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Resumen

Es bien sabido que el iodo es parte indispensable del correcto desarrollo tanto del
ser humano como de otros organismos, por lo que es interesante ahondar en el estudio del
enriquecimiento con iodo en productos para satisfacer la deficiencia de este elemento.
Las microalgas han conseguido posicionarse como una alternativa sostenible dentro de la
alimentacion en acuicultura. En este trabajo se valora el crecimiento y produccion de seis
cepas de microalgas enriquecidas a distintas concentraciones de iodo a saber, Isochrysis
galbana, Parachlorella sp., Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis gaditana,
Euglena cantabrica y Rhodosorus marinus. El enriquecimiento de estos experimentos se
realiz6 mediante el elemento iodato de potasio (K/03) con un intervalo de concentracion
de [1.5-20 uM] dependiendo de la experiencia. Se realizaron tres experimentos en total,
dos de ellos a escala laboratorio, cultivando las microalgas en camara de aclimatacion a
temperatura, luz, humedad y aporte de carbono controlados. El tercero, se realiz6 a escala
piloto gracias a PBR’s de 40 L en invernadero en condiciones “outdoor”, donde sélo se
aportaba de manera artificial aireacion con CO,. Los datos arrojados por el primer
experimento nos indican un efecto negativo del crecimiento en la especie /. galbana, sin
embargo, en las especies Parachlorella sp. y Nannochloropsis gaditana, se pudieron
apreciar diferencias significativas en el crecimiento. En cambio, las cepas E. cantabrica
y P. tricornutum generaron las mayores producciones. En el segundo experimento se
procedié a seleccionar las especies mas productivas, exponiéndolas a diferentes
concentraciones de iodo, de este modo se pudo apreciar que la poblacion expuesta a 3 uM
fue la mas productiva en ambas especies. El ultimo experimento, realizado a escala piloto,
nos confirma que altas dosis (20 uM) del elemento en cuestion generan un efecto negativo
en la especie Rhodosorus marinus. En conclusion, queda de manifiesto que una dosis
controlada de K105 optimiza la produccion de ciertas especies de microalgas, lo que las

sugiere como un enriquecedor sostenible para su uso en acuicultura.



Abstract

It is a well known fact that iodine is an essential part in the correct development of the human
being, among other living organisms, which is why it is interesting to deepen in the study of
product enrichment with iodine in order to satisfy the deficiency of this previous element.
The micro-algae have positioned themselves as a sustainable alternative within aquaculture
nutrition. In this assignment we have valued the growth and production of six strains of
micro-algae, enriched with different concentrations of iodine, such as Isochrysis galbana,
Parachlorella sp., Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis gaditana, Euglena
cantabrica y Rhodosorus marinus. The enrichment of these experiments was conducted by
the element of potassium iodate (KI0;) with a concentration interval of [1.5-20 uM]
depending on experience. Three experiments have been carried out, two of them at
laboratory scale, cultivating the micro-algae in an acclimatization chamber, with controlled
temperature, light, humidity and carbon contribution. The third one, carried out at pilot scale
due to PBR’s of 40 L at a greenhouse, with outdoor conditions, where only carbon dioxide
(€C0O,) airing was provided artificially. The generated data of the first experiment indicate a
negative effect in the growth of specie I, galbana. Nevertheless, in the species Parachlorella
sp. and Nannochloropsis gaditana, significant differences were appreciated in their growth.
However, the strains E. cantabrica and P. tricornutum generated the largest productions. In
the second experiment the most productive species were selected, and they were exposed to
different iodine concentrations. Thereby, it was esteem that the settlement exposed to 3 uM
was the most productive one within both species. The final experiment, carried out at pilot
scale, confirms that a high dose (20 uM) of the element at issue generate a negative effect in
the Rhodosorus marinus's specie. To sum up, a controlled dose of KIO; optimizes the
production of certain species of micro-algae, suggesting them as a sustainable enriching

element for its use in aquaculture.
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1. INTRODUCCION

En 1890 comenzé el estudio de las microalgas desde el punto de vista biotecnolégico,
con los estudios del microbidlogo holandés Beijerinck, que realizo el primer cultivo de la
especie de agua dulce Chlorella vulgaris. Las microalgas forman parte del plancton v,
pueden llegar a ser sustitutos sostenibles de productos de uso comun de origen animal o
vegetal. A lo largo de estos ultimos afios, se han experimentado las posibilidades de uso
de estos organismos en diferentes aplicaciones industriales. Las oportunidades y
beneficios del cultivo de microalgas hoy en dia son variadas, destacando: la produccion
de biomasa para alimentaciéon humana o animal, la retirada de CO, o la produccion de
metabolitos de alto valor. Desde un punto de vista medio ambiental también se pueden
encontrar referencias de los beneficios propiciados por estos cultivos. Herndndez-Pérez y
Labbé (2014) realizaron un estudio de la capacidad “ficorremediadora” que poseen las
microalgas. Estas son consideradas amigables con el medio ambiente por su capacidad de
reciclar nutrientes inorganicos de liquidos y gases integrandolos en su metabolismo para
la produccion de biomasa, la cual puede ser utilizada desde el punto de vista industrial.
En funcién de la variedad de metabolitos primarios y secundarios entre los que destacan
polisacaridos, aminoacidos, enzimas, proteinas y otros elementos complejos que son
variables en concentracion segun la especie, las microalgas son valoradas como
candidatas para una futura nutricion tanto humana como animal. La tecnologia en cuanto
a la produccion de la biomasa de microalgas se encuentra atin en desarrollo. Abalde ef al.
(1995) reconocen las limitaciones en el desarrollo industrial de la biotecnologia de
microalgas debido a los altos costes de produccion y la posterior baja rentabilidad de
dichos rendimientos, siendo éste un inconveniente de la industria. Estas consideraciones
han mejorado en los ultimos afios, siendo esencial que el cultivo y procesado de las

microalgas se puedan realizar de forma econdémicamente rentable, garantizando una
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produccion de bajo coste que pueda competir con las producciones de otros organismos

de la industria (Barkia ef al., 2019).

A continuacion, se resumen las especies de microalgas més producidas y sus usos en
distintas industrias: en el campo de la nutricidn, las cepas mas comercializadas son
Chlorella y Spirulina. Mas especificamente, Spirulina (Arthrospira) ha sido descrita por
su crecimiento natural en lagos alcalinos. Segun Shimamatsu en 2004 ya se producian
mas de 3000 toneladas (T) de peso seco gracias a distintas empresas mundiales. La mayor
parte de esta produccioén va dirigida a suplementos nutricionales proteicos conocidos
como “alimentos saludables”. En menor medida se comercializa como alimento sobre
todo para la acuicultura animal y como colorante alimenticio propiciando un color azul
debido a la ficocianina (Shimamatsu, 2004). Dunaliella salina proporciona actividad
antioxidante gracias a los f-carotenos y a acidos grasos como el oleico, compuestos
importantes para campos como la cosmética. Haematococcus pluvialis es cultivada para
la produccion de astaxantina, que genera beneficios antioxidantes, pero ademas esta cepa
contiene otros compuestos que previenen el cancer y es considerada como
inmunomoduladora. Otras cepas como Isochrysis galbana, Nannochloropsis gaditana o
Phaeodactylum tricornutum son cultivadas para la acuicultura (Borowitzka, 1999; Hors,
2011). En definitiva, las microalgas son generadoras de productos de alto valor afadido
que pueden estar enfocados a numerosas industrias (Plaza et al., 2009; Gutiérrez et al.,

2017).

La acuicultura se especializa en el cultivo de organismos que habitan en el agua, bien
sea dulce o salada. Se trata de una técnica relativamente moderna que surgié debido a

variadas causas, y mas especificamente las derivadas de la limitaciéon de recursos
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acuaticos determinados por un mal uso y abuso, en la explotacién medioambiental de los
mares y océanos. Como objetivo, la acuicultura busca la capacidad de renovar dichos
recursos sin acabar con los encontrados en la naturaleza por lo que se encarga de todos
los aspectos encaminados hacia las mejoras en la produccion de organismos acuaticos
desde la reproduccion hasta la distribucion final del producto. Es importante destacar la
constatacion de que el crecimiento de la poblacion mundial y la disponibilidad de
productos alimenticios terrestres es un problema reconocido a nivel mundial. En el
informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) en 2020, se confirma el declive en las capturas mundiales marinas a través de la
pesca y se valora el crecimiento de la acuicultura en el aporte de productos marinos a
nivel mundial, con un total de 114.5 millones de toneladas (T) de peso vivo en 2018.
Particularmente, se registraron en el mismo afio 87.000 T de microalgas cultivadas
procedentes de 11 paises diferentes, siendo China la productora de 86.600 T de este total
(Figura 1). Ademés de generar un producto de consumo humano directo, estas
microalgas son parte de la alimentacion en estados larvarios de peces, crustaceos
(Spolaore et al., 2006; Hernandez-Pérez et al., 2014) y fuente principal de moluscos

filtradores los cuales, representan el 56.2% de la produccion acuicola total (FAO, 2020).
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Figura 1: Evolucion de la acuicultura general en los tltimos afios. Fuente: FAO, 2020.

El cultivo larvario incluye el periodo de tiempo que transcurre desde que los huevos
son expulsados al medio hasta que alcanzan el grado y tamafio de alevines. La produccion
final dependera de estos individuos por lo que el objetivo principal de esta fase reside en
la obtencion de larvas sanas y con buena tasa de supervivencia, teniéndose en
consideracion el desarrollo embrionario y los requerimientos ambientales y nutricionales
que posea la especie en produccion. El cultivo larvario de las especies mas producidas,
como la dorada (Sparus aurata) o la lubina (Dicentrarchus labrax), han sido ya
estudiados y verificados presentando resultados satisfactorios, la problematica se
manifiesta con otras especies de menor produccion que se estan estudiando con el objetivo

de diversificar los productos de la acuicultura (APROMAR, 2019).

1.1. Importancia de la nutricion en la acuicultura
El término nutricion incluye varias fases consecutivas: el comportamiento
alimentario y la ingesta del alimento; la digestion y absorcion de los nutrientes; el

metabolismo y retencion de los nutrientes y la excrecion de productos de desecho
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(Navarro y Fernandez, 2009). Gracias a una buena nutricion, se consiguen individuos
que disponen de buen metabolismo y sistema inmune, ademas se consiguen filetes de
pescado con un mayor y mejor contenido nutricional. A modo de resumen, se haré

hincapié en algunos macros- y micronutrientes y, su respectiva distincion.

1.1.1. Proteinas

La importancia de estas macromoléculas reside en la esencialidad de éstas para el
crecimiento de un organismo, asimismo ayudan a la sintesis y mantenimiento de ciertos
tejidos como los musculares. Los costes de alimentacion en acuicultura son del 30 al 50%
de los costos totales y ademas, las fuentes proteinicas en su mayoria provienen de harinas
de pescado, que en los tltimos afios han incrementado sus precios (Requeni, 2007). Como
consecuencia, se buscan sustitutos de estos recursos de forma alternativa a las harinas de
pescado siendo alguna de estas: las harinas de insectos, de vegetales, de sangre, krill o de
microalgas (Barroso et al., 2013; Vizcaino, 2017). Asimismo, es objeto de estudio el
comportamiento en la digestion y metabolismo del organismo bajo estas fuentes

alternativas (Amirkolaie et al., 2005).

1.1.2. Lipidos

Los lipidos son moléculas orgénicas relevantes en la nutricion humana y animal,
debido a que son una fuente de energia esencial, ayudan al correcto funcionamiento de
las membranas celulares y son indispensables para la formacion de hormonas y vitaminas.
Ademas, desde el punto de vista organoléptico afectan a la textura, sabor y calidad

nutritiva de los alimentos.
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Desde el punto de vista de la nutricion en acuicultura, la fuente de lipidos en los
piensos proviene del aceite de pescado. Esta fuente deriva de pequenas especies pelagicas
de peces marinos de menor precio, que en paises en vias de desarrollo son importantes
para la seguridad alimentaria, mientras que en otros son procesados para la produccion
de harinas y aceites de pescado. La tasa de inclusion de estas fuentes de lipidos ha
mostrado una baja tendencia ya que se usan de una forma mads selectiva debido a la

fluctuacién de sus precios en el mercado (FAO, 2020).

En el cultivo larvario los acidos grasos esenciales poseen funciones vitales en el
desarrollo, éstos no pueden ser sintetizados por las larvas, haciéndose imprescindible su
aporte mediante dieta especifica (Izquierdo, 1996; Izquierdo y Kowen, 2010), siendo los
mas importantes los 4acidos poliinsaturados (PUFAs) como los acidos docosahexaenoico

(DHA), eicosapentaenoico (EPA) y araquidonico (ARA).

Como alternativa sostenible se han incluido aceites vegetales con altos contenidos en
PUFA’s en la dieta de organismos cultivados (Caballero et al., 2002; Narejo, 2006). Las
microalgas son una de las fuentes que podemos encontrar en el medio natural de estos
acidos grasos poliinsaturados. Liu et al., (2013) consiguié una produccion de 13.6
miligramos por litro y dia (mg/L*d) de DHA en la especie Isochrysis galbana. Ademas,
estas microalgas productoras de acidos grasos esenciales también pueden ser empleadas

con otros fines, como la produccion de peces ornamentales (Basford et al., 2020).

