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Resumen

Resumen

La capacidad de asimilacion y biofiltracion, especialmente en lo que se refiere a la
biofiltracion de fosfatos, a escala de laboratorio y planta piloto en sistemas de cultivo
intensivos, fue estudiada para dos especies de algas de las divisiones Chlorophyta y
Rhodophyta, Ulva rigida y Gracilaria cornea. Se estudié igualmente el efecto de las
relaciones N:P (Nitrogeno:Fosforo) sobre la capacidad de biofiltracion y asimilacion del
fosforo, asi como sobre el crecimiento del alga y la calidad de la biomasa final. Para
ello se disefio un experimento factorial, en el cual las algas eran fertilizadas segin
varios niveles de P (0, 10, 40, 70 y 100 uM) y de N (pulsos de 150 puM, en una
frecuencia de 0, 3 y 7 veces a la semana). Gracilaria cornea (N:P = 10:1) mostré una
mayor eficiencia de biofiltracion y asimilacion del fosforo que Ulva rigida (N:P =
30:1). Para las dos especies, la eficiencia de biofiltracion varié segiin el contenido
inicial de fosfatos en agua y segun el tiempo transcurrido desde la adicién del pulso.
Para Gracilaria cornea no se observd ningiin efecto del nivel de nitrogeno sobre la
biofiltracion y asimilacion de fosfatos mientras que el efecto fue acusado para Ulva
rigida. Para las dos especies el crecimiento fue maximo con frecuencias de adicion de
amonio de 3 pulsos por semana. El contenido de fosforo en tejido también tuvo un
efecto positivo sobre el crecimiento, hasta un nivel éptimo situado entre 1,0 y 1,6 mg de
P. gr'! PS para Ulva rigida, y entre 2,5y 3,0 mg de P. gr'' PS para Gracilaria cornea.
Valores mas altos de fosforo en tejido, resultaron ser limitantes para el crecimiento.
Para Ulva rigida los contenidos en fosforo y nitrogeno estaban correlacionados
positivamente con el nivel de proteinas y negativamente con el de carbohidratos. Para
Gracilaria cornea, no se observo ningun efecto del aporte de fosforo ni del nitrogeno

sobre el contenido en carbohidratos.
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Introduccion

Introduccion

I- Las algas

El término alga comprende un conjunto muy heterogéneo que engloba
aproximadamente 50.000 especies de organismos vegetales. Las algas son organismos
capaces de realizar la fotosintesis, de ahi que se les clasifique como organismos
fotoautotrofos. Dentro del Reino Vegetal, las algas se caracterizan por carecer de
verdaderos tejidos conductores, epidérmicos y de sostén (talofitos) contrariamente al

resto de vegetales que si los poseen (corméfitos) (Cremades et al., 1998).

Dentro de las algas se suelen distinguir dos grupos principales, las algas

unicelulares o microalgas y las algas pluricelulares o macroalgas.

1-Clasificacion

La clasificacion de las algas se basa fundamentalmente en caracteres bioquimicos,

estructurales y en sus mecanismos y ciclos de reproduccion.

En el caso de las macroalgas, basandose en su pigmentacion se pueden clasificar en
tres amplios grupos: feoficeas o algas pardas, rodoficeas o algas rojas y cloroficeas o

algas verdes (Cremades et al., 1998).

Feoficeas

Las feoficeas o algas pardas son un grupo de algas eucariotas caracteristico del medio
marino. Su coloracion parda es debida a la presencia en sus células de pigmentos
fotosintéticos, denominados fucoxantinas, que enmascaran el color verde de las

clorofilas. Las algas pardas son siempre pluricelulares.
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Introduccion

Ciertas especies poseen en su pared celular coloides caracteristicos,
denominados alginatos, de naturaleza polisacaridica y que tienen un alto interés

industrial, principalmente como espesantes y estabilizantes en alimentacion.

Rodoficeas

Conocidas igualmente como algas rojas, estas algas se caracterizan por poseer en sus
células pigmentos proteicos, denominados ficobiliproteinas, que enmascaran el color
verde de las clorofilas. En el medio marino son el grupo de algas eucariotas mas
diversificado en niimero de especies y morfologias, siendo muy escasas en el medio

continental.

Un gran nimero de especies poseen en sus paredes celulares polisacdridos
estructurales que proporcionan consistencia estructural, y por sus caracteristicas
hidrofilicas son denominados coloides. Entre estos coloides destacan compuestos tales
como el agar y los carragenatos. Estos coloides y sus derivados tienen innumerables
aplicaciones industriales y constituyen el principal atractivo industrial de este grupo de

especies.

Cloroficeas

Las algas verdes son un grupo de algas muy heterogéneo y ubicuista. A diferencia de

los demads grupos, las cloroficeas tienen como principal pigmento la clorofila.

Este grupo engloba tanto algas unicelulares como pluricelulares. Junto con otros
grupos las algas verdes son uno de los componentes principales del fitoplancton, de

gran valor ecoldgico por ser el principal productor primario del planeta.

Estas algas no presentan un alto interés para la industria, no obstante tienen algunos
usos en agropecuarias, alimentacion humana, en sistemas de regeneracion ambiental

(procesos de biofiltracion) y en la industria farmacéutica.
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Introduccion

2-Aplicaciones de las algas

Segun la FAO, el valor total anual de la produccion de la industria de las algas se estima
entre 5500 y 6000 millones de dolares EE.UU. De ese total, a los productos alimenticios
para consumo humano corresponde un valor de 5000 millones de dolares. Las
sustancias que se extraen de las algas, los hidrocoloides, representan una gran parte de
los restantes miles de millones de dolares, mientras que el resto corresponde a diversos

usos menores, como fertilizantes y aditivos para piensos (FAO, 2004).

o Usos en alimentacion humana
Existen algunas especies de algas destinadas a consumo humano cuya demanda es tan

alta que gran parte de su produccion proviene de su cultivo (Cremades et al., 1998).

Las principales caracteristicas que hacen que las algas marinas sean un alimento
interesante son su elevado contenido en polisacaridos y fibras, diversas sales minerales,
oligoelementos, vitaminas y su contenido en proteinas. Las dos algas utilizadas para
realizar el presente trabajo Ulva rigida y Gracilaria cornea tienen gran interés y

posibilidades en el mercado del consumo humano.

o Usos agropecuarios
Las algas se han estado usando desde hace mucho en las zonas costeras europeas como
abonos, aportando sales minerales y oligoelementos, mejorando asi la textura de la
tierra debido a su contenido en polisacaridos i6nicos y corrigiendo la acidez de los
suelos. En los ultimos afos se han desarrollado multitud de fertilizantes o
bioestimuladores a base de algas que estimulan el crecimiento y la produccion, entre
otras caracteristicas, de las plantas (Cremades et al., 1998). Todas estas especies
también tienen aplicacion para consumo animal, incluidas amplias posibilidades en

acuicultura animal.
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o Usos industriales
Las algas han sido utilizadas por la industria desde el siglo XVII, sobre todo para la
extraccion de compuestos inorganicos como la sosa, potasa y yodo. Al descubrir nuevas
fuentes de suministro de estos compuestos mas rentables, el uso de las algas en éste tipo

de industria fue disminuyendo (Perez, 1997).

Actualmente las algas presentan un gran interés para nuevas aplicaciones
industriales, tales con la agroalimentaria y la textil, debido a la obtencion industrial de
ficocoloides (agar, carragenatos y alginatos). Los alginatos y los carragenatos son
usados debido a sus propiedades espesantes en industria agroalimentaria y en una
infinidad de otras aplicaciones debido a esa misma propiedad para la elaboracion de
pinturas, en la fabricacion de pafales y de esponjas absorbentes, en odontologia para
coger las marcas dentales, en la fabricacion de peliculas fotograficas, como

impermeabilizantes, etc. (Perez, 1997).

Muchas algas rojas, pertenecientes principalmente a los 6rdenes de las Gelidiales y
Gracilariales, son productoras de agar. Una de las aplicaciones mas conocidas del agar
es su utilizacion en la preparacion de medios en Microbiologia. La utilizacion casi
exclusiva del agar frente a otros coloides para este fin se debe a sus peculiares
caracteristicas (formacion de geles duros y resistencia a altas temperaturas). Aparte de
su uso bacterioldgico, el agar se usa también como aditivo gelificante y espesante en la
elaboraciéon de productos alimentarios. En biotecnologia, la agarosa (una de las
fracciones constituyentes del agar) se utiliza en diversas técnicas de purificacion y

separacion fina (electroforesis y cromatografia) (Perez, 1997).

o Usos farmacologicos y cosméticos
En la industria farmacéutica, el papel de las algas esta muy relacionado con las

propiedades gelificantes de los ficocoloides que se usan para la elaboracion de cubiertas
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de pildoras, como excipiente de ciertos medicamentos o en la preparacion de apdsitos

estériles para quemaduras (Cremades et al., 1998).

En los tultimos afos, la busqueda de nuevas sustancias para el tratamiento de
enfermedades ha permitido el descubrimiento de algunos compuestos obtenidos a partir
de algas marinas y que se pueden considerar principios activos contra determinadas
enfermedades. Asi mismo se han descrito propiedades antiviricas, antiinflamatorias,
mucoprotectoras, antiulcerosas y lubricantes, hipotensivas, anticoagulantes, astringentes
(caso de Ulva) y antitumorales. Otro uso de las algas y que cada dia es mas relevante es
la dietética y la talasoterapia. Las algas son cada vez mas usadas en la cosmética por la
riqueza y diversidad de su composicion quimica, fundamentalmente por sus
oligoelementos (manganeso, magnesio, hierro, yodo, zinc y cobre), pigmentos

carotenoides, acidos grasos y vitaminas (Cremades et al., 1998).

o Usos medioambientales (biotransformacion y control ambiental)
Otros usos destacables de las algas son su empleo como fuente de energia mediante
bioconversion y para la obtencion de biogas. Su uso como bio-indicadores de las
condiciones del medio asi como biofiltros para la depuracién de aguas residuales

(Cremades et al., 1998).

Ademas de la biofiltracion de las aguas residuales de las piscifactorias, las algas
son usadas para filtrar contaminantes mucho mas peligrosos como ciertos metales
pesados ya que tienen la capacidad de concentrarlos en sus tejidos (Cremades et al.,

1998).
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3- E1 monocultivo de macrofitos

3-1- Reproduccion y métodos de cultivo

Las algas pueden presentar dos tipos de reproduccion: asexual o vegetativa y sexual.
Son capaces de recurrir a una u otra forma de reproduccion en funcién de las
condiciones ambientales (IFREMER, http://www.ifremer.fr). Las diferentes técnicas de
cultivo desarrolladas hasta el momento, mas o menos complejas, se basan en algunas de
estas particularidades descritas.

Entre las técnicas basadas en la reproduccion asexual se pueden distinguir el
cultivo por injertos en sustratos artificiales, generalmente cuerdas (ej. Eucheuma,
Gracilaria en mar abierto), o flotando libres en la columna de agua, fundamentalmente
en sistemas de cultivo intensivos en tierra. La biomasa producida y las posteriores
generaciones que se suceden son genéticamente' idénticas y se habla entonces de

generaciones clonicas (Cremades et al., 1998).

3-2- Requerimientos nutricionales

Las algas requieren carbono inorgénico, agua, luz, y varios iones minerales para la
fotosintesis y el crecimiento. Entre los mas de 21 elementos requeridos por las algas
solo unos cuantos se consideran como limitantes” (Lobban y Harrison, 1997). Estos
nutrientes se agrupan en tres categorias: macronutrientes (N,P,C), micronutrientes (Fe,
Zn, Cu, Mo) y vitaminas. El nitrogeno y el fosforo suelen considerarse los elementos
mas importantes en relacion al crecimiento algal en la mayoria de ambientes naturales

(Harrison y Hurd, 2001).

' La evolucion y adaptacion de los organismos que se reproducen Unicamente por via asexual depende exclusivamente a los
cambios genéticos debidos a las mutaciones genéticas contrariamente a la reproduccion sexual seglin la cual las nuevas generaciones
tienen una composicion genética diferente a la de los progenitores.

2 Un nutriente se considera como limitante cuando su presencia en cantidades inferiores a las requeridas no es la suficiente como
para permitir el maximo crecimiento del alga cuando los demas factores para el desarrollo algal son Optimos.
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La proporcion entre dos nutrientes para que un alga tenga un crecimiento 6ptimo se
llama cociente 6ptimo. Para obtener un cultivo 6ptimo de un alga determinada habria

que fertilizar el agua con nutrientes en dicha proporcion.

La determinacion de la combinacion 6ptima de nutrientes, en especial N y P, es
muy importante ya que evita que haya pérdidas econdmicas en los sistemas de cultivo
debidas a una fertilizacion excesiva ademas de afectar la sintesis y produccion de

ficoloides en las diferentes especies (Chopin y Yarish, 1998; Harrison y Hurd, 2001).
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II- Acuicultura Integrada

1-Estado actual de la acuicultura

Segtin la FAOQ, la produccion mundial de la pesca de captura y la acuicultura suministrd
alrededor de 101 millones de toneladas de pescado para el consumo humano en 2002, lo
que equivale a un suministro per capita aparente de 16,2 kg (FAO, 2004). Segun las
proyecciones establecidas, la demanda total mundial de pescado y productos pesqueros
aumentara en casi 50 millones de toneladas, de 133 millones en 1999/2001 a 183 en
2015 (FAO, 2004). De los 43 millones de toneladas en que se prevé el incremento de la
produccion mundial de pescado de 1999/2001 a 2015, el 73% se deberia a la acuicultura
que, segun las proyecciones, representaria el 39% de la produccion mundial de pescado
en 2015 (frente a 27,5% en 1999/2001) (FAO, 2004). La evolucion registrada en los
ultimos afios en estos dos sectores, confirma las tendencias ya observadas al final del
decenio de 1990 que se concretan en que la produccion de la pesca de captura se estéd
estancando y que la produccion acuicola esta creciendo (FAO, 2004).

Pero para continuar esta progresion sera fundamental resolver cuestiones basicas,
sin las cuales el aumento de la produccion acuicola no podria realizarse de manera
sostenible. Entre ellas destacan un esfuerzo sostenido de la investigacion bioldgica
(tanto de las especies hoy cultivadas como para diversificar la produccion), el desarrollo
de una tecnologia adecuada, la aplicacion de estudios de mercado a este sector y
especialmente el mantenimiento de la calidad del medio ambiente (Molina Dominguez,

2005).

