) 1,9+2,2
Palisada corallopsis (TCCU) O (DNH) 3,1+0,9
6 (DSW) 3,1+0,9
Hydropuntia cornea (TCCH) O(DNH) 2,5+0,72
3 (DNH) 2,940,62
4 (DSW) 20,0+8,9b
6 (DSW) 5,3+0,62
Palisada corallopsis (TCCH) O (DNH) 3,1+0,9
6 (DSW) 1,2+0,3

Los datos se expresan como la media * desviacion estandar. Datos significativos a p<0,05

se indican con letras diferentes (abcd).

En el experimento B (tabla XX), Ulva rigida presenté mayor % de
inhibicion en presencia de nutrientes, mientras que Hydropuntia cornea
mostré los mayores valores de inhibicion bajo limitacion de nutrientes,
con un maximo en TCCH de 20,0£8,9% de inhibicién. Encontramos

diferencias significativas, sobretodo en Hydropuntia cornea en co-cultivo.
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5. Discusion:

Para un buen desarrollo de AMTI, debemos buscar y/o conocer
las especies locales de macroalgas que mejor se adapten a las
condiciones ambientales de un sistema de biofiltro (Chopin et al., 2001;
Copertino et al., 2009). En el caso de Ulva rigida e Hydropuntia cornea,
se ha demostrado en estudios anteriores (Gomez-Pinchetti et al., 1998;
Mata et al., 2010) que son muy adaptables y maleables en diferentes

condiciones ambientales.

Buschmann et al. (2008a) indica que la adicion de nutrientes al
medio, sobre todo nitrogeno, causa un incremento de la biomasa de las

especies autotrofas.

Se ha intentado ver si el co-cultivo de diferentes especies favorecia
la produccion de especies con menos crecimiento que Ulva rigida. Tanto
en Ulva rigida e Hydropuntia cornea se sigue el patron de aumentar la
produccion en presencia de nutrientes y disminuirla en ausencia de
estos. Sin embargo, Grateloupia turuturu, Grateloupia imbricata, Hypnea
musciformis (experimento A), asi como Palisada corallopsis (experimento
B), seglin los resultados obtenidos, se pueden interpretar que estas
macroalgas no han tenido una buena adaptacion a este tipo de
cultivos. Otra posible explicacion a la disminucién de la biomasa puede
ser a que especie como Ulva muestran la capacidad de utilizar, absorber
y metabolizar rapidamente diferentes formas de nitrégeno inorganico,
principalmente nitrato y de amonio, dependiendo de su disponibilidad .
Sin embargo, la presencia de estos compuestos nitrogenados pueden
ser toxicos o inhibidores para algunas algas marinas en altas
concentraciones. (Lobban y Harrison, 1994). Esto también se podria
explicar por el problema ocurrido en el experimento A, puesto que la
segunda semana hubo un corte de agua por rotura de la bomba y en la
semana cinco rotura de una tuberia, lo que llevo a que en el tanque de

decantacion no hubo entrada de agua durante un periodo de tiempo
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indeterminado, aumentando la concentracion de amonio y coincidiendo

con la disminucion de la produccion en estas semanas.

En el experimento B, la produccion de Ulva rigida cayo
drasticamente durante las semanas en presencia de amonio, por
esporulacion, produciéndose una disminucion de la biomasa (Msuya y

Neori., 2002; Bartoli et al., 2005; Copertino et al., 2009).

Aunque no lo podemos demostrar en nuestros casos, también
tendriamos que tener en cuenta la importancia de las posibles
interacciones quimicas entre las macroalgas, aunque segun Valiela et
al., (1997) las macroalgas tienen menos probabilidades de contener y
liberar compuestos téxicos, y carecen de defensas quimicas obvias (Van
Alstyne et al.,, 2001). Sin embargo, estudios recientes han revelado que
Ulva pertusa y Ulva linza exhiben efectos alelopaticos negativos sobre

otras algas (Jin y Dong , 2003; Nan et al , 2004; Jin et al, 2005).

La interferencia con la competencia por luz y nutrientes hace casi
imposible probar la alelopatia in situ (Jasser, 1995; Inderjit y Del Moral,
1997; Keating, 1977; Schmidt y Hansen, 2001; Sukenik et al., 2002).
Por tanto, para intentar identificar posibles interacciones alelopaticas
entre los organismos acuaticos es esencial desarrollar experimentos en
sistemas controlados (Renjun Wang et al.,, 2007) y en nuestro caso, no
hemos podido controlar irradiancia y temperatura en las condiciones de

nuestros cultivos.

Aunque diversos factores abiodticos y bidticos pueden limitar la
productividad, la irradiancia y temperatura son los factores mas
importantes para el crecimiento y la absorcion de nutrientes (Nelson et
al., 2008; Kim J.H et al.,, 2011). En nuestro ensayo, la variacion de
temperatura e irradiancia muestran unas ciertas tendencias, aunque no
se obtuvo un efecto significativo. En el experimento B, la tendencia se
ve mas claramente que en el experimento A. Incluso en el experimento

A, se diria que la produccion se ve mas afectada por la irradiancia que
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por la temperatura, pero no se puede asegurar porque estadisticamente

no se encontraron diferencias significativas.

