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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo tiene como fin la mejora de las técnicas de produccion de
diatomeas bentonicas como cultivo auxiliar del cultivo de abalon, Haliotis tuberculata
coccinea. Las diatomeas bentonicas sirven de alimento a las post-larvas de abalon
promoviendo su desarrollo y crecimiento durante las primeras etapas de su ciclo de
vida.

El experimento realizado pretende estudiar el efecto de la densidad de cultivo
sobre el crecimiento de las diatomeas benténicas, Amphora sp., Navicula incerta,
Nitzschia sp. y Proschkinia sp. Inicialmente se caracterizaron las diatomeas objeto de
estudio, forma, largo y ancho celular. Todas fueron cultivadas a tres densidades
iniciales, a 50.000 cél/ml, 100.000 cél/ml y 250.000 cel/ml en tubos de ensayo y en
placas de Petri. Para cada densidad y género se calculd la curva de crecimiento y la
adherencia al sustrato. En todos los cultivos las diatomeas se mantuvieron en idénticas
condiciones, medio de cultivo (F/2), intensidad de luz 5403 = 649 Lux, temperatura
28,5 = 1,4 °C, fotoperiodo constante de 24:0 h luz: oscuridad y tiempo de cultivo 7
dias.

Los resultados obtenidos demuestran que la densidad de in6culo de 100.000
cél/ml es Optima para las cuatro diatomeas a nivel de produccién semanal y de
rentabilidad de produccion. Proschkinia sp. alcanza la mayor tasa de crecimiento y
produccién semanal con 5,81 x 10° cél/ ml mientras que los mejores resultados de
fijacion al sustrato se obtuvieron con Amphora sp. la cual presenta el mayor niUmero de

células adheridas al sustrato con, 11.000 cél/mm?.

También se ha estudiado el valor nutricional, tanto en la fase exponencial y

estacionaria de cultivo de las cuatro diatomeas bentdnicas. Se hall6 la composicion

VI



Resumen

bioquimica proximal, lipidos, proteinas, carbohidratos y cenizas, resultando un mayor
contenido en proteinas y lipidos en fase exponencial para los cultivos de todas las
diatomeas. Amphora sp. presentd la mayor cantidad de lipidos totales (9,74% PS) en
fase exponencial mientras una diferencia en contenido de carbohidratos entre las dos
fases de cultivo s6lo se pudo observar en Proschkinia sp. Ambas diatomeas,
especialmente durante su fase exponencial, presentaron altos niveles energéticos y
contenidos en proteinas y lipidos adecuados para la alimentacion de post-larvas de
abalon. Las cuatro diatomeas no presentaron contenidos en cenizas significativamente
diferentes (P<0.05). Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se encuentran en un
rango del 23,25% al 38,62% del total de acidos grasos (TFA) y las cuatro diatomeas
objeto de estudio tuvieron mayores contenidos de n-3 PUFA que de n-6 PUFA. Todas
las diatomeas analizadas presentaron cantidades importantes de TFA (entre el 12,69% y
el 17,68%) y de 20:5n-3 (EPA) y Proschkinia sp., en fase logaritmica tiene la mayor
cantidad de 20:5n-3 4&cido araquidonico (ARA). Obtener una buena calidad de
diatomeas bentdnicas, con altos porcentajes de lipidos y proteinas permitira elevar las
tasas de crecimiento y aumentar la supervivencia de las post-larvas de abalon. Fijar las
condiciones medioambientales de cultivo, para las cuales se alcanza una alta calidad
nutricional, permitird disponer siempre de una dptima fuente de alimento. Combinar la
alimentacion de las post-larvas con dos o mas especies de diatomeas bentonicas de
diferentes tamafios celulares y composicién bioquimica beneficiara al cultivo del

abalon.
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Introduccién

1. INTRODUCCION.

1.1. Definicién de la acuicultura.

La acuicultura es el cultivo de organismos acuaticos en areas continentales o
costeras, que implica por un lado la intervencion en el proceso de la crianza para
mejorar la produccion y por el otro la propiedad individual o empresarial del stock

cultivado (FAO, 1997)

1.2. Estado actual de la acuicultura.

La produccion mundial de pesca de captura se ha mantenido relativamente
estable en el Gltimo decenio, el total de las capturas marinas que ascendio a 85,7
millones de toneladas en el 2004, no ha variado sensiblemente, alcanzando en el 2006,
81,9 millones de toneladas (Tabla I).

Los recursos marinos pesqueros estan sometidos a una gran explotacion en todo
el mundo, en el 2007 el 52%  estan totalmente explotados, el 28% estan
sobreexplotados, y s6lo un 20% con una explotacion moderada o infraexplotadas, con
algo de capacidad para producir mas (FAO, 2009).

El incremento del suministro de la acuicultura compenso con creces los efectos
del estancamiento de la produccion de la pesca de captura y el crecimiento de la
poblacion. Después de un constante crecimiento, en especial durante los ultimos cuatro
decenios, la acuicultura por primera vez esta en disposicion de proporcionar la mitad del
pescado consumido por la poblacion humana, de 110 millones de toneladas de pescado
para el consumo humano proveniente de la pesca y acuicultura en el 2006, un 47% de

esta cantidad correspondio a la acuicultura (FAO, 2009).
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Tabla I: Produccién mundial de la pesca y la acuicultura (FAO, 2009).

PRODUCCION

CONTINENTAL

Captura 8,7 9.0 8.9 a,7 10,1
Acuicultura 24,0 25,5 27,8 206 316
Total continental 327 34,4 36,7 39,3 a1,7
MARIN A

Captura 84,5 81,5 85,7 84.5 81,9
Acuicultura 16,4 17,2 18,1 18,9 20,1
Total marina 1009 98,7 103.8 1034 1020
TOTAL CAPTURA 93,2 40,5 64,6 a4.2 62,0
TOTAL ACUICULTURA, 40,4 427 45,9 48,5 51,7
TOTAL PESCA MUNDIAL 1336 133.2 1405 1427 143.6

Nota: no se contabilizan las plantas acuaticas.

La acuicultura evolucion6 del cultivo en agua dulce en sus comienzos a
desarrollarse en todos los ambientes acuaticos, en todos los paises y continentes. Si
desglosamos la produccion en funcién del tipo de agua utilizada para el cultivo, un 50%
proviene de agua marina, un 45% de agua dulce, y un 5% de agua salobre (Jacumar,
2009)

La acuicultura mundial esta liderada en gran medida por la region de Asia y el
Pacifico, la cual aporta el 89% de la produccion total en cantidad. Este dominio se debe
principalmente a China con un 67% de la produccion mundial en términos de cantidad
(Figura 1), sobre todo siendo el pais con la mayor produccion de carpas (ciprinidos) y
ostras. La acuicultura sigue creciendo mas que cualquier otro sector de produccion de
alimentos de origen animal y a mayor ritmo que la poblacién, en el 2006 la tasa de

crecimiento anual es de casi un 7% (FAO, 2009)
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Asia y el Pacifico
(@ excepcidn de China)

Europa 4,2 %%

América Latina

v el Caribe

3.0 %

Africa 1,5 %

América del Morte 1,2 %

China 66,7 %
I— Cercano Orienta 0,6 %

Nota: No se contabilizan las plantas acuaticas.

Figura 1: Produccidn acuicola por regién en el 2006 (FAO, 2009).

La acuicultura en los ultimos afios, también se ha diversificado a muchas
especies acuaticas entre las cuales los moluscos con un 22,3% de la produccién
mundial, mientras el cultivo de peces sigue siendo primero con un 47,4% de la

produccion acuicola (Figura 2).

Produccién por Grupo Taxonémico (%)

Plantas; 23,44

Ctros; 0,64

Peces; 47,41
Moluscos ; 22,31
Crustaceos; 6,19

Valor por Grupo Taxonodomico (%)

Flantas; ,689
Otros: 1.77

Moluscos ; 14,18

Peces ; 52,04

Crustaceos:
20,43

Figura 2: Produccion mundial acuicola en el 2004 de los principales grupos taxonémicos
(FAO, 2006).
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1.3. Evolucion y estado actual de la acuicultura en Espafia.
La evolucién de la produccion pesquera desde 1.950 hasta 1.970 fue en aumento
hasta alcanzar las 1,5 x 10° t, a partir de esta fecha el valor ha descendido poco a poco.

En el 2007 la produccion descendié 200.000 t. respecto al 2006, siendo esta de 1 x 10° t.

(Figura 3).
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Figura 3: Produccién pesquera en toneladas en Espafia desde 1950 hasta el 2007. Base de datos

correspondiente a la pesca comercial, recreativa y de subsistencia (FAO Statistic, 2009).

La bajada de la produccion pesquera, en la década de los afios 90, ha sido
paliada con el incremento de la acuicultura desde el afio 1998 hasta la actualidad
superando las 300.000 t. En el 2005 el principal productor de la UE-27 fue Francia con
el 20% del total, sequido de Espafia con el 17% e Italia y Reino Unido representando
cada uno en torno al 14% del total (EUROSTAT, 2005).

En el 2007, la produccién espafiola de acuicultura continental y marina, alcanzé
las 285.272,21 t., correspondiendo 64.227,49 t. a peces, 220.916,45 t. a moluscos y

129,25 t. a crustaceos (Figura 4) (FAO, 2009) (Jacumar, 2009).
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Figura 4: Produccion acuicola en toneladas en Espafia desde 1950 hasta el 2007 (FAO Statistic,
2009).

1.4. Cultivo de moluscos.

La mayor parte de la demanda de productos del mar se refiere al pescado, sin
embargo la produccién y cosecha de moluscos, especialmente bivalvos, también tiene
un papel esencial a la hora de satisfacer esta creciente demanda (Helm et al., 2006).

La actual tendencia del aumento del consumo de moluscos y el descenso natural
de las capturas indican que una gran porcion de estos derivara de la acuicultura en el
siglo veintiuno (Glaude y Maxey, 1994). En el 2006 los moluscos constituyeron el
segundo mayor grupo en produccion con 14,1 millones de toneladas, un 27% de la

produccién total (FAO, 2009),

1.4.1. Region Europa occidental.

Europa produjo alrededor de 750.000 t. de moluscos en el 2003 (Fao Statistic,
2009). La produccién fue dominada por tres paises, Espafia (34%), Francia (24%) e
Italia (17%) contabilizando el 75% de la produccion regional. En la Gltima década la

produccién de moluscos incremento un 2%/afio, presentando gran heterogeneidad segin
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las zonas de produccién (FAO, 2006). Del 2003 al 2007 la produccion de moluscos,
tanto de aguas salobres como marina, se mantiene con pocas variaciones proxima a las
690.000 t.

Dos principales especies dominan la produccién: Mytilus edulis (“blue
mussel”) y Mytilus galloprovincialis (“Mediterranean mussel”), ambos contabilizan
600.000 t. Le sigue la produccién de ostras; en el 2003 las ostras Ostrea edulis y
Crassostrea angulata alcanzaron 130.000 t. y en menor cantidad se encuentra la

produccion de almejas, Ruditapes philippinarum, con 28.000 t.