Este ultimo aspecto ocupa una atencion especial en la progresion de este sector a
diferencia con lo que ocurre con otras actividades mucho mas antiguas y potencialmente
tan contaminantes, como la ganaderia o la agricultura. La importancia de los aspectos

medioambientales en la acuicultura moderna puede deberse a varios motivos como el
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momento en el cual ha experimentado su principal desarrollo (la segunda mitad del
siglo XX) ¢época en la que se vive un desarrollo inminente de la conciencia
medioambiental; y el hecho de que el mantenimiento de la calidad del medio sea una
necesidad basica para la propia produccion (Molina Dominguez, 2005). Un ejemplo de
este tipo de consideraciones descritas son las granjas de salmon en paises como
Noruega, ya sujetas a una legislacion y reglamentacion en cuanto al emplazamiento,
control de enfermedades, uso de medicamentos, interaccidbn con otras especies,

descargas de efluentes y cuotas de alimentacion (Neori et al., 2004).

Por otra parte los propios acuicultores son cada vez mas conscientes de que su
propia produccion depende de la calidad del medio y que los primeros en sufrir las
consecuencias de la eutrofizacion de las aguas y lo que ello conlleva como desarrollos

masivos de algas, anoxias y desarrollo de parasitos (Neori et al., 2004).

2-El impacto ambiental de la acuicultura

Los efectos potenciales de la acuicultura pueden reflejarse en distintos aspectos, como
la calidad del agua y los sedimentos, las poblaciones naturales existentes en el
ecosistema y las otras actividades econdmicas pre-existentes (Molina Dominguez,
2005).

En general se acepta que la acuicultura tiene, comparativamente con otras
actividades humanas, un impacto ambiental bajo (Pérez Pastor, 2005). Sin embargo, los
efluentes acuicolas son una fuente de contaminacion para los ecosistemas marinos
(Pérez Pastor, 2005), ya que estos tienen elevadas concentraciones de nutrientes
disueltos, solidos en suspension y materia organica particulada (Pérez Pastor, 2005)

siendo este efecto mas evidente para los sistemas de cultivo intensivo.
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Los nutrientes (principalmente el nitrégeno y el fosforo) y la materia organica
disuelta se localizan en la columna de agua, y quedan disponibles para los organismos
autotrofos. Ello puede provocar una proliferacion excesiva de éstos, especialmente en
zonas con intercambio de agua restringido, donde ademas se suelen acumular las algas.
Estos nutrientes disueltos en el agua generan un enriquecimiento que conlleva la
proliferacion de productores primarios a expensas del exceso de nutrientes, en particular
del nitrogeno y fosforo, proceso denominado eutrofizacion. El material particulado
afecta al fondo marino produciendo una degeneracion de este (anoxia, cambio en la
comunidad bentdénica) en las zonas donde se produce la sedimentacion (Pérez Pastor,

2005).

El impacto medioambiental de una piscifactoria marina depende en gran parte de la
especie cultivada, del método de cultivo, de la densidad del stock, de la composicién y
caracteristicas del alimento anadido, de la técnica de alimentacion y de las condiciones

hidrograficas (Pérez Pastor, 2005).

Con el objetivo de minimizar el nivel de descargas de nutrientes a los ecosistemas
acuaticos (marinos y continentales) se han desarrollado una multitud de técnicas como
la racionalizacion de los aportes alimentarios, la elaboracion de dietas con menos
“leaching”, y el uso de estabilizadores de las heces. Sin embargo, de 20 a 30% del
nitrogeno y 60 a 70% del fosforo contenidos en las dietas no son consumidos por los
peces y son expulsados al medio en forma de heces. De ahi, el interés en el desarrollo de
sistemas de biofiltracion de las aguas residuales de la acuicultura (Chopin y Yarish,

1998).
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3-El tratamiento de los efluentes de la acuicultura

3-1- Tratamientos para la depuracion de las aguas residuales de la acuicultura

Actualmente existen varios métodos, mas o menos eficientes, para depurar las aguas de

los nutrientes disueltos mediante uso de filtros quimicos o bioldgicos.

Los filtros quimicos son esencialmente de dos tipos: filtros de carbon activado y
filtros de intercambio anidnico; ambos tienen el inconveniente de obstruirse

rapidamente (Troell et al., 2003).

En la categoria de filtracion biologica se usan dos técnicas. Una es la utilizacion de
filtros bacterianos que transforman los desechos en iones menos contaminantes que se
disuelven y/o en gases que pasan a la atmosfera y la otra es la transformacion de los
desechos en biomasa utilizando los denominados sistemas integrados en donde
diferentes niveles y organismos, como moluscos filtradores y macroalgas, utilizan los
deshechos, so6lidos o disueltos, producidos en los estanques primarios (Neori et al.,

2004; Pérez Pastor, 2005).

Los filtros bacterianos mediante una serie de reacciones de oxidacion y reduccion
transforman el nitrogeno amoniacal en nitrito (nitrificacion) en el mas simple de los
casos o pueden transformar bajo condiciones especificas® los desechos en gases no
nocivos N, y CO, que son liberados a la atmosfera (Troell et al., 2003; Neori et al.,
2004; Pérez Pastor, 2005). La utilizacion de este tipo de filtros, debido a su alto coste,
es econdmicamente viable inicamente para su uso en sistemas de cultivo relativamente
pequetios y de gran valor comercial tales como los peces de acuarios (Neori et al.,

2004).

3 Anaerobiosis y presencia de ciertas materias organicas.
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3-2- Uso de organismos fotosintéticos como biofiltros

La biofiltracion mediante organismos fotosintéticos, plantas superiores o algas, es un
proceso asimilativo. Los vegetales incorporan los nutrientes inorganicos disueltos de los

vertidos y mediante el proceso fotosintético crean nueva biomasa.

Igual que lo que sucede en los esquemas tradicionales de sistemas de policultivo,
en los sistemas de maricultura intensiva el uso de vegetales (plantas superiores o algas)
puede disminuir drasticamente los aportes en alimento al sistema y los impactos
ambientales generando al mismo tiempo un valor afiadido (Neori et al., 2004) ya sea por
el propio valor comercial de las algas (ficocoloides, pigmentos, etc) o por su valor
indirecto debido a su uso como alimento para los animales que se hallan en co-cultivo

con estas mismas (Troell et al., 2003).

Entre las plantas, las algas y en especial las macroalgas son las mas apropiadas para
la biofiltracion debido a su alta productividad y a que su cultivo en estas condiciones

resulta econdmicamente rentable y sostenible (Neori et al., 2004).

3-3- Uso de algas como biofiltro en sistemas de acuicultura integrada

El uso de algas para biofiltracion de nutrientes fue sugerido por primera vez por Ryther
et al. (1975). El cultivo de algas conjuntamente con otras especies marinas no solo
mitiga los efectos debidos al aumento de nutrientes, sino que produce mejoras en otros
aspectos como el oxigeno disuelto, el pH y los niveles de CO, en el agua (Pérez Pastor,

2005).

La maricultura integrada puede realizarse tanto en mar abierto (aguas costeras)
como en instalaciones basadas en tierra y puede ser altamente intensificada (Neori et al.,

2004).
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La eleccion de una especie de macroalga como biofiltro para un cultivo integrado
debe hacerse sobre la base de una serie de requisitos basicos: altas tasas de crecimiento
y de contenido tisular en nitrégeno, facilidad de cultivo y control del ciclo de vida,
resistencia a los epifitos y a enfermedades y por ultimo adecuacion de las caracteristicas
ecofisiologicas al medio de crecimiento (Neori et al., 2004).

El uso de las algas para biofiltrar aguas residuales de piscifactorias puede tener sus
ventajas e inconvenientes, desde un punto de vista econdémico, si se ve desde la
perspectiva de un algocultor.

Por una parte, las aguas residuales ricas en nutrientes sirven para fertilizar los
cultivos de algas, ahorrando en costes de produccidn, sobre todo en épocas estivales
durante las cuales el nivel de nutrientes en el agua disminuye.

Por otra parte, un exceso de nutrientes puede dar lugar al denominado efecto
“Neish”, fendémeno por el cual la produccion de metabolitos (agar y carragenatos) se ve
desfavorecida por un aporte excesivo de nutrientes (nitrogeno y fosforo). De ahi, el
interés de los estudios de los efectos de asimilacion de N y P por las algas para el

desarrollo de sistemas de cultivo integrado.
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II1- El fosforo

1- El fosforo como fertilizante

Los nutrientes y la luz son los factores medioambientales que mas afectan la
productividad y el rendimiento de un cultivo de algas. Manipulando el aporte de
nutrientes se pueden controlar la produccion en biomasa, el rendimiento del cultivo, el
desarrollo de epifitos y la sintesis de ciertos productos del metabolismo. El carbon, el
nitrogeno y el fosforo son los tres elementos que se aportan para fertilizar cultivos

comerciales a grandes escalas (Harrison y Hurd, 2001).

En agua de mar el fosforo se presenta como ortofosfato inorganico libre
(mayormente en forma de H,PO, y HPO4”) junto con complejos de métalofosfatos
(con Mg, Ca*", Na*"), polifosfatos, y algunos compuestos fosforados organicos. El
ortofosfato inorganico libre representa menos de un tercio del fésforo contenido en agua
de mar. No obstante esta forma es la mejor asimilada por las algas marinas (Lobban y

Harrison, 1997).

2- El fosforo y la produccion de ficocoloides

Durante la década de los 70, la gran mayoria de los estudios relacionados con la
nutricion, el crecimiento de las algas y la produccion de ficocoloides se focalizaban
sobre el nitrégeno ya que este era considerado como el nutriente mas limitante en aguas
costeras. Estos estudios condujeron al planteamiento del concepto del “efecto Neish”
segin el cual las algas cultivadas en agua de mar no enriquecida con nitrégeno
presentan un mayor contenido en ficocoloides (carragenatos o agar) que aquellas

cultivadas en aguas enriquecidas con nitrogeno (Chopin y Wagey, 1999).

El fosforo, sin embargo, recibia poca atencion como factor limitante hasta los afios

80 cuando varios estudios empezaron a sugerir que el fosforo podia ser aun mas
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limitante que el nitrogeno en algunos ecosistemas costeros, la mayoria subtropicales o
tropicales y pocos templados (Chopin y Yarish, 1998). Asi mismo varios estudios han
demostrado que el fosforo podia ser limitante en el Atlantico noroeste, en las costas
surefias de China y en partes del Mediterraneo (Lobban y Harrison, 1997), de ahi que
este nutriente cobrase importancia en trabajos de investigacion para comprobar si
ejercia algin efecto similar al “efecto Neish” descrito para el nitrégeno. Se pudo
demostrar que el fosforo afectaba tanto la produccion de carragenatos (Chopin et al.,

1990) como la produccién de agar (Chopin y Wagey, 1999).

Generalmente, la limitacion en nutrientes® reduce la produccién’ y la actividad
fotosintética de las algas y por otro lado aumenta la produccion de ficocoloides (Chopin
y Yarish, 1998). Este efecto, contrario, hace que la abundancia y disponibilidad de
nutrientes para las algas sea o no deseada segun los objetivos del cultivo. Si el objetivo
del cultivo es la produccion de ficocoloides la estrategia de cultivo que se sigue es de
limitar el aporte de los nutrientes para optimizar la produccion de estos metabolitos. Si
el objetivo del cultivo es la produccion de altos niveles de biomasa (para otros usos en
particular la alimentaciéon humana o animal) la estrategia a seguir es la de aportar los
nutrientes a altas concentraciones lo que permite obtener unas producciones elevadas y
un crecimiento muy rapido. Generalmente esto no se suele hacer sino que se suelen
aprovechar los desechos de otras actividades antropogénicas (agricultura, piscicultura, o
conserveras de pescado) a las aguas costeras para cultivar las algas en estas aguas con

altos contenidos en nutrientes (Chopin y Yarish, 1998).

4 Mayormente el nitrégeno y el fosforo.
5 Produccion en términos de tasas de crecimiento.
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3- El fosforo como desecho de la acuicultura

El contenido en fosforo de los piensos utilizados en acuicultura varia entre un 1% y un
1,6% y el nitrégeno estd entre un 9% y un 11% (Pérez Pastor, 2005). El fosforo
contenido en las aguas residuales de acuicultura puede presentarse bajo dos formas
particulada y disuelta. Aproximadamente el 23% es excretado como material disuelto y
el 77% como material particulado (Pérez Pastor, 2005). La fraccion de fosforo
particulada sedimenta sobre el fondo donde es secuestrada. Posteriormente, mediante
procesos de deadsorcion y biologicos, entre el 7% y el 64% de este fosforo se solubiliza

y pasa a la columna de agua (Pérez Pastor, 2005).

4-La biofiltration del fosforo por las algas

Generalmente las algas tienen la capacidad de almacenar en sus tejidos los nutrientes
cuando estos estan presentes en exceso en el medio, para poder usarlos para mantener
sus tasas de crecimiento, cuando el nivel de nutrientes en el medio es limitante
(Harrison y Hurd, 2001). El uso de algas como biofiltros se basa en parte sobre esta

capacidad de asimilacidon y almacenamiento de nutrientes en sus tejidos.

Varios estudios han demostrado que las macroalgas marinas tienen la capacidad de
absorber de manera activa el fosforo del medio cuando éste estd presente a bajas
concentraciones. Pero se ha demostrado igualmente que a altas concentraciones del
fosforo en el medio otro mecanismo de absorcion es activado; resultando en un
mecanismo bifasico de absorcion. Este tipo de estrategia es comun en las plantas
superiores, lo que les permite evitar deficiencias en nutrientes y almacenar los nutrientes
en su tejido (Martinez y Rico, 2004). Asi mismo Martinez y Rico (2004), han descrito
para el alga roja Palmaria palmata una absorcion bifasica y no saturable del fosforo

inorganico. Los mismos resultados fueron descritos por Friedlander y Dawes (1985)
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para Gracilaria tikvahiae. Lo que significa que ciertas algas tienen la capacidad de
ajustar las tasa de absorcion del fosforo segin la concentracién de este en el medio

usando diferentes mecanismos con el aumento de las concentraciones (Friedlander y

Dawes, 1985).
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Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo principal el andlisis de la capacidad de
asimilacion y biofiltracion a escala de laboratorio y planta piloto en sistemas de cultivo
intensivos de dos especies de algas de las divisiones Chlorophyta y Rhodophyta,
respectivamente Ulva rigida y Gracilaria cornea, especialmente en lo que se refiere a
la biofiltraciéon de fosfatos.