En cuanto a la seleccion de la especie de macroalga a utilizar
como biofiltro, depende de dos aspectos fundamentales: la capacidad
fisiologica para crecer en las condiciones de cultivo con niveles altos de
nutrientes, especialmente amonio, y el interés comercial de su biomasa
o de los productos derivados de ella (Buschmann et al., 2001; Chopin et
al., 2001).La biofiltracion de nuestros co-cultivos obtenida durante el
experimento (Tablas XII, XIII), donde no hubieron diferencias
significativas entre los cultivos, es similar a las indicadas por otros
autores (Chow et al., 2001; Msuya y Neori, 2002; Schuenhoff et al.,
2003; Hernandez et al.,, 2006; Buschman et al., 2008b; Robertson-
Andersson et al.,, 2008; Mao et al.,, 2009; Marinho-Soriano et al., 2009;
Mata et al.,, 2010); donde sus resultados de eficiencia de asimilacion de
nitrogeno (NUE) estan comprendidos entre el 20 y el 80%. La
biofiltracion de Ulva no se vio afectada por el hecho de entrar en fase
reproductiva (Msuya y Neori, 2002; Bartoli et al., 2005; Copertino et al.,
2009), puesto que siguid activa fisiologicamente produciendo esporas,
aunque no biomasa. Aunque el NUE es facilmente comparable no da
mucha informacion, mientras que la tasa de asimilacion (NUR) nos
permite saber la relevancia y capacidad para suprimir del medio el
nitrogeno por unidad temporal y superficial (Del Rio et al., 1996). Los
datos muestran una tasa de asimilacion (NUR) que llega a duplicar la de
otros autores (Chow et al.,, 2001; Msuya y Neori, 2002; Bartoli et al.,
2005; Schuenhoff et al., 2006; Shpigel y Neori, 2007; Buschmann et al.,
2008b; Copertino et al.,, 2009). No obstante, aun asi no se vio

diferencias significativas entre los diferentes tipos de cultivo.

Al someter los co-cultivos a un periodo sin nutrientes, lo que
supone una situacion de estrés, y siguiendo las indicaciones de
Figueroa et al. (2006) que sugiere este parametro como fiable y facil de
medir, se recopilaron datos del rendimiento cuantico 6ptimo del PSII

(Fv/Fm) para registrar si hubo variaciones en el estado fisiologico. Los
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datos, figuras 12 y 13, indican que el estrés sufrido por la carencia de

nutrientes durante dos semanas, es inapreciable.

En el experimento B, también observamos que en el ETR relativo
(tasa fotosintética de transporte de electrones),existe una buena
relacion entre ETR y fijacion de C o la evolucion del oxigeno (Genty et
al., 1989), aunque los resultados esperados eran que los valores fueran
mayores en presencia de nutrientes, como ocurri6 en Hydropuntia
cornea control y Ulva rigida (tabla XIV). En el resto de especies ocurre lo
contrario, sufriendo un estrés por un incremento de amonio que puede
ser toxico o fotoinhibidor en altas concentraciones (Lobban y Harrison,
1994), pero no se observaron diferencias significativas entre los

diferentes tratamientos.

Buschman et al. (2008b) afirma que altas concentraciones de
nitréogeno (amonio) incrementan el contenido de pigmentos
fotosintéticos, proteinas solubles y nitrogeno interno, ademas de
compuestos fotoprotectores o intermediarios de la fotosintesis. Esta
respuesta fisiologica de las macroalgas es un hecho patente en nuestro
estudio, como podemos observar en las tablas XV, XVI; XVII y XVIII, la
cantidad de pigmentos aumenta en presencia de amonio y disminuye en

ausencia de ellos.

Varios autores han descrito en trabajos anteriores que el
contenido de la ficoeritrina en algas rojas, y clorofila a en general, esta
positivamente correlacionado con el aporte de nitréogeno y los niveles de
radiacion (Lapointe., 1981; Bird et al.,, 1982; Vergara y Niell., 1993). Por
otra parte, se ha demostrado también que la concentracion de pigmentos
responde a los cambios en las concentraciones de las distintas formas

organicas e inorganicas de N (Bird et al., 1982; Horrocks, 1993).

El blanqueamiento es resultado de que los pigmentos son
metabolizados como una fuente de proteina (Smit et al., 1997). Los
cambios en el contenido de clorofilas fueron importantes a pesar de que

los valores de irradiacion diaria fueron altos, con niveles maximos, lo
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que sugiere que el contenido de pigmento fue controlado por el
nitrogeno disuelto y no por la luz. Por tanto, bajos niveles de nitrogeno
(principalmente en la forma de NH4*) presenta una fuerte influencia en

los pigmentos. (Gomez Pinchetti et al., 1998).