1.4.2. Produccion en Espafia.

En el 2006 la produccion de moluscos en Espafia sobrepasa las 300.000 t.,
descendiendo en el 2007 a 220.252,80 t. (Tabla Il). Si se excluye a los mejillones, la
produccién espafiola de moluscos en el 2007 es aproximadamente 8.300 t., siendo de

este modo inferior a la produccién de peces, 40.000 t.

Tabla Il: Produccion acuicola en toneladas de moluscos en Espafia (2003 -2007). (Jacumar,
2009).

Especie 2003 2004 2005 2006 2007
MEJILLON 248.826,51 | 294.826,19 | 209.314,70 | 301.865,87 | 211.983,06
OSTRAS 3.116,74 4.043,67 3.959,88 4.787,86 5.127,18
ALMEJAS 1.741,75 2.234,05 1.907,73 1.505,98 1.983,99
BERBERECHO 969,58 1.062,25 520,58 507,16 1.132,76
PULPO 10,24 12,66 15,80 10,71 24,66
ESCUPINA 1,94 1,50 1,65 4,35 0,60
ZAMBURINA 0,00 0,00 0,00 0,31 0,38
NAVAJA 0,00 0,02 0,00 0,04 0,17
CHIRLA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
VIEIRA 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00
PECTINIDOS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
COQUINA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 254.666,76 | 302.180,34 | 215.720,34 | 308.682,33 | 220.252,80
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La necesidad actual de introducir nuevas especies, de moluscos que ain no
estan representados, permitiria diversificar la produccion y en el caso de islas como
canarias permitiria diversificar la economia, con especies nativas de la zona.

Actualmente, en Canarias, la produccion acuicola es exclusivamente piscicola,
en el 2007 la produccién de doradas contabiliz6 4.576,33 t., sequida de la lubina con
3.547,61 t. Los tdanidos no registraron produccion (Jacumar, 2009) (Figura 5). En
consecuencia el desarrollo del cultivo de una especie de molusco, tal como la de oreja
de mar, que se encuentra en el archipiélago, permitiria generar una industria acuicola
pionera en las islas y con un gran potencial en Espafia, asi como aumentar la oferta de
productos de acuicultura. También promoveria un desarrollo econdémico de los
mercados locales y aumentaria la competitividad del sector acuicola de importancia

estratégica para las islas.
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Figura 5: Produccion acuicola en toneladas en el archipiélago canario (2001-2007). (Jacumar,
2009).
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1.5. Cultivo del abalon.

Los Abalones (Gastropoda, familia Haliotidae) son un marisco con alto valor
comercial en la cultura asiatica (Huchette et al, 2003). También llamados orejas de mar,
son animales herbivoros y todas las especies pertenecen al género Haliotis, formando
parte de una de las familias mas primitivas de gaster6podos en forma y estructura.

El cultivo de abalon comenzé en Japon hace un siglo, y su cultivo se ha ido
extendiendo a varios lugares del mundo. Desde 1988, la produccién mundial de abalon
ha ido en aumento continuo hasta el afio 2005, siendo el afio 2002 cuando se produce un
incremento notable pasando de 770 t. ese afio a 21.423 t. en el 2005, lo que supone un
aumento del 96,40% en los ultimos cuatro afios. Este incremento responde a un
descenso de las capturas de abalon salvaje, un aumento significativo de la demanda y a

las mejoras de las técnicas de cultivo (Figura 6).
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Figura 6: Produccion mundial del abalén (FAO Statistic, 2009).
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Los mayores productores de abalon, en la ultima década, son en orden
ascendente, Chile, Australia, Sudafrica y China. La produccion de este Gltimo presento
un crecimiento exponencial a partir del 2003, logrando a dia de hoy ser el mayor

productor mundial de abalén (Figura 7).
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Figura 7: Principales productores del abalon (FAO Statistic, 2009).

En el mercado mundial, la demanda supera ampliamente la oferta, y el precio
que alcanza en el mercado es muy alto, lo que es suficientemente atractivo como para

pensar en la rentabilidad de su cultivo (Oakes y Ponte, 1996).
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En relacion a los precios que alcanza en el mercado, oscilan segin sea
presentado el producto: desde 32€ por kilogramo con concha, 45€ por kilo fresco y

vivo, 80€ por kilogramo enlatado y 700€ por kilogramo seco (Gordon y Cook, 2001).

Debido al colapso de la pesqueria, en la mayoria de los paises donde el abalon
Se encuentra coOmo recurso pesquero, se estima que cualquier aumento sostenible en la

oferta deberé provenir de un desarrollo mayor del cultivo (Flores, 2003).

1.6. Haliotis tuberculata coccinea
Reino: Animalia
Phyllum: Mollusca
Clase: Gastropoda
Subclase Prosobranchia
Superorden: Archaeogastropoda
Orden: Vetigastropoda
Familia: Haliotidae
Género: Haliotis
Especie: H. tuberculata coccinea
En Canarias, la especie Haliotis tuberculata coccinea (Reeve, 1846) es conocida
popularmente como “almeja canaria”. Se encuentra en las costas canarias a poca
profundidad, en la zona infralitoral, sobre fondo rocoso donde se adhiere a las rocas. Es
una especie que puede alcanzar unos 7-8 cm de largo, por 4,5 cm de ancho
aproximadamente (Figura 8).
Es de caracteristicas muy similares a Haliotis tuberculata (especie Europea)
producida de forma industrial en paises como Francia o Irlanda. Desde un punto de

vista de su aplicacion industrial, la especie H. tuberculata spp. es una candidata idonea,
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ya que alcanza en el rango de su tamafio, la talla minima exigida para su
comercializacion.

Dicha especie ha sido explotada tradicionalmente a nivel local, siendo sometido
a un elevado esfuerzo marisquero durante las Gltimas décadas, lo que ha motivado que
su captura haya disminuido considerablemente y que esté presente en el Catalogo de
Especies Amenazadas de Canarias en la categoria de especie vulnerable (BOC,

2001/097).

Figura 8: Ejemplar de Haliotis tuberculata coccinea.

Esta especie presenta sexos separados y fecundacion externa. Los habitos
alimentarios de los abalones varian de acuerdo con la etapa de desarrollo, las larvas, en
sus primeros estadios, son planctonicas y lecitotroficas. Conforme crecen se fijan al
sustrato y empiezan a alimentarse de algas microscopicas, las diatomeas benténicas, se
alimentan de estas hasta alcanzar aproximativamente los 5 mm de longitud de concha
(Kawamura et al., 1995), a partir de los cuales han desarrollado una radula
suficientemente fuerte para empezar a consumir macroalgas. (Hahn, 1989)

La limitacion de la produccién de semillas de abaldn, a gran escala, se centra en

la alta mortalidad observada en el momento del asentamiento de las larvas. Esto es
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debido fundamentalmente al uso de sustratos de fijacion inadecuados y a la necesidad
de encontrar una fuente de alimentacion adaptada a esa fase de desarrollo. Es el
momento critico en el que el individuo comienza a utilizar su aparato digestivo y a

comer las microalgas que se le proporcionan.

1.7. Importancia de las microalgas y su cultivo para acuicultura.

Las microalgas muestran tener un ancho rango de formas y muy diversos
ordenes de magnitud en tamafio, (Reynolds, 1984). Hay dos principales fuentes de
especies de algas usadas en acuicultura, poblaciones naturales de fitoplancton o
cultivos enriquecidos por adicion de nutrientes (New, 1990). La segunda fuente son
cultivos unialgales, esenciales cuando una fuente de alimento de alta calidad es
requerida (Borowitzka, 1997).

El cultivo de microalgas es una necesidad porque el contenido de fitoplancton
natural del agua de mar utilizada en los criaderos es insuficiente (Helm et al., 2006).
Las microalgas son una fuente esencial de alimento en la cria de todos los estados de los
moluscos marinos, asi como de las larvas de varios peces marinos, peneidos y del
zooplancton (Lebeau y Robert, 2003).

La produccion acuicola de plantas acuaticas en 2006 fue de 15,1 millones de
toneladas, siendo China el mayor productor con un 72%. El cultivo de plantas acuaticas
ha aumentado de manera constante a un ritmo medio anual del 8% desde 1970 (FAO,
2009).

En 1999, la produccién de microalgas para acuicultura alcanzé 1.000 t (62%
para moluscos, 21% para camarones y 16% para peces) de la produccion total mundial

acuicola de plantas y animales (Muller-Feuga, 2000).
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Para la eleccion de microalgas para la acuicultura los criterios son: faciles de
cultivar, no toxicas, adecuado tamafio y forma para ser digeridas, altas calidades
nutricionales y paredes celulares digeribles para obtener una mayor disponibilidad de
los nutrientes (Spolaore et al, 2006).

Las microalgas han sido consideradas como una fuente nutricional prometedora
(Yongmanitchai y Ward, 1991) para suministrar nutrientes esenciales a los animales que
las consumen (Knuckey et al., 2002).

El contenido de proteinas en células de microalgas cultivadas con suficientes
nutrientes casi siempre excede al contenido de carbohidratos, el cual a su vez,
usualmente excede al contenido de lipidos. Las proteinas podrian parecer ser como el
menos variable de los componentes principales de las algas (Darley, 1977)

Los carbohidratos, concretamente los polisacéridos, representan el principal
componente que forma la pared celular de las diatomeas (Hechy et al., 1973). Muchas
diatomeas producen polisacaridos extracelulares en forma de hilos, capsulas gelatinosas,
mucus acolchado y tubos (Darley, 1977).

Las cenizas, materia inorganica, estan representadas en altas cantidades en las
diatomeas (Renaud et al., 1999), incluso pudiendo ser mayor al porcentaje en peso seco
de las proteinas. En otros grupos de microalgas el porcentaje de cenizas es méas bajo
que en las diatomeas, esto es debido a que las diatomeas presentan una pared celular
silicea.

Los lipidos de las algas estan asociados muchisimas veces a las membranas
celulares (Wood, 1974) y a los sistemas de reserva energéticos (Fogg, 1953). Las algas
poseen la mayor parte de las clases de lipidos encontrados en organismos marinos
(Behrens y Kyle, 1996) y son una fuente cada vez mas importante de acidos grasos. Se

considera de especial importancia la capacidad de las microalgas de producir acidos
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grasos poliinsaturados (PUFASs), esenciales en las dietas alimenticias por razones
asociadas con sus estructuras especificas (Ackman, 1983; Lands, 1986). Un numero de
estudios se han dirigido a la optimizacién de las condiciones de cultivo de las
microalgas para producir biomasa rica en PUFAs (Taguchi et al., 1987; Thompson et
al., 1992; Reitan et al., 1994; Otero et al., 1997; Lu et al., 2001; Goldberg et al., 2002;
Hu y Gao, 2003). Los PUFAs que reciben mayor atenciébn son el 4cido
eicosapentaenoico (EPA 20:5n-3) y acido docosahexaenoico (DHA 22:6n-3), debido a
su importancia nutricional, tanto para la salud humana como para la acuicultura

(Borowitzka, 1995; Wen y Chen, 2000).