La peculiaridad de este trabajo se encuentra en considerar la importancia de los
fosfatos en las aguas residuales de piscifactorias en comparacion a la importancia dada,
hasta el momento, a los compuestos nitrogenados (amonio, nitritos y nitratos). Esto es
debido a que se considera que en la mayoria de los ecosistemas marinos el nitrogeno es
el nutriente mas limitante, ademas de ser el elemento mas abundante en las aguas
residuales de piscifactorias.

A la hora de concebir y disefiar este trabajo se optd por abordar el tema desde
dos perspectivas diferentes pero complementarias:

1. El uso de las algas como biofiltros de las aguas residuales de las piscifactorias y tenia
como principales objetivos:

- Evaluar la biofiltracion del fosforo por algas cuya capacidad de biofiltracion de
compuestos nitrogenados (amonio, nitritos y nitratos) ha sido ampliamente
estudiada;

- Trazar una cinética de filtracion de los fosfatos por las dos especies algales con
el fin de comparar la eficiencia de biofiltracion de fosfatos por las dos especies;

- Estudiar la asimilacién y el almacenamiento del fosforo en tejido por dichas

algas.

31



Objetivos

2. La mejora de las condiciones de cultivo de las algas sobre todo en lo que se refiere a
los aportes de fosfatos como nutriente; siendo los objetivos principales del cultivo
lograr altas producciones y mantener un cultivo sostenible. Tenia como principales
objetivos:
- Estudiar el efecto del fosforo sobre el crecimiento y la calidad de las algas
(ficobiliproteinas, proteinas totales, carbohidratos);
- Estudiar el efecto combinado N/P sobre estos mismos elementos (asimilacion y

almacenamiento de N y P, el crecimiento y calidad de la biomasa algal).

El presente trabajo persigue como objetivo finalista la obtencidon de un sistema
que presente un compromiso entre la biofiltracion de efluentes de piscifactorias y la
produccion de una biomasa algal de alta calidad en sistemas de cultivo intensivos a

escala de planta piloto.

32



Material y Métodos

Material y Métodos

I- Especies cultivadas

Para realizar el presente estudio se utilizaron dos especies de macroalgas de la Division

Chlorophyta, Ulva rigida, y de la Division Rhodophyta, Gracilaria cornea.

1- Ulva rigida C. Agardh

Esta alga pertenece al:

Phylum: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Ulvales

Familia: Ulvacea

Figura 1.- A y B: Ulva rigida C. Agardh
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Es un alga verde cosmopolita, comtn de las costas mediterraneas, extendiéndose en el
Océano Atlantico desde las Islas Canarias hasta el Reino Unido. En las Canarias Ulva
rigida crece en las costas de todas las islas del archipi¢lago. Es una especie tanto
eurihalina como euriterma (Perez et al., 1992). Puede crecer tanto en la zona litoral
como en la sublitoral, sobre las rocas, maderas, otras algas y en terrenos arenosos, y de
forma libre en puertos y bahias protegidas e incluso en lagos. Las especies del género
Ulva proliferan en ambientes iluminados y con exceso de nutrientes, de ahi que abunden
en zonas portuarias e intervengan en la formacién de “mareas verdes”. Ulva rigida es
observada de forma comun durante los meses de verano pero puede estar presente todo
el afio (MAPA, 1998-2000).

Esta especie es utilizada de forma general en experimentos de biofiltracion de
aguas residuales ya que por sus caracteristicas de crecimiento de tipo oportunista, se
desarrolla de manera 6ptima bajo condiciones de cultivo intensivo, libre en la columna
de agua y bajo concentraciones elevadas de nutrientes inorganicos.

La biomasa utilizada en los experimentos fue recolectada en la zona de Taliarte,

costa este de Gran Canaria.
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2- Gracilaria cornea J. Agardh [sinonimo de Hydropuntia cornea (J. Agardh)

M. J. Wynne|

Esta especie pertenece al:

Phylum : Rhodophyta
Clase Rhodophyceae
Orden Gracilariales

Familia: Gracilariaceae

i s et e €Y

Figura 2.- A y B: Gracilaria cornea J. Agardh
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Las especies del género Gracilaria son caracteristicas de costas arenosas, protegidas o
moderadamente expuestas. La mayoria de las especies de Gracilaria son capaces de
sobrevivir mucho tiempo totalmente cubiertas por arena. Pueden también vivir sueltas
formando, en estuarios y lagunas litorales, grandes masas flotantes que, en las costas
atlanticas, se depositan sobre la arena o el fango en la bajamar (Cremades et al., 1998).

El genero Gracilaria tiene una distribucion cosmopolita, desde zonas articas hasta
zonas templadas o tropicales (FAO, 1990).

Los brotes con los cuales fueron realizados los experimentos son originarios del
Caribe, y fueron cedidos por el Prof. I. Levy (Haifa, Israel) después de ser adaptados a
condiciones de cultivo intensivo y han sido mantenidos bajo las condiciones de cultivo

del CBM desde hace mas de 10 afos.
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II- Diseiio experimental

Para poder realizar los objetivos marcados por el trabajo, se llevaron acabo dos series de
experimentos. La primera serie consistiéo en cultivar las algas a escala de laboratorio
dentro de una cémara de cultivo, mientras que la segunda serie de experimentos,
consistio en realizar los cultivos a escala de planta piloto bajo condiciones de
invernadero.

Los experimentos a escala de laboratorio, realizados bajo condiciones controladas
podrian ser considerados como un preludio para los experimentos a escala de planta
piloto, ya que en base a los resultados obtenidos durante esa primera serie de
experimentos se disefio la segunda parte.

El desarrollo de los cultivos a escala de planta piloto permitié estudiar la respuesta
de los cultivos en condiciones ambientales (principalmente temperatura e irradiacion)

reales y menos controlables.

1-Precultivo

Las algas con las cuales se realizo la experimentacion fueron cosechadas a partir de
cultivos de mantenimiento que se llevan a cabo dentro de las instalaciones del CBM
(Fig. 3).

Dichos cultivos estaban mantenidos con agua de mar enriquecida con amonio y fosfatos
con una relacion N: P de 10:1. Antes de empezar cada uno de los experimentos se
procedié a un acondicionamiento de la biomasa, con la cual se iba a realizar el
experimento correspondiente, para agotar sus reservas en nitrogeno. El
acondicionamiento consistidé en mantener las algas durante un periodo de una semana
con agua de mar filtrada sin fertilizar. Este periodo de acondicionamiento se llevo a

cabo bajo condiciones de fotoperiodo, temperatura y radiaciéon ambientales.
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Antes de empezar cada experimento las algas fueron limpiadas de epifitos y se
recogieron muestras iniciales que fueron conservadas a -20°C para su posterior analisis.
Para los cultivos en camara de cultivo se cortaron los talos en fragmentos de 3 a 5 cm

para facilitar su movimiento dentro de los fotobioreactores.

Figura 3.- A y B: Tanques para los cultivos mantenidos bajo condiciones de
invernadero (condiciones de precultivo).
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2-Experimentos a escala de laboratorio

2-1- Protocolo experimental

Se disefio un experimento factorial en el cual se combinaron diferentes concentraciones
de P y N. Cada ensayo se componia de 3 series y cada serie permitia el estudio de 5
combinaciones de P/N (Tabla 1). Se aplicaron 4 tratamientos diferentes de fosforo, de
concentraciones 10, 40, 70 y 100 uM. Cada tratamiento se realizé por duplicado, con un
control igualmente por duplicado. Después de un experimento preliminar se optd por
anadir 1 pulso de fosforo por semana. Los pulsos se daban cada semana después de
haber renovado el agua, lavado los fotobioreactores, cosechado las algas y ajustado la
densidad de cultivo. Esto permitié que no hubiera interferencias entre el fosforo residual
en el agua proveniente de pulsos anteriores a la hora de hacer el seguimiento de
biofiltracion del P por las algas.

Cada ensayo se componia de 3 series de experimentos y una duracion de 42 dias.
La primera serie consistié en combinar los pulsos de fosforo con pulsos de nitrégeno,
cada dos dias, a una concentracion de 150 uM, durante dos semanas. La segunda serie
consistid en combinar los pulsos de fosforo con pulsos diarios de nitrogeno a una
concentracion de 150 pM, durante dos semanas. Y por ultimo la tercera serie consistio
en no dar ningtn pulso de nitrégeno.

Los controles estaban sometidos a los mismos tratamientos de nitrogeno que el

resto de tratamientos.
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Tabla 1.- Protocolo experimental de los ensayos en camara de cultivo, aporte
de fosforo (P) y nitrogeno (N).

Serie 1 Serie 2 Serie 3
Tratamiento
P:N Pulsos P:N Pulsos P:N Pulsos
uM:uM)  de N (uM: uM) de N (uM: uM) de N
1
(control P) 0:150 0:150 0:0
2 10:150 1 pulso 10:150 10:0
I pulso ——
3 40:150 cada 40:150 40:0 0 pulsos
- diario -—-—
4 70:150  2dias  79:150 70:0
5 100:150 100:150 100:0
Duracion Semanas 1y 2 Semanas 3y 4 Semanas 5y 6

2-2- Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en 10 fotobioreactores, de Nalgene transparentes, de una
capacidad total de 10 1. Los ensayos se llevaron a cabo en un volumen de 8 1. El
experimento se hizo bajo circuito de agua cerrado y las algas fueron mantenidas bajo el
régimen de nutrientes establecido (Tabla 1), temperatura de 20 + 1 °C, fotoperiodo de
L/O: 14/10% y una radiacién de 250 a 275umol.m™.s™ medida con un radiémetro LI-
COR equipado con un sensor esférico.Cada fotobioreactor estaba equipado con un tubo
de aireacion, de 0,5 cm. de didmetro, conectado a una linea principal de aireacion. El
nivel de burbujeo era tal que pudiese permitir un buen movimiento de las algas sin

llegar a producir estrés fisico sobre las mismas.

8 L./O: Luz/Oscuridad; Dia : 8h-22h / Noche : 22h-8h.
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Figura 4.- Sistema de cultivo empleado para los experimentos a escala de
laboratorio bajo condiciones controladas con Gracilaria cornea (A) y Ulva
rigida (B).

2-3-Medio de cultivo

Las algas fueron mantenidas con agua de mar filtrada por 0,22 um que era renovada
cada semana. Se optd por no usar ningin medio de cultivo preparado para mantener
unas condiciones de cultivo lo mas similares a las que se tendria en un cultivo a gran
escala abastecido con aguas residuales de piscifactorias. EI N y P se aportaban segtin lo

establecido por el protocolo experimental (Tabla 1). El nitrégeno se dispensaba en
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forma de cloruro de amonio NH4Cl y el fosforo se administraba en forma de di-sodio

hidrégeno fosfato NaH,PO, - H,O.

2-4-Densidad de cultivo

» Gracilaria cornea
Para los ensayos con G. cornea se uso una densidad de cultivo de 6 g de peso fresco por
litro de medio. Se recortaron las partes apicales, y mas jovenes de los talos, para realizar
los experimentos.

» Ulva rigida
Para los ensayos con U. rigida se uso una densidad de cultivo de 4 g de peso fresco por

litro.

2-5- Mantenimiento del cultivo

Para mantener la densidad de cultivo establecida se fueron realizando cosechas
semanales. Al cabo de cada semana se renovaba el medio en el que se mantenian las
algas. Estas eran pesadas después de escurrirlas, y en caso de que hubiera excedente de
biomasa, se ajustaba la densidad a la densidad inicial. Se limpiaban las algas de los
epifitos y se cortaban los fragmentos para estar en un rango de 3 a 5 cm antes de volver
a ponerlas en los fotobioreactores limpios.

El excedente de biomasa era aclarado con agua destilada para limpiarlas de los
nutrientes contenidos por el agua de mar y que se quedan adheridos a las paredes, y con
unas pinzas se quitaban cuidadosamente los restos de epifitos que pudiesen haber

quedado pegados a las algas y se conservaba a —20°C para su posterior analisis.
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3-Experimentos a escala de planta piloto

3-1- Protocolo experimental

Contrariamente a los experimentos realizados dentro de la cdmara de cultivo, para los
experimentos en invernadero no se vario la frecuencia de los pulsos del nitrogeno. En
cada experimento se llevo a cabo una sola serie, de 15 dias, en la cual se aplicaron 3
tratamientos diferentes de fosforo, de 10, 40 y 70 uM, dispensados en pulsos diarios,
con un control. Al mismo tiempo se fueron dando pulsos diarios de nitrégeno de 150
UM para todos los tratamientos ademas de los controles. Cada una de las combinaciones
de P:N se hizo por duplicado incluyendo el control (Tabla 2).

Tabla 2.- Protocolo experimental de los ensayos en invernadero, aporte de Py
N.

P:N

Tratamiento (uM: uM) Pulsos de Py N
! 0:150

(control de P)
2 10: 150 1 pulso cada dia
3 40 : 150
4 70 : 150

3-2-Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en 8 tanques circulares de polietileno blancos, de un volumen

de 90 litros y con un éarea en superficie de 0,2 m”> (Fig. 5). El agua de mar, sin

tratamiento ni filtracion previa, era bombeada directamente a los tanques de cultivo.
Para el seguimiento de las condiciones ambientales de radiacion se usdé un

radiometro ELDONET (Real Time Computer, Erlangen, Alemania).

43



Material y Métodos

Figura 5.- Sistema de cultivo empleado para los experimentos a escala de
planta piloto bajo condiciones de invernadero: (A) Vista general y (B) detalle
de aporte de agua y aireacion en un tanque.

Los experimentos fueron llevados a cabo bajo circuito de agua semi-cerrado. Todos los
dias, por la mafiana a las 10 h se cerraba el circuito para dar los pulsos de nutrientes
segun el protocolo experimental (Tabla 2). Se dejaba el circuito cerrado hasta las 17 h
de la tarde para que las algas pudieran absorber los nutrientes. El circuito de agua se
abria por las noches, para renovar el agua de los tanques y que las algas no estuvieran

limitadas en otros nutrientes aparte del P y N y también para desechar los productos de
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su metabolismo. El caudal de agua era ajustado a 2 renovaciones del volumen del
tanque hasta el nuevo cierre del circuito.
Los dias que se recogian las muestras para hacer los analisis de cinética (ver apartado 4
de esta seccion) se dejaba el circuito cerrado hasta las 22 h. Se recogian las muestras
para los analisis de cinética el dia posterior a la renovacion del medio y cosecha para
que no hubiera interferencias del contenido residual de P en el agua sobre los datos de
cinética.