La ficoeritrina es el pigmento caracteristico de las algas rojas y
por eso su cantidad es tan alta en comparacion a la clorofila y la
ficocianina, como se puede ver en las tablas tablas XVI y XVIII.
(Buschman et al., 2008b). Varios autores han descrito en trabajos
anteriores que el contenido de la ficoeritrina en algas rojas, y clorofila a
en general, esta positivamente correlacionado con el aporte de nitréogeno
y los niveles de radiacion (Lapointe, 1981; Bird et al., 1982; Vergara y
Niell, 1993).

El interés en la busqueda de antioxidantes naturales de algas se
ha incrementado en los ultimos afnos. El objetivo general de este tipo de
investigacion es el descubrimiento de compuestos y/o extractos que
puedan contrarrestar procesos de estrés oxidativo inducido por
radicales y otros, y al hacerlo, reducir la incidencia de enfermedades
humanas directamente relacionadas con estos procesos. (Kelman. D et
al., 2012). Carotenoides (Sachindra et al., 2007; Prasanna et al., 2010) y
ficobiliproteinas son generalmente poderosos antioxidantes (Eriksen,

2008; Prasanna et al., 2010; Sekar y Chandramohan, 2008).

Las situaciones de estrés bajo las condiciones de cultivo
establecidas podrian explicar la sintesis, acumulacion y exudacion al
medio de este tipo de elementos, como podemos observar en las tablas
XIX-XX. La actividad antioxidante se incrementa cuando lo sometemos

a estrés al cortar el aporte de nutrientes. (Pérez-Rodriguez et al., 2003).

63



Conclusion

6. Conclusiones:

- Las especies de macroalgas Hydropuntia cornea y Ulva rigida
mostraron una alta capacidad de crecimiento en el sistema
desarrollado y bajo las diferentes condiciones ensayadas
alcanzando maximos de produccion de 30 g PS m=2 dl, en
condiciones de radiacion natural y aporte continuado de
nutrientes. El resto de especies no mostraron la produccion
esperada. La posibilidad de establecer co-cultivos parece una
alternativa interesante para incrementar los valores de
produccion del sistema, sin embargo, mas experimentacion y la
busqueda de especies alternativas seran necesarias para llegar a

conclusiones definitivas.

- Bajo las condiciones de aporte de nutrientes, la capacidad de
biofiltraciéon de N-amonio y P-fosfato de los tanques de co-cultivo
alcanz6 valores medios de NUE y PUE superiores al 50%
llegandose a determinar valores del 100% en algunos de los
analisis realizados. En el experimento A se obtuvieron valores
medios de NUE del 72 al 81%, y una tasa de eliminacion/
asimilacion con valores comprendidos entre 17 y 28 mmoles
NH4'm2h-1. En el experimento B se obtuvieron valores medios de
NUE entre 60 a 77%, y la tasa de eliminacion/ asimilacion con
valores comprendidos entre 15 y 22 mmoles NH4*m2 h-!l. Estos
resultados confirman que, aunque estas especies no generan gran
produccion, si soportan tasas de biofiltracion interesantes para

su utilizacion eficiente en diferentes tipos de sistemas integrados.

- Las especies con mejor adaptacion al sistema, Hydropuntia cornea
y Ulva rigida, mostraron la respuesta esperada en cuanto a la
dinamica de los pigmentos, acumulando clorofilas, carotenoides
y ficobiliproteinas (en el caso de Hydropuntia cornea) en

condiciones de aporte de nutrientes y utilizandolos como reserva
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para mantener su actividad en condiciones de limitacion de los

mismos.

De forma general, la actividad antioxidante medida con el DPPH
fue superior en los extractos obtenidos de la biomasa cultivada
bajo limitacion de nutrientes. Bajo estas condiciones, la
concentracion de pigmentos disminuyo mientras que la actividad
antioxidante aument6. El aumento de la actividad antioxidante
en condiciones de cultivo bajo limitacion de nutrientes es un
resultado relevante que no tiene, a nuestro conocimiento,

antecedente en la literatura cientifica consultada.
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fue presentado en forma de poster

K

na parte de este trabajado
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en el IV Simposio Internacional de Ciencias del Mar celebrado en Gran

Canaria en junio del 2014.

e e e
DL Cawns et i w7 e “wems @ L
.
@ BoAtEey capmctien SR ericted @Pueits wee e
powing it Te sata ek ol The sane ise (co-oflue] when compeed

arc GSrms PMische®, JL'
o Bk

by co-culture and nutrient dynamic

Guxis Pembscer ¥ ' De Vers Soks, J ', Mercun R Nguess L3

m
|
m
m
W

B Tente & e e

e &3 UF daie®

Tk
2 geen e uegee e Eeisdnolagosl et wees rtaeh ey co-catvabed i 90 L

mmm

T
__ it

capadies Bonass colnad how De dfesa

WO e

& s o

G LN D canees

" st

R WA T W SR AR EGRA e GOy
Lama e Vol

[0 G aBues O e Wules ol e GRS ENMOEE DA W Mgl
ST A N el e N T el b ANl B 0 LOTCAS L TUALAGQN LS T
e RNy T eeed W () M eeed oI (oW Al

W Ty el ol SO WD

o meh MWL N
e L

e e TR S T e Al e
TS T ATy Ol P kbt

85