1.8. Las diatomeas.

Entre las algas marinas, las diatomeas son el mayor componente del fitoplancton
y también sirven como fuente fundamental de alimento en acuicultura (St. John et al.,
2001). Pertenecen a la clase Bacillariophyceae y su peculiaridad entre otras microalgas
es la pared celular de silice (Lebeau y Robert, 2003).

Son algas pardas eucariotas, unicelulares, diplontes y autétrofas. Poseen
cloroplastos y pigmentos como la clorofila a y c, beta caroteno y fucoxantina
principalmente. Sus dimensiones estdn comprendidas entre 20 micrometros y 0,4
milimetros.

El nimero total de especies de diatomeas extendidas mundialmente pueden ser
al menos 2 x 10° (Mann y Droop, 1996). El nimero de géneros y especies es del orden
de 250 y 100.000 respectivamente (Norton et al., 1996; Van Den Hoek et al., 1997). En
el medio natural son abundantes al comienzo de la primavera y otofio, cuando los
nutrientes no son limitantes y cuando la intensidad de luz y duracién del dia son

Optimos para la fotosintesis (Falciatore y Bowler, 2002).
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1.8.1. Estructura externa y clasificacion.

Su caracteristica mejor conocida es la presencia de un Unico tipo de pared
celular, conocido como “frastulo”, el cual estd construido por dos valvas de silice
amorfo polimerizado (Busby y Lewin, 1967), tomando forma de una caja, con una caja
cubriendo a la otra (Van Den Hoek et al., 1997); encajadas una sobre otra como una
placa de Petri (L6pez et al., 2005).

Cada valva tiene una parte plana que se denomina “teca” y una pieza lateral o
borde. Las dos tecas reciben un nombre distinto, la superior se llama “epiteca” y la
inferior “hipoteca” (Scala y Bowler, 2001).

Es comln la presencia de estructuras accesorias como membranas, setas,
espinas, que sirvan para la union en cadena. La presencia de largas espinas en algunas
especies sirve para evitar ataques de depredadores (Lopez et al., 2005).

Poseen poros alineados radiales en el caparazon de silice que permite la toma de
sustancias para su alimento o respirar. Los poros no sélo difieren en su forma entre las
especies, también en dimensidn y talla, siendo cada uno anico (Vrieling et al., 2004).

Segun la simetria existen dos tipos de diatomeas, las de simetria radial o
centrales, o las que poseen simetria bilateral o pennales.

Las diatomeas céntricas son esencialmente microalgas planctonicas, se
encuentran en todas las masas de agua abiertas, mientras las pennales se encuentran la
mayoria de las veces en forma bentdnica, creciendo sobre sedimentos o agarradas a
rocas o microalgas; y algunas especies pueden ser encontradas en suelos (Lee, 1999).

Las diatomeas pennales poseen una estructura central denominada “rafe”; un

surco no silicado que recorre toda la célula que les dota de movilidad (2-3 umy/s).
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1.8.2. Ciclo de vida de las diatomeas.

Las diatomeas son microalgas que se encuentran en todos los ambientes y tienen
una elevada tasa de reproduccion si las condiciones son adecuadas. La intensa velocidad
de division que puede alcanzarse cuando las condiciones son 6ptimas llega a producir
densas floraciones. La presencia de silice es una necesidad absoluta para la division
celular de las diatomeas, de modo que el nimero de células se mantiene proporcional a
la cantidad de diéxido de silicio existente, siempre y cuando los demas nutrientes no
sean limitantes.

Presentan dos tipos de reproduccion, asexual por biparticion y sexual. Las
diatomeas son diplontes y se multiplican vegetativamente por division celular mitotica
durante la mayor parte del ciclo de vida (Sabbe et al., 2004).

Cuando la diatomea divide en dos su célula, estas valvas se separan y cada una
de ellas con su contenido citoplasmatico, da lugar a un nuevo organismo regenerando la
media valva que le faltaba (Figura 9). La menor, es decir la interna, es siempre la

regenerada, suscitando una reduccion del tamafio de los individuos con el tiempo.

Figura 9: Esquema de la divisién asexual en las diatomeas.

El rejuvenecimiento del tamafio original celular es usualmente acoplado durante
el ciclo sexual (Darley, 1977), contribuyendo también a mantener la variabilidad

genética.
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1.8.3. Las diatomeas bentonicas o pennales y sus formas de crecimiento.

Estas diatomeas segregan al exterior de su frustulo un mucilago péctico,
sustancia viscosa con funcion protectora. Este les permite agruparse en colonias
formando una pelicula después de la division o estar fijadas aisladamente.

Las diatomeas bentdnicas estan clasificadas en 7 tipos de formas de crecimiento,
la clasificacidn esta basada en el modo de fijacidn, solitaria o forma colonial, movilidad

y fortaleza de adhesion (Figura 10) (Kawamura y Hirano, 1992).

A B

Figura 10: Siete tipos de formas de crecimiento de las diatomeas bentonicas (Kawamura y
Hirano, 1992).

Tipo A: Célula solitaria, con habitat postrado y réapidos movimientos

deslizantes. La fortaleza adhesiva es baja.
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Tipo B: Celula solitaria, con hébitat postrado y movimientos lentos. La fortaleza
de adhesion es muy alta.

Tipo C: No movil, célula solitaria o simple, colonia con forma de abanico
manteniéndose vertical sobre el sustrato.

Tipo D: Larga, colonia con forma de cinta o de zigzag sujeta al sustrato por el
final de la colonia.

Tipo E: Célula solitaria o corta, colonia en forma de cinta unida al sustrato con
un hilo mucoso.

Tipo F: Rama, colonia arborescente conectada junta por mucus hiloso.

Tipo G: Colonia encerrada en un filamento o rama, arborescente, tubo mucoso.

Las diatomeas en el tubo pueden moverse.

1.8.4. Fases de crecimiento de un cultivo de diatomeas bentonicas,

requerimientos y bioquimica.

La curva de crecimiento de las diatomeas bentdénicas se divide entre las
siguientes fases (Figura 11). La primera fase consiste en una fase de adaptacion o
aclimatacion donde las células se adaptan a las condiciones de cultivo. La segunda fase
se denomina de crecimiento exponencial cuando la velocidad de divisidén celular se
acelera y aumenta el namero de células.

Cuando la velocidad de division celular se ralentiza conforme se van limitando
los nutrientes y la penetracion de la luz a través del cultivo, se entra en la fase
estacionaria hasta que se produce la muerte celular y el descenso del numero de células

en cultivo (Helm et al., 2006).
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Figura 11: Fases de crecimiento en un cultivo de microalgas (Helm et al., 2006).

Estas fases sOlo se pueden observar en condiciones adecuadas de cultivo,
considerando que algunos de los mas importantes factores para la produccion de la
biomasa de microalgas son la calidad y disponibilidad de nutrientes, cantidad y calidad
de luz, pH, y temperatura. Todas estas variables pueden modificar o limitar la tasa de
crecimiento, la produccion de la biomasa y la composicion bioquimica de la microalgas,
y como resultado, su valor nutricional (Kawamura y Hirano, 1992; Flores- Vergara,
1998 y Simental- Trinidad, 2001). Por lo cual, el control de las condiciones de cultivo
de las diatomeas bentdnicas juega un papel importante en un cultivo como el de post-
larvas de abaldn, pudiendo afectar su valor nutricional (Brown et al., 1997). Durante las
tempranas etapas de desarrollo, las diatomeas bentonicas son la mayor fuente de
alimentacion para los juveniles de abalon (Kawamura et al., 1995), requieren una alta
cantidad y calidad de diatomeas bentonicas que podran proporcionar una adecuada
nutricién para su crecimiento y supervivencia (Wang et al., 1997; Simental-Trinidad et

al., 2001; Daume y Ryan, 2004).

19



Introduccién

La oferta de una nutricion adecuada conlleva el mantenimiento de una apropiada
pelicula de diatomea (Figura 12), equilibrando el incremento en la tasa de ramoneo de
las post-larvas con la tasa de crecimiento de las diatomeas (Ebert y Houk, 1984); un
paso critico en el éxito de los criaderos de todo el mundo (Hahn, 1989). Por lo cual, las
condiciones de cultivo y fases de crecimiento de las diatomeas son factores importantes
que controlar, por el impacto que repercutan sobre la cantidad de células producidas, su
composicién bioquimica y la fortaleza estructural de la célula (Kawamura y Hirano,
1992). La fortaleza puede afectar la habilidad de las post-larvas de abaldn que tienen
para romper las células de la diatomea, afectando la absorcion del contenido de la
célula de diatomea (Kawamura, 1996) y posteriormente a la digestion de esas diatomeas

(Roberts et al., 1999b).

Figura 12: Post-larvas fijadas de Haliotis tuberculata coccinea

1.8.5. Criterio de eleccion de las diatomeas bentonicas objeto del estudio.

Para la realizacion de este estudio, del impacto de las condiciones de cultivo
sobre el crecimiento y la calidad de la diatomea bentdnica producida, se eligieron las
microalgas segun la clasificacion de las distintas formas de crecimiento de las diatomeas

bentdnicas descrita por Kawamura y Hirano (1992) y segun las diatomeas mas comunes
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usadas para alimentacion de post-larvas de abalon (e. g. Nitzschia, Navicula) (Lebeau y

Robert, 2003). Se escogieron los siguientes géneros:

El género Amphora se engloba en la forma de crecimiento Tipo B (Anexo 1),
tiene un modo de asentamiento postrado, solitario (incluye pequefias colonias
constituidas por varias células). Tiene movilidad ocasional y lenta. Su fortaleza de
adhesion es muy fuerte siendo capaz de resistir separacion por un chorro desde un tubo
capilar (Kawamura y Hirano, 1992).

Nitzschia sp. tiene forma de crecimiento Tipo A (Anexo 1), forma comunidades
postradas y solitarias. Se mueve activamente y rapidamente. Su fortaleza de agarre es
muy débil, y ligeramente se despega por una ligera sacudida del recipiente de cultivo
(Kawamura y Hirano, 1992).

Navicula incerta tiene forma de crecimiento Tipo A (Anexo 1) y es beneficiosa
para el crecimiento y supervivencia de las post-larvas (Kawamura y Takami, 1995;
Kawamura et al., 1998a; Roberts et al., 1999a; Daume et al., 2000) pero la cantidad
disponible en el medio natural no puede satisfacer las necesidades industriales, por lo
tanto el cultivo en masa de Navicula incerta es necesario para satisfacer la demanda de
la acuicultura (Affan et al., 2007).