El aire se suministraba a través de un tubo de aireacion, circular y radial, situado en
el fondo del tanque (Fig. 6), para permitir una distribuciéon mas homogénea del aire. El
burbujeo de aire era tal que pudiese permitir un buen movimiento de la biomasa sin que

las algas fueran sometidas a estrés fisico.

O Salida del agua
Entrada del aire a través de

la canalizacion central T
[ ]

\ _.‘.‘.‘.‘.T - . f

¥
*
‘0
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L

..l...-l“

---- Salidas de
aire

Figura 6.- Diseiio del sistema de aireacion en interior de los tanques de cultivo.

Se aportaban los nutrientes N y P en pulsos segun el protocolo experimental (Tabla 2).
El nitrogeno se dispensaba en forma de cloruro de amonio NH4Cl y el fosforo se

administraba en forma de NaH2PO4.-H20.
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3-4-Densidad de cultivo

» Gracilaria cornea
Para el cultivo de G. cornea en tanques en invernadero la densidad de cultivo, en peso
fresco, fue de 4 kg.m™ (=9 g.1™).

» Ulva rigida
Para los ensayos con U .rigida se uso una densidad de cultivo, en peso fresco, de

0,9 kgm? (=2 gl™).

2-5- Mantenimiento del cultivo

Para mantener la densidad de cultivo inicial, las algas se cosechaban semanalmente
pesandolas después de escurrirlas, y se ajustaba la densidad a la inicial. Se limpiaban las
algas de los epifitos antes de volver a ponerlas en los tanques limpios. El excedente de
biomasa era aclarado con agua destilada y con unas pinzas se quitaban cuidadosamente
los restos de epifitos que pudiesen haber quedado pegados a las algas y se conservaba a

— 20°C para su posterior analisis.

4-Estudio de la cinética de absorcion y de la asimilacion del fosforo por las

algas.

4-1- Analisis del fosforo en agua.

Para realizar el estudio de la cinética de absorcion del fosforo por las algas, se midio la
desaparicion de éste del medio de cultivo. Para el andlisis de fosforo en agua, se
determinaba la concentracion de ortofosfatos o fosfato reactivo porque es la forma
quimica que incorporan las plantas (Garcia Rodriguez, 1999).

El método usado para la determinacion de los fosfatos era una adaptacion del
método descrito por Murphy y Riley (1962). El ortofosfato reacciona con el molibdato,

en medio acido, para producir un complejo fosfomolibdico. El 4cido ascorbico reduce
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dicho complejo, dando una coloracién azul (Otero Ferrer, 2001) que se mide con
espectrofotometro a 885 nm.

A cada 10 ml de muestra se afadian 500 pl de Reactivo Molibdato (solucion
comercial) y 500 pl de Acido ascorbico al 4%. Los estandares eran preparados con

KH,POq,.

» Experimentos en caimara de cultivo
Para los experimentos en camara de cultivo, se hizo un seguimiento de la absorcion del
fosforo a lo largo de cada semana. Cada dia se cogian muestras del agua, entre la 10 y
las 13 h. Las muestras se filtraban con papel de laboratorio y se analizaban el mismo
dia. Para la toma de muestras se usaban botes de plastico lavados con lejia y aclarados

con agua destilada.

» Experimentos en invernadero
Para los experimentos en invernadero, el seguimiento de la absorcion de los fosfatos se
hacia en un periodo de 10 h. Después de haber dado el pulso de fosforo, y estando el
circuito cerrado, se iban cogiendo muestras de agua justo después del pulso, a los
30 min, 1, 2, 4, 6 y 10 h. Las muestras eran filtradas de la misma manera y eran
analizadas el mismo dia.

Para la cuantificacion de fosforo en agua, se analizaron por cada tratamiento 4

muestras, debido a la sensibilidad del método.

4-2- Medidas de eliminacion y biofiltracion del fosforo.

Para poder comparar la eficiencia de biofiltracion de fosforo de las dos especies de
algas estudiadas, se realizo un estudio detallado de la cinética de biofiltracion de los

nutrientes. Para ello se calculo el siguiente parametro:
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¢ Eficiencia de biofiltracion (B)

La eficiencia de biofiltracion B (%) fue calculada segun la formula:

B = (Ci-Cf/Ci)* 100

Siendo:
- Cf: La concentracion final del PO4™ en el agua;

- Ci: La concentracion inicial del PO4™ en el agua.

Las tasas de biofiltracion fueron calculadas para cada uno de los diferentes tratamientos
con una frecuencia semanal y los datos presentados en los resultados corresponden a las

medias de dichas tasas obtenidas para cada una de las series de tratamientos.

4-3- Determinacion del fosforo en tejido

El contenido tisular en fosforo, fue determinado por el método de Murphy y Riley
(1962) después de una digestion alcalina de las muestras (Bjornséter y Wheeler, 1990;
Hafting, 1999). Para cada 10 mg de muestras seca y homogeneizada, se afiadian 5 ml de
agua destilada y 30 ml de reactivo oxidante (3,0 g de NaOH y 6,7 g de perlsulfato
sodico enrasados a 1 1 de agua destilada) y se autoclavaban a 100°C durante 1 h. Una
vez que las muestras habian enfriado, se afiadia a cada tubo’ 3 ml de HCI 3M, para
acidificar el medio, seguidos de 4 ml buffer borico (30,9 g de acido bérico y 100 ml de
NaOH 1M, enrasados a 11 de agua destilada). Finalmente se llevaba el volumen de cada
tubo a 51 ml (anadiendo 8 ml de agua destilada). Esta digestion permite la conversion
de todo el P contenido en el tejido en PO, que puede ser medido segin el método de

Murphy y Riley (1962).

’ Tubo conteniendo muestra y reactivo oxydante.
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Antes de analizar las muestras digeridas, se filtraban a través de papel de filtro.
Para cada 10 ml de muestra, se afladia 1 ml de reactivo de Molibdato. Para la
preparacion de este reactivo se mezclaban 12 ml de solucion de molibdato de amonio
(15 g en 500 ml de agua destilada), 13 ml de acido sulftrico (140 ml de sulfurico puro
en 900 ml de agua destilada), 10 ml de acido ascorbico (27 g en 500 ml de agua
destilada) y 5 ml de tartrato-antimonio potasico (0,34 g en 250 ml de agua destilada).

Las muestras fueron analizadas por cuadriplicado para cada tratamiento. Los
contenidos de fosforo en tejido fueron determinados para cada una de las muestras de
algas recogidas cada semana. Los resultados presentados corresponden a las medias de

los valores obtenidos para cada una de las series de tratamientos.

5- Tasa de crecimiento especifica.

Para evaluar el efecto del aporte de P y de la relacion P:N sobre el crecimiento de las
algas se calculo la tasa de crecimiento especifica. Este parametro fue calculado con una

frecuencia semanal para cada tanque y cada fotobioreactor segun la formula siguiente:

¢ Tasa de crecimiento especifica TC (%. d'l):

La formula para calcular la tasa de crecimiento especifica fue la descrita por D’Elia y

DeBoer, 1978 :

TC = 100* In [(Pt/Po)]/t

Siendo:

- Pt: Peso final;

- Po: Peso inicial;

- t: Tiempo transcurrido.

Los valores de produccién y tasas de crecimiento especificas presentados como

resultados corresponden a la media semanal de cada par de replicas de cada tratamiento.
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6- Analisis bioquimicos de las algas

Después de haber limpiado las algas de epifitos y haberlas conservado a -20°C, se les
realizo un analisis bioquimico para apreciar los cambios en la calidad de la biomasa en
funcion de los tratamientos a los cuales fueron sometidas. Los analisis bioquimicos

fueron realizados para las muestras recogidas al final de cada serie de experimentos.

6-1-Analisis de carbohidratos

La cuantificacion de los carbohidratos totales se hizo segin el método del fenol-
sulfurico (Dubois el al., 1956) usando como estandar glucosa.

Se hace una digestion previa de las muestras secas y molidas, con acido tricloroacetico
TCA al 15% (15 a 30 mg de muestra homogénea + 5 ml de TCA y se pone en un bafio
termostatico a 90°C durante 90 min). Y para cada 0,5 ml de sobrenadante se anaden 1
ml de fenol 5% y 5 ml de acido sulftrico puro. Se calientan las muestras durante 5 min
a 100°C, se dejan enfriar en oscuridad y se lee la absorbancia a 480 nm. Las unidades de
glucosa que resultan de la digestion de azucares (oligosacédridos y derivados de
azucares) forman un complejo anaranjado al reaccionar con fenol y acido sulfurico.

La cuantificacion de los carbohidratos totales se hizo por duplicado para cada una de las
dos replicas de cada tratamiento diferente, analizdndose asi las muestras recogidas al

final de las dos semanas de duracion de cada serie de tratamientos (Tablas 1y 2).

6-2-Contenido en Cy N

El contenido de carbono y nitrogeno total fue determinado con una analizador PERKIN-
ELMER 2400 CHN. Las muestras, de 2 a 4 mg de peso seco, se queman en el interior
del analizador en atmdsfera de oxigeno puro, de forma que los gases resultantes de la

combustién se miden automaticamente. El analizador da los resultados como porcentaje
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de carbono, hidrogeno y nitrégeno en referencia al peso seco de la muestra. El estandar
usado es acetanilida (Garcia Rodriguez, 1999).

La cuantificacion del contenido total en C y N se hizo para cada una de las dos replicas
de cada tratamiento diferente, analizandose asi las muestras recogidas al final de las dos

semanas de duracion de cada serie de tratamientos (Tablas 1y 2).

6-3-Proteinas

El contenido de proteinas totales fue deducido a partir del contenido de nitrégeno de las
muestras (N x 6,25).

La cuantificacion del contenido total en proteinas se realizd para cada uno de las
replicas de tratamiento, analizdndose asi las muestras recogidas al final de las dos

semanas de duracion de cada serie de tratamientos (Tablas 1 y 2).

6-4-Pigmentos fotosintéticos

¢ Ficobiliproteinas
Para Gracilaria cornea la extraccion de R-ficoeritrina, pigmento hidrosoluble, se
realiz6 en tampon fosfato. Para 1 mg de muestra de tejido fresco se usaron 10 ml de
tampon fosfato 0,2 M, pH 6,5 Después de homogenizar el tejido con una trituradora y
bajo luz tenue, se dejaron las muestras a 4°C durante 24h para que se haga la extraccion.
Transcurrido ese tiempo se centrifugaron las muestras, se midi6 la absorbancia del
sobrenadante bajo las siguientes longitudes de onda: 750, 645, 618, 592, 564 y 455 nm.

Las concentraciones fueron calculadas seglin Beer y Eshel (1985):

r-ficoeritrina (mg/g de peso seco) = [((A564-A592) — (A455- A592)*0.2)* 0.12* Vol]

Peso seco
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Siendo:

- A:la absorbancia leida a la longitud de onda correspondiente;

- V:el volumen final del extracto (4 ml).
El valor de las absorbancia a 750 nm, de cada muestra, debe sustraerse del resto de las
absorbancias de la misma muestra para corregir cualquier posible turbidez del extracto y
que pudiera interferir en el calculo de las concentraciones.
La cuantificacion del contenido en pigmentos fotosintéticos se realizd por duplicado
para cada replica y tratamiento, analizandose asi las muestras recogidas al final de las

dos semanas de duracion de cada serie de tratamientos (Tablas 1y 2).

7- Analisis estadistico de los datos

¢ Experimento a escala de laboratorio
Para los experimentos factoriales llevados a cabo en la camara de cultivo, para poder
evaluar tanto los efectos del P y el N como su efecto combinado sobre los diferentes
parametros estudiados®, los datos fueron sometidos a un anélisis de la varianza de dos
factores (ANOVA de 2 factores) y un test de Levene para comprobar la homogeneidad
de las varianzas (Nishihara et al., 2005), siendo las diferencias entre medias comparadas
con el test de Tukey con un intervalo de confianza de 95% (P < 0,05) (Chopin y Wagey,

1999).

¢ Experimento a escala de planta piloto
Para los experimentos a escala de planta piloto, ya que se uso un solo nivel de aporte de
N, para la evaluacion del impacto del P sobre los parametros estudiados, los datos

fueron sometidos a un andlisis de la varianza de un solo factor (ANOVA de 1 factor)

¥ Contenidos de P y N, carbohidratos solubles y proteinas en tejido y tasas de crecimiento.
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siendo las diferencias entre medias comparadas con el test de Tukey con un intervalo de
confianza de 95% (P < 0,05).

En todos los casos, cuando los datos tenian las varianzas no homogéneas, se
transformaron antes de su analisis.

Todos los analisis estadistico fueron desarrollado con el programa estadistico SPSS

(v 13.0).
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Resultados

I- Biofiltracion y asimilacion de fosforo
1- Biofiltracion y eliminacion de fosfatos
1-1- Experimentos en camara de cultivo

¢ Gracilaria cornea

La figura 7 muestra como Gracilaria cornea es capaz de biofiltrar de una manera

constante los fosfatos del agua bajo las diferentes concentraciones de nutrientes (amonio

y fosfatos) ensayadas.

Tabla 3.- Variacion de la eficiencia de biofiltracion (B en % = DS) de fosfatos
por Gracilaria cornea, bajo las condiciones de la camara de cultivo, en funcion
del nivel de aporte de fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte de

amonio.
F . Concentracion de los pulsos de P043'

recuencia

semanal de aporte
+

de NH4 10 uM 40 uM 70 uM 100uM  Media % DS
3 (semanas 1y 2) 100 £0 90,1 £ 1,4 63,0+4,1 34,7+ 3,4 72,0* £29,3
7 (semanas 3 y 4) 100+0 979+29 81,2+10,7 52,6 £0,8 83,0" + 21,9
0 (semanas 5y 6) 99,1 +0,1 972+2,9 84,3 +7,7 42,6 + 6,8 80,8" + 26,3

Media + DS 99,7+ 0,5 951" +4,4 76,2°"+11,5 43,3 18,9

Los resultados expresados corresponden a los valores medios obtenidos a partir de las medias semanales
de los duplicados de cada replica de tratamiento (n= 8). Valores, en una misma linea o0 misma columna,

con distinto superindice indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).
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Los datos de la tabla 3, muestran que la concentracion del aporte inicial de fosfatos
tiene uno efecto significativo (p=0,002) sobre la eficiencia de biofiltracion del alga,
siendo las tasas de biofiltracion de fosfatos registradas a las concentraciones de 10 y
100 uM significativamente diferentes de las registradas a 40 y 70 uM; dandose una
variacion de la eficiencia de biofiltracion inversa a la disponibilidad de fosfatos en el
agua. De hecho, la tasa de biofiltracién disminuye segiin aumenta la concentracion de
fosfatos en el medio desde los valores maximos (99,7 £ 0,5 %) a la concentracion
minima de fosfatos (10 uM) hasta un valor minimo (43,3 + 8,9 %) a la concentracién
maxima de fosfatos (100 uM).