1.1.3. Antioxidantes
Los antioxidantes son capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas.

El pienso para peces tiene un alto contenido en nutrientes lipidicos (PUFA’s) por lo que
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son susceptibles a la oxidacion. Las marcas comerciales de piensos utilizan antioxidantes
sintéticos, estos pueden acumularse en el producto final de consumo humano (Bohne et
al., 2008), debido a esta causa, se buscan antioxidantes naturales que resulten 6ptimos en
los piensos de organismos cultivados, como puede ser el extracto de romero (Hernandez

etal., 2011).

La importancia de los antioxidantes no solo reside en la acuiculturua, sino tambien en
campos como la cosmética o la nutracéutica. Figueroa et al. (2011), realizaron ensayos
en diez especies de macroalgas con el objetivo de encontrar moléculas antioxidantes y
fotoprotectoras. En sus resultados pudieron observar que tres extractos de macroalgas
(Halopithys incurva, Fucus spiralis y Cystoseira abies-marina) poseian alta actividad
antioxidante por el contenido en polifenoles. Podemos encontrar también este tipo de
compuestos en microalgas, Gémez et al. (2016) encontraron compuestos fendlicos en
cuatro especies, llegando a la conclusion de que la concentracion mas alta de
antioxidantes se encontré en cultivos de microalgas verdes, especificamente de las

especies Tetraselmis chuii y Dunaliella tertiolecta.

1.1.4. Pigmentos

Los pigmentos son los responsables del amplio abanico de colores que podemos
encontrar en la naturaleza debido a que son moléculas capaces de absorber la radiacion
luminosa segun las diferentes longitudes de onda (A). Como se describe anteriormente, la
cepa Dunaliella salina es una gran fuente de pigmentos f-carotenos (Cifuentes et al.,
1996) que generan un color anaranjado y poseen una funcién antioxidante. Otras
moléculas como la luteina, los carotenoides, el licopeno y la astaxantina generan el mismo

objetivo, proteger los tejidos expuestos al dafio por la luz (Stahl y Sies, 2012).
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La especie H. pluvialis es capaz de acumular astaxantina como respuesta al estrés
nutricional o ambiental. En concreto esta acumulacion se relaciona con el cambio de etapa
de células verdes vegetativas biflageladas a células en reposo no méviles y de mayor
tamafio (Boussiba y Vonshak, 1991). Kobayashi et al. (1997), llegaron a la conclusion de
que esta asimilacion es una respuesta adaptativa de esta cepa frente al estrés oxidativo,
por lo que se trata de un sistema de defensa frente a condiciones ambientales adversas
generado a lo largo de la evolucion de esta especie. El hecho de que esta molécula también
se considere un buen antioxidante hace que los &mbitos nutricional y farmacéutico puedan

comercializarla a gran escala (Shah et al., 2016).

Velasco-Garzon y Gutiérrez-Espinosa (2019) evaluaron la importancia de la
nutricion en peces ornamentales. Por ejemplo, desde la perspectiva de los pigmentos,
estos no pueden ser sintetizados por dichos organismos, por lo que deben ser facilitados
a través de la dieta. Igualmente, en peces ornamentales la coloracion es muy extensa e
importante siendo a veces un requisito de calidad que a su vez determina el precio de
ciertas especies. Igualmente, estas moléculas son de gran importancia para algunas
especies de moluscos gasteropodos como Haliotis rufescens debido a la coloracion de su
concha, la cual puede ser comercializada con valor adicional (Canales-Gomez et al.

2010).

1.1.5. Micronutrientes

Los micronutrientes, aunque requeridos en menor concentracion, son esenciales para
la vida de algunos organismos. Los micronutrientes (<100 mg/kg de materia seca)
también conocidos como oligoelementos o elementos traza, son esenciales para funciones

bioquimicas en el metabolismo de muchos organismos afectando, entre otros, al
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crecimiento, la fertilidad, el desarrollo de huesos y musculos y la resistencia a
enfermedades (Olivares ef al., 2012; Houng-Yung ef al., 2014). Por todo esto, el control
de estos nutrientes en el cultivo de organismos marinos es de alta consideracion para una
produccion satisfactoria. La disponibilidad y utilizacion de los minerales en las dietas
para peces dependera de la fuente, forma del elemento, interaccion entre estos y otros
minerales o nutrientes y por supuesto, de la capacidad para almacenarlos que posea la
especie. Algunos de estos microelementos son el hierro, manganeso, zinc, cobre y el iodo

(Houng-Yung et al., 2014; Cai et al., 2016).

1.2. Todo
Eliodo (Courtois, 1811) (I) es un elemento no metalico de la familia de los halégenos
(Wisniak, 2001). Para Sumar e Ismail (1997), el iodo es uno de los primeros elementos
reconocidos como nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de animales y
humanos. También es reconocida su importancia en medicina como antiséptico cuya
funcién es la de destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos sobre tejidos vivos

o en la industria como colorante y reactivo (Arévalo et al., 1998; Diomedi et al., 2017).

1.2.1. La quimica del iodo

El océano se puede considerar como la principal fuente en el ciclo geoquimico del
iodo. La concentracion media en los ambientes marinos es alrededor de 0.5 micromolar
(uM) en la mayoria de los océanos. La forma quimica termodindmicamente mas estable
es el iodato (103) pero el ioduro (I7) puede simbolizar una parte representativa del iodo

total en aguas de alta produccion primaria (Bergeijk et al., 2013).
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Truesdale (1978) comenzé a visualizar la necesidad de estudiar los iones ioduro
generados en el procedimiento de reduccion del iodato, debido a procesos que ocurren de
forma natural en los océanos. Ademads, se esperaba que el maximo efecto de esta
transformacion tuviera lugar en zonas costeras y en la superficie de zonas ocednicas, ya

que son aguas que tienen alta productividad primaria.

El fitoplancton puede ser un reductor significativo en este proceso de reduccion
iodato-ioduro (Cuesta y Manley, 2009). Tsunogai y Sase (1969) concluyeron que el
mecanismo de la reduccion de iodato es consecuencia a la accién de la enzima nitrato
reductasa (NR) que esta contenida en varios tipos de organismos que viven en el agua de
mar. Sin embargo, Hung (2005) no pudo comprobar que el ioduro se forme en los océanos
por una reaccion bioldgicamente mediada por parte del fitoplancton como resultado de la

actividad de la NR.

Bluhm (2010) formulé que la reduccion de iodato a ioduro se observd en su experimento
principalmente en fases tardias del crecimiento celular del cultivo. Ademas, éstas se
cultivaron en medios con gran cantidad de nitratos (NO5_) llegando a la conclusion de
que dicha reduccién no esté relacionada con la disponibilidad de NO5_ sino, mas bien,

con la viabilidad de las células.

1.2.2. Importancia del iodo para organismos vivos

La glandula pituitaria (hipofisis) produce y secreta hormonas que se encargan de
diferentes procesos fisioldgicos como la reproduccion. Ademads, participa en procesos de
crecimiento y desarrollo normal de los individuos a través de las hormonas tiroideas

(THs), como la triiodotironina (T3) o la tiroxina (T4). Implicandose todas éstas en un
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proceso de retroalimentacion negativo en el eje de las glandulas Hipotalamo-Pituitaria-

Tiroides, como describen Farebrother et al. (2019).

En el cuerpo humano podemos encontrar moléculas de iodo, como la T4, encargada de
regular el metabolismo basal. De acuerdo con Bartet (2002), la deficiencia o exceso de
iodo en el cuerpo humano es un problema mundialmente reconocido y estudiado, al igual
que sus afecciones como el bocio o hipertiroidismo, y su tratamiento a base de ioduro de

potasio (KI) (Vanderpas, 2006).

El estudio de las fuentes de iodo ha variado muchisimo a lo largo de los afios, las
“calicheras” en Chile fue el primer lugar estudiado, donde se encontr6 la presencia de
dicho elemento en forma de iodato de sodio (Nal0O3). Como exponen Weng et al. (2014),
la principal fuente natural de iodo a lo largo de los afios ha sido el pescado, los mariscos
y algas en general. Por lo que en zonas no costeras existe un déficit de este elemento,
siendo necesaria la suplementacion. Una de las soluciones que se presentan en este
articulo es el posible uso de fertilizantes enriquecidos en iodo a través de microalgas, para

el cultivo de frutas y verduras.

1.2.3. Asimilacion y transformacion del iodo por los vegetales marinos

Hernandez, (2014) estudio la sintesis de THs en microalgas a través del balance del
iodo y su influencia sobre el crecimiento. Sin embargo, los mecanismos bioquimicos y
moleculares que permiten a las microalgas acumular el iodo y procesarlo son ain

desconocidos.
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Hepach et al. (2020) estudiaron las caracteristicas méas comunes en la reduccion del
iodato a ioduro gracias a una amplia gama de fitoplancton marino. Encontrando en sus
resultados que el rendimiento del ioduro es significativamente mayor en cultivos en
etapas de senescencia tardia, y en consecuencia proponen que los modelos basados en el
ciclo inorganico del iodo pueden estar ligados a modelos ecosistémicos marinos a través
de la mortalidad del fitoplancton. En sus conclusiones, declaran que en el futuro los
diferentes estudios que se elaboren deberian centrarse en la relacion existente entre la
amplia variedad de factores ambientales y fisiologicos de la muerte celular que pudieran

influir en el rendimiento del iodo.

1.2.4. Formas quimicas que aseguren buena disponibilidad del elemento

Las formas quimicas de iodo que existen en el agua son, el ioduro (/7), iodo
molecular (I,), 4acido hipoiodoso (HOI), el ion hipoiodito (OI7) y el iodato (OI35). La
forma menos estable termodindmicamente hablando, es el ioduro (Tsunogai y Sase,

1969), y la més estable el iodato (0I5) (Bergeijk et al., 2013).

En la biosfera marina el iodo se encuentra mayoritariamente en los organismos vivos
por lo que se le ha descrito como un elemento biofilico. En su relacion con la migracion
hacia aguas naturales y a la atmosfera, se le cataloga como hidrofilico y atmosfilico

(Hernandez, 2014) respectivamente.

1.3. La importancia del iodo en la acuicultura
1.3.1. Antecedentes de la inclusion de iodo en dietas enfocadas a la acuicultura
La inclusiéon de iodo en las dietas se ha estudiado con anterioridad con el fin de

controlar algunas enfermedades. Lall et al. (1985) usaron las modificaciones en dietas
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para controlar la enfermedad bacteriana del rindén (BKD) en el salmén atlantico (Salmo
salar). Estos llegaron a la conclusion de que la suplementacion de las dietas en elementos

traza puede proveer un mecanismo protector para superar la progresion de la BKD.

Geven et al. (2007) realizaron una tiroidologia comparativa entre dos especies, la
tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus)y la carpa comun (Cyprinus carpio).
En sus conclusiones examinaron que la caracteristica mas distintiva de la fisiologia
tiroidea de peces teledsteos es la presencia de una glandula tiroides endocrina
completamente funcional en los tejidos renales. Asimismo estudiaron la sintesis de THs,
la actividad del tejido tiroideo y la excrecion de dichas hormonas. Sin embargo, se
observd que esta hormona puede ser alterada por otros elementos. Por ejemplo, el
Metilmercurio ([CH;Hg*]) genera una inhibicion de la sintesis, secrecion y metabolismo
de la hormona tiroidea, a causa de esto, el sistema neurologico se puede ver afectado

(Soldin et al., 2008).

En el Instituto Nacional de Investigaciones en Nutricion y Productos del mar (NIFES) en
Noruega, Julshamn et al. (2006) realizaron un estudio preliminar sobre la concentracion
de iodo en los filetes de salmon Atlantico (Salmo salar) alimentados con dietas
suplementadas durante su fase de engorde. Como ya se ha comentado anteriormente, se
conoce que la funcion de la glandula tiroides y el estado de sus hormonas estin
relacionados con la nutriciéon y metabolismo. El iodo contenido en las muestras de este
estudio fue relativamente bajo, pero debido a que es posible aumentar el nivel de este
elemento gracias a dietas suplementadas, es viable obtener porciones de salmon que
posean el requerimiento nutricional adecuado para consumo humano. Indistintamente,

Moren et al. (2006) encontraron mayor contenido de iodo en los filetes del halibut
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atlantico (Hippoglossus hippoglossus), utilizando en su caso el enriquecimiento de

Artemia en iodo durante su etapa larvaria.