Proschkinia sp. fue escogida debido a que presenta la misma morfologia externa
que Navicula incerta, un género frecuentemente usado en criaderos de abaldn, pero con
un tamafio inferior. Por su similitud con Navicula se deduce que posee la forma de
crecimiento Tipo A. Proschkinia sp, se incluyo en el presente estudio como candidata

interesante para futuros experimentos de alimentacion de post-larvas de abaldon.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es optimizar las técnicas de produccion del
cultivo de diatomeas bentdnicas, Amphora sp., Navicula incerta, Nitzschia sp. y
Proschkinia sp. como fuente de alimentacion para post-larvas de abalon (Haliotis

tuberculata coccinea, Reeve, 1846).

Los objetivos especificos del presente estudio se pueden desglosar en los

siguientes:

1. Determinar la densidad iddnea de cultivo de los 4 géneros de
diatomeas bentonicas.

2. Obtener curvas de crecimiento de los 4 géneros de diatomeas a varias
densidades de indculo y su capacidad de fijacion.

3. Hallar para todas las densidades la tasa especifica de crecimiento.

4. Estudiar la calidad nutricional de las microalgas analizando la
composicion bioquimica basica (lipidos, proteinas, cenizas y
carbohidratos), asi como sus contenidos en acidos grasos, en la fase
exponencial y en la fase estacionaria.

5. Seleccionar las diatomeas con tamafio, tasa de crecimiento vy
composicion bioquimica adecuadas para el cultivo de abalén.

6. Elaborar un protocolo de cultivo de diatomeas bentdnicas eficiente

para la alimentacion de las post-larvas de abalon.
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Esto permitira la obtencion de una fuente de alimentacion larvaria de calidad
nutricional adecuada, que permitiria aumentar la supervivencia y el crecimiento de las

post-larvas de H. tuberculata coccinea en la etapa mas critica del cultivo.
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3. MATERIAL Y METODO.

Los experimentos de cultivo de diatomeas bentonicas en tubos de ensayos, en
placas de Petri y en bolsas de plastico transparentes fueron llevados a cabo en la planta
de produccion animal del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM), Gran Canaria,
durante los meses de Junio a Octubre del 2007. Amphora sp., Nitzschia sp. y
Proschkinia sp. proceden de la coleccion de microalgas que se conserva en el Instituto
de Ciencias Marinas de Andalucia (ICMAN, CSIC), Puerto Real, (Cadiz) (Figura 13).
Mientras Navicula incerta proviene de un banco de algas de la Universidad Auténoma

del estado de Baja California.

Figura 13: Diatomeas en pipetas Pasteur transportadas desde el ICMAN, Céadiz.

3.1.  Acondicionamiento y mantenimiento de las diatomeas bentdnicas.

Las diatomeas transportadas en pipetas Pasteur desde el ICMAN se mantuvieron
en una sala independiente, con control de temperatura e iluminacion. Las
manipulaciones de las microalgas se realizan en ambiente esterilizado con alcohol y
bajo la llama de un mechero Bunsen, por personal equipado de guantes. Las cuatro
diatomeas fueron inoculadas por triplicado en tubos de ensayo con medio F/2, y en

erlenmeyers de 250 ml y escalonadas a balonesde 11,21y 4 | (Figura 14).
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Cultivos a escala
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Figura 14: Etapas en la produccion de algas hasta los cultivos a gran escala (Helm et al., 2006).

Todos los cultivos fueron mantenidos sin aire, bajo iluminacion continua y

replicados a intervalos regulares con el fin de mantener su calidad y renovarlos.

Las diatomeas bentodnicas, en el laboratorio, crecen en el cristal como sustrato

(Gardufio et al., 1996). Las diatomeas adheridas a las paredes del recipiente se colectan

con una pipeta Pasteur para servir de nuevo inoculo. EI medio de cultivo F/2 utilizado

se prepara con agua de mar filtrada, a través de un filtro de cartucho de membrana de

lum, Yy pasada por luz ultravioleta, afadiéndole a continuacion el resto de los

componentes, que seran descritos a continuacion. Posteriormente se autoclava a 121°C

durante 20 min. a una presion de 1,05 Kg./cm?. Las vitaminas se afiaden cuando enfrie

el medio de cultivo esterilizado en el autoclave.

El medio de cultivo F/2 de Guillard (1975):

Disolucién de macronutrientes (Solucién 1: Disolver en 1000 ml de agua destilada)

e Nitrato NaNO3 75,0 ¢
e Fosfato NaH,PO, - H,O 5,0 ¢

Disolucidn de silicatos (Solucién 2: Disolver en 1000 ml de agua destilada)

Silicato Na,SiO3- 9 H,O 30,0 g.
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Disolucion de Metales traza:

Solucion 3 (Disolver en 900 ml de agua destila Na,EDTA 4,36 g):
FEC|3 - 6 H,0O 3,15 g.

Solucion 4 (Disolver cada uno en 100 ml de agua destilada):
CuSO4-5H,00,10¢9

ZnS04-7H0 0,22 g

MnCl,- 4 H,01,8 g

CoCl,- 6 H,0 0,10 g

Na;MoO, - 2 H,0 0,06 g

Afadir 1ml de cada una de las disoluciones, de la solucion 4 a la solucion 3 'y

ajustar el volumen final hasta 1l con agua destilada.

Disolucién de Vitaminas (Solucién 5: Disolver en 1000ml de agua destilada)
Biotina 0,5mg

B12 0,5 mg

Tiamina HCI 100 mg

Se afiade 1 ml de las soluciones anteriores (#1-5) a cada litro de agua salada de

cultivo de diatomeas.

3.2. Caracterizacion de las diatomeas.

Se recogieron muestras de las microalgas, de los cultivos liquidos, con pipeta
Pasteur y se introdujeron en un Ependoff. Para la separacion de las células, las muestras
se pasaron, durante varios minutos, por sonicador modelo 3510E-MT de la marca

Bransonic, Ultrasonic Cleaner, con una salida de 100 W y frecuencia 42 Hz +/- 6%.
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La muestra sonicada se observé en el microscopio (x1000) para caracterizar las
diatomes y medirlas. Las microalgas fueron fotografiadas con una cdmara Olympus
C3040-ADU vy el tamario de las diatomeas fue determinado con el software de imagen
Adobe Photoshop.

La escala de 10 um sirvidé de referencia para el calculo de las medidas de las
microalgas (Figura 15). Se tomaron, para cada diatomea, medidas de longitud y anchura

de seis células en distintas fotos.

A B

Figura 15: Medida del largo celular (A) y del ancho (B) de Navicula incerta con una escala de

10 um en el objetivo de 100x.

3. 3. Montaje estanteria.

Los experimentos se realizaron en una estanteria con dos estantes (Figura 16).
Tubos de luz blanca de 36 W se suspendieron de la parte superior a una distancia de 45
cm de las estanterias, proporcionando una intensidad de luz de 6.000 lux en la superficie
de la estanteria. El agua de mar suministrada para los cultivos de microalgas en la
estanteria esta filtrada por cartucho hasta 1um y esterilizada por una lampara UV.

Se cubrié la estanteria con un sombreado, para limitar las oscilaciones de

intensidad de luz con el transcurso de las horas y de los dias.
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Figura 16: Estanteria dentro de la planta de produccion animal para realizar los experimentos

de las microalgas.

3.4. Medicion y analisis de parametros.

3.4.1. Temperatura.

La temperatura se midi6 cada dia de cultivo, tanto en los experimentos
realizados con tubos de ensayo, como con placas de Petri, asi como en las bolsas de
plastico transparente. Fue medida con un termometro varilla relleno de mercurio con
una escala de 10 a 110 °C dentro de cada recipiente correspondiente a cada experimento.
La temperatura se media a la misma hora que se anotaba la intensidad de luz. Las
medidas siempre se tomaron en la mafiana a las 13:30 h, durante el transcurso de los

experimentos.

3.4.2. Radiacion.

La intensidad de luz que llegaba a los tubos de ensayo, a las placas de Petri, 0 a
las bolsas de cultivo, segun el experimento realizado, se midié con un luxémetro digital
“Digital Light Meter”, modelo HT170N (Figura 17).

Se tomaron dos medidas en los experimentos de los tubos de ensayo, una en la
base de los tubos y otra en la superficie de los tubos para realizar la media de la luz

recibida por los tubos. En las placas de Petri se tomé la medida en la base de las placas
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y en las bolsas de cultivo para los andlisis bioquimicos, se tomaron en la superficie de
las bolsas. Las medidas siempre se tomaron a las 13:30h, durante el transcurso de los

experimentos.

Figura 17: Luxémetro para medir diariamente la intensidad de luz a la cual estaban sometidos

los cultivos de diatomeas.

3.5. Experimentos de crecimiento algal.

Todas las microalgas crecieron bajo idénticas condiciones, de temperatura, 28,5
+ 1,4 °C, intensidad de luz 5403 + 649 Lux (62 = 8 pmol m? s* 016 + 2 W m?) y
medio de cultivo (F/2). Los cultivos fueron no axénicos y en cada experimento las
diatomes se cultivaron por triplicado. Los experimentos en tubos de ensayo, para
observar la biomasa celular, y en placas de Petri, para ver las células adheridas al
sustrato, fueron realizados a diferentes densidades de in6culo, 50.000, 100.000 y
250.000 células/ml. Ambos se realizaron durante 7 dias de cultivo y con fotoperiodo

constante de 24:0 h luz: oscuridad.
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3.5.1. Cultivo en tubos de ensayo.

3.5.1.1. Descripcion.

Se cultivaron las cuatro microalgas (Amphora sp., Nitzschia sp., Proschkinia sp.
y Navicula incerta) en tubos de ensayo en la estanteria de la planta de cultivo durante 7
dias. Se probaron tres densidades distintas, 50.000 cél/ml, 100.000 cel/ml y 250.000
cel/ml. Se realizaron contajes diarios de las células para definir la curva de crecimiento
de cada microalga. Para cada densidad experimental se contabilizaron cada dia tres
muestras de tres tubos de cada diatomea, para contarlos y desecharlos. Para cada
densidad, en total se inocularon 21 tubos de cada diatomea (7 dias cultivo x 3 replicas
de tubos), tapados con film de parafina para que entrase la luz, pero sin aire. Todos los
tubos se colocaron en una gradilla, mantenidos en posicion vertical y la fuente luminosa
situada encima de los tubos.

Los 21 tubos de cada diatomea y densidad fueron mantenidos en las mismas
condiciones ¢ inoculados el dia “0” a la misma densidad, partiendo de un indculo de un
cultivo madre de la misma edad para todos.

La estimacion de la densidad algal por muestra, tanto en cultivos madres como
en tubos experimentales, se realizd después de agitar los tubos durante 1-2 minutos en
un vortex, a maxima velocidad, y de pasarlos unos minutos por un sonicador modelo
3510E-MT de la marca Bransonic, Ultrasonic Cleaner, con una salida de 100 W y
frecuencia 42 Hz +/- 6%.