Por otro lado, no se observan diferencias significativas (p= 0,128) en la
eficiencia de biofiltracion de fosfatos de Gracilaria cornea en funcion de la frecuencia

de aporte del amonio.
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Serie 1:

(3 pulsos de NH;" a la semana)

Semanas 1y 2

—— 10 pM
—=— 40 uyM
—a—70 pM
—<— 100 pM

120
80 |
40 |
0
Serie 2:
(Pulsos diarios de NHy4")
120

80 -

o7

Concentracion residual de PO;> en el agua (M)

120 -

40 ~

(Sin ningn aporte de NH4+)

Diferentes niveles
de aporte de PO,

Semanas 3y 4

—— 10 uyM
—=— 40 uM
—a— 70 uM
—<— 100 pM

Diferentes niveles
de aporte de PO,

Semanas 5y 6

—— 10 uyM
—=— 40 pM
—— 70 pM
—<— 100 pM

Tiempo en dias

Diferentes niveles
de aporte de PO,

Figura 7.- Cinética de biofiltracion de fosfatos por Gracilaria cornea, en las
condiciones de la camara de cultivo, bajo diferentes combinaciones de aporte

de fosfatos y amonio: series 1, 2 y 3.

Las graficas representan los valores medios obtenido a partir de las medias semanales de los duplicados

de cada replica de tratamiento, obtenidas para cada serie, n==8.
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¢ Ulva rigida
La duracioén del experimento de Ulva rigida en camara de cultivo se redujo de 6
semanas a solo 4 semanas, de tal manera que las series 1 y 3 duraron 1 semana cada una
y la serie 2 duro 2 semanas. La duracién de la primera serie se redujo debido a
problemas logisticos mientras que para la serie 3 el deterioro del cultivo (ver apartado II
de Resultados) -las algas se fueron desintegrando- hizo que diésemos por finalizado el
experimento al finalizar la primera semana.

La figura 8 muestra que Ulva rigida es capaz de biofiltrar los fosfatos a diferentes
concentraciones de estos en el medio y bajo los diferentes niveles de aporte de fosfatos
y amonio. Sin embargo, se puede observar que para Ulva rigida las graficas de la
evolucion de las concentraciones de los fosfatos en el agua presenta una recta mas linear
que la registrada para Gracilaria cornea.

Por otra parte y en estas mismas graficas se observa que a altas concentraciones de
fosfatos en el agua (70 y 100 uM) los valores de biofiltracién de los fosfatos no son
constantes ya que se observaron fluctuaciones de la concentracion de fosfatos en el

medio.

57



Resultados

Tabla 4.- Variacion de la eficiencia de biofiltracion (B en % + DS) de fosfatos
por Ulva rigida, en condiciones de camara de cultivo, en funcion del nivel de
aporte de los fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte de amonio.

Frecuencia Concentracion de los pulsos de PO/
semanal de aporte
+
de NH4 10 uM 40 uM 70 uM 100 uM Media + DS
3 (semana 1) 88,8+ 1,3 65,9 +2,6 40,5+ 4,4 32,1+7,0 56,8" + 25,7

7 (semanas 3y 4) 98,4+ 0,6 372+7,1 16,9+ 0,6 33,4+ 164 46,5" £ 35,7

0 (semana 5)° 93,9+ 0,2 18,4+ 0,1 57+59  37,1+104  38,8"+389

Media + DS 93,7+ 4,8 40,5"£23,9 21,0°£17,8 34,2°£2.6

Los resultados expresados corresponden a los valores medios obtenidos a partir de las medias semanales
de los duplicados de cada replica de tratamiento (n= 8). Valores, en una misma linea o misma columna,
con distinto superindice indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).

Los datos de la tabla 4, muestran que la eficiencia de biofiltracién de los fosfatos
por Ulva rigida varia significativamente (p=0,000) en funcion del nivel de
concentracion de estos en el agua, siendo la tasa de biofiltracion (B) registrada a una
concentracion de 10 uM (93,7 + 4,8 %) significativamente superior, y la registrada a 70
UM significativamente menor (21,0 = 17,8 %) comparadas a las registradas a 40 uM
(40,5+23,9%)ya 100 uM (34,2 £2,6 %).

Por otra parte, la eficiencia de biofiltracion de los fosfatos varid
significativamente (p=0,004) en funcion de la frecuencia de los pulsos de aporte
semanal de amonio; siendo la tasa de biofiltracion significativamente mas alta para el
régimen de aporte de amonio de 3 pulsos semanales (56,8 + 25,7 %) que las otras
registradas para 7 pulsos semanales (46,5 + 35,7 %) y para 0 pulsos semanales (38,8 +

38,9 %).

? Los valores de B fueron calculados sobre un periodo de 5 dias por falta de datos de la iltima semana del
experimento.
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L4

Concentracion residual de PO, en el agua (uM)

Serie 1:
- Semana 1

(3 pulsos de NH;" a la semana)

120

——10 pM
80 =40 uM Diferentes niveles

\\‘/‘\\‘/A —A—70 WM de aporte de PO43-
—<—100 uyM
40 ~

0 T —* e L *
Ln Ma Mr Jv Vn Sb Ln
Serie 2:
(Pulsos diarios de NH4+) Semanas 2y 3
120 -
——10 uM
60 | —=—40 UM | Diferentes niveles
—+—70pM | de aporte de PO,*
—»—100 uyM
40 - .\.———l\.\._.\.
0 \ » - -— -
Ln Ma Mr Jv Vn Sb Ln
Serie 3:
A — N Semana 4
(Ningun aporte de NHy )
120 - :
—o—10 yM
80 —=—40 pM Diferentes niveles

—a—70 M de aporte de PO,

40 - .\+—+\+P/-+ —><—100 pM

Tiempo en dias

Figura 8.- Cinética de biofiltracion de fosfatos por Ulva rigida, en condiciones
de camara de cultivo, bajo diferentes combinaciones de aporte de fosfatos y
amonio: series 1, 2 y 3.

Las graficas representan los valores medios obtenidos a partir de las medias semanales de los duplicados
de cada replica de tratamiento (n= 8 para la serie 2 y n=4 para las series 1 y 3).
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1-2- Experimentos a escala de planta piloto
¢ Gracilaria cornea

La figura 9 muestra que Gracilaria cornea mantenida bajo condiciones de invernadero
es capaz de biofiltrar los fosfatos, en un periodo de 10 horas después de haber dado el
pulso, a varias concentraciones en el agua (10, 40 y 70 uM) dependiendo de la
concentracion de fosfatos en el agua.

Tabla 5.- Variacion de la eficiencia de biofiltracién’’ (B en % «Ds) de fosfatos

por Gracilaria cornea, mantenida en condiciones de invernadero, en funcion
de la concentracion de los pulsos de fosfatos.

Concentracion de los pulsos de PO43'

10 uM 40 uM 70 uM

Tasa de biofiltracion

%) 94,0+ 3.5 16,2°+3.6 18,1°+ 4.6

Los resultados representados corresponden a los valores medios obtenidos a partir de las medias
semanales de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=8). Valores con distinto superindice
indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).

Los datos de la tabla 5 muestran que existen diferencias significativas (p=0,000)
entre la tasa de biofiltracion de fosfatos segun la concentracion de estos en el agua;
siendo esta significativamente superior (94,0 £ 3,5 %) cuando la concentracion de
fosfatos en el agua es de 10 uM a las tasas de biofiltracion observadas a la

concentraciones de 40 uM (16,2 + 3,6 %) y 70 uM (18,1 £4,6 %).

' L as tasas de biofiltracién fueron calculadas para una duracién de 10 h después de dar el pulso de
fosfatos.
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80
Diferentes niveles

de aporte de PO,
60 -

’g —o— 10 uM
=

= 40 | ._.___./l\'\.\' —=—40 uM
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=
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Concentracion residual de PO43'
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Figura 9.- Cinética de biofiltracion de fosfatos por Gracilaria cornea,
mantenida en condiciones de invernadero, en funcion de diferentes
concentraciones de los pulsos fosfatos.

La grafica representa los valores medios obtenidos a partir de las medias semanales de los duplicados de
cada replica de tratamiento (n=8).

¢ Ulva rigida
La figura 10 muestra que, para un periodo de 10 h después de haber dado un pulso de
fosfatos, Ulva rigida no es capaz de biofiltrar los fosfatos del agua de manera muy
eficiente. De hecho se observa como las curvas de la cinética de biofiltracion de los
fosfatos tienen un perfil lineal contrariamente a lo que se observa para las curvas de

biofiltracion para G. cornea.
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Tabla 6.- Variacion de la eficiencia de biofiltracion (B en % + DS) de fosfatos
por Ulva_rigida, mantenida en condiciones de invernadero, en funcion de
diferentes concentraciones de los pulsos fosfatos.

Concentracion de los pulsos de PO43'

10 uM 40 uM 70 uM

Tasa de biofiltracion 37,6°+ 5,5 29" + 83 55°+ 4.4
(%)

Los resultados representados corresponden a los valores medios obtenidos a partir de las medias
semanales de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=8). Valores con distinto superindice
indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).

Los datos de la tabla 6 muestran que la tasa de biofiltracion (37,6 +5.,5 %) a una
concentracion de fosfatos en el agua de 10 uM, y después de un tiempo de 10 horas de
haber dado el pulso de fosfatos es significativamente mayor (p= 0,02) a las tasas de

biofiltracion registradas a 40 uM (2,8 £ 8,3 %) y 70 uM (5,5 £ 4,4 %).

100
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80 g\{_E\H\I/I de aporte de PO,
60 -

0 30 60 120 240 360 600

éﬂ‘

-
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-g ~ —m—40 pM
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Figura 10.- Cinética de biofiltracion de fosfatos por Ulva rigida, cultivada en
invernadero, bajo diferentes combinaciones de aporte de fosfatos y amonio.

La grafica representa los valores medios obtenidos a partir de las medias semanales de los duplicados de
cada replica de tratamiento (n=8).
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2- Asimilacion del fosforo en tejido
2-1- Experimentos bajo condiciones de camara de cultivo

¢ Gracilaria cornea

Los datos presentados en la tabla 7, muestran que hay una diferencia significativa
(p=0,000) en el contenido del alga en fosforo en funcion de la concentracion de fosfatos
aportada al agua. Los datos de la figura 11 y los de la tabla 7 muestran que los niveles
de fosforo en tejido para las algas mantenidas a una concentracioén de fosfatos de 40, 70
y 100 uM (respectivamente 2,3 + 0,2; 2,7 = 0,6; 2,6 + 0,2 mg de P/g PS) son
significativamente mas altos que los niveles registrados para el control, las algas
mantenidas a una concentracion de fosfatos de 10 uM (1,1 £ 0,4 ; 1,8 £0,1 mg de P/g
PS, respectivamente).

Por otro lado, los niveles de aporte del amonio (frecuencias de los pulsos) no

afectan (p=0,538) la asimilacién del foésforo por Gracilaria cornea (Tabla 7y Fig. 11).

Tabla 7.- Variacion del contenido de P en tejido (mg de P/ g de PS = DS) para
Gracilaria cornea, en condiciones de camara de cultivo, en funcion del nivel de
aporte de fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

Frecuencia Concentracion de los pulsos de PO/
semanal de
aporte de NH4+ 0 ,uM 10 ,uM 40 ,llM 70 ,llM 100 ,uM Media
3. 1,4+0,1 1,9+0,1 2,1+14 2,3+0,1 24+0,1 22"+04
(Serie 1)
7 a
(Serie 2) 1,2+0,1 1,8+1,2 2,503 25+0,1 2,8+0,2 2,6+ 0,6
0. 0,6 +0,0 1,7+0,0 25+04 34+0,6 2,8+0,0 2,9°+ 1,1
(Serie 3)
Media 1,1 +04 1,8°+0,0 2,3°+02 2,7°%0,6 2,6"+0,2

Contenido en fosforo de la muestra inicial

(mg de P/g de PS + DS) 2,2+0,2

Los resultados expresados corresponden a las medias de los valores obtenidos, al final de cada serie, a
partir de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=4 y n= 2 para la muestra inicial). Valores, en
una misma linea o misma columna, con distinto superindice indican diferencias significativas entre las
medias (p<0,05).
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Fosforo en tejido (mg de P/g de PS)

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00

Diferentes concentraciones de los pulsos de aporte de PO,>

OMuestra inicial OO0 uM 10 uyM
=340 pM W70 pM m100 pM
Serie 1: Serie 2: Serie 3:
(Fin semana 2) (Fin semana 4) (Fin semana 6)

3 7 0

Frecuencia semanal de los pulsos de NH,"

Figura 11.- Variacion del contenido de fosforo en tejido, para Gracilaria cornea mantenida en camara de cultivo, en funcion de
varias combinaciones de aportes de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicadas de cada replica de tratamiento, obtenidos al final de las 2 semanas de cada serie (n=4 y para la muestra

inicial n=2).

64



Resultados

¢ Ulva rigida
Los datos representados en la figura 12, muestran que hay un efecto significativo (p=
0,026) del nivel de aporte de fosfatos en el agua y la cantidad de fosforo contenido en el
tejido de las algas. Asimismo el contenido de fosforo en tejido registrado a 10, 40 y 70
uM (respectivamente 1,0 + 0,3; 1,2+ 0,3y 1,0 £ 0,3 mg de P/g PS) de concentracion
de fosfatos es significativamente inferior al registrado a 100 uM (1,3 + 0,6 mg de P/g
PS) (Tabla. 8).

Por otra parte, la frecuencia de los pulsos de aporte del amonio tiene un efecto
significativo (p=0,000) sobre la cantidad de foésforo en tejido siendo los valores
registrados bajo las diferentes frecuencias de pulsos de aporte de amonio de 0, 3 y 7
significativamente diferentes entre si (respectivamente 1,0 + 0,1; 0,8 = 0,1; 1,5+ 0,3
mg de P/g PS).