Valente et al. (2015) atendieron al efecto de la adicion de la macroalga roja
Gracilaria vermiculophylla en la dieta de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
enriqueciéndola en iodo. A consecuencia de esta inclusion, demostraron que la dieta al
5% de G. vermiculophylla puede contribuir al enriquecimiento nutricional de los filetes
de trucha ya que duplica su contenido en iodo. Asimismo, un mayor nivel de G.
vermiculophylla en la dieta de la trucha perjudica el crecimiento. Sin embargo, en la
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) la inclusion de Ulva sp. parece ser que puede
sobrepasar este porcentaje hasta llegar a un 10% sin efectos sobre el crecimiento o las
propiedades organolépticas del filete mientras que mejora la respuesta inmune de esta
especie (Valente et al., 2015a). De igual forma, se estudié en larvas de la lubina europea
(Dicentrarchus labrax) encontrandose una modulacion minima de la actividad enzimatica
digestivas en dietas con suplementacion con Ulva spp. (Valente et al., 2006). Se generan
igualmente aumentos en el sistema inmune gracias a macroalgas rojas y por consiguiente,
la suplementacion de algas marinas en alimentos acuicolas puede ser una gran
herramienta para aumentar la inmunocompetencia de ciertas especies al generarse un
mayor contenido nutritivo, en ciertos elementos como puede ser el iodo y al mismo

tiempo incrementando su crecimiento (Jodo et al., 2016).

1.3.2. Requerimientos de iodo en animales y humanos
Segun la Sociedad Espainola de Endocrinologia y Nutricion (SEEN), la ingesta de
iodo recomendada para los humanos en la etapa adulta es de 150 microgramos (pg) /dia.

Algunos filetes de pescado, como el Salmoén Atlantico, contienen 30 pg de iodo (I)
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alimentados con dietas sin enriquecer. Aquellos animales que han sido cultivados con
dietas enriquecidas en iodo pueden sobrepasar esta ingesta recomendada, encontrando en
filetes de salmon alimentados con dietas enriquecidas (180 pug de I), por lo que se tendra
que ser cuidadoso en la concentracion encontrada en dichos filetes para no provocar

afecciones (Julshamn et al., 2006).

Hamre et al. (2002), estudiaron la importancia de las presas (Artemias y copépodos
(copepoda)) con las que se alimentan las larvas del halibut atlantico para generar
diferencias en los estados de metamorfosis con lo que se constata, que la nutricién es un
importante factor para el desarrollo normal de las larvas. En sus conclusiones repararon
en los decrecimientos en el desarrollo de las larvas alimentadas con Artemias debido a la
composicion de macronutrientes de éstas. Ademas, en Artemias se encuentra un bajo nivel
de iodo que puede inhibir la sintesis de tiroxina y consecuentemente afectar a la migracion

del ojo de las larvas que fueron alimentadas con éstas.

Existen estudios donde se experimenta con los requerimientos de iodo y su toxicidad
en larvas de peces como los realizados por Penglase et al. (2013) que estudiaron la
toxicidad y nutricién de este elemento en larvas de bacalao (Gadus morhua). Sugiriendo
finalmente que el bacalao precisa de un requerimiento de aproximadamente 3.5
miligramos (mg)/kg de iodo aportado a base de rotiferos (rotifera) enriquecidos.
Igualmente se observo que a medida que se aumentaba el enriquecimiento en I de los
rotiferos, las larvas de bacalao fueron de tamafio mas pequefo. Srivastava et al. (2012)
estudiaron diferentes fuentes de iodo para enriquecer rotiferos encontrando los mejores
resultados gracias al ioduro de timol (TI). Penglase et al. (2015) realizaron un estudio

sobre enriquecimiento de rotiferos con varios minerales como son el Manganeso (Mn),
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Cobre (Cu) e Iodo. En este estudio las larvas fueron alimentadas con las presas dos horas
después del enriquecimiento, en conclusion encontraron un alto nivel de dicho elemento
en los rotiferos enriquecidos, siendo para el iodo 8 mg/kg de materia seca, muy superior
al requerimiento de 3.5 mg I/kg predicho anteriormente en otros estudios (Penglase et al.,

2013) para los requerimientos en larvas de bacalao.

1.3.3. Importancia del iodo en la nutricion del cultivo larvario de peces marinos

Segun Pascual y Yufera (1987), la alimentacion es uno de los factores mas
limitantes a la hora de realizar el cultivo larvario de peces marinos. Esta fase de la
acuicultura va ligada a la obtencion de presas vivas acordes al tamafio y requerimientos
nutricionales de cada fase del desarrollo larvario, hasta llegar a una transformacion
alimenticia donde se introducen nutrientes inertes conocida como, “Fase de Destete”. No
obstante, se hace necesario generar estudios que determinen el tipo y variedad de
alimentos que utiliza la naturaleza para nutrir a las larvas en su medio natural con el fin

de obtener unos ejemplares sanos y con la menor tasa de mortalidad posible.

Por consiguiente, es necesaria la alta produccion de presas vivas de forma sincronizada
al cultivo larvario, denominandose a esta produccion “cultivos auxiliares”, siendo los mas
habituales los de microalgas, rotiferos, Artemia y copépodos (estos ultimos son el
alimento natural de dichas larvas). Estas presas se pueden clasificar en dos grandes
grupos, fitoplancton y zooplancton, encargados de la produccion primaria y secundaria

en las cadenas troficas que se encuentran en el océano.

Por otra parte, existen especies que sufren grandes metamorfosis, como el lenguado

(Solea senegalensis) del orden de los Pleuronectiformes. Durante esta fase critica en el
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periodo larvario, una larva pelagica se transforma en un juvenil benténico. No solo existen
cambios en su morfologia sino también en su alimentacion y fisiologia digestiva (Tanaka
et al., 1996). Es conocido que la deficiencia de iodo en la dieta puede crear hipotiroidismo
y bocio en peces a consecuencia de unos niveles bajos de T3 y T4. Asimismo, algunos
estudios demuestran que el enriquecimiento de presas vivas con iodo es esencial para
peces criados en sistemas de recirculacion con inyecciéon de ozono al mantener un
desarrollo normal de las larvas (Ribeiro et al., 2011; Ribeiro et al., 2012). Del mismo
modo, en larvas de halibut atlantico (Hippoglossus hippoglossus) se han realizado
estudios entre larvas alimentadas con Artemia y otras alimentadas con zooplancton
capturado en la naturaleza, encontrandose hasta tres veces mas concentracion de iodo en
las larvas alimentadas con zooplancton natural que con la Artemia, siendo ambos grupos
alimentados hasta la finalizaciéon de su metamorfosis (Solbakken et al., 2002). Se
relaciona la concentracion de iodo que contienen las presas con la migracion del ojo en

la fase de la metamorfosis (Hamre et al., 2005).

1.4. Dificultad en el enriquecimiento en iodo en presas vivas enfocadas a acuicultura

El enriquecimiento de organismos zooplanctonicos ha sido un método importante
para incorporar los nutrientes necesarios en la dieta de larvas de peces (Prieto y Atencio,
2008). Como se menciono anteriormente, es conocido por diferentes estudios que la
Artemia tiene una baja concentracion de iodo en comparacion con el zooplancton
capturado de la naturaleza como pudieran ser los copépodos (Hamre et al., 2002;
Solbakken et al., 2002; Moren et al., 2006). Por todo esto, existen estudios donde se
enriquecen Artemias con nutrientes esenciales, como acidos grasos altamente insaturados

(HUFA’s) (Han et al., 2000; Delibano, 2005).
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Existen diferentes métodos para enriquecer presas con iodo. Moren et al., (2006), Hamre
et al., (2008) y Ribeiro et al., (2012) utilizaron KI para el enriquecimiento de Artemia,
mientras que otros estudios sugieren los aerosoles de cera (“wax spray beds” — WSB).
Estos aerosoles consisten en un difusor que genera pequenas gotas, de cera en este caso,
donde se encuentran los nutrientes. Su uso puede mejorar el aporte de sustancias solubles
a las presas y este método de enriquecimiento podria dar como resultado una reduccion
significativa en el coste evitando pérdidas de nutrientes para los larvicultores (Hawkyard
et al., 2014). Segtn los resultados de Langdon et al. (2008), se encontraron pérdidas de
micronutrientes labiles que pueden afectar al posterior enriquecimiento y por tanto, a la
concentracion de dichos nutrientes en el organismo final. Aun asi, estiman que estos
productos (WSB) pueden ser muy utiles para mejorar la composicion nutricional de

presas vivas con el proposito de alimentar larvas de peces marinos.

Hawkyard et al. (2011), probaron el enriquecimiento con ioduro de potasio (KI) de
Artemia mediante WSB para la alimentacion de larvas del pez cebra (Danio rerio),
obteniendo mejoras significativas en: la tasa de supervivencia (posible mejora relacionada
con las cualidades antibidticas del KI) y mayor nivel de iodo tisular en las larvas. Fue el

primer trabajo en demostrar altos niveles significativos de actividad de THs en Artemia.

Por otra parte, los copépodos son presas importantes en la dieta natural de larvas en
peces marinos. Con la condicidon de que las larvas tengan los requisitos necesarios para
un buen crecimiento y posterior produccion, en la acuicultura se han realizado estudios
sobre la produccion de estas presas para obtener los requerimientos necesarios para dichas
larvas (Mujica et al., 1995). Es importante destacar que la produccion de copépodos va

ligada a la obtencion de cultivos de macroalgas (Ulva, Enteromorpha y Porphyra) y
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microalgas (Chaetoceros gracilis, Tetraselmis sp. € Isochrysis galbana). En la naturaleza
los copépodos utilizan éstas como fuente de alimentacion y habitat o refugio frente a
predadores (Mujica et al., 1995). Sin embargo, en diversos estudios se realiza el
enriquecimiento de rotiferos, llegando a encontrar niveles similares de iodo al que poseen
los copépodos en la naturaleza (Srivastava et al., 2012). En algunos trabajos recientes se
estudia el enriquecimiento de rotiferos con diferentes fuentes para su uso posterior en

larvas (Cisneros, 2011; Cruz, 2019; Anaya, 2019).

1.5. Necesidades actuales

En términos generales, hasta ahora se hace hincapié en la importancia de una buena
nutricion tanto en humanos como en organismos marinos. Analizando todos los aspectos
anteriores y reiterando la importancia de los antecedentes y requerimientos estudiados en
diferentes especies de larvas marinas y por distintos autores, se podria construir la idea
de que en primer lugar es necesario conocer los requerimientos nutricionales para las

especies que se quieran cultivar y ademdas permitan diversificar la acuicultura

(APROMAR, 2019; FAO, 2020).

En segundo lugar, la importancia reside en el enriquecimiento de presas vivas aptas
para la alimentacion de larvas marinas y que tengan los requerimientos nutricionales
esenciales para las mismas, no solo en las del elemento en cuestion en este trabajo sino
en todos los macro- y micronutrientes necesarios para un buen crecimiento de dichos
organismos. Por otra parte, las microalgas pueden ser una gran fuente de todos estos
nutrientes esenciales siendo ademas sustancial la variabilidad que se encuentran de estos

organismos en la naturaleza y por tanto, variabilidad de nutrientes segtn la cepa utilizada.
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Concluyendo, se han realizado estudios con relacion al iodo y distintas cepas de
microalgas, asi como su papel en la naturaleza como captadora de este elemento (Goémez-
Jacinto et al., 2010; Bergeijk et al., 2013; Hernandez, 2014; Thorenz et al., 2014). Estas
pueden ser utilizadas o bien como alimento directo para larvas de organismos marinos o,
para enriquecer otras presas vivas utilizadas como alimento para dichas larvas. Por todo
ello, este trabajo se centra en el enriquecimiento de cepas de microalgas con el elemento

iodo especificamente.

1.6. Hipétesis y objetivos del trabajo

Para establecer los objetivos del presente trabajo se ha considerado: (1) la poca
informacion existente sobre el efecto de la adicion de iodo en el crecimiento y el
metabolismo de las microalgas bajo condiciones controladas, y (2) el interés para la
seleccion de cepas que cumplan con los requisitos necesarios para su utilizaciéon como

fuente de i0odo en nutricién en acuicultura.

La hipotesis de partida establece que algunas especies de microalgas: (1) son
capaces de crecer, bajo condiciones controladas, en presencia de concentraciones de iodo
superiores a las encontradas en el medio natural marino; (2) que la concentracion de iodo
en el medio puede afectar a las caracteristicas del crecimiento y la poblacion de biomasa
en sistemas de cultivo; y (3) que son capaces de acumular iodo biodisponible para niveles
troficos superiores por lo que pueden ser consideradas como una fuente interesante en

nutricion en acuicultura.

El objetivo general del trabajo se centra en la seleccion de cepas originales de

microalgas enriquecidas en iodo para su valoracion en el posterior enriquecimiento de
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presas vivas para el cultivo larvario de peces marinos. Ademas, los objetivos especificos

que se plantean son:

- Evaluar el efecto de la adicion de iodo sobre el crecimiento y la produccion de
biomasa, bajo condiciones de cultivo, de las cepas preseleccionadas en la
Coleccion del Banco Espafiol de Algas (BEA) en funcién de su posible interés
en acuicultura

- Estudiar el efecto de la concentracion de iodo sobre el crecimiento y la
acumulacién en cepas seleccionadas por su capacidad de respuesta a la
disponibilidad de iodo a escala laboratorio

- Valorar el efecto del enriquecimiento en iodo sobre el crecimiento y la
produccion de biomasa de microalgas en fotobiorreactores bajo condiciones de
cultivo “outdoor” a escala de planta piloto en un rango de concentraciones de
iodo

- Evaluar los procesos de asimilacion y acumulaciéon de iodo en la biomasa

producida y su relacion con las condiciones de crecimiento.