La sonicacion es un método seguro, no destructivo para despegar y poner en
suspension las diatomeas (Voltolina, 1991). Las células sonicadas se muestrearon con
una camara de contaje o de Neubauer, modelo Thoma, para estimar la densidad celular

de las diatomeas sonicadas. La camara es un portaobjeto de cristal grueso con dos
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camaras, cuadriculadas, en la superficie, una arriba y otra abajo, de 0,2 mm. x 0,2 mm.
cada una. Las cAmaras se llenan por capilaridad después de haber echado 1-2 gota de
muestra en cada una, se coloca un cubreobjetos sobre las dos camaras proporcionando
una profundidad de 0,1 mm., haciendo que el volumen total de la camara sea de 0,004

mm?® que equivalen también a 0,004 plitros (Figura 18).

i

Cdmaras dnéien \Ptnmformn de deslizomiento del cubre

objetos
Cubre objetos
[ i Ej; I Profundidad 0.1 mm.

Figura 18: Camara de Neubauer. (Torrentera y Tacon, 1989).

Las camaras estan subdivididas en cuadrados principales, estando estos a su vez
divididos en 4 x 4 cuadrados secundarios (Figura 19). Se contabilizé la densidad de
cada muestra, contando cinco cuadrados principales de la camara, los de las cuatro

esquinas y uno central y se hallaba la media (Torrentera y Tacon, 1989).

= N

0.0z um[

Figura 19: Diagrama de cuadricula en una caAmara de Neubauer

L
0.005 em
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3.5.1.2. Célculos.
Para calcular el nimero de células/ ml se tiene en cuenta el volumen de la
camara:
Volumen de la cdmara: 0,2 x 0,2 X 0,1 = 0,004 mm3 = 0,004 ul
Msc (media de los 5 cuadrados)= [(C1+ C2 +C3+ C4+ C5)/ 5]

Concentracion Células/ ml = (Msc/0,004) x 1000= (Msc/4) x 10°

Las células que se contabilizaron son las que estaban situadas dentro del area y
las que tocaron la linea izquierda e inferior, siempre igual en todos los cuadrados para
evitar células contadas por duplicado.

Las células se contabilizaron con un microscopio (x400) (Figura 20).

Figura 20: Microscopio con camara utilizado para contabilizar las células de diatomeas.

El volumen de in6culo necesario para cada densidad experimental de cultivo se
calculd, segun la ecuacion:

Di x Vi = Ds X Vs
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Donde:
_ Dj, densidad algal en cultivo madre.
_ Vi, volumen de indculo necesario de cultivo madre.
_ D¢ densidad algal a dia 0 en tubos de ensayo experimentales.
_ V: volumen total de los tubos de ensayo experimentales.
Los indculos se llevaron a cabo bajo la llama de un mechero en una campana,
para evitar contaminacion (Figura 21). Las pipetas y tubos se autoclavaron igual que el

medio de cultivo.

Figura 21: Indculos realizados bajo una campana de flujo laminar.

Una vez inoculados los 21 tubos/diatomea, se rellenaron hasta alcanzar un

volumen final de 10 ml.
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3.5.2. Cultivo en placas de Petri.

3.5.2.1. Descripcion.

Se cultivaron las cuatro microalgas (Amphora sp., Nitzschia sp., Proschkinia sp.
y Navicula incerta) en placas de Petri, de 9 cm de diametro y de 20 ml de volumen, en
la estanteria de la planta de cultivo durante 7 dias. Se probaron tres densidades distintas,
50.000 cél/ml, 100.000 cél/ml y 250.000 cél/ml. Se realizaron contajes diarios de las
células para definir el nimero de células adheridas diariamente para cada diatomea. Se
utilizaron cubreobjetos de vidrios, dentro de placas de Petri, como sustratos de fijacion
de las diatomeas. Para cada densidad experimental, se contabilizaron cada dia tres
cubreobjetos de tres placas de Petri de cada diatomea, para contarlos y desecharlos. Para
cada densidad, en total se contabilizaron 21 cubreobjetos de cada diatomea (7 dias
cultivo x 3 replicas), en placas de Petri. Todas las placas de Petri se colocaron en la
estanteria a la misma altura de la fuente de luz, encima de cajas de plastico para recibir
la misma cantidad de luz que los tubos de ensayos (Figura 22).

Las placas de Petri de cada diatomea y densidad fueron mantenidas en las
mismas condiciones e inoculadas el dia “0” a la misma densidad, partiendo de un
indculo de un cultivo madre de la misma edad para todas.

La metodologia del in6culo de las placas de Petri fue igual que la descrita para
los tubos de ensayo. Una vez inoculadas las placas de Petri, se rellenaron hasta alcanzar
un volumen final de 20 ml. Cada dia se muestreaban las tres replicas de cada diatomea
proveniente de distintas placas de Petri. Se lavaba el cubreobjetos con un botellin de
agua de mar filtrada a 1 micrémetro, echando un chorro longitudinal al cubre para
eliminar las células que no estaban pegadas. La duracion del lavado era igual para todos

los cubreobjetos, asi no se arrastraban mas células por la presion.
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Figura 22: Placas de Petri en la estanteria conteniendo las diatomeas.

Las células adheridas a los cubreobjetos se fotografiaron con un microscopio
(x400) (Figura 23). De cada cubreojeto se sacaron 10 fotos al azar y los conteos se

realizaron posteriormente en el ordenador mediante las fotos.

Figura 23: Extraccién del cubre con pipeta Pasteur.

3.5.2.2. Célculos del numero de células adheridas

Para contar las células en las fotografias se uso el programa fotografico Adobe
Photoshop CS. El area de vision del objetivo se midié mediante el programa de imagen
para microscopios, Image Pro-Plus, siendo ésta de 0,1 mm®. De esta area se cogi6 en
todas las fotografias un cuadrado al azar de 6.500 um, en el cual se contabilizaron las
celulas adheridas.

El nimero medio de células por mm? de cada cubreobjeto se calculé a base de

los 10 datos de cada uno.
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3.6. Célculos tasa de crecimiento.

Un cultivo de microorganismos crece de manera que la tasa de adicion de células
es proporcional al namero presente de células “crecimiento exponencial”. Las células
por término medio se dividen en un tiempo caracteristico denominado tiempo de
division, también denominado tiempo de generacién o de duplicacion (Guillard, 1973).

Tanto en los cultivos en tubos de ensayos como en los de placas de Petri, se
calculd la tasa especifica de crecimiento, semanal y en la fase exponencial, para las
cuatro diatomeas a las tres densidades de inéculo.

Se utilizo la formula siguiente (Guillard, 1973):

p=Ln (F1/Fo)/ t1-to

Donde:

F, = densidad de células en el tiempo de la recogida, t;.
Fo = densidad de células a tiempo cero, to.
t;=tiempo final o de la recogida.

to = tiempo inicial.

3.7. Cultivo en bolsas para analisis bioquimico.

3.7.1. Intculo de las bolsas.

Las bolsas se cultivaron durante cinco dias sin aire partiendo de un indculo de un
cultivo madre de la misma edad para todas.

La densidad de indculo que se utiliz6 para iniciar el cultivo en bolsas, fue

basada en los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, tomando como
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criterio, la tasa especifica de crecimiento y la produccién alcanzada en la fase
exponencial y semanal, al séptimo dia, asi como la capacidad de adhesion de las células
segun la densidad.

Cada diatomea se cultivo a la densidad de 100.000 células/ml. Se cultivaron en
la estanteria 6 bolsas de 10 | para cada diatomea, tres cosechadas a dia 3 de cultivo, en
fase exponencial, y las otras tres a dia 5 de cultivo, en fase estacionaria (Figura 24). El
medio de cultivo utilizado fue el F/2, en agua de mar filtrada a 1 micrémetro y tratada
con UV. Las condiciones de luz y de temperatura fueron las mismas que en los

experimentos descritos anteriormente.

Figura 24: Bolsas de cultivo de 10 | para obtener las muestras bioguimicas.

3.7.2. Cosechado de las bolsas.

Al dia 3 y 5 de cultivo se cosecharon 3 bolsas de cada diatomea de diatomea en
fase exponencial y estacionaria. Se filtraron con un tamiz de 20 um, y las células
cosechadas se enjuagaron con agua dulce y se colocaron encima de papel secante para
retirar el exceso de agua antes de pesarlas en una balanza analitica de precision. Cada
muestra se almacend en bolsa de plastico etiquetada, para su preservacion y su posterior

andlisis bioquimico. (Figura 25).
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Figura 25: Bolsas de plastico por triplicado de Proschkinia sp. en fase exponencial.

3.8. Analisis bioquimicos.

Las muestras de diatomeas cosechadas se almacenaron a —20 °C 'y fueron
transportadas en frio al Instituto Universitario de Salud Animal (IUSA) en Arucas, Gran
Canaria, para posterior analisis.

Se analizo, por triplicado, la composicidn proximal (lipidos totales, proteinas,
cenizas y carbohidratos), asi como los contenidos en acidos grasos, de cada muestra,
para las cuatro diatomeas y para cada fase de cultivo (exponencial y estacionaria). Para
la ruptura de las células de todas las muestras fueron homogenizadas a mano y con
mortero antes de los andlisis (Parker et al., 2007). Entre cada analisis las bolsas se

almacenaron a —80 °C en atmdsfera de nitrogeno.

3.8.1. Determinacion de lipidos totales.

Los lipidos fueron determinados por el método de extraccion cloroformo-
metanol (2:1), (Folch et al., 1957).

Se pesan 300-400 mg de muestra y se afiaden 5 ml de cloroformo-metanol
(C:M), se homogeniza 5 min. con Ultra Turrax (IKA-Werke, T25 Basic, Staufen,

Germany) limpiando el vastago con 5 ml de C:M.
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Se afladen 2 ml de KCl y se centrifuga durante 5 min. a 2000 r.p.m. para separar
las fases. Se desecha la parte superior que tiene la sal y el metanol y se filtra la parte
inferior con los lipidos y el cloroformo. Se afiade al filtro anhidro sulfato sodico
(NazS0,) para eliminar las sales y triclorometano para que no queden retenidos los

lipidos (Figura 26).

Figura 26: Filtrado para eliminar las sales de las muestras.

El filtrado se evapora con nitrdgeno (N;) para eliminar el cloroformo, quedando
solamente los lipidos totales extraidos. Se ponen todos los tubos en un bafio de agua
destilada para la evaporacion. A continuacion se pesan los lipidos en una balanza de
precision.

Los lipidos se calculan mediante la ecuacion:

% Lipidos = gr. lipidos/ gr. muestra * 100

3.8.2. Determinacion de proteinas.
Las proteinas totales fueron calculadas por nitrégeno Kjeldahl. El valor de

proteina bruta se calcula midiendo el contenido en nitrégeno (N;) total de la muestra.
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3.8.2.1. Digestion.