Tabla 8.- Variacion del contenido de P en tejido (mg de P/g de PS = DS) para

Ulva rigida, en condiciones de camara de cultivo, en funcion del nivel de
aporte de fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

Frecuencia Concentracion de los pulsos de PO/
semanal de
aporte de NH,* ouM 10 uM 40 uM 70 uM 100 uM Media
3. 0,7+ 0,0 0,7+ 0,0 0,9+0,1 0,7+0,1 0,9+0,1 0,8+ 0,1
(Serie 1)
7. 1,4+0,0 1,4+0,0 15+026 1,2+08 2,0+£0,3 1,5"+ 0,3
(Serie 2)
0. 0,9+ 0,0 1,L1£0,0 1,L1+0,1 1,2+ 0,6 0,9+0,2 1,0°+ 0,1
(Serie 3)
Media 1,0°+04 1,0+03 12+03 1,0+0,3 1,3"+0,6

Contenido en fosforo de la muestra inicial

(mg de P/g de PS + DS) 0,7 0,1

Los resultados representados corresponden a las medias de los valores obtenidos, al final de cada serie, a
partir de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=6 para P y n= 10 para N). Valores, en una
misma linea 0 misma columna, con distinto superindice indican diferencias significativas entre las medias
(p<0,05).
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Figura 12.- Variacion del contenido de fosforo en tejido, para Ulva rigida mantenida en camara de cultivo, en funcion de varias
combinaciones de aportes de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicadas de cada replica de tratamiento, obtenidos al final de las 2 semanas de cada serie (n= 6 para P y n =10 para N
y para la muestra inicial n=2).
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2-2- Experimentos en planta piloto

¢ Gracilaria cornea
Al analizar los datos del contenido de fosforo en tejido de Gracilaria cornea mantenida
bajo condiciones de invernadero (Fig. 13), los resultados mostraron que existian
diferencias significativas entre el contenido de fosforo en tejido en funcion de los
diferentes niveles de aporte de fosfatos al medio (p=0,000). Siendo el valor registrado
para 0 uM (2,0 £ 0,2 mg de P/g PS) inferior al valor registrado a 10 uM (3,0 £ 0,1 mg
de P/g PS) y este ultimo inferior a los valores registrados a 40 y 70 uM

(respectivamente 4,7 = 0,1 y 5,1 £ 0,2 mg de P/g PS).

O Muestra inicial
B Muestras de los diferentes tratamientos

6,0
~
o 5,0 -
< &
—_ u
8"5 4.0
5 3,0 -
o A~
[-P]
S 2,0 1
E e 1,0
= E '
0,0

0 uM 10 uM 40 uM 70 uM

Diferentes niveles de aporte de PO,

Figura 13.- Variacion del contenido de fosforo en tejido, para Gracilaria
cornea_mantenida en condiciones de invernadero, en funcion del nivel de
aporte de los fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicados de cada replica de tratamiento, obtenidas
al final del experimento (n=4 y para la muestra inicial n= 2).
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¢ Ulvarigida
Al analizar los datos de contenido de fosforo en tejido para Ulva rigida mantenida bajo
condiciones de invernadero (Fig. 14), los resultados no mostraron diferencias
significativas en el contenido en P en funciéon de los diferentes niveles de aporte de

fosfatos (p=0,51).

O Muestra inicial
B Muestras de los diferentes tratamientos

2,00

1,50

1,00 -

0,50 -

Fosforo en tejido
(mg de P/g de PS)

0,00
0 uM 10 uM 40 uM 70 uyM

Diferentes niveles de aporte de PO,

Figura 14.- Variacion del contenido de fosforo en tejido, para Ulva rigida
mantenida en condiciones de invernadero, en funcion del nivel de aporte de los

fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicados de cada replica de tratamiento, obtenidas
al final del experimento (n=4 y para la muestra inicial n= 2).
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II- Tasas de crecimiento

1- Experimentos en camara de cultivo.

¢ Gracilaria cornea

Los datos de crecimiento de Gracilaria cornea (Fig. 15) muestran un efecto
significativo (p=0,000) de la frecuencia de aporte de amonio sobre las tasas de
crecimiento. Registrandose el valor méximo a una frecuencia de aporte de 3 pulsos por
semana (2,4 + 0,1 %. d), y el valor minimo a una frecuencia de 0 pulsos por semana
(-0,5 + 1,2 %. d™), pasando por un valor medio a una frecuencia de 7 pulsos por semana
(1,7+ 0,4 %. d") (Tabla9).

Tabla 9.- Variacion de la Tasa de Crecimiento Especifica TC (%. d' + DS)

para Gracilaria cornea, en condiciones de camara de cultivo, en funcion de la
frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

Frecuencia semanal de aporte de NH,

3 (semanas 1y 2) 7 (semanas 3 y 4) 0 (semanas 5 y 6)

TC (%. d") 2,4°+0,1 1,7°+ 0,4 20,55+ 1,2

Los resultados expresados corresponden al valor medio obtenido a partir de las medias semanales de los
duplicados de cada replica de tratamiento (n=6 para P y n= 10 para N). Valores, en una misma linea o
misma columna, con distinto superindice indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).

Por otra parte, se vio que el nivel de aporte de los fosfatos no tenia ninglin efecto
significativo sobre las tasas de crecimiento de las algas (p=0,501). Sin embargo,
analizando los valores de crecimiento del alga en relacion al contenido de fosforo en
tejido (Fig. 16 y 17), se deduce que hay una correlacion positiva (r = 0,829) entre la tasa
de crecimiento especifica y el contenido de fosforo en tejido cuando esta concentracion
es inferior a 2,5 mg P/g PS. A contenidos superiores de fosforo la tasa de crecimiento

disminuye (inferior a 0,6 %. d™). Por otro lado, en las fotos de la figura 18 se puede
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observar un cambio morfologico en los talos sometidos a diferentes aportes de fosforo.
Asimismo las muestras del alga mantenidas bajo altas concentraciones de P (40, 70 y
100 uM) presentan talos poco ramificados, mas compactos, menos extendidos y con
diferente coloracion que las muestras mantenidas a bajas concentraciones de P (Control

y 10 uM).
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Figura 15.- Variacion de la tasa de crecimiento especifica, para Gracilaria cornea mantenida en camara de cultivo, bajo
diferentes combinaciones de aporte de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias semanales de los duplicados de cada replica de tratamiento (n= 6 para P y n= 10 para N).
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m: serie (1) de puntos correspondientes a las muestras cuyos contenidos en
fosforo es inferior a 2,39 mg P/g PS.

0: serie (2) de puntos correspondientes a las muestras cuyos contenidos en
fosforo es superior a 2,39 mg P/g PS.

Figura 16.- Correlacion entre la tasa de crecimiento especifica y el contenido
de fosforo en tejido para Gracilaria cornea mantenida en camara de cultivo.
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Figura 17.- Variacion de la tasa de crecimiento especifica, para Gracilaria
cornea mantenida en condiciones de camara de cultivo, en funcion de
diferentes niveles de aporte de fosfatos y del contenido de fosforo en tejido.
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Control

Tratamiento 1 (10 uM P)

Tratamiento 2 (40 uM P)
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Tratamiento 3 (70 uM P)

Control

b

Tratamiento 4 (100 uM P)

Figura 18.- Comparacion de muestras, de Gracilaria cornea mantenida en
camara de cultivo y bajo diferentes tratamientos: (A) Control versus
Tratamiento 1, (B) Control versus Tratamiento 2, (C) Control versus
Tratamiento 3 y (D) Control versus Tratamiento 4 (ver Tablas 1y 2).
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¢ Ulva rigida

Los datos de crecimiento de Ulva rigida en camara de cultivo (Fig. 19) muestran un
efecto significativo (p=0,000) de la frecuencia de aporte de amonio sobre las tasas de
crecimiento del alga. Siendo los valores de crecimiento mas altos registrados para una
frecuencia de aporte de 3 pulsos por semana (3,5 + 1,3 %. d'), los minimos registrados
para una frecuencia de 0 pulsos (- 0,06 + 0,7 %. d), pasando por una produccién media
a una frecuencia de aporte de amonio de 7 pulsos por semana (2,8 £ 1,2 %. d') (Tabla.
10).

Tabla 10.- Variacion de la Tasa de Crecimiento Especifica TC (%. d' £ DS)

para Ulva rigida, en condiciones de camara de cultivo, en funcion de la
frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

Frecuencia semanal de aporte de NH,

3 (Serie 1) 7 (Serie 2) 0 (Serie 3)

TC (%. d") 3,540 2,8°+0,1 20,1°+0

Los resultados expresados corresponden al valor medio obtenido a partir de las medias semanales de los
duplicados de cada replica de tratamiento (n=4 para P, n= 10 / n= 5 para N). Valores, en una misma linea
o misma columna, con distinto superindice indican diferencias significativas entre las medias (p<0,05).

Por otra parte, se observo un efecto significativo (p=0,000) del nivel de aporte de
fosforo sobre el crecimiento del alga (Fig. 19). Asimismo, a una concentracion de
aporte de fosfatos de 70 pM la tasa de crecimiento registrada fue mayor
(3.4 £2,2 %. d'l) que las registradas a 100, 40, 10 y 0 uM (respectivamente 2,3 + 2,2 ;
20+1,6;29+22y0,7+1,1%.d").

Si se contrastan estos datos con los datos de contenido de fosforo en tejido (Fig.
20), bajo un aporte de 70 uM la asimilacion de fosforo fue menor, 1,0 mg de P/g PS,

que para los otros niveles de aporte de fosfatos.
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Figura 19.- Variacion de la tasa de crecimiento especifica, para Ulva rigida mantenida en camara de cultivo, bajo diferentes
combinaciones de aporte de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias semanales de los duplicados de cada replica de tratamiento (n= 8 para P y n= 10 para N).
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Figura 20.- Variacion de la tasa de crecimiento especifica, para Ulva rigida
mantenida en condiciones de camara de cultivo, en funcion de diferentes
niveles de aporte de fosfatos.

2- Experimentos en planta piloto.

¢ Gracilaria cornea

Los datos de produccion de Gracilaria cornea mantenida en condiciones de invernadero
(Fig. 22) muestran que hay un efecto significativo (p=0,014) entre el nivel de aporte del
fosforo y la tasa de crecimiento especifica del alga.

Se observa que la tasa de crecimiento especifica es maxima a un nivel de aporte
de fosforo de 10 uM (6,2 + 1,4 %. d) y por encima o por debajo de este nivel la tasa de
crecimiento especifica disminuye (Fig. 21 y 22). La tasa de crecimiento Optima tiene

lugar a contenidos de fosforo en tejido cercanos a 3,0 mg P/ g PS.
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Figura 21.- Variacion de la tasa de crecimiento especifica, para Gracilaria
cornea_mantenida en condiciones de invernadero, en funcion de diferentes
niveles de aporte de fosfatos y del nivel de contenido de fosforo en tejido.
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Figura 22.- Correlacion entre la tasa de crecimiento especifica y el contenido
de fosforo en tejido para Gracilaria cornea mantenida en condiciones de
invernadero.
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¢ Ulvarigida
Los datos de produccién de Ulva rigida mantenida bajo condiciones de invernadero
(Fig. 23) muestran que hubo un efecto significativo (p=0,047) del nivel de aporte de los
fosfatos sobre la tasa de crecimiento especifica del alga.

El valor maximo de la tasa de crecimiento especifica fue observado a una
concentracién de 10 uM de fosfatos (11,5 + 1,8 %. d™') siendo los valores registrados a
niveles de fosfatos superiores e inferiores mas bajos. Si se contrastan estos valores con
los valores de contenido de fosforo en tejido se observa que la tasa de crecimiento
optima corresponde a un contenido de foésforo en tejido de 1,6 mg de P/ g PS.

Por otra parte se observa una correlacion positiva entre la tasa de crecimiento

especifica y los niveles de fosforo en tejido hasta un limite de 1,6 mg de P/g PS (Fig. 23

y 24).
[ Tasa de crecimiento especifica
—m— Contenido de fosforo en tejido
14,00 e 2,00
1200 4 12 T 1,60 S
-+ 1, ~
1000 1 T | p4r7 s &L
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= 6,00 | =616 == 1980 ©&
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to4 Z X
2,00 E =
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Diferentes niveles de aporte de PO43'

Figura 23.- Variacion de la tasa de crecimiento especifica, para Ulva rigida
mantenida en condiciones de invernadero de cultivo, en funcion de diferentes
niveles de aporte de fosfatos y del nivel de contenido de fosforo en tejido.
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Figura 24.- Correlacion entre la tasa de crecimiento especifica y el contenido

de fosforo en tejido para

invernadero.

Ulva_rigida mantenida en condiciones de
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II- Composicion quimica
1- Carbohidratos
1-2-Experimentos en camara de cultivo.

¢ Gracilaria cornea

Los datos mostrados en la figura 25 y la tabla 11 muestran que no hay un efecto
significativo, ni del nivel de aporte de amonio (p=0,11) ni de fosfatos (p=0,069) sobre
el contenido de carbohidratos en tejido.