Se adjunta un grafico explicativo (Figura 2) del objetivo principal de este Trabajo Final

de Master.
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Figura 2: Grafico explicativo donde se presenta el proposito general de este trabajo. En primer lugar, el
enriquecimiento de microalgas para posteriormente, ser alimento para el zooplancton y que éstos tengan un
mayor contenido en el elemento de enriquecimiento. Finalmente, este zooplancton sera alimento de larvas
de peces las cuales se veran beneficiadas por el enriquecimiento inicial.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Seleccion de cepas para el experimento

La seleccion de las cepas se ha valorado desde el punto de vista de interés en
acuicultura, innovandose con el estudio de una especie de agua dulce. Siguiendo este
proceso, se seleccionaron cinco cepas para escala laboratorio denominadas Isochrysis
galbana (REC 0002B), Microchloropsis gaditana (BEA 1202B), Parachlorella sp. (BEA
0046), Phaeodactylum tricornutum (REC 0096) y Euglena cantabrica (BEA 0937B)
siendo, las tres primeras, especies marinas que poseen una morfologia redondeada y son
ampliamente usadas como alimento para larvas de peces y moluscos en acuicultura
(Gutiérrez et al., 2017). La diatomea P. tricornutum presenta forma fusiforme, mientras
que la E. cantabrica es una especie de agua dulce que muestra dos morfologias segun la
fase en el ciclo de vida, palmela y euglenoide. Para el experimento a escala piloto se optod

por una cepa aclimatada a las condiciones “outdoor”, siendo Rhodosorus marinus (BEA

36



1286B) la seleccionada. Igualmente, se realizd una revision bibliografica sobre el
enriquecimiento de microalgas con diferentes elementos quimicos. Halldindose estos
experimentos en especies como [I. galbana, Chlorella vulgaris y otras diatomeas
(Burianova et al., 2005; Goémez-Jacinto et al., 2010; Iwamoto y Yoshihiro, 2012;

Bergeijk et al., 2013).

2.2. Descripcion de las especies presentes en el estudio

En el presente estudio son utilizadas seis cepas de microalgas, ya nominadas en el
apartado anterior. Con el principal objetivo de conocer en la mayor medida de lo posible,
las cualidades de cada una de ellas, se resumen a continuacién su descripcion y
propiedades. Es de sefialar que dichas cepas proceden de la Coleccion del Banco Espafiol
de Algas (BEA), de la Universidad de Las Palmas de Gran Canarias (ULPGC), Gran

Canaria, Espafia.

2.2.1. Isochrysis galbana (REC 0002B)

1. galbana Parke (1949) pertenece al filo Haptophyta, a la familia Isochrysidaceae'y,
género Isochrysis (Guiry, M.D., Guiry, G.M., 2020a). Esta especie marina posee células
individuales, con un tamafio entre 5 y 7 micras (um), que poseen forma ovoide y tienen
dos flagelos (Parke, 1949). Existen distintos usos para esta cepa (Figura 3),
mayoritariamente suele cultivarse como: (1) productora de PUFA’s (Shekarabi et al.,
2019) y (2) productora de fucoxantina (Gémez-Loredo et al., 2015). La resistencia frente
a enfermedades y al estrés (Torrecillas et al., 2017), la ayuda al buen funcionamiento de
las células en ciertos tejidos (Liu efal., 2013) o, un mayor crecimiento en larvas
(Carvalho et al., 2018), son algunos de los beneficios que puede obtener el consumidor

de estas moléculas, ya sea animal o humano.
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Figura 3: Isochrysis galbana al microscopio. Observada con un aumento del 40x y escala de 50 pm.

2.2.2. Microchloropsis gaditana (BEA 1202B)

M. gaditana L. M. Lubidn (1982) forma parte del filo Ochrophyta, familia
Monodopsidaceae y género Microchloropsis (Guiry, M.D., Guiry, G.M., 2020b). En
2015, se declard que habia suficientes analisis para un nuevo género, Microchloropsis,
que incluye a M. salina y M. gaditana (Fawley et al., 2015), siendo conocida cominmente
como Nannochloropsis gaditana o Microchloropsis gaditana. Cuando esta poblacion
algal marina esta en fase de crecimiento activo presenta una forma elipsoidal de 3.5-4 x
2.5-3 um (Figura 4). Son inmdviles, desprovistas de flagelos y poseen un cromatdforo
sencillo parietal de color verde palido que ocupa gran parte de la célula. Se observa
frecuentemente la presencia de un gloébulo extraplastidial de color rojo, sobre todo en
cultivos envejecidos (Lubian, 1982). Esta cepa ha sido utilizada en acuicultura, ya que
posee un alto contenido en proteinas y PUFA’s (Camacho-Rodriguez et al., 2013),
elementos beneficiosos para el desarrollo normal en larvas de peces. A consecuencia del
contenido de estos acidos grasos, la biomasa de esta especie puede ser utilizada para la

produccion de biodiesel y biogéas (Mendoza et al., 2020).
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Figura 4: Microchloropsis gaditana al microscopio. Se observo con un aumento del 100x y escala 20 pm.

2.2.3. Parachlorella sp. (BEA 0046)

Parachlorella sp. es una especie capaz de ser cultivada tanto en agua dulce como
salada, pertenece al filo Chlorophyta, tamilia Chlorellaceae y género Parachlorella
(Guiry, M.D., Guiry, G.M., 2020c). Las células presentan formas esféricas (Figura 5) o
elipsoidales, con un didmetro de 5 a 8§ pm y estan equipadas con un cloroplasto en forma
de copa que contiene un pirenoide (Krienitz et al., 2004). Recientemente, se ha estudiado
la capacidad de esta cepa de producir luteina, este pigmento previene mayoritariamente
enfermedades cardiovasculares (Heo et al., 2018). Igualmente se ha observado que
Parachlorella sp. retira elementos quimicos del medio natural en diferentes estudios
(Shimura et al., 2012; Dirbaz y Roosta, 2018), y por ello, es 1til en el tratamiento de aguas
residuales (Kim et al., 2020). Por lo que el uso de esta cepa en acuicultura proporcionaria
un beneficio medioambiental adicional debido a su capacidad de eliminar elementos

quimicos nocivos en el medio.
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Figura 5: Parachlorella sp. al microscopio. Observada con aumento 40x y escala de 50 pm.

2.2.4. Phaeodactylum tricornutum (REC 0096)

Phaeodactylum tricornutum Bohlin (1898), pertenece al filo Bacillariophyta, familia
Phaeodactylaceae y género Phaeodactylum (Guiry, M.D., Guiry, G.M., 2020d). Se trata
de una diatomea presente en los océanos con forma fusiforme (Figura 6) de color marréon
oscuro con margenes lisos que presentan una iridiscencia debido a la alineacion paralela
de las células. Pudiendo tener un tamafio de hasta 35 um (Lewin ef al., 1958), esta cepa
es altamente conocida por la produccion de PUFA's, especificamente EPA, que
suministran beneficios cardiovasculares, anti-inflamatorios y proteccion frente a la
aterosclerosis en humanos (Barkia et al., 2019). Paulin (2010) utiliza esta especie para ser
cultivada con diferentes concentraciones de nutrientes y por ende, cambiar su
composicion bioquimica con la finalidad de modificar los nutrientes que llegan hasta el
zooplancton. Esta cepa ademas de aportar PUFA’s también proporciona fucoxantina,
aumentando el valor monetario de especies de acuicultura (Ribeiro et al., 2017).

Asimismo, otros autores como Guil-Guerrero et al. (2004), compararon la biomasa de P.
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tricornutum entre otras cepas con la de harina de soja, observando que puede ser un buen

sustituto en piensos de acuicultura.

50,0 um
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Figura 6: Phaeodactylum tricornutum al microscopio. Observada a un aumento de 40x y escala de 50 um.

2.2.5. Euglena cantabrica (BEA 0937B)

Euglena cantabrica E.G. Pringsheim (1956) (Figura 7), pertenece al filo
Euglenozoa, familia Euglenidae y género Euglena (Guiry, M.D., Guiry, G.M., 2020), se
trata de una cepa de agua dulce con un tamafo de 42-79 um de ancho y 7-20 pm de largo,
teniendo forma de huso en una de las fases de su ciclo de vida (euglenoide) y forma
redondeada en la otra (palmela). Esta provista de un flagelo de longitud igual a un tercio
de la totalidad de su cuerpo y presenta una mancha ocular de color rojo, vacuola contractil
y cloroplasto estrellado (Ciuguela y Triemer, 2010). Mahapatra et al. (2013), realizaron
un estudio con Euglena sp.y aguas residuales. Los resultados indicaron que el cultivo de
esta cepa retenia el Carbono Organico Total (COT), Nitrégeno (N) y Fosforo (P) que se
encuentra en las aguas residuales domésticas sin ningin pretratamiento. Asimismo,

determinaron gran productividad por parte del alga y un perfil de lipidos similar al
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encontrado en los aceites vegetales usados en biocombustible. Por lo que su utilidad es
doble. Jerez-Martel et al. (2017) encontr6 propiedades antimicrobianas, anticancerigenas

y antivirales en esta especie de agua dulce a causa de su actividad antioxidante.

50,0 ym
——

Figura 7: Euglena cantabrica vista al microscopio, con un aumento del 40x y escala de 50 pm.

2.2.6. Rhodosorus marinus (BEA 1286B)

Rhodosorus marinus, pertenece al filo Rhodophyta, familia Stylonemataceate y
género Rhodosorus (Guiry, M.D., Guiry, G.M., 2020e). Se trata de un alga roja unicelular
(Figura 8) descrita por Geitler (1930) en cultivos realizados con agua de mar procedentes
de Las Palmas (Gran Canaria, Espafa). Puede medir entre 3 y 6 um de diametro total,
contiene un plastidio parietal, generalmente con cuatro apéndices, que generan una forma
de copa (Ott, 1967). Posee un gran cloroplasto con tilacoides paralelos individuales
rodeados por un tilacoide periférico (Ford, 1984). Gracias a extractos generados a partir
de esta microalga se han conseguido analizar moléculas activas (Acido Gamma
Aminobutirico (GABA) y GABA-alanina). Estas, son utiles para el tratamiento de

enfermedades como la psoriasis, la dermatitis atdpica y pieles sensibles (Scandolera et
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al., 2018). Ademas, es productora de ficobiliproteinas como la f-ficoeritrina, moléculas

que actiian como pigmentos accesorios para la fotosintesis (Béasaca-Loya et al., 2009).

3,601um

5,702um

Figura 8: Rhodosorus marinus vista al microscopio, con un aumento del 40x y escala de 50 um. Se

observan medidas del diametro de las células.

2.3. Cultivo de las microalgas

Una vez seleccionadas las cepas, se fabrica el medio de cultivo necesario para la vida
y crecimiento de las microalgas, siendo el enriquecedor més comun en cepas de agua
salada el medio /72, sin embargo, se us6é “Nutribloom Plus” (NB) (Necton S.A, Olhao,
Portugal), del que se estima que proporciona mejores resultados que el comun f/2. En el
proceso de actuacion con especies de agua dulce, como Euglena cantabrica, se planificd
el medio de cultivo Bold’s Basal Medium (BBM) més vitaminas, que utiliza como base
agua MilliQ (Bold, 1949; Bischoft & Bold, 1963). En ultimo lugar, se realiza la
inoculacién de los cultivos en camara de flujo AH-100, (Telstar, Terrasa, Espafia) con el
fin de obtener un monocultivo en cada Erlenmeyer (Andersen, 2005). Finalmente, los

cultivos quedan depositados en la cdmara de activacion donde se ha dispuesto que posean
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una temperatura y humedad adecuadas, asi como irradiaciéon y fuente de carbono
suficientes para el buen crecimiento de las células (Figura 9). Este procedimiento aparte
de consistir en la aclimatacion de las cepas originales de la coleccion, también se realizo
con el proposito de obtener biomasa para ser enriquecida en nuestros siguientes
experimentos y asi, realizar la inoculacion de éstos a través del peso fresco (PF) y no

mediante volumen.

Figura 9: Cultivos de las cuatro cepas de agua salada en la camara de aclimatacion en el BEA donde poseen
aporte de carbono mediante los conductos de didxido de carbono y luz, tanto en la parte superior como

inferior del recipiente de cultivo.
2.4. Parametros fisicoquimicos en la camara de aclimatacion

La temperatura esta controlada por la existencia de un sensor en el interior de la
camara de activacion que permite establecer un rango sobre la aptitud para el cultivo de

las microalgas. Una vez superado este rango, se activa el sistema de refrigeracion bajando

la temperatura y manteniéndola estable en todo el proceso.