Se pesan entre 150- 200 mg de muestra en una balanza analitica. Las muestras
pesadas se ponen en tubos alargados con dos pastillas catalizadoras de cobre. A cada
tubo se afiaden 10 ml de &cido sulfurico (H,SQOy), a su vez se realiza un blanco con solo
dos pastillas catalizadoras y 10 ml de H,SO, para la valoracién posterior de las
muestras.

Las muestras con el sulfirico afadido se digieren en un digestor a 400 °C
durante 1 hora bajo campana de gases. Finalizado el tiempo de digestion se dejan enfriar

entre 15- 25 min.

3.8.2.2. Destilacion.

Se preparan los matraces que serviran para la destilacion con 10 ml de acido
borico saturado. Se afiaden a todos los matraces 10 gotas del indicador. Cuando los
tubos estén frios se afiade al tubo que se va a destilar 20 ml de agua destilada (H20) y se
agita en un vortex, se va repitiendo el mismo procedimiento uno a uno con todos los
tubos digeridos.

La destilacion se realiza en un destilador (Foss Tecator, 1002, Hoganas, Suecia)

que dispensa la sal NaOH (40%) en el tubo de digestion.

3.8.2.3. Valoracion.

Se valora el contenido del matraz con acido clorhidrico (HCI) a 0,1 N.

Se echa gota a gota el HCI, a través de una bureta sobre el matraz, se para
cuando el color del matraz pase de azul a fucsia. Se anota la cantidad de HCI que

consumio el blanco y se valoran las muestras de la misma manera.
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Una vez finalizada las valoraciones de todas las muestras se realizan los
calculos:
% Proteina= [(ml HCI consum. muestra- ml HCI consum. blanco) x N x Mw X F
x 100]/ Peso muestra (mg)
Donde:
N = Normalidad del HCI utilizado en la valoracion (0,1)
Mw = Peso molecular del N= 14,007.

F = Factor de conversion empirico= 6,25.

3.8.3. Determinacion de cenizas.

El contenido en cenizas se determina segun el método aceptado por la AOAC,
(1995), incineracion en el Horno Mufla durante 24 horas a 600 °C hasta peso constante.
Se pesaron 200- 300 mg de muestra en un crisol de cerdmica previamente pesado y
numerado (Figura 27). Se dejan toda la noche en el mufla hasta el dia siguiente. Antes
de pesarlos de nuevo en la balanza analitica, se dejan enfriar 1 hora en un desecador
hasta temperatura ambiente.

El porcentaje de cenizas se calcula mediante la siguiente férmula:

% Cenizas = gr. cenizas/gr. muestra * 100
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Figura 27: Crisol de cerdmica pesado en la balanza analitica.

3.8.4. Determinacion de la humedad.

La humedad contenida en las muestras se determina siguiendo el método
aceptado por la Asociacion Quimica Analitica Oficial de los Estados Unidos (AOAC,
1995). Se calcula por la pérdida de peso de las muestran después de secarlas en una
estufa durante 24 horas a 110 °C.

Una alicuota de 200- 300 mg se pone en un pesafiltro previamente pesado, y se
pesa todo el conjunto (P;), todas las muestras se pesan en una balanza analitica con
precision de 0,0001 g.

Se dejan destapados los pesafiltros en la estufa hasta el dia siguiente. Pasadas las
24 horas se tapan, dejandolas enfriar en un desecador, durante media hora hasta
alcanzar temperatura ambiente. Finalmente, se vuelven a pesar de nuevo en la misma
balanza hasta que el peso de la muestra se haga constante (Ps).

La humedad se calculaba mediante la formula:

% Humedad = (P; - Pg)/ Pi* 100
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3.8.5. Determinacién de carbohidratos.

Los carbohidratos no fueron analizados sino calculados directamente mediante la
diferencia de la suma del resto de los componentes:

Carbohidratos = 100 - (Lipidos + Proteinas+ Cenizas)

3.8.6. Determinacion de los acidos grasos.

3.8.6.1. Transesterificacion en medio acido- Metilacion.

Los lipidos extraidos fueron transmetilados a acidos grasos metil esteres
(FAMES) con acido sulfurico: metanol al 1% (Christie, 1982).

Los FAMEs se extraen con Hexano. Se filtran con cartuchos Sep-pack de NH,
en la gradilla de filtrado por vacio.

Se evapora a sequedad para eliminar el Hexano y se pesan los FAMEs. Con una
pipeta Pasteur se trasvasan a un vial con sepyum y tapa bien etiquetado y se guardan

con atmdsfera de N, antes de almacenarlos en el frigorifico a —80 °C.

3.8.6.2. Cromatografia de gases.

Los &cidos grasos metil ésteres (FAMES) fueron analizados en un Termo
Finnigan- GC Focus, un cromatdgrafo de gases con un detector ionizante de llama (260
°C) (Tabla I1V). Fueron separados con columna capilar Supercowax 10 (28 m. x 0,32
mm. x 0,25 d.i.) usando Helio como gas portador. Se identificaron por comparacion con
los tiempos de retencion de estandares externos (Viana et al., 2007). La concentracion

de cada acido graso fue calculada por la correspondiente area en el cromatograma, con
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ayuda del software ChromLab, dando como resultado los porcentajes del total de acidos

grasos

Tabla I11: Resumen de las caracteristicas del cromatdgrafo de gases.

Aparato

Thermo Finnigan — GC Focus. (Milan, Italia)

Columna

Supercowax 10 (28 m. x 0,32 mm. y 0,25 d.i.)

Gas portador

He (presion constante de 100 KPa.)

Detector FID a 250 °C
Temperatura | 250 °C
en inyector
T2 inicial 170 °C durante 10 minutos, AT* de 2,5 °C/min.
Horno

hasta 220 °C durante 5 min., tiempo total de 35 min.

3.9. Analisis estadistico.

Los datos fueron tratados estadisticamente, con el programa informatico,

Statgraphics Plus 5.1, por analisis de una via de la varianza (ANOVA), tanto para los

datos de crecimiento (densidad y tasa de crecimiento) como para los datos de

bioguimica (lipidos, proteinas, cenizas, carbohidratos y &cidos grasos). Cuando se

requeria los datos fueron transformados para alcanzar la normalidad y homogeneidad.

Los datos que presentaban diferencia significativa (P<0.05) se analizaron por pares

utilizando el test de Duncan y cuando fuera apropiado el test de Tukey HSD. Se utilizd

el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, cuando los datos después de transformarlos no

alcanzaban la normalidad o la igualdad en varianza.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de las cuatro diatomeas objeto de estudio.

La vista valvar, de las células de cada diatomea, fue fotografiada en el
microscopio para caracterizar cada una de ellas. (Figura 29). Amphora sp. tiene forma
cymbeloide (Figura 28A), como una media luna, Navicula incerta y Proschkinia sp.

tienen forma eliptica (Figura 28B), y Nitzschia sp. de paralelogramo (Figura 28C).

A B C
ry apical §cction
X b 2 valve view, ‘ b
T = —
apical section
valve view

apical
section

Figura 28: Clasificacion de las microalgas segun las formas geométricas que presentan
(Hillebrand et al., 1999). “a” es la longitud celular (eje apical) y “b” es el ancho celular (eje
transapical).

Figura 29: Diatomeas bentonicas caracterizadas en el microscopio (x1000). A=Amphora sp.
B=Navicula incerta. C=Nitzschia sp. D=Proschkinia sp.

Las medidas del tamafio de las cuatro diatomeas, Amphora sp., Navicula incerta,

Nitzschia sp. y Proschkinia sp. se muestran en la Tabla IV. También se detallan las
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formas de crecimiento, especificando el tipo de crecimiento y fortaleza adhesiva. Esta

clasificacion esta basada en el modo de fijarse al sustrato, si es solitaria o en colonias, y

por la movilidad de la célula y fortaleza de agarre, segiin Kawamura y Hirano (1992).

Tabla IV: Medidas del largo y ancho celular de las diatomeas.

Largo celular

Ancho celular

Forma de crecimiento®

Diatomeas um (media £ DS.) | pum (media + DS.) | Tipo Fortaleza adhesiva
Amphora sp. 10,60+0,20 3,67+0,12 B Muy fuerte (+++)
Navicula incerta 18+0,95 4,10+0,40 A Muy débil (+)
Nitzschia sp. 18,23+0,55 340,20 A Muy débil (+)
Proschkinia sp. 8,20+0,42 30,12 A Muy débil (+)

La forma de crecimiento y la fortaleza adhesiva de las diatomeas benténicas fue clasificada por

Kawamura y Hirano (1992).

4.2. Cultivo de las diatomeas en tubos de ensayo.

4.2.1. Caracteristicas de las curvas de crecimiento.

Amphora sp.
COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO TUBOS
Amphora sp.
2,5 —

S E 15 /\/ T —e—Am. 50
£3 T/,//i”___ * . Am. 100
eoyp 1 Am. 250
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Tiempo (dias)

Figura 30: Curvas de crecimiento de Amphora sp. a las tres diferentes densidades. Las barras

verticales indican la desviacion estandar (n=9).

El dia 3 de cultivo presentan las tres densidades estudiadas, el punto de inflexién

entre las dos fases de cultivo (Figura 30).
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Navicula incerta

COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO TUBOS
Navicula incerta.
1,4
1,2
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Figura 31: Curvas de crecimiento de Navicula incerta a las tres diferentes densidades de

inéculo. Las barras verticales indican la desviacion estandar (n=9).

Todas las curvas presentan una evolucion similar, la mayor diferencia en

produccién se ve a dia 1 entre la densidad de 250.000 células/ml, con la mayor

produccidn, y las demas densidades (Figura 31).

Nitzschia sp.
COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO TUBOS.
Nitzschia sp.
2,5
i— 3 =
2 '/i—

c
'% E 15 /;/ T —e—Nit. 50
£73 ) L —t——§—* = Nit100
= Nit. 250
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8§ <

Tiempo (dias)

Figura 32: Curvas de crecimiento de Nitzschia sp. a las tres diferentes densidades. Las barras

verticales indican la desviacién estandar (n=9).

Nitzschia sp. a la densidad de 100.000 y 250.000 células/ml presenta las dos

fases de cultivo bien definidas. (Figura 32).
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Proschkinia sp.

COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO TUBOS.

Proschkinia sp.

T % _—e—Pr.50

—=—Pr. 100

Pr. 250

Concentracion
(10° cél/ml)

OFRPNWMOUION®O

o 4
[N

Tiempo (dias)

Figura 33: Curvas de crecimiento de Proschkinia sp. a las tres diferentes densidades. Las barras

verticales indican la desviacion estandar (n=9).

Proschkinia sp. a cualquier densidad tiene un crecimiento inicial mas lento que

el resto de las diatomeas (Figura 33).