Por otra parte, no existe correlacion entre los contenidos de fosforo y
carbohidratos en tejido de esta especie.
Tabla 11.- Variacion del contenido de Carbohidratos en tejido (% de PS = DS)

para Gracilaria cornea, en condiciones de camara de cultivo, en funcion del
nivel de aporte de fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

Frecuencia Concentracion de los pulsos de PO/
semanal de
aporte de
NH, 0 uM 10 uM 40 uM 70 uM 100 uM Media
3. 32,8+ 6,0 36,0+2,6 304+13 32,1+£5,1 322+0,9  32,7+2,1
(Serie 1)
7. 32,4+3.9 342+2,8 344+03 38,0+0,9 33,7+9,6 345+2,1
(Serie 2)
0. 348+2,1 447+0,5 349+22 392+0,0 294+0,2 36,7+5,5
(Serie 3)

Media 333+1,3 383+5,6 332+25 364+38 32,0+19

Contenido en carbohidratos de la muestra inicial

(% de PS £ DS) 43,0 £2,2

Los resultados expresados corresponden a las medias de los valores obtenidos, al final de cada serie, a
partir de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=6 para P, n=10 para N y n= 2 para la muestra
inicial). Valores, en una misma linea o misma columna, con distinto superindice indican diferencias
significativas entre las medias (p<0,05).
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Figura 25.- Variacion del contenido en carbohidratos, para Gracilaria cornea mantenida en camara de cultivo, bajo diferentes
combinaciones de aporte de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicadas de cada replica de tratamiento, obtenidos al final de las 2 semanas de cada serie (n= 6 para P, n= 10 para N y
para la muestra inicial n=2).
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¢ Ulva rigida
Los datos obtenidos muestran un efecto significativo del nivel de aporte del amonio
(p=0,000) sobre el contenido de carbohidratos en tejido de Ulva rigida. Mientras que no
se observa un efecto significativo (p=0,42) entre el nivel de aporte de fosfatos sobre el
contenido de carbohidratos de esta especie (Fig. 26 y Tabla 12).
Tabla 12.- Variacion del contenido de Carbohidratos en tejido (% de PS £ DS)

para Ulva rigida, en condiciones de camara de cultivo, en funcion del nivel de
aporte de fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

F .
rectiencid Concentracion de los pulsos de PO/
semanal de
aporte de
NH/ 0 uM 10 uM 40 uM 70 uM 100 uM Media
3. 17,1 +£5,8 18,1£29 19,9+4,7 19,4+ 1,7 16,8+0,3 183+14
(Serie 1)
7. 11,4+5,6 10,8 £0,5 89+1,8 12,7£0,1 11,3+0,0 11,0+ 14
(Serie 2)
0. 13,2+£0,9 182+22 202+42 21,0+29 18,8 +3,1 18,3 +3,0
(Serie 3)

Media 139+29 15,7+43 164+6,5 17,7+44 15,6+3,9

Contenido en carbohidratos de la muestra inicial

(% de PS + DS) 14,3 £ 6,0

Los resultados representados corresponden a las medias de los valores obtenidos, al final de cada serie, a
partir de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=6 para P, n= 10 para N y n= 2 para la muestra
inicial). Valores, en una misma linea o misma columna, con distinto superindice indican diferencias
significativas entre las medias (p<0,05).

Sin embargo, se observo una correlacion lineal negativa entre el contenido de
carbohidratos en tejido y los contenidos de fosforo (r*= 0,582) y nitrogeno (r*= 0,56) en

tejido (Fig. 27).
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Figura 26.- Variacion del contenido en carbohidratos, para Ulva rigida mantenida en camara de cultivo, bajo diferentes
combinaciones de aporte de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicadas de cada replica de tratamiento, obtenidos al final de las 2 semanas de cada serie (n= 6 para P, n= 10 para Ny
para la muestra inicial n=2).
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Figura 27.- Correlacion entre el contenido carbohidratos y los contenidos en
tejido de fosforo y nitrogeno Ulva rigida mantenida en condiciones de camara

de cultivo.
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2-2-Experimentos en planta piloto.

¢ Gracilaria cornea

Segun los datos presentados en la figura 28, el nivel de aporte de fosfatos no tuvo un
efecto significativo (p= 0,164) sobre el contenido de carbohidratos de G. cornea.

No se observo ninguna correlacion significativa entre el nivel de contenido en
fosforo en tejido y la concentracion de carbohidratos. Debido a problemas técnicos con
el equipo no se han podido obtener, todos los datos del contenido en nitrégeno de
Gracilaria cornea, con lo que no se ha podido estudiar el efecto del contenido de

nitrogeno en tejido de Gracilaria cornea sobre el contenido en carbohidratos.

[0 Muestra inicial
B Muestras de los diferentes tratamientos

60
50
40

(% de PS)

10

Contenido en carbohidratos

0 uM 10 uM 40 pM 70 uM

Diferentes niveles de aporte de PO,

Figura 28.- Variacion del contenido en carbohidratos, para Gracilaria cornea
mantenida en condiciones de invernadero, en funcion de diferentes niveles de

aporte de fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicados de cada replica de tratamiento, obtenidas
al final del experimento (n=4 y para la muestra inicial n= 2).
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¢ Ulva rigida
Segun los datos presentados en la figura 29, el nivel de aporte de fosfatos no tuvo un

efecto significativo (p= 0,163) sobre el contenido de carbohidratos de Ulva rigida.
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§ 20

=

§ 16 -

=5

12

coll-"

c® @

KT 8 -

58

< ]

=

g 0

(3 0 uM 10 uM 40 uM 70 uM
Diferentes niveles de aporte de PO43'

Figura 29.- Variacion del contenido en carbohidratos, para Ulva rigida
mantenida en condiciones de invernadero, en funcion de diferentes niveles de

aporte de fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicados de cada replica de tratamiento, obtenidas
al final del experimento (n=4 y para la muestra inicial n= 2).

Por otro lado, los datos de la figura 30 muestran que existe una correlacion,
significativa, negativa y lineal entre el contenido en carbohidratos y los contenidos en

tejido de fosforo (r=- 0,92) y de nitrégeno (r=-0,93) para Ulva rigida.
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Figura 30.- Correlacion entre el contenido en carbohidratos y los contenidos
en tejido de fosforo y nitrogeno para Ulva rigida mantenida en condiciones de

invernadero.
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1- Proteinas

1-2-Experimentos en camara de cultivo.

¢ Gracilaria cornea

Debido a problemas técnicos no se pudieron obtener todos los datos de de contenido de

nitrogeno de Gracilaria cornea, por eso se uso el contenido en ficoeritrina, como

indicador del contenido tisular en proteinas. Los datos presentados en la figura 31,

muestran la existencia de un efecto significativo tanto del nivel de aporte de fosfatos

(p=0,00) como del nivel de aporte de amonio (p=0,00) sobre el contenido en

ficoeritrina.

Tabla 13.- Variacion del contenido de ficoeritrina en tejido (mg/g PS = DS)
para Gracilaria cornea, en condiciones de camara de cultivo, en funcion del
nivel de aporte de fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

F .
recuiencta Concentracion de los pulsos de PO/
semanal de
aporte de
NH/ 0 uM 10 uM 40 uM 70 uM 100 uM Media
3. 2,4+0,3 1,9+0,1 2,5+0,2 1,7+ 0,0 1,7+ 0,5 2,0+ 0,4
(Serie 1)
7. 5,6 £0,0 3,3+0,0 3,9+0,0 2,7£0,0 3,4+0,0 3,80 +1,1
(Serie 2)
0 ac
(Serie 3) 1,8 +0,1 1,1+0,5 2,2+0,3 1,5+0,2 1,7£0,2 1,7 £ 0,4
Media 33 +2,0 2,1°+1,1  2,9°+0,9 2,0°+0,6 2,3°+1,0

Los resultados expresados corresponden a las medias de los valores obtenidos, al final de cada serie, a
partir de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=4 para P y n= 10 para N). Valores, en una
misma linea 0 misma columna, con distinto superindice indican diferencias significativas entre las medias

(p<0,05).
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Los niveles de ficoeritrina evolucionaron proporcionalmente con la frecuencia
de los pulsos de amonio; registrandose el valor maximo de 3,8 = 1,1 mg/g PS a una
frecuencia de 7 pulsos, el valor minimo de 1,7 + 0,4 mg/g PS con una frecuencia de 0
pulsos a la semana; y un valor medio de 2,0 + 0,4 mg/g PS a una frecuencia de 3 pulsos
por semana.

Por otro lado, los niveles maximos de ficoeritrina (3,3 = 2,0 y 2,9 £ 0,9 mg/g PS)
fueron registrados para un nivel de aporte de 10 y 40 uM de fosfatos respectivamente.
Sin embargo, no se observé una correlacion significativa (= 0,1) entre el contenido de

fosforo en tejido y el contenido de ficoertrina.
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Figura 31.- Variacion del contenido en ficoeritrina, para Gracilaria _cornea mantenida en camara de cultivo, bajo diferentes
combinaciones de aporte de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicadas de cada replica de tratamiento, obtenidos al final de las 2 semanas de cada serie (n= 4).
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¢ Ulva rigida

Los datos presentados en la figura 32 muestran que no hubo un efecto significativo
(p=0,153) del nivel de aporte de los fosfatos sobre el contenido en proteina del alga. Por
otra parte no existe una correlacion significativa entre los contenidos en tejido de
fosforo y proteina (= 0,33).

Sin embargo, si existe un efecto significativo (p=0,000) del aporte de amonio
sobre el contenido en proteinas, siento la variacion del contenido en proteina
proporcional al nivel de aporte de amonio (16,5 = 4,0 % en proteina de PS a 0 pulsos;

18,8 1,3 % a 3 pulsos y 21,4 + 1,7 % en proteina de PS a 7 pulsos).

Tabla 14.- Variacion del contenido de Proteina en tejido (% de PS = DS) para
Ulva_rigida, en condiciones de cimara de cultivo, en funcion del nivel de
aporte de fosfatos y la frecuencia de los pulsos de aporte del amonio.

Frecuencia Concentracion de los pulsos de PO;”
semanal de
aporte de
NH/ 0 uM 10 uM 40 uM 70 uM 100 uM Media
3. 17,3+ 1,0 20,8 £2.3 184+19 18,4+ 0,6 189+0,3 188" +1,3
(Serie 1)
7. 19,6 = 3,0 23,0+3,9 21,3+0,0 20,0+3,1 233+0,3 21,4 +1,7
(Serie 2)
0. 23,6+ 1,5 14,6 £ 0,8 15,6 +0,9 13,4+25 152+0,2 16,5 +4,1
(Serie 3)

Media 202°+32 19,5°+43 18,5"+29 17,3*+34 19,17 +4,0

Los resultados representados corresponden a las medias de los valores obtenidos, al final de cada serie, a
partir de los duplicados de cada replica de tratamiento (n=4 y n= 2 para la muestra inicial). Valores, en

una misma linea o misma columna, con distinto superindice indican diferencias significativas entre las
medias (p<0,05).
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Figura 32.- Variacion del contenido en proteina, para Ulva rigida mantenida en camara de cultivo, bajo diferentes combinaciones

de aporte de amonio y fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicadas de cada replica de tratamiento, obtenidos al final de las 2 semanas de cada serie (n= 4).
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2-2-Experimentos en planta piloto.

¢ Gracilaria cornea

Los datos presentados en la figura 33 muestran que no hay un efecto significativo
(p=0,25) del aporte de los fosfatos sobre el contenido en ficoeritrina del alga. Sin
embargo existe una correlacion positiva (r=0,66) entre los contenidos de ficoeritrina y

fosforo en tejido del alga (Fig. 34)

‘ O Muestra inicial B Muestras de los diferentes tratamientos
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R=
E 5,00 A
o
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1
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o oL
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= 1,00 ~
<%}
~N—
g 0,00
@) 0 uM 10 uM 40 pM 70 uM

Diferentes niveles de aporte de PO,

Figura 33.- Variacion del contenido en ficoeritrina, para Gracilaria cornea
mantenida en condiciones de invernadero, bajo diferentes niveles de aporte de

fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicados de cada replica de tratamiento, obtenidas
al final del experimento (n=4 y para la muestra inicial n= 2).
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Figura 34.- Correlacion entre los contenidos en ficoeritrina y fosforo en
tejido para Gracilaria cornea mantenida en condiciones de invernadero.

¢ Ulva rigida
Los datos presentados en la figura 35 muestran que no se observa un efecto significativo
(p=0,5) del aporte de fosfatos en el medio y el contenido en proteina del alga. Sin
embargo si que existe una correlacion positiva (r= 0,83) entre el contenido de fésforo en

tejido y el proteinas en el alga (Fig. 36).
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Figura 35.- Variacion del contenido en proteina, para Ulva rigida mantenida
en condiciones de invernadero, bajo diferentes niveles de aporte de fosfatos.

La grafica representa los valores de las medias de los duplicados de cada replica de tratamiento, obtenidas
al final del experimento (n=4 y para la muestra inicial n= 2).
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Figura 36.- Correlacion entre los contenidos en proteina y fosforo en tejido
para Ulva rigida mantenida en condiciones de invernadero.
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Discusion
I- Biofiltracion y asimilacion de fosfatos

1- Gracilaria cornea

Los datos de biofiltracion obtenidos para la rodofita Gracilaria cornea cultivada tanto a
escala de laboratorio como en tanques a escala piloto (bajo condiciones de invernadero)
muestran que esta especie es capaz de eliminar de forma eficiente los aportes de fosfatos
en altas concentraciones, mostrando diferencias en la eficiencia de biofiltracion segtn el
tiempo transcurrido después de la adicion de fosfatos (eficiencias entre el 99,7 al 43,3
% después de 7 dias y del 94,0 al 16,2 % después de 10 horas). Los datos obtenidos son
comparables con los datos de tasas de biofiltracion de fosfatos obtenidos por otros
autores mostrando una eliminacion de fosfatos de efluentes de langostinos del 95 %
para Gracilaria edulis, 84,8 % de eliminacion de fosfatos por Gracilaria conferta en
sistemas de cultivo integrados y un 32 % de eliminacion de fosfatos por Gracilaria
chilensis en un sistema de cultivo integrado con salmones (Martinez-Aragon et al,
2002).

Tanto en condiciones de laboratorio como bajo condiciones de invernadero las
tasas de biofiltracion maximas (entre 99,7 y 94 %) fueron obtenidas para una
concentracion de fosfatos en agua de 10 pM, siendo las tasas de biofiltracion mas bajas
a concentraciones de fosfatos mas elevadas. Estos datos demuestran que Gracilaria
cornea presenta mecanismos de saturacion en funcion de la disponibilidad de nutrientes
similares a los obtenidos por otras especies de macroalgas que presentan cinéticas de
eliminacion de fosfatos ajustadas a curvas de saturacion de Michaelis-Menten (Lobban
y Harisson, 1997). Esto supone que la capacidad de biofiltracion se satura a

concentraciones elevadas de fosfatos en el medio. Los datos correspondientes al
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contenido de fosforo en tejido analizados durante los experimentos demuestran esta
consideracion ya que los valores se mantienen estables a concentraciones de 40, 70 y
100 uM, lo que evidencia la existencia de saturacion del mecanismo de asimilacion de

fosfatos por esta especie.

2- Ulva rigida

Las tasas de biofiltracion registradas para la clorofita Ulva rigida tanto bajo condiciones
de laboratorio como de invernadero (tasas del 93,7 al 21,0 % de eliminacion después de
7 dias del pulso de fosfatos y del 37,6 al 2,8 % después de 10 horas del pulso de
fosfatos) han demostrado que la capacidad de biofiltracion de fosfatos de Ulva rigida
es menor que la de Gracilaria cornea.