El diéxido de carbono (CO,) también se encuentra controlado por un sensor que
determina la seguridad del lugar activando una alarma en caso de sobrepasar los valores

considerados como toxicos. El CO, procede de una bomba desde la que a través de
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canalizaciones es transportado hasta la cadmara de activacion y de ahi se distribuye por
tubos y valvulas independientes a los cultivos. Esta red de canalizaciones se encuentra
duplicada con la intencion de obtener en una de ellas la produccion de CO, continuo vy,
en la otra mediante pulsaciones de CO, durante un minuto cada hora, para lo que dispone
de medidor de tiempo y electrovalvula temporizada. En nuestro caso tanto en los
experimentos en laboratorio como en invernadero (planta piloto), se aportd el CO, a

pulsos de un 1.5% durante un minuto cada hora.

Esta constatado que la iluminacion es indispensable para la funcion fotosintética del
alga y por tanto su mayor o menor intensidad estd considerada como un factor limitante,
asi como el fotoperiodo luz-oscuridad (L:D). Para la obtencion de la cantidad de luz se
dispone de un sensor de luz LI-1400, (LI-COR, Alcobendas, Espafia) con el que se ha
logrado obtener datos sobre la iluminacion media por area requerida, siendo sus unidades
el micromol (umol)/m? * seg. Durante las experiencias en el laboratorio se encontraron
fotoperiodos de L:D (light:dark) (12:12), siendo aproximadamente el mismo para la

experiencia en el invernadero.

2.5. Medidas de crecimiento y produccion

2.5.1. Curvas de crecimiento

Como método de observacion del crecimiento de los cultivos en aclimatacion se
utilizo la densidad optica. El propdsito de esta medida fue la observacion del crecimiento
celular del cultivo en su relacion con el transcurso temporal, generando una curva de
crecimiento que nos permita determinar las diferentes fases. Es una técnica que nos
permite rapidos resultados y la evaluacion del incremento de biomasa. Como

contrapartida, no cuantifica con exactitud el numero de células, por lo que se trata de una
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medida indirecta del crecimiento. Gracias al espectrofotometro UV-1900, (Shimadzu,
Kyoto, Japon), que permite transmitir distintas longitudes de onda, se obtendran los
valores de absorbancia en nuestros cultivos (Salgado y Hernandez, 2014), los cuales

permitiran una visualizacion del crecimiento celular en los cultivos de microalgas.

2.5.2. Medidas de produccion
La tasa de produccién responde a la siguiente ecuacion:

(PSinicial - PSfinal)

PR =
Volumen * tiempo

Para los cultivos en aclimatacion, el peso seco (PS) se recogi6 gracias a muestras de
cinco mililitros (ml) filtradas y limpiadas con veinte ml de formato de amonio
(NH,HCO,) al 3% (0.5M), con el objetivo de eliminar las sales procedentes del medio de
cultivo en el caso de las especies marinas. Posteriormente, las muestras se introducen en
la estufa durante 24 horas a 60°, consiguiendo asi el PS. Para la consecucion del Peso
Seco Sin Cenizas (PSSC) o Peso Inorgénico (PI), la técnica cosiste en introducir el filtro
usado para el PS en el horno mufla a una temperatura de 450° durante 4 horas (Arredondo-
Vega y Voltolina, 2007). En cuanto a los cultivos expuestos al enriquecimiento, el PS se
obtuvo gracias al liofilizado de la biomasa final y a diferentes alicuotas realizadas con la
biomasa de inoculacion en los cultivos. Igualmente, se calculé la produccion de
ficoeritrina y clorofila gracias al fluorimetro Trilogy, (Turner designs, San José,
California, EE. UU). La asimilacion de nitratos y fosfatos fue observada asi como la

retirada de estos elementos en la especie Rhodosorus marinus.

2.5.3. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion
Gracias a los datos desprendidos tanto de las medidas de crecimiento, como las de

produccion se consiguieron valores de tasas especificas de crecimiento (SGR) de cada
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especie y sus tiempos de duplicacion (t;). Se ha de recalcar que estas tasas estan
calculadas con datos exclusivos de la fase exponencial en los cultivos (Guillard, 1973).

La férmula de 1a SGR y del t,; es la siguiente:

Ingcr — Lng;
SGR=—L_—<
- tlag
. Ln(2)
47 SGR

Siendo Cf'y Ci la concentracion final e inicial de biomasa, respectivamente. t;,4 €s
el tiempo donde el cultivo pasa a fase estacionaria o de latencia, es decir, el tiempo final
de la fase exponencial de los cultivos. Se ha de destacar que esta tasa puede ser calculada

también mediante el PS final e inicial de los cultivos (datos de produccion).

2.5.4. Determinacion de la fluorescencia de la Clorofila a

Para la medicién de la fluorescencia de la clorofila se utilizé el equipo técnico
AquaPen-C AP-C 100, (Photon Systems Instruments, Drasov, Republica Checa). En
nuestro caso, el aparato funcion6 a una longitud de onda de 450 nm para microalgas
eucariotas. Siendo relevante la necesidad de oscuridad veinte minutos antes y durante la
toma de datos con el instrumento. El equipo posee un software llamado “FluorPen” que
permite la descarga de datos en un ordenador y su posterior analisis mediante el mismo
programa. Algunos de los datos que se valoraron fueron Fy, y tasas como F, /F,,.
- Los datos de F, representan la fluorescencia a una intensidad conocida en el estado

de adaptacion a la oscuridad.
- La tasa F,/F, representa un coeficiente que va del 0 al 1, cuanto mas cercano al 1

menor nivel de estrés posee el cultivo.
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2.6. Primer experimento de enriquecimiento de microalgas a una concentracion de
K103 a escala laboratorio

Para el primer experimento de enriquecimiento en iodo, los cultivos fueron
inoculados mediante PF en funcion de la biomasa total adquirida de los cultivos
aclimatados. Para asegurar la recogida de datos en fase exponencial la duracion de los
experimentos fue de siete dias. El disefio consistié en cinco Erlenmeyers de 500 ml para
las poblaciones control (réplicas control) y otros cinco para las poblaciones expuestas al
iodo (réplicas enriquecidas) para cada cepa (Figuras 10 y 11). Las especies /. galbana,
Parachlorella sp., M. gaditana, P. tricornutum y E. cantabrica fueron las enriquecidas a
una concentracion de 1.5 uM de iodato de potasio (KI103). Seleccionando este elemento
quimico por ser el mas estable en la naturaleza desde un punto de vista termodinamico
(Goémez-Jacinto et al., 2010; Bergeijk et al., 2013). Esta molaridad se obtuvo gracias a la
aplicacion de la ecuacion de dilucion, y a la disolucidn inicial de concentracion y volumen
conocido.

Ciniciat * Viniciat = Crinat * Vrinal
La inoculacion y el enriquecimiento se realizé en camara de flujo para mantener las
condiciones de esterilidad en los replicados. Ademas, se relacion6 el PF y PS de cada
especie gracias a alicuotas de la biomasa del indculo posteriormente liofilizadas. Por
ultimo, se realiza la adicion de todos los componentes esenciales para el experimento:
Indculo, NB o BBM mas vitaminas y K105 (poblacion enriquecida). Posteriormente, los
cultivos se reservaron en la cdmara de aclimatacién donde diariamente se mantenian las

constantes adecuadas de temperatura, humedad y aporte de CO,.
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Figura 10y 11: Cultivos de I. galbana y Parachlorella sp. auna misma concentracion de KIO; en el tiempo

inicial (izq.) y final (der.) respectivamente.

2.7. Segundo experimento de enriquecimiento de microalgas a distintas
concentraciones de KIO; a escala laboratorio

La inoculacién de los cultivos enriquecidos se llevo a cabo de la misma forma técnica
ya descrita con anterioridad (PF). El tiempo de enriquecimiento de la experiencia fue de
siete dias, garantizando asi la observacion del crecimiento de las cepas durante su fase
exponencial. Las cepas seleccionadas fueron las mas productivas en el experimento
anterior: P. tricornutum, E. cantabrica y Parachlorella sp. Sin embargo, el
enriquecimiento de la especie Parachlorella sp., no se pudo realizar a causa de la falta de
tiempo, ante la alarma sanitaria mundial sufrida por la pandemia del virus COVID-19. El
enriquecimiento se ejecutd a través de K105, diferenciandose con el primer experimento
en que se ha probado cuatro concentraciones diferentes: 1.5, 3, 5y 10 uM. En la Tabla I
se disponen, para una mejor visualizacion, las diferentes concentraciones y el volumen
afiadido de disolucion inicial. En este caso, las réplicas totales para cada cepa son quince,
tres para cada concentracion de iodato, més tres para las poblaciones control (Figuras 12
y 13), encontrando en cada una de ellas, el in6culo, el medio de cultivo pertinente y la

concentracion de K105 (excepto en las control).

49



Tabla I: Volumenes y concentraciones usadas en el segundo experimento de enriquecimiento para las
especies seleccionadas. Las unidades utilizadas para el volumen de la disolucion inicial son los microlitros
(nL) mientras que en la concentracion de ioduro, se usan los miligramos de éste por litros (mg/L).

Control 1,5 uM 3uM 5uM 10 pM
Volumen afiadido de 0 150 300 500 1000
disolucion inicial (uL)

Concentracion de H,0 0,38 0,76 1,269 2,538
I (mg/L)

Figura 12 y 13: Cultivos de P. tricornutum 'y E. cantabrica a distintas concentraciones de KIO;.

2.8. Tercer experimento a escala piloto de enriquecimiento de microalgas a distintas
concentraciones de KIO;

En este experimento a escala piloto la inoculacion se hizo mediante biomasa fresca
procedente de otro cultivo exterior. Este inoculo fue gracias a la especie Rhodosorus
marinus, actual cultivo de produccién en “raceway” en invernadero (BEA) y por tanto,
aclimatada a condiciones externas (outdoor). La seleccion de esta cepa para el
experimento a escala piloto residi6 en la aclimatacion outdoor y en el corto periodo de
tiempo disponible tras el confinamiento por la alerta sanitaria (COVID-19). El tiempo de
experimentacion fue de cinco dias (fase exponencial), el recipiente de cultivo en este caso
fueron fotobiorreactores (PBR’s) de S0L y se utilizd6 como medio de cultivo NB y K105

en las poblaciones expuestas al enriquecimiento (Figura 14). Sin embargo, en esta
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experiencia se quiso probar concentraciones mayores de iodo para observar si se obtenian
resultados distintos a los encontrados en los experimentos a escala piloto siendo éstas: 20,
10, 7.5 y 5 uM. Las réplicas necesarias, para un buen analisis estadistico de datos en
funcion de las concentraciones, fueron insuficientes debido a la falta de PBR’s. No

obstante, si lo fueron las réplicas en las poblaciones control.

Figura 14: Cultivos de R. marinus. Control (izq.) y enriquecido (der.) a una concentracion de 20 uM de

KIO; a escala piloto.

2.9.Cosechado de las muestras en los tres experimentos
Para el cosechado de las especies marinas de microalgas utilizadas en el experimento
a escala de laboratorio, se us6 una centrifugadora Sorvall Legend XTR, (Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Espana). Se realiz6 el cosechado mediante malla de 50 y 55 um de las
especies de agua dulce E. cantabrica y agua salada, R. marinus respectivamente. Una vez

cosechadas, se congeld tanto la biomasa como una parte del medio de cultivo de todos
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los experimentos realizados en este trabajo. Posteriormente, se liofilizaron todas las

muestras gracias al instrumento Freezone6, (Labconco, Kansas City, EE. UU).

2.10. Analisis de iodo en las muestras

El andlisis de las muestras tiene como objetivo la obtencion de datos de iodo del que
disponen las muestras obtenidas, tanto cualitativa, en cuanto a su presencia o no, como
cuantitativa en cuanto a lo asimilado por cada cepa. En un principio, se adopt6 la idea de
seguir con el protocolo usado anteriormente en el BEA para macroalgas, adaptandolo a
las caracteristicas de las cepas presentes en el experimento, pero tras un estudio mas
especifico y constatado que éste dependia de la volumetria, se identificaron obstaculos
imperiosos que desaconsejaron la realizacion del mismo, fundamentalmente el uso del
elemento quimico Bromo (Br) por estar considerado altamente toxico tanto para el ser
humano como para el medio ambiente. Asimismo, este protocolo que, como ya se
menciond, fue usado para macroalgas, imposibilita el analisis de las muestras presentes
en esta experimentacion debido a la pequefia biomasa encontrada en nuestros cultivos y

su baja cantidad de iodo comparativamente con las primeras.