4.2.2. Efecto de la densidad sobre la tasa de crecimiento exponencial,

semanal, y sobre la produccion celular.

Amphora sp.

Tabla V: Tasa de crecimiento p (dia™) y nimero de células (10° cél/ml) de Amphora sp. a todas

las densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

AMPHORA SP. EXPONENCIAL (DIA 3) SEMANAL (DIA 7)

Densidad (10°cél/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)

Am. 50 0,983+0,064° 0,473+0,010°

Am. 100 0,937+0,018° 0,43010,004°

Am. 250 0,610+0,046° 0,291+0,011¢
Células contadas (10° cél/ml)

Am. 50 0,970+0,174° 1,372+0,095°

Am. 100 1,662+0,090°% 2,025+0,050%

Am. 250 1,563+0,214° 1,925+0,156%

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias
significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey; P<0,05).
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Amphora sp. a 100.000 células/ml de indculo (Am. 100.) presenta la mayor
tasa de crecimiento exponencial, 0,937 + 0,018 (dfa™), junto a Am. 50 (P>0.05) y son
significativamente superiores (P<0.05) a la de Amphora sp. a 250.000 células/ml (Am.
250.) A dia 3 y a dia 7, Am. 100. alcanza la maxima densidad celular junto a Am.
250., no presentando diferencias significativas entre ellas (P>0,05)

Am. 50. presenta la mayor tasa de crecimiento a dia 3 y a dia 7, con 0,983 +
0,064 y 0,473 + 0,010 (dia™) respectivamente, asi como el menor nimero de células. En
ambos casos son significativamente diferentes (P<0.05) con las deméas densidades
(Tabla V).

Navicula incerta.

Tabla VI: Tasa de crecimiento  (dia™) y nimero de células (10° cél/ml) de Navicula incerta a

todas las densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

NAVICULA . .
INCERTA EXPONENCIAL (DIA 3) SEMANAL (DIA 7)

Densidad (10°cél/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)

Nav. 50 0,870+0,060° 0,355+0,011%

Nav. 100 0,630+0,044° 0,302+0,009°

Nav. 250 0,301+0,130° 0,165+0,018°
Células contadas (10° cél/ml)

Nav. 50 0,684+0,124 0,60+0,043°

Nav. 100 0,663+0,088 0,83+0,054%

Nav. 250 0,650+0,265 0,80+0,102%

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias
significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey; P<0,05).

La tasa de crecimiento a dia 3 y 7 disminuye conforme aumenta la densidad de

indculo utilizada, teniendo la mayor tasa de crecimiento Navicula incerta a 50.000

células/ml (Nav. 50.) con 0,87 + 0,060 (dia™) a dia 3 y 0,355 + 0,011(dia™) a dia 7. A
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dia 3 las densidades no presentan diferencias significativas en nimero de células con
0,66 x10° cél/ml (P>0,05). A dia 7 la maxima produccion la alcanzan Navicula incerta a
100.000. y 250.000 células/ml (Nav. 100. y Nav. 250.). con 0,83 + 0,054 (x10° y 0,8 +

0,102 (x10° cél/ml respectivamente (P>0,05) (Tabla VI).

Nitzschia sp.

Tabla VII: Tasa de crecimiento u (dia™) y nimero de células (10° cél/ml) de Nitzschia sp. a

todas las densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

NITZSCHIASP. | EXPONENCIAL (DIA3) | SEMANAL (DIA7)

Densidad (10°cél/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)

Nit. 50 0,872+0,072* 0,466+0,006°

Nit. 100 0,948+0,031° 0,443+0,003"

Nit. 250 0,604+0,023" 0,291+0,003°
Células contadas (10° cél/ml)

Nit. 50 0,69420,155" 1,301+0,054°

Nit. 100 1,725+0,158% 2,222+0,048°

Nit. 250 1,532+0,104* 1,921+0,044"

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias
significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey; P<0,05).

La mayor tasa de crecimiento exponencial y semanal la tiene Nitzschia sp. a.
50.000 células/ml. (Nit. 50.) con 0,872+0,072 y 0,466+0,006 (dia™) respectivamente.
Nit. 100. a dia 3 con 0,948+0,031 (dia™) no tiene diferencias significativas con Nit. 50
(P>0,05) (Tabla VII).

A dia 3 y a dia 7 de cultivo, el mayor nimero de células lo alcanza Nit. 100. con
1,725 + 0,158 (x106) y 2,222 + 0,048 (x10° cél/ml) respectivamente. Nit. 250. a dia 3 con
1,532 + 0,104 (x10°) cél/ml, no presenta diferencias significativas con Nit. 100 (P>0,05)

(Tabla VII).
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Proschkinia sp.

Tabla VIII: Tasa de crecimiento p (dia™) y nimero de células (10° cél/ml) de Proschkinia sp. a
todas las densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

PROSCHKINIA SP. | EXPONENCIAL (DIA 3) SEMANAL (DIA 7)

I ;-1
Densidad (10%&l/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)

Pro. 50 0,835+0,090% 0,646+0,011%

Pro. 100 0,740+0,055° 0,580+0,0104"

Pro. 250 0,910+0,040% 0,467+0,010°
Células contadas (10° cél/ml)

Pro. 50 0,625+0,158"° 4,611+0,367°

Pro. 100 0,925+0,150° 5,806+0,430%

Pro. 250 3,804+0,444% 6,572+0,425°

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias significativas a
un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).
Pro. 250. presenta la mayor tasa de crecimiento exponencial, con 0,91 + 0,040
(dia™) y también alcanza el mayor nimero de células, 3,804 + 0,444 (x10°%) cél/ml, La
tasa de crecimiento semanal mas alta es para Pro. 50. con 0,646 + 0,011 (dia™)
descendiendo esta segun aumenta la densidad de in6culo utilizada.
Pro. 100. y Pro. 250. alcanzan la mayor produccion en torno a 6 x 10° cél/ml, y

de Gltima esté Pro. 50. con 4,611 + 0,367 (x10° cél/ml).
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4.2.3. Comparacion de las tasas de crecimiento y de la produccion celular a

cada densidad de in6culo

Tabla IX: Tasa de crecimiento exponencial y nimero de células a dia 3 de cultivo para todas

las densidades.

Diatomeas

Tasa de crecimiento p (dia™) exponencial

Densidad 50 Densidad 100 Densidad 250

(10°cél/ml) (10°cél/ml) (10°cél/ml)
Am. 0,983+0,064° 0,94+0,017° 0,610+0,050°
Nav. 0,870+0,060% 0,63+0,044° 0,301+0,130°
Nit. 0,872+0,072% 0,95+0,031° 0,604+0,023"
Pro. 0,834+0,087° 0,74+0,055" 0,910+0,040°

Células contadas a dia 3 de cultivo (Fase Est.)x10° cél/ml

Am. 0,970+0,174° 1,662+0,090° 1,563+0,214°
Nav. 0,684+0,124%® 0,663+0,088° 0,650+0,265°
Nit. 0,694+0,154% 1,725+0,160° 1,532+0,104
Pro. 0,625+0,160° 0,925+0,150° 3,804+0,444°

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias significativas a un
95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).

Tabla X: Tasa de crecimiento semanal y biomasa a dia 7 de cultivo para todas las densidades.

Diatomeas

Tasa de crecimiento p (dia™*) semanal

Densidad 50 Densidad 100 Densidad 250

(10%cél/ml) (10%cél/ml) (10%cél/ml)
Am. 0,473+0,010° 0,430+0,004° 0,291+0,011°
Nav. 0,355+0,010° 0,302+0,009° 0,165+0,018°
Nit. 0,46620,006" 0,443+0,003° 0,291+0,003"
Pro. 0,64620,011° 0,580+0,010° 0,467+0,009°

Células contadas a dia 7 de cultivo (Fase Est.)x10° cél/ml

Am. 1,400+0,095° 2,0250,050° 1,925+0,156"
Nav. 0,600+0,043° 0,830+0,054° 0,800+0,102°
Nit. 1,310+0,054° 2,222+0,048° 1,920+0,044"
Pro. 4,610+0,370° 5,800+0,430° 6,572+0,425°

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias significativas a un
95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).
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En cuanto a la tasa de crecimiento y produccion en fase exponencial se observa
que a la densidad de indculo de 50.000 cél/ml Amphora sp. presenta las maximas tasas y
produccién con 0,983 + 0,064 (dia®) y 0,97 + 0,174 (x10° cél/ml) respectivamente
mientras Proschkinia sp. muestra las menores tasas y produccién con 0,834 + 0,087
(dia™) y 0,625 + 0,16 (x10° cél/ml). Esa tendencia es inversa a la densidad de inéculo de
250.000 cél/ml cuando Proschkinia sp. pasa a obtener las mayores tasas de
crecimiento y produccién con 0,91 + 0,04 (dia) y 3,804 + 0,444 (x10° cél/ml)
respectivamente, y Navicula incerta presenta las menores con 0,301 + 0,13 (dia™) y
0,65 + 0,265 (x10° cél/ml) respectivamente (Tabla 1X). Tanto a la densidad de 50.000
cél/ml, 100.000 cél/ml y 250.000 cél/ml, Proschkinia sp. presenta la mayor tasa de
crecimiento semanal con 0,646 + 0,011, 0,580 + 0,010 y 0,467 + 0,009 (dia™)
respectivamente y el mayor niamero de células con 4,610 + 0,370, 5,800 + 0,430 y 6,572
+ 0,425 (x10° cél/ml) respectivamente. Mientras que Navicula incerta a todas las
densidades presenta la menor tasa de produccion y de crecimiento semanal con 0,600 +
0,043, 0,830 + 0,054, 0,800 + 0,102 (xlO6 cel/ml) y 0,355 £ 0,010, 0,302 + 0,009, 0,165
+ 0,018 (dia™) respectivamente. A todas las densidades Nizschia sp. y Amphora sp.
muestran una tasa de crecimiento y de produccion semanal muy similar, no
significativamente diferentes entre ellas (P<0.05) y intermedia entre las de Proschkinia
sp. y Navicula incerta (Tabla X).

En la Figura 34, a la densidad de 100.000 cél/ml se observa la gran diferencia en
produccién de Proschkinia sp. con el resto de las diatomeas a partir del dia 4 de cultivo.
Nitzschia sp. y Amphora sp. a esta densidad se comportan a nivel de crecimiento igual,
presentando practicamente la misma curva de crecimiento y Navicula incerta alcanza la

menor produccion.
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=
o

DENSIDAD DE INOCULO 100.000 CEL/ML

Concentracion (106 cél/ml)

Tiempo (dias)

—— Am. 100.
—— Nav. 100.
— Nit. 100.

Pro. 100.

Figura 34: Curvas de crecimiento en tubos de las diatomeas a la densidad de 100.000 cél/ml.

Las barras verticales indican la desviacion estandar (n=9).

4.3. Cultivo en placas de Petri.

4.3.1. Caracteristicas de las curvas de crecimiento en placa a todas las

densidades.
Amphora sp.
COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO PLACAS.
Amphora sp.
16000
£ 14000 -
£ 12000 | s
S 10000 * —e—Am. 50
e] ye L
S 8000 —— {/ —= Am. 100
o 6000 Am. 250
S 4000
= 2000 i
Y] i %m/
0% v ; ; ; ; ;
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

Figura 35: Curvas de crecimiento de Amphora sp. en placas a las tres diferentes densidades.

Las barras verticales indican la desviacion estandar (n=9).

Amphora sp. a la densidad de 250.000 células/ml presenta claramente a partir

del dia 4 la fase estacionaria de cultivo (Figura 35).
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Navicula incerta

COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO PLACAS.
Navicula incerta.

10000

8000

_ ; -
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6000 1 —e—Nav. 50

)////i/ 1 _= Nav. 100

4000 % - Nav. 250

2000

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

Células pegadas/mm 2

Figura 36: Curvas de crecimiento en placas de Navicula incerta a las tres diferentes densidades.

Las barras verticales indican la desviacion estandar (n=9).

Conforme aumenta la densidad de indculo utilizada, el nimero de células
pegadas al sustrato disminuye. Navicula incerta a la densidad de 50.000 cél/ml presenta

las dos fases de crecimiento, exponencial y estacionaria.

Nitzschkia sp.

COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO PLACAS.
Nitzschia sp.
., 14000
E 12000
% 10000
g 8000 T 4 _e—Nit. 50
> _* —=Nit. 100
a 6000 g Nit. 250
& 4000 /‘f ’
= 2000 __’_.__/
3 =
0~ T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

Figura 37: Curvas de crecimiento de Nitzschia sp. en placas a las tres diferentes densidades.

Las barras verticales indican la desviacion estandar (n=9).

Nitzschia sp. a la densidad de 250.000 cel/ml presenta una fase estacionaria

marcada, asi como una de decaimiento del cultivo (Figura 37).
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Proschkinia sp.

COMPARACION CURVAS DE CRECIMIENTO PLACAS.
Proschkinia sp.

10000
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Figura 38: Curvas de crecimiento de Proschkinia sp. en placas a las tres diferentes densidades.

Las barras verticales indican la desviacion estandar (n=9).

La densidad de 100.000 cél/ml de Proschkinia sp. fue la tnica que siguid un

buen crecimiento en placa (Figura 38).

4.3.2. Efecto de la densidad sobre la tasa de crecimiento exponencial,

semanal, y sobre la produccion celular.

Amphora sp.

Tabla XI: Tasa de crecimiento p (dia™) y células pegadas/mm? de Amphora sp. a todas las

densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

AMPHORA SP. | EXPONENCIAL (DiIA3) | SEMANAL (DiA 7)

Densidad (10°cél/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)
Am. 50 0,615+0,016 0,625+0,015?
Am. 100 0,612+0,114 0,520+0,020°
Am. 250 0,731+0,0323 0,366+0,013°

Células pegadas (cél/mm?)

Am. 50 994,872+47,001° 12584,600+1300,070
Am. 100 2056,410+752,484° 11974,400+1456,780
Am. 250 7066,670+701,871° 10207,700+900,000

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias significativas
a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).
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Las tasas de crecimiento exponencial, para las tres densidades no presentan
diferencias significativas entre ellas (P>0,05). A dia 7, la tasa de crecimiento semanal
presenta diferencias significativas (P<0,05) teniendo el mayor valor Am. 50. con 0,625
+ 0,015 (dia™) (Tabla XI).

El mayor nimero de células pegadas a dia 3 lo tiene Am. 250. con 7066,670 +
701,871 (cél/mm?), mientras al final del cultivo no presentan diferencias significativas

entre ellas (P>0,05) (Tabla XI).

Navicula incerta

Tabla X11: Tasa de crecimiento p (dia™) y células pegadas/mm? de Navicula incerta. a todas las

densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

NAVICULA : .
INCERTA EXPONENCIAL (DIA 3) SEMANAL (DIA7)
Densidad (10°cél/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)
Nav. 50 0,950+0,095° 0,555+0,025°
Nav. 100 0,682+0,052" 0,42+0,026"
Nav. 250 0,272+0,0583° 0,222+0,019°
Células pegadas (cél/mm?)
Nav. 50 2784,62+840,26 7723,08+1381,9°
Nav. 100 2453,85+376,923 6071,79+1050,71°
Nav. 250 1794,87+236,5 3738,5+507,7°

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias
significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).

Nav. 50., a dia 7, presenta la mayor tasa de crecimiento semanal asi como el

mayor nimero de células, 0,555 + 0,025(dia™) y 7723,0800 + 1381,900 (cél/mm?)

respectivamente. Nav. 100. con 6071,790 + 1050 (cél/mm?) no tiene diferencias

significativas con Nav. 50 (P>0,05) (Tabla XII).
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El namero de células pegadas, al tercer dia, para todas las densidades no

presentan diferencias significativas (P>0,05) (Tabla XII).

Nitzschia sp.

Tabla X111: Tasa de crecimiento p (dia™) y células pegadas/mm? de Nitzschia sp. a todas las
densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

NITZSCHIA SP. EXPONENCIAL (DIA 3) SEMANAL (DIA 7)
. T -1
Densidad (10%&l/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)
Nit. 50 0,930+0,153° 0,610+0,010°
Nit. 100 0,510+0,063" 0,4800,050"
Nit. 250 0,730+0,105% 0,331+0,006°
Células pegadas/mm?®
Nit. 50 2743,600+1204° 11146,200+776,923
Nit. 100 1471,800+271,020° 9343,600+£3488
Nit. 250 7266,700+2334,930° 7969,230£323,077

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias
significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).

Nit. 50. presenta la mayor tasa de crecimiento exponencial y semanal con 0,930
+ 0,153 y 0,610 + 0,010 (dia™) respectivamente, seguida en ambas fases por Nit. 100.
Nit. 50., a dia 7, presenta el mismo numero de células pegadas que las demas
densidades (P>0,05). A dia 3, lo presenta Nit. 250. con 7266,700 + 2334,930 cél /mm?

(Tabla XI11).
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Proschkinia sp.

Tabla XIV: Tasa de crecimiento p (dia™) y células pegadas/mm? de Proschkinia sp. a todas las

densidades, al final de la fase exponencial y estacionaria.

PROSCHKINIA SP. | EXPONENCIAL (DIA 3) SEMANAL (DiA 7)
Densidad (10%c&l/ml) Tasa de crecimiento p (dia™)
Pro. 50 -0,300£0,211° 0,330,063
Pro. 100 0,615+0,073% 0,46+0,014°
Pro. 250 0,038+0,090° 0,21+0,053°
Células pegadas (cél/mm?)
Pro. 50 71,800+35,530° 1646,150+676,923°
Pro. 100 2025,640+465,200° 8030,770+798,223°
Pro. 250 902,560+257,600° 3564,850+1192,530°

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias
significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey; P<0,05).

La mayor tasa de crecimiento y biomasa tanto exponencial como semanal la
presenta Pro. 100. con 0,615 + 0,073 (dia™) y 2025,640 + 465,200 (cél/mm?) a dia 3 y
con 0,46 + 0,014 (dia™) y 8030,770 + 798,223 (cél/mm?) a dia 7. En biomasa fijada para
ambos dias le sigue Pro. 250. y por altimo Pro. 50., existiendo diferencias significativas

entre las tres densidades (P<0,05) (Tabla XIV).
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4.3.3. Comparacion de las tasas de crecimiento y células adheridas a cada densidad

de ino6culo.

Tabla XV: Tasa de crecimiento exponencial p (dia™) y células pegadas/mm?’ a todas las

densidades.
Diatomeas Tasa de crecimiento exponencial p (dia™)
Densidad 50 Densidad 100 Densidad
(10%cél/ml) (10%cél/ml) 250(10%cél/ml)
Am. 0,615+0,016° 0,612+0,114%® 0,731+0,032°
Nav. 0,612+0,114° 0,682+0,052° 0,272+0,058"
Nit. 0,731%0,032° 0,510+0,063" 0,730+0,105°
Pro. 0,950+0,095° 0,615+0,074% 0,040+0,090°
Células pegadas (cél/mm?) a dia 3 (Fase Exp)
Am. 994,900+47,001° 2056,410+752,500° 7066,670+701,900°
Nav. 2784,620+840,260 2453,850+376,920° 1794,870+326,500°
Nit. 2743,600+ 1204° 1471,800+271,020° 7266,670+ 2335
Pro. 71,800+35,530° 2025,640+465,200® 902,600+257,600°

Diferentes superindices en

la misma columna indican que existen diferencias

significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey; P<0,05).

Tabla XVI: Tasa de crecimiento semanal p (dia™®) y células pegadas/mm’ a todas las

densidades.
Diatomeas Tasa de crecimiento semanal p (dia™)
Densidad 50 Densidad 100 Densidad 250
(10%cél/ml) (10%cél/ml) (10%cél/ml)
Am. 0,626+0,015° 0,520+0,020° 0,366+0,013"
Nav. 0,520+0,018° 0,420+0,026" 0,222+0,020°
Nit. 0,366+0,013° 0,480+0,050%° 0,331+0,006°
Pro. 0,555+0,025" 0,460+0,014% 0,210+0,053"
Células pegadas (cél/mm?) a dia 7 (Fase Est.)
Am. 12584,600+1300,0700° | 11974,400+1456,800* |  10207,700+ 900°
Nav. 7723,0801381,880° | 6071,800+1050,710° | 3738,460+507,700°
Nit. 11146,200+776,923° 9343,600+ 3488% 7969,230+323,077"
Pro. 1646,150+676,923° 8030,770+798,223% | 3564,850+1192,53°

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias
significativas a un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).
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A la densidad de 50.000 cél/ml Amphora sp. alcanza la mayor tasa de
crecimiento semanal y nimero de células pegadas, con 0,626 + 0,015 (dia™) y con
12584,6 + 1300,07 (cél/mm?) respectivamente. Nit 50. no presenta diferencias
significativas con Am. 50. en numero de células pegadas a dia 3 y 7 (P>0,05). (Tabla
XV; Tabla XV1).

Tanto en la fase exponencial y estacionaria, Am. 250. presenta la mayor tasa de
crecimiento y produccién (Tabla XV; Tabla XVI). Nit 250. se comporta igual que Am.
250. excepto en produccién a dia 7, teniendo diferencias significativas entre ellas
(P<0,05).

Nav. 100 presenta, a dia 3, la mejor tasa de crecimiento y produccién con 0,612
+ 0,114 (dia™) y 2453,850 + 376,920 (cél/mm?) no existiendo diferencias significativas
con Am. 100. y Pr. 100 (Tabla XV). A dia 