Un gran nimero de factores, como las variaciones inter-especificas de las algas,
el historial de nutricion, el tipo de tejido o la fase del ciclo bioldgico en la cual se
encuentra el alga, afectan la absorcion de nutrientes (Harrison y Hurd, 2001). Segin
Harrison y Hurd (2001) la relacion N:P en tejido del alga puede controlar la variacion
de la eficiencia de biofiltracion ya que el ratio interno N:P del alga regula la tasa de
absorcion de estos dos nutrientes como forma de mantener esta proporcion en su nivel
optimo. Las muestras iniciales que se usaron para nuestro experimento tenian una
relacion N:P de 10:1 para Gracilaria cornea 'y 30:1 para Ulva rigida lo que explica que
G. cornea eliminara los fosfatos del agua con mayor eficiencia y que la filtracién de
fosfatos no se viera afectada por la disponibilidad de nitrégeno (amonio) en el medio
mientras que para Ulva rigida se obtuvieron dinamicas diferentes. Cuando la relacion
N:P en el medio es menor que el nivel 6ptimo del alga, el crecimiento se vera limitado
por la carencia de N, mientras que el exceso de P es excretado al medio o almacenado
en tejido (Harrison y Hurd, 2001). Por otro lado, las macroalgas tienen la capacidad de

regular la absorcion de P para mantener un equilibrio interno del ratio N:P (Bjornsiter y
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Wheeler, 1990). El bajo contenido inicial en P para Ulva rigida, explica el hecho de que
el alga no haya filtrado ni asimilado los fosfatos de manera muy eficiente. A esto se
suma el hecho que Ulva pueda bajo ciertas condiciones liberar el fosforo hacia el medio
exterior. Segun Runcie et al. (2004), Ulva lactuca y Cantella nipae pueden liberar parte
del fosforo contenido en su pared celular y en algunos compartimentos intracelulares en
forma de ortofosfatos y algunos componentes orgdnicos. Segun estos mismos autores la
liberacion de fosforo por estas especies seria constante e independiente de la
concentracion de éste en el medio externo. Esto podria explicar las variaciones
continuas en contenido en fosforo registradas a lo largo de los experimentos llevados a
cabo con Ulva rigida.

Por otra parte, se observo que durante las dos primeras semanas del ensayo de
Ulva rigida a escala de laboratorio, semanas durante las cuales la frecuencia de aporte
de amonio era de 3 pulsos por semana, la tasa de biofiltracion del fésforo era alta
mientras que el nivel de contenido de fosforo en tejido era bajo. Esta contradiccion se
puede explicar por la tasa de crecimiento alta que se registro durante esta semana.
Después de un periodo de limitacién de nutrientes, la posterior adiciéon de fosfatos
estimula una fase de absorcion ascendente hasta alcanzar niveles extremos de
asimilacion (definidos en la bibliografia como “surge uptake”). Esta fase se caracteriza
por presentar una tasa muy alta de absorcion del nutriente produciendo que el alga
sobrepase su carencia y mantenga su tasa de crecimiento (Harrison y Hurd, 2001;

Runcie et al., 2004).
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II- Tasas de crecimiento

1- Gracilaria cornea

Los datos de tasa de crecimiento especifica obtenidos para Gracilaria cornea, cultivada
a escala de laboratorio demuestran que la frecuencia de los aportes de amonio tiene un
efecto significativo sobre el rendimiento del alga. Asimismo se observo que con una
frecuencia de 3 pulsos de amonio por semana se obtuvieron mayores valores de
crecimiento (2,4 + 0,1 %. d™') que con aportes de 7 pulsos de amonio por semana (1,7 +
0,4 %. d™"). Otros autores demostraron que para Gracilaria chilensis la frecuencia de los
pulsos tiene un mayor efecto sobre el crecimiento del alga que su concentracion (Smit et
al., 1997).

Por otra parte se observo que la tasa de crecimiento de esta especie, tanto bajo
condiciones controladas como bajo condiciones de planta piloto, estaba positivamente
correlacionado con el contenido de fosforo en tejido hasta el limite de 2,5 mg P/g PS
para Gracilaria cornea cultivada en condiciones de laboratorio y 3,0 mg P/g PS para G.
cornea cultivada en condiciones de planta piloto. Esto indica que el fésforo es un
elemento importante para el crecimiento de esta especie. Por encima de estos valores se
registraron disminuciones de las tasas de crecimiento especifica de forma inversamente
proporcional al contenido de fésforo en tejido. Esto podria explicar la limitacion del
crecimiento debida al exceso de fosforo en el medio. Con aportes de fosforo de
concentracion 6 uM por semana, la tasa de crecimiento de la rodofita Agardhiella
subulata fue maxima, sin embargo, a concentraciones mas elevadas la tasa de
crecimiento disminuyeron hasta valores intermedios (Chopin y Wagey, 1999).

Segtn Navarro-Angulo y Robledo (1999), en ambientes tropicales, niveles bajos
de fosforo reducen la capacidad fotosintética de Gracilaria tikvahiae limitando su

crecimiento y su productividad. Estos mismos autores demostraron que aportes de N:P
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de 10:10 inhiben el crecimiento de Gracilaria cornea debido al efecto perjudicial de las
altas concentraciones de fosfato en el medio. Los resultados obtenidos durante nuestros
experimentos demuestran que, bajo las condiciones de cultivo ensayadas, la
productividad de G. cornea se vié limitada a valores mucho menores en la relaciéon N:P

(15:4 en el laboratorio y 15:1 en invernadero).

2- Ulva rigida

Resultados similares, en relacion al efecto de la frecuencia de los pulsos de amonio
sobre la tasa de crecimiento del alga, a los observados para Gracilaria cornea fueron
medidos para Ulva rigida, cultivada en condiciones de laboratorio. Asimismo se
obtuvieron mejores rendimientos con un aporte de amonio en 3 pulsos por semana (3,5
+ 1,3 %. d") que con un aporte de 7 pulsos por semana (2,8 + 1,2 %. d). Estos
resultados fueron similares para las dos especies bajo las diferentes condiciones
ensayadas, observandose mayores tasas de crecimiento en los periodos posteriores a los
dias de cultivo bajo limitacion de nutrientes.

De la misma manera que para Gracilaria cornea, se observd que la tasa de
crecimiento especifica de Ulva rigida, mantenida tanto bajo condiciones controladas
como bajo condiciones de planta piloto, estaba positivamente correlacionada con el
nivel de aporte de los fosfatos al medio y con el contenido de fésforo en tejido hasta el
limite 1,7 mg P/g PS (19,8 mg P/g PF) para las algas bajo condiciones de planta piloto,
y 1,0 mg P/g PS (16,5 mg P/g PF) para las cultivadas en condiciones de laboratorio.
Este resultado indicaria que el fosforo es un elemento importante a considerar para el
optimo crecimiento de estas especies. Por encima de estos limites se registraron
disminuciones en las tasas de crecimiento. Esto podria indicar la existencia de
limitacion del crecimiento debido al exceso de fosforo en el medio. Bjornséter y

Wheeler (1990) describieron que para las clorofitas Ulva fenestra y Enteromorpha
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intestinales, el contenido de fosforo y la tasa de crecimiento especifica estaban
correlacionados linealmente y positivamente para un contenido de fosforo en tejido
inferior a 0,6 % de peso fresco (6 mg de P/g PF). Hafting (1999) por su parte describi6
que para la rodofita Porphyra yezoensis, el fosforo juega un papel importante para su
crecimiento demostrando la existencia de una correlacidon positiva y lineal entre la tasa
de crecimiento especifica y el contenido de fosforo en tejido, para unos valores de este
ultimo inferiores a 2 mg de P/g de PF. Los valores de fésforo en tejido obtenidos en
nuestros experimentos, como valores limitantes para el crecimiento Ulva rigida, se
encuentran por encima de los valores descritos por otros autores, lo que indica que no
hay ninguna contradiccion entre nuestros resultados y los resultados obtenidos por

dichos autores.
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II- Composicion bioquimica
1- Carbohidratos

1-1-Gracilaria cornea

Diferentes estudios han demostrado que el nivel de fosforo en tejido tiene un efecto
negativo sobre el contenido en polisacaridos en dos especies de rodofitas, Chondrus
crispus y Agardhiella subulta, similar al efecto Neish descrito para el nitrogeno (Chopin
y Yarish, 1998). Por otra parte, hay trabajos que contradicen este efecto del contenido
en fosforo sobre el contenido en carragenatos (polisacarido estructural de estas especies
de algas rojas) de Chondrus crispus. Chopin y Gallant (1995), demostraron que para
esta especie el contenido en fosforo en tejido tenia un efecto negativo sobre el contenido
en carragenatos, mientras que Chopin y Wagey (1999) han demostrado que el contenido
en fosforo no tenia efecto significativo sobre el contenido en carragenatos para la misma
especie. A la vista de estos resultados contradictorios, no hay otros estudios fiables
realizados sobre el efecto del fosforo sobre el contenido en carbohidratos para poder
comparar de forma efectiva nuestros resultados.

Los datos de aporte de amonio en el medio mostraron que no habia efecto
significativo sobre el contenido de carbohidratos. Esto puede ser debido, a que la
asimilacion de amonio muestra saturacion a determinados niveles, por lo que un nivel
alto de aporte de amonio no corresponde siempre a una alta asimilacion de amonio en
tejido. No obstante, algunos autores han descrito la correlacion negativa existente ente
el contenido de nitrégeno en tejido y el contenido en carbohidratos en especies como
Gracilaria tikavahiae (Friedlander y Dawes, 1985), Gracilacia gracilis (Smit et al.,

1997), y Chondrus crispus (Chopin y Gallant, 1995).
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1-2-Ulva rigida
Los datos para Ulva rigida, tanto cultivada en cdmara como en invernadero, han
demostrado que el contenido en carbohidratos est4 correlacionado negativamente con el
contenido de nitrogeno en tejido. Esto coincide con los resultados obtenidos por otros
autores para especies de rodofitas (Friedlander y Dawes, 1985; Chopin y Gallant, 1995
y Smit et al., 1997). No se han encontrado antecedentes comparables sobre este efecto
en especies de algas verdes.

Esta correlacion observada entre el contenido en carbohidratos y el de nitrogeno
en tejido es debido a que bajo deficiencias en nitrogeno, el carbono asimilado por las
algas es almacenado en forma de compuestos no aminados debido a lo disponibilidad de

nitrégeno (Smit et al., 1997).

2- Proteinas

2-1- Gracilaria cornea

Los datos que se obtuvieron para la variacion del contenido en ficoeritrina, bajo
condiciones de laboratorio muestran el efecto del nivel de aporte de los fosfatos en el
medio y el contenido en ficoeritrina sin que haya una correlacion clara entre los dos
parametros. Sin embargo en los experimentos a escala de planta piloto, se observo una
diferencia significativa del contenido en ficoeritrina en funcidn del contenido de fosforo
indicando que bajo estas condiciones el fosforo no tiene un efecto claro sobre la
acumulacioén de ficoeritrinas como si ha sido demostrado para el nitrégeno.

Por otra parte, se observo que habia un aumento del contenido en ficoeritrina
con el aumento del contenido de nitrogeno en tejido. Datos similares se obtuvieron para
Gracilaria gracilis (Smit et al., 1997) y para Gracilaria cornea (Navarro-Angulo y

Robledo, 1999). Segiin, Navarro-Angulo y Robledo (1999), en las algas rojas las
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ficobiliproteinas son elementos de almacenamiento de nitrégeno tan importante como
los amino acidos libres, siendo la ficoeritrina el pigmento que mas rapidamente

responde a la disponibilidad de nitrégeno en el medio.

2-2- Ulva rigida

Los datos obtenidos para Ulva rigida, tanto bajo condiciones de camara de cultivo como
en invernadero, indican que el contenido de proteinas aumenta tanto en relacion al

contenido en fosforo como el de nitrégeno.
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Conclusiones

A la vista de los resultados, del presente trabajo se pueden obtener las siguientes
conclusiones:
1- Bajo las condiciones de cultivo ensayadas, tanto a nivel de laboratorio bajo
condiciones controladas como a nivel de cultivo a escala de planta piloto,
Gracilaria cornea (Rhodophyta) es capaz de biofiltrar los fosfatos del agua con
mayor eficiencia que Ulva rigida (Chlorophyta), pudiendo ser consideradas ambas
especies como buenas biofiltradoras a concentraciones bajas del fosforo en el

medio (superiores al 90 % a concentraciones de 10 uM de fosfatos).

2.- El mecanismo de absorcion y asimilacion del fosforo de estas especies, se ve
afectado por la relacion N:P interna (N:P de 10:1 para Gracilaria cornea 'y 30:1
para Ulva rigida). A mayores relaciones N:P menores son las eficiencias de

absorcion y asimilacion de fosforo.

3.- Tanto para Ulva rigida como para Gracilaria cornea, se obtuvieron tasas de
crecimiento superiores con aportes de amonio de 3 pulsos por semana que con
aportes continuos (7 pulsos por semana), demostrandose la mayor importancia

de la frecuencia con respecto a la concentracion de los pulsos.

4.- El fosforo es un elemento importante y necesario para el crecimiento de las
dos especies cuyo aporte mejora el nivel de crecimiento, aunque hasta el
momento no habia sido considerado como tal en las condiciones ensayadas. No

obstante, a altas concentraciones y dependiendo de las relaciones N:P especificas
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de cada especie, un aporte excesivo puede resultar inhibidor (“téxico”), siendo el
nivel 6ptimo para el crecimiento de Ulva rigida entre 1,0 y 1,6 mg de P. g de

PS, y el de Gracilaria cornea entre 2,5y 3 mg de P. g de PS.

5.- En relacion al efecto de los aportes de fosforo y nitrogeno sobre la sintesis de
carbohidratos de las dos especies ensayadas se concluye que para la rodofita
Gracilaria cornea el aporte y la asimilacién de estos nutrientes no muestran un
efecto significativo sobre su contenido. Sin embargo, para la clorofita Ulva
rigida el contenido en carbohidratos muestra una correlacion negativa con los
contenidos de fosforo y nitrégeno lo que indica que en presencia de estos
nutrientes la sintesis de otro tipo de metabolitos se ve estimulada en detrimento

de la acumulacion de carbohidratos.

6.- Para las dos especies ensayadas la sintesis y acumulacion de proteinas guarda
una correlacion positiva con los niveles de nitrégeno y fosforo en tejido lo que
sugiere un efecto directo de este tipo de nutrientes sobre la acumulacion proteica

bajo las condiciones de cultivo experimentadas.
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