Una vez diagnosticado el problema descrito se contactdé con varios profesores de la
Facultad de Ciencias Basicas (ULPGC), especificamente del departamento de quimica,
para investigar la posibilidad de analizar estas muestras mediante otras técnicas que se

enuncian a continuacion:

Como primera opcion, se intentd realizar el andlisis a través de la cromatografia
i6nica donde en la naturaleza de su fase estacionaria se experimenta un intercambio i6nico

entre las muestras y los eluyentes utilizados en la fase mévil (Trujillo et al., 2009). En
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cuanto al equipo técnico, se utilizé 792 Basic IC, (Metrohm, Herisau, Suiza). En primer
lugar, se realizd una curva de calibracidon con patrones propios y por triplicado para su
mayor fiabilidad, constatdndose el facil manejo del aparataje técnico. El propdsito de este
equipo es la generacion de “picos” en el software que son organizados en tiempos
diferentes dependiendo del tamafio o carga de los distintos 4tomos presentes en las
muestras analizadas. Comprobando la recta de calibracion, se pudo observar que el equipo
técnico no fue capaz de detectar concentraciones mas bajas a Img I~/ L, por lo que era
predecible su incapacidad para captar las concentraciones encontradas en las muestras.
No obstante, fueron analizadas algunas de éstas, con la expectativa de que el cromatdgrafo
arrojase algin resultado, siendo éste, negativo. Debido a estos inconvenientes, se
desestimo6 la opcion de la cromatografia ionica intentando encontrar otra opcidn para el

analisis de las muestras.

La siguiente opcion valorada fue el uso del espectrofotometro, siguiendo el protocolo
publicado por Nunes et al. (2019) donde, como resultado final, se genera una disolucion
colorimétrica en funcion del iodo encontrado en las muestras y por tanto un valor
generado como consecuencia de una recta de calibracion que debiera ser realizada
anteriormente. El tiempo perdido durante el confinamiento, debido a la pandemia
(COVID-19), imposibilité la realizacion de este andlisis. Por lo que, en definitiva, el
andlisis del iodo asimilado por las microalgas no se pudo realizar en este trabajo,

quedando constatado que métodos son insatisfactorios para la medicion de este elemento.

2.11. Analisis estadistico
El andlisis estadistico se llevd a cabo mediante el software gratuito R-Commander

(Rcmdr). En el primer experimento se realizaron andlisis de las varianzas (ANOVA'’s) de
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las réplicas control y enriquecidas para cada especie. Esta prueba genera la hipdtesis nula
de que las réplicas son iguales y por tanto, el satisfactorio cumplimiento de su funcién.
Para observar la interaccion entre las poblaciones control y enriquecidas se utilizo la
prueba t-student, indicandonos la existencia de diferencias significativas entre dichos

cultivos de microalgas.

Igualmente, en el segundo experimento se realizaron ANOVA ’s en las réplicas control
y enriquecidas con iodo para las dos especies seleccionadas. En este caso, se usaron
diferentes pruebas para examinar la interaccion entre la poblacion control y las distintas
concentraciones de iodo. (1) ANOVA'’s debido a que se encuentran mas de dos niveles del
factor (KI103). (2) Pruebas t-student independientes de la poblacién expuesta a la

concentracion (3 pM) que generd la mayor produccion respecto a las demas.

Al igual que para las anteriores experiencias se realizd6 un ANOVA para cada
poblacion, asegurando con esta prueba que no hay diferencias entre las réplicas del
experimento. Para la observacion de si existen diferencias entre estas variables segun los
fotobiorreactores (PBR’s) control y los enriquecidos se realizd una prueba f-student

(Fisher, 1987).

3. RESULTADOS

3.1. Curvas de crecimiento en cultivos de microalgas en camara de aclimatacion
Gracias a los cultivos en camara de aclimatacion se obtuvieron las siguientes curvas

de crecimiento a lo largo del tiempo (Figura 15). Se observa una fase exponencial mas

acusada en las especies N. gaditana, P. tricornutum 'y Parachlorella sp., mientras que en

las cepas restantes esta fase es mas gradual.
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Figura 15: Grafica de las curvas de crecimiento de las especies de microalgas durante el proceso de
aclimatacion. En el eje Y se encuentran los valores obtenidos de la diferencia entre las longitudes de onda

(750-680 nm).

3.2. Datos del primer experimento de enriquecimiento en microalgas a una misma
concentracion de K103

En las tablas II, III, IV, V y VI se encuentran los valores de produccion y

crecimiento de cada una de las especies enriquecidas con iodo a una concentracion de 1.5

uM, presentdndose por tabla los valores de las medias con su desviacion tipica

correspondiente.

La tabla II corresponde a la especie 1. galbana. En ella podemos apreciar como los

datos de productividad y crecimiento son negativos, por lo que el tiempo de duplicacion

no se pudo calcular.
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Tabla II: Datos de produccion, tasa de crecimiento (SGR) y tiempo de duplicacion (td) para la especie

Isochrysis galbana presentados a través de las medias y desviaciones tipicas y, los valores de F y sus

correspondientes p-valores.

Parametros Unidades X + sd) F (p-valor)
Productividad Control mg PS /L*dia 54.63+10.83 0.26 (0.89)
Productividad 1,5 uM mg /L*dia -15.75+£13.57 1.61 (0.30)
SGR Control (1%/dia) 5.68+0.52 0.26 (0.89)
SGR 1,5 uyM (1%/dia) -31.90420.56 1.61 (0.30)
td Control (horas) 3.01+0.52 0.26 (0.89)
td 1,5 uM (horas) - -

Para la especie Parachlorella sp. se encontraron productividades y crecimientos

similares entre las poblaciones control y enriquecidas (Tabla III).

Tabla III: Datos para la especie Parachlorella sp. presentados a través de las medias y desviaciones tipicas

de las siguientes variables y, los valores de F y sus correspondientes p-valores.

Parametros Unidades X £ sd) F (p-valor)
Productividad Control mg /L*dia 98.77+11.13 0.12 (0.96)
Productividad 1,5 uM mg /L*dia 81.03+16.57 0.02 (0.99)
SGR Control (1%/dia) 9.5610.71 0.12 (0.96)
SGR 1,5 uyM (1%/dia) 8.14+1.19 0.02 (0.99)
td Control (horas) 1.7540.13 0.12 (0.96)
td 1,5 uM (horas) 2.10+0.36 0.02 (0.99)

Para la especie Phaeodactylum tricornutum se observaron diferencias entre las

producciones de las poblaciones control y las enriquecidas (Tabla IV). De igual modo,

se encontraron los mismos resultados para la especie M. gaditana (Tabla V).
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Tabla IV: Datos de productividad, SGR y td para la especie Phaeodactylum tricornutum presentados a

través de las medias y desviaciones tipicas y, los valores de F y sus correspondientes p-valores.

Parametros Unidades X £ sd) F (p-valor)
Productividad Control mg /L*dia 107.77+26.31 0.05 (0.99)
Productividad 1,5 uM mg /L*dia 37.82+12.36 0.09 (0.97)
SGR Control (1%/dia) 9.92+1.91 0.05 (0.99)
SGR 1,5 uyM (1%/dia) 4.42+41.33 0.09 (0.97)
td Control (horas) 1.7540.36 0.05 (0.99)
td 1,5 uM (horas) 4.33+1.93 0.09 (0.97)

Tabla V: Datos de produccion, SGR y td para la especie Microchloropsis gaditana presentados a través de

las medias y desviaciones tipicas y, los valores de F y sus correspondientes p-valores.

Parametros Unidades X + sd) F (p-valor)
Productividad Control mg /L*dia 85.82424.90 0.10 (0.97)
Productividad 1,5 uM mg /L*dia 32.15+8.63 0.08 (0.98)
SGR Control (1%/dia) 5.27+1.29 0.10 (0.97)
SGR 1,5 uyM (1%/dia) 2.23+0.56 0.08 (0.98)
td Control (horas) 3.3940.99 0.10 (0.97)
td 1,5 uM (horas) 8.06+2.43 0.08 (0.98)

E. cantabrica se observé como la especie mas productiva en este experimento, siendo
destacable que esta especie es de agua dulce. Se encontraron diferencias entre las

producciones y crecimientos de las poblaciones control y enriquecidas (Tabla VI).
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Tabla VI: Productividad, SGR y td para la especie Euglena cantabrica presentados a través de las medias

y desviaciones tipicas y, los valores de F y sus correspondientes p-valores.

Parametros Unidades X £ sd) F (p-valor)
Productividad Control mg /L*dia 152.55+14.82 0.01 (0.99)
Productividad 1,5 uM mg /L*dia 74.82+4.31 0.004 (0.99)
SGR Control (1%/dia) 11.03+0.75 0.01 (0.99)
SGR 1,5 uyM (1%/dia) 6.4710.30 0.004 (0.99)
td Control (horas) 1.5240.11 0.01 (0.99)
td 1,5 uM (horas) 2.58+0.12 0.004 (0.99)

Ademas, podemos encontrar los valores estadisticos correspondientes a los ANOVA ’s

realizados a las réplicas (F(p-valor)). En la tabla VII podemos encontrar los andlisis

estadisticos mediante la prueba t-student entre las producciones de controles y

enriquecidos. En esta tabla se puede apreciar que E. cantabrica presenta las mayores

diferencias significativas entre poblaciones.

Tabla VII: Tabla de los valores estadisticos correspondientes a la prueba ¢-student (t (p-valor)) para cada
especie, encontrando pruebas segun la variable produccion (mg/L*dia) o tiempo de duplicacion (td (horas)).

Especie

Analisis estadistico t-student

t (p-valor)

Isochrysis galbana

Parachlorella sp.

Phaeodactylum tricornutum

Microchloropsis gaditana

Euglena cantabrica

Produccion C Vs Todo
td C Vs Iodo

SGR C Vs Iodo
Produccion C Vs Todo
td C Vs Iodo

SGR C Vs Todo
Produccion C Vs Todo
td C Vs Iodo

SGR C Vs Todo
Produccion C Vs Todo
td C Vs Iodo

SGR C Vs Iodo
Produccion C Vs Todo
td C Vs Iodo

SGR C Vs Iodo

7.04 (0.002) **
3.53(0.02) *

1.40 (0.23)

2.27 (0.08)
3.15(0.03) *
4.33(0.01) *

2.48 (0.06)

4.15 (0.01) *

5.03 (0.007) **

5.66 (0.004) **

5.78 (0.004) **
14.20 (0.0001) ***
39.83(2.3*%1076) ***
18.53 (4.9%1075) *+x

*Nivel de diferencias entre medias segtn el p valor arrojado por la prueba estadistica ¢-student a un nivel
a de 0.05. C = Control; Iodo = 1,5 pM KI0O5.
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3.3. Datos del segundo experimento de enriquecimiento a distintas concentraciones
de K103 en las especies P. tricornutum y E. cantabrica
Se presentan datos sobre las medias (+sd) de las producciones encontradas tanto en
las poblaciones control como en las enriquecidas con diferentes concentraciones (Tablas
VIII y IX). También se puede observar el valor correspondiente para cada ANOVA (F (p-

valor)) realizado a las réplicas en las distintas poblaciones.

En la tabla VIII encontramos datos de la especie P. tricornutum, la menor
productividad fue registrada por la poblacion control. Observandose la maxima en la
expuesta a 3 uM de KIO3, considerdandose un aumento del 20% respecto a la

productividad en la poblacion control.

Tabla VIII: Tabla de valores medios de productividad para la especie Phaeodactylum tricornutum en el
experimento a distintas concentraciones. Encontrandose también el valor estadistico arrojado por el

ANOVA.

Parametros Unidades X + sd) F (p-valor)
Productividad Control mg /L*dia 38.11+4.83 0.03 (0.97)
Productividad 1.5 uM mg /L*dia 49.4445.07 0.007 (0.99)
Productividad 3 uM mg /L*dia 58.41+9.30 0.03 (0.97)
Productividad SuM mg /L*dia 56.07+11.22 0.03 (0.96)
Productividad 10 uM mg /L*dia 43.87+17.85 0.03 (0.96)

La maxima productividad registrada en la especie E. cantabrica se encuentra también
en la poblacion enriquecida a 3 uM de KIO5, produciendo 42 mg de biomasa por litro y
dia (Tabla IX). Sin embargo, en la poblacién control la productividad encontrada es
mucho menor (7.89 mg/L*dia). En este caso, el aumento de la productividad debida al

10do es de un 34%.
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Tabla IX: Tabla de valores medios de productividad para la especie Euglena cantabrica en el experimento
a distintas concentraciones y sus respectivas desviaciones tipicas. Encontrdndose también el valor

estadistico arrojado por el ANOVA a las réplicas en cada concentracion.

Parametros Unidades X £ sd) F (p-valor)
Productividad Control mg /L*dia 7.89+3.88 0.61 (0.59)
Productividad 1.5 uM mg /L*dia 15.98+12.78 0.59 (0.60)
Productividad 3 uM mg /L*dia 42.01+8.89 0.06 (0.94)
Productividad 5SuM mg /L*dia 38.8249.06 0.09 (0.91)
Productividad 10 pM mg /L*dia 39.61+£9.97 0.37 (0.71)

Se resumen en la tabla X todos los valores de las pruebas estadisticas realizadas en
este experimento. Para cada especie podemos encontrar datos de los ANOVA'’s a las
distintas variables. Ademads, se recogen datos de las pruebas ¢-student realizadas entre las
producciones respecto a la maxima productora (3 uM de KIO3). Las mayores diferencias
significativas se contemplaron entre las producciones control y enriquecidas en el

enriquecimiento de la especie E. cantabrica.

Tabla X: Valores de F y p-valor para los analisis de la varianza (ANOVA) entre las producciones control y

las expuestas a distintas concentraciones de iodo, encontradas para ambas especies.

Especie Analisis estadistico Fy t (p-valor)

ANOVA Produccion C Vs [K105] 1.22 (0.36)

Phaeodactylum tricornutum ANOVA SGR C Vs [K105] 083 (0.53)
ANOVA Td C Vs [KI04] 1.02 (0.44)
T-student Produccion 3 uM Vs Control 5.3(0.03) *
ANOVA Produccion C Vs [K105] 5.65(0.01) *
ANOVA SGR C Vs [K105] 5.69 (0.01) *
ANOVA Td C VS [K104] 4.83 (0.02) *

Euglena cantabrica T-student Produccion 3 uM Vs Control 5.58(0.03) *
T-student Produccion 3 pM Vs 1.5 uM 1.71 (0.22)
T-student Produccion 3 puM Vs 5 uM 2.63 (0.11)
T-student Produccion 3 uM Vs 10 uM 1.35(0.31)
ANOVA Produccion 3,5y 10 uM 0.06 (0.93)

*Nivel de diferencia encontrados ya sean en analisis en la varianza (ANOVA) o en las medias (t-student)
segun un nivel de significacion de alfa igual a 0,05. C = Control; [K105] = Todas las concentraciones de
iodo mencionadas en el experimento (1.5, 3, 5, 10 uM).
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A continuacion, en las figuras 16 y 17 se recogen las medias de produccion (eje Y)
en funcion de la concentracion de iodo expuesta (eje X). Del mismo modo, son afiadidas
las barras de error que representan las desviaciones tipicas correspondiente a cada media.
Estas graficas apoyan la visualizacion de las diferencias entre producciones, como se

observa en las poblaciones control y enriquecida a 3 uM de KIO; para la especie E.

cantabrica.
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Figura 16: Medias de produccion encontradas en la especie Phaeodactylum tricornutum desplegados

gracias a la exposicion en diferentes concentraciones de iodato de potasio.
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Figura 17: Medias de produccion encontradas en la experiencia de enriquecimiento a distintas

concentraciones de iodo para la especie de agua dulce Euglena cantabrica.

3.4. Datos del tercer experimento a escala piloto en PBR’s para la especie
Rhodosorus marinus
Gracias al enriquecimiento en invernadero de la especie Rhodosorus marinus se
genera la tabla XI donde se encuentran datos de diferentes variables: productividad de
biomasa, tasa de crecimiento (SGR), tiempo de duplicacion (¢d), etc. Encontrandose un

mayor crecimiento y produccion en la poblacion control respecto a la enriquecida.
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Tabla XI: Tabla de valores arrojados por la especie R. marinus gracias al experimento a escala piloto.

Encontramos las medias de produccion, tasa de crecimiento (SGR), tiempo de duplicacion (¢d), asimilacion

de nitratos (NO3) y fosfatos (P0O;™), F0, produccion de clorofila a (Chla) y ficoeritrina tanto en los

controles como en los enriquecidos. Del mismo modo, encontramos los valores de F (p-valor) de todos los

ANOVA s realizados a las distintas variables.

Parametros Unidades X + sd) F (p-valor)
Productividad PBR’s Control ~ mg /L*dia 18.69+5.47 0.08 (0.96)
Productividad PBR’s Todo mg /L*dia 6.49+4.89 0.56 (0.66)
SGR PBR’s Control (1%/dia) 13.55+£2.94 0.08 (0.96)
SGR PBR’s lodo (1%/dia) 6.54+3.89 0.56 (0.66)
td PBR’s Control Horas 1.3740.41 0.08 (0.96)
td PBR’s lodo Horas 5.2943.35 0.56 (0.66)
NO3z PBR’s Control mgNO3 /L 1.62+0.28 0.03 (0.98)
NO3; PBR’s lodo mgNO3 /L 1.00+0.43 0.20 (0.88)
P03~ PBR’s Control mgPO3~/L 1.5240.13 0.01 (0.99)
PO}~ PBR’s lodo mgPO03~/L 1.30+0.43 0.12 (0.93)
FO PBR’s Control Unidades relativas 64.43+21.18 0.19 (0.90)
FO PBR’s Iodo Unidades relativas 54.361+5.96 0.04 (0.98)
Chla PBR’s Control pg /L*dia 0.06+0.04 0.32 (0.81)
Chla PBR’s lodo pg /L*dia 0.02£0.01 0.59 (0.65)
Ficoeritrina PBR’s Control pg /ml*dia 0.00240.0004 0.09 (0.96)
Ficoeritrina PBR’s lodo pg /ml*dia 0.00140.0001 1.33 (0.38)

En la tabla XII se encuentran los datos arrojados por las pruebas ¢-student realizadas

sobre las poblaciones de este experimento. Observandose diferencias significativas entre

las producciones control y enriquecidas para la especie Rhodosorus marinus.
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Tabla XII: Valores de t y p-valor para los analisis de las medias (7-student) entre las producciones control

y las expuestas al iodo. Datos sobre estos andlisis segin la produccion, tasa de crecimiento (SGR),

asimilacion de nitratos y fosfatos asi como, la tasa de FO, produccion en clorofila a y ficoeritrina.

Especie Analisis estadistico t-student t (p-valor)
Produccion PBR’s C Vs lodo 3.42(0.04) *
SGR PBR’s C Vs lodo 3.01 (0.05)
Td PBR’s C V'S lodo 1.56 (0.21)
Rhodosorus marinus NO3 PBR’s C V'S lodo 3.88 (0.03) *
PO? " PBR’s C Vs lodo 1.26 (0.29)
FO PBR’s C Vs lodo 0.65 (0.56)
Chla PBR’s C V'S lodo 1.86 (0.16)
Ficoeritrina PBR’s C Vs Iodo 0.85 (0.46)

*Nivel de diferencias entre medias seglin el p-valor arrojado por la prueba estadistica ¢-student a un nivel alfa de

0.05. C = Control; lodo =20, 10, 7.5y 5 uM KI0;.

En la figura 18 se encuentran las medias de produccion (eje Y) en funcion de las dos

poblaciones (eje X) observadas en este experimento, control y enriquecidas. Se observa

en la figura 19 la asimilacion de nitratos registrada por la especie R. marinus (eje Y).

Encontrandose en ambas figuras diferencias entre las poblaciones control y enriquecidas.

Sin embargo, en la figura 20 las diferencias no son significativas. Esta corresponde a la

asimilacion de fosfatos por parte de la cepa utilizada.
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Figura 18: Medias de produccion en las poblaciones control (18.69 mg/L*dia) y en la enriquecida en iodo

(6.49 mg/L*dia). Encontrandose en las barras de error las desviaciones tipicas pertinentes de ambas medias.
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Figura 19: Asimilacion de nitratos tanto en la poblacion control (1.62 mg/L*dia) como en la enriquecida

en iodo (1.00 mg/L*dia).
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Figura 20: Se observan las medias de asimilacion de fosfatos tanto en la poblacion control (1.52
mg/L*dia) como en la enriquecida en iodo (1.30 mg/L*dia). Encontrandose en las barras de error las

desviaciones tipicas de cada una de ellas.

4. DISCUSION

Los niveles de iodo son un parametro reconocido por su incidencia en la falta de
balance en el eje hipotdlamo-pituitaria-tiroides que provoca distintas afecciones en la
salud humana (Farebrother et al., 2019) y para lo que se ha utilizado con buenos
resultados el aporte del ioduro de potasio entre otros. A lo largo de la historia del ser
humano, éste ha obtenido aportes de iodo mediante la ingestion de productos procedentes
del mar. En las poblaciones interiores, donde el acceso a estos productos es mas complejo,
se han registrado afecciones derivadas de la falta de este elemento. Weng et al. (2014)
investigo fertilizantes enriquecidos para la obtencion de vegetales con alto contenido en

iodo y asi corregir estas deficiencias.

Las microalgas son organismos polivalentes que poseen diferentes nutrientes y
productos de alto valor afiadido en funcién de la especie y su modo de cultivo (Plaza et

al., 2009; Gutiérrez et al., 2017). En los Gltimos afos se ha producido un crecimiento en
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la acuicultura, en 2018 la produccion ascendi6 a un total de 114.5 millones de toneladas,
de las que 87.000 serian de microalgas cultivadas. El 56.2% de éstas son utilizadas como
alimento para larvas de peces, crustaceos y moluscos (Spolaore et al., 2006; Hernandez-
Pérez et al., 2014; FAO, 2020). Se remarca la idea, por su importancia en este estudio, de
que la acuicultura hace uso de las microalgas para la obtencion de larvas y futuros adultos
con una buena nutricion con alto contenido en proteinas, lipidos (DHA y EPA),
antioxidantes y pigmentos para el beneficio de la salud de dichos organismos (Cifuentes
et al., 1996; Izquierdo, 1996; Izquierdo y Kowen, 2010; Figueroa et al., 2011; Liu et al.,

2013; Gomez et al., 2016; Basfard et al., 2020).

Se hace mencion de la existencia de estudios previos en los que se observa la adicion
de dietas enriquecidas en distintos nutrientes para su utilizacion en organismos de
acuicultura. El enriquecimiento de las presas mediante algas y la adicion de iodo en las
dietas, son campos ya estudiados por otros autores (Lall et al., 1985; Jodo et al., 2016).
El elemento iodo tiene una gran importancia en el cultivo larvario de los organismos
marinos con especial incidencia en las especies que sufren metamorfosis durante este
periodo (Solbakken et al., 2002; Hamre et al., 2005; Ribeiro et al., 2011; Ribeiro et al.,
2012), es por ello que se ha examinado los requerimientos de iodo en determinadas
especies y su toxicidad (Hamre et al., 2002; Srivastava et al., 2012; Penglase et al., 2013;
Penglase et al., 2015) asi como el enriquecimiento en iodo de presas vivas para la
posterior alimentacion de larvas de peces (Moren et al., 2006; Valente et al., 2006;
Valente ef al., 2015; Valente et al., 2015a) consiguiéndose una mayor concentracion de
este elemento en los filetes de pescado (Julshamn et al., 2006). Igualmente se han
desarrollado estudios de enriquecimiento mediante otros productos entre los que destaca

WSB (Langdon et al., 2008; Hawkyard et al., 2011; Hawkyard et al., 2014). Otros han
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realizado experiencias de enriquecimiento de rotiferos llegando a conseguir buenos
niveles de iodo en algunos ejemplares (Cisneros, 2011; Srivastava et al., 2012; Cruz,

2019; Lopez Anaya, 2019).

Todo lo anteriormente expuesto avala el posible uso de las microalgas como producto
enriquecedor en los elementos esenciales o necesarios para la mejora del crecimiento de
los organismos acuaticos en funcion de ser alimento de las presas vivas y su consiguiente
enriquecimiento o, ser alimento directo de larvas de peces o crustdceos habiéndose
ejecutado pruebas, estudios y conclusiones donde se interpreta favorablemente el papel
de las microalgas en la captacion del elemento iodo (Burianova et al., 2005; Gomez-
Jacinto et al., 2010; Iwamoto y Yoshihiro, 2012; Bergeijk et al., 2013; Hernadndez, 2014;
Thorenz et al., 2014). Lo que hace indicar una buena asimilacion del elemento iodo por
parte de las microalgas seleccionadas: Isochrysis galbana, Parachlorella sp.,
Microchloropsis  gaditana, Phaeodactylum tricornutum, Euglena cantabrica 'y

Rhodosorus marinus.

4.1. Primer experimento: Discusion de los datos de enriquecimiento a la misma

concentracion de iodo en microalgas

Como elemento inicial se procede a discutir los datos obtenidos en el experimento
donde se cultivaron las cinco cepas de microalgas seleccionadas en un medio enriquecido
en iodo y con los datos obtenidos se aprecia y elige la mejor candidata para crecer en un
medio con estas condiciones. Particularmente, los datos de Isochrysis galbana sugieren
que en presencia de este elemento no es capaz de crecer como lo haria en condiciones
normales por lo que se detectan datos negativos de produccion para esta especie, y en

consecuencia, diferencias significativas entre la poblacion control y la enriquecida (p-
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valor < 0.05). Observandose crecimientos normales para dicha especie en otros autores
(Iwamoto y Shiraiwa, 2012; Bergeijk et al., 2013). En el caso de la especie Parachlorella
sp., no se encuentran diferencias significativas entre ambas producciones (p-valor > 0.05)
por lo que nos lleva conclusivamente a la idea de que una mayor concentracion de iodo
no afecta al crecimiento normal de sus células, concepto avalado por otros autores donde
se observa que dicha especie es capaz de captar elementos quimicos del medio de forma
Optima y sin afectar a su crecimiento o produccion (Shimura et al., 2012; Dirbaz y Roosta,
2018). Prosiguiendo con la evaluaciéon de datos de las tres especies restantes (P.
tricornutum, M. gaditanay E. cantabrica) se detecta que todas ellas presentan diferencias
significativas (p-valor < 0.05) entre sus poblaciones control y las enriquecidas
determinandose la mayor diferencia estadistica en la especie E. cantabrica. Estos
resultados implican que al igual que ocurre con la especie Parachlorella sp., la presencia
de iodo en el medio de cultivo de estas cepas no se manifiesta de forma negativa en su
produccion. En el caso de la diatomea, el actual resultado es apoyado gracias al estudio
realizado por Paulin en 2010 en la diatomea P. tricornutum, donde se modifican los
nutrientes de cultivo y a su vez, la composicion quimica final de la microalga. Ademas,
gracias a la bibliografia es sabido que estos microorganismos (diatomeas) utilizan el
elemento iodo en su medio natural en el proceso de reduccion iodato-ioduro (Cuesta y
Manley, 2009; Bluhm, 2010) por lo que respalda el 6ptimo resultado de produccion y
crecimiento por parte de esta especie en presencia de la alta concentracion del elemento
quimico en cuestion. Respecto a la alta produccion atisbada en la especie de agua dulce
(E. cantabrica), era de esperar que la alta concentraciéon de iodo no afectara
negativamente puesto que otros autores (Mahapatra et al., 2013) han estudiado la
capacidad de captacion por parte de esta especie de elementos quimicos encontrados en

su medio natural de cultivo.
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Los datos de SGR observados en la primera experiencia fueron mayores en las
poblaciones control que en las enriquecidas para todas las especies, encontrandose
diferencias significativas en el andlisis estadistico entre todas ellas (p-valor < 0.05). Estos
resultados muestran un mayor crecimiento por parte de las poblaciones control que
disponen de un medio de cultivo comun respecto a las enriquecidas con mayor
concentracion de iodo. Se observa un menor #d en las poblaciones control. Las especies
que poseen mayores diferencias significativas entre el crecimiento de las poblaciones
control y las enriquecidas (E. cantabrica y P. tricornutum) fueron las méximas
productoras en la experiencia por lo que se designd que fueran las mas significativas
respecto al crecimiento. En cuanto a las especies Parachlorella sp. y P. tricornutum no
presentaron diferencias significativas (p-valor > 0.05) entre los #d encontrados en ambas
poblaciones. P. tricornutum present6 diferencias significativas tanto para el crecimiento
como para la produccion, en cambio, no aparecieron estas diferencias respecto al tiempo
de duplicacion, que fue similar en las dos poblaciones, lo cual nos indica la similitud de
crecimiento entre ambas poblaciones y la no afeccion del iodo al crecimiento de esta
especie como se comenta anteriormente. En conclusion, se seleccionaron las cepas mas
productivas y con mayor crecimiento (E. cantabrica, P. tricornutum y Parachlorella sp.)

para su valorizacion en el segundo experimento a distintas concentraciones de iodo.

4.2. Segundo experimento: Discusion de los datos de enriquecimiento a distintas
concentraciones de iodo en P. tricornutum y E. cantabrica
Se cultivaron dos de las especies més productivas a cuatro concentraciones diferentes
de iodato de potasio, siendo las elegidas las P. tricornutum y E. cantabrica sefialandose
la imposibilidad de realizar el cultivo de Parachlorella sp., debido al confinamiento

mencionado anteriormente (COVID-19).
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Aunque la diatomea P. tricornutum presentaba diferencias en el primer experimento,
los datos arrojados por la segunda experiencia no expresan diferencias entre la poblacion
control y la enriquecida con las distintas concentraciones (p-valor > 0.05), esto sugiere
de nuevo la idea de no afeccion en la produccion de diatomeas frente a altas
concentraciones de elementos quimicos como puede ser el iodo, observada en el pasado
por otros autores (Cuesta y Manley, 2009; Bluhm, 2010; Paulin, 2010). No obstante, con
el detenido estudio de representacion grafica de dichas producciones (Figuras 16 y 17) se
valord la maxima produccion encontrada a 3 uM de K105 lo que impulso la realizacion
de otro analisis estadistico entre la produccion control y la producciéon a 3 uM para la
especie P. tricornutum encontrando diferencias significativas (p-valor < 0.05) y
justificando las observadas en la figura. Al igual que para la diatomea la especie de agua
dulce E. cantabrica, presenta su méaximo de produccion a la concentracion de 3 uM
(42.01 mg/L*dia). Se encontraron diferencias significativas (p-valor < 0.05) entre todas
las poblaciones y también, particularmente entre la producciéon méaxima y el control. No
menos importante, se hace apreciar que estas ultimas pruebas entre concentraciones se
realizaron mediante 7-student. Con el proposito de justificar esta diferencia entre las
producciones en presencia de iodo y el control, se realiz6 un ANOVA para todas las
concentraciones no encontrandose diferencias significativas (p-valor > 0,05) entre ellas.
Estos resultados nos indican un claro efecto positivo del elemento iodo en el cultivo de
esta especie (Mahapatra et al., 2013) e incluso podria proyectarse en estudios futuros el

uso de este elemento para maximizar la produccion de esta cepa.

La especie P. tricornutum no presentd diferencias significativas en ninguno de los
niveles de enriquecimiento respecto al control. La SGR mas alta se presentd en la

poblacion enriquecida a 3 uM de K105, encontrandose el menor ¢d en ésta misma. Esto
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sugiere que el iodo no afecta negativamente pero tampoco positivamente puesto que, no
se encontrd un mayor crecimiento en las poblaciones enriquecidas respecto al control. Lo
que justifica que otros autores hayan observado un crecimiento normal por parte de
diatomeas en la naturaleza (Cuesta y Manley, 2009; Helmke Hepach et al., 2020;
Hernéndez, 2014; Thorenz et al., 2014). Al contrario, en la especie E. cantabrica se
observaron diferencias significativas (p-valor < 0.05) en los crecimientos registrados en
las distintas poblaciones. Al igual que para la anterior cepa, la mayor SGR y el menor ¢d
se encuentra en la poblacion expuesta a 3 uM de K105, lo que ademas justifica la mayor
produccion aqui registrada y asimismo, la idea del uso del iodo para aumentar el

crecimiento de esta especie expuesta con anterioridad.

4.3. Tercer experimento: Discusion de los datos de enriquecimiento a distintas

concentraciones de iodo en cultivo de R. marinus a escala piloto

Cabe mencionar, que las especies P. tricornutum 'y E. cantabrica hubieran sido las
idoneas para el estudio a escala experimental, pero como ya se ha mencionado
anteriormente, la especie R. marinus fue la escogida por falta de tiempo y por su
adaptacion a las condiciones outdoor. Como seguimiento del proceso se discuten los
resultados de produccion en las poblaciones control y enriquecidas generadas en el
experimento a escala piloto para la especie Rhodosorus marinus en la que se encuentran
diferencias significativas (p-valor < 0.05) entre ambas poblaciones, obteniéndose 18.69
mg/L*dia en el control y 6.49 mg/L*dia en los enriquecidos (Figura 18). En otros
articulos se mostré la incapacidad de adaptacion por parte de esta microalga a cambios
en la salinidad, debido a que no puede regular los cambios osméticos necesarios para
mantener la integridad de las células (Molina et al., 2007). Especificamente, no se

encontrd bibliografia referida al enriquecimiento de esta especie con elementos quimicos
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por lo que se suscita la reflexion de que el elemento iodo representa un efecto negativo

en los cultivos de esta especie Rhodophyta.

Se reconoce que en este experimento se utilizaron distintas concentraciones de iodo
que a escala laboratorio y que ademas fue inviable la realizacion de réplicas (minimo tres)
por falta de material (PBR’s) lo cual imposibilit6 la ejecucion de la prueba estadistica
correspondiente para observar si hubo diferencias entre las concentraciones. En lo
referente a la produccion tanto de clorofila a, como de ficoeritrina, se examinaron las
mayores producciones en la poblacion control siendo resenable que no se detectaron
diferencias significativas entre las producciones registradas en la poblacion control y la
enriquecida. Béasaca-Loya et al., (2009) encontraron cantidades mayores de ficoeritrina
en sus resultados (1.292 mg a partir de 4 g de biomasa liofilizada) en comparacion con
los registrados en los actuales cultivos de la Rhodophyta, a diferencia de que sus
resultados son de biomasa purificada y los nuestros a través del fluorimetro con muestras

liquidas.

No se encontraron diferencias significativas (p-valor > 0.05) entre las tasas SGR del
control y de las enriquecidas, asi como en el tiempo de duplicacion. La mayor tasa de
crecimiento y el menor tiempo de duplicacion fueron encontrados en la poblacion control,
suscitando el hecho de que para esta especie la adicion de iodo no provee beneficio en el
crecimiento. No menos importante, es la problematica de la imposibilidad de realizar
réplicas, por lo que todo esto puede afectar a las conclusiones respecto a si el iodo es un
buen enriquecedor y si genera algun beneficio en el crecimiento de esta especie de agua

salada.
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En lo respecto a nitratos (NO3') se hall6 mayor tasa de asimilacion en la poblacion
control, observandose también diferencias significativas (p-valor < 0.05) entre ambas
poblaciones, control y enriquecida. Gracias al trabajo realizado por Sada et al., (1989) se
observo que la cantidad de nitratos en el medio no afecta al crecimiento de la Rhodophyta
Porphyridium cruentum, lo cual puede originar la conclusion de que el iodo afecta
negativamente al crecimiento de R. marinus puesto que en los cultivos enriquecidos se
encontrd menor cantidad de nitratos retirados del medio. En cuanto a fosfatos (P03 7) se
encontrd la mayor tasa de asimilacion en la poblacion control, no obstante, no hubo el
menor atisbo en cuanto a diferencias significativas entre la poblacion control y la
enriquecida. Los datos, estadisticamente analizados, sefialan una mala asimilacién de los
compuestos de nitratos y fosfatos utilizados por la microalga en presencia de exceso de
iodo, insinuando que la asimilacion de fosfatos no se ve tan afectada por el

enriquecimiento, como si ocurre con los nitratos (Figuras 19 y 20).

4.4. Analisis de la asimilacion de iodo por parte de las microalgas

Tras decidir rechazar algunos de los métodos utilizados en este trabajo para analizar
el iodo acumulado por las microalgas se implement6 la técnica colorimétrica realizada
por Nunes et al. (2019), cuyo protocolo se basa en el andlisis del ioduro contenido en
macroalgas en su mayor parte. Debido a la falta de tiempo por la situacion de
excepcionalidad social del datado de este estudio, a lo que se afiade la indisponibilidad de
todos los reactivos, no fue posible concluir el analisis de las muestras del presente trabajo.
Ademas, Hernandez (2014) propuso la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada
con espectrometria de masas como técnica analitica en su tesis para observar el iodato e
ioduro en forma de hormonas tiroideas en microalgas marinas, obteniendo resultados

satisfactorios.

74



Existen trabajos sobre el papel de las diatomeas en la reduccion de iodato a ioduro

en la naturaleza (Wong et al., 2002; Bluhm et al., 2010; Thorenz et al., 2014). Ademas,

se encontraron alrededor de 0.25 pg de iodo por gramo de peso seco de la especie P.

tricornutum en Hernandez (2014), a un enriquecimiento de 0.5 uM de KI105. Por lo que

se sugiere, que la poblacion de dicha especie expuesta en este trabajo a 3 uM de K10,

haya asimilado iodo correctamente (Cuesta y Manley, 2009; Iwamoto y Shiraiwa, 2012),

igualando o incluso superando, los valores encontrados por Hernandez (2014).

CONCLUSIONES

La especie Parachlorella sp. presentd los mejores resultados de produccion y
crecimiento a la concentracion de 1.5 uM de K103, seguida de E. cantabrica > P.
tricornutum > M. gaditana > 1. galbana. Por tanto, se ha conseguido cultivar
microalgas a concentraciones de iodo superiores a las encontradas en el medio
natural.

En las cepas E. cantabrica y P. tricornutum se observaron datos de produccion y
crecimiento mayores en poblaciones enriquecidas a distintas concentraciones de iodo
respecto a las control. Siendo la concentracion de 3 pM de K105 la que optimizo6 la
produccion en ambas cepas. Por lo que, se concluye con la necesariedad de
adaptacion de las especies a estas concentraciones de iodo.

A escala experimental se observd un mayor crecimiento y produccion en las
poblaciones control que en las enriquecidas con iodo. Por tanto, el iodo afecta
negativamente a la especie R. marinus. Encontrdndose la mejor produccion dentro
de las poblaciones enriquecidas a 5 uM de K105.

Son necesarios estudios futuros con la especie Parachlorella sp. y ademas, realizar

la escala experimental en las cepas mas productivas a escala laboratorio.
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5. Debido a la necesidad existente de enriquecer presas vivas en nutrientes esenciales
para el cultivo larvario de especies cultivadas en acuicultura, se considera el uso de
estas microalgas enriquecidas en iodo para niveles troficos superiores y por tanto, es
imprescindible el futuro analisis de la asimilacion de iodo en estas cepas.

6. La maximizacion en la produccion gracias al enriquecimiento del medio de cultivo
de las microalgas con iodo supone una mejora en la produccion de ciertas cepas, lo

que genera informacion de interés en estudios de cultivos de microalgas.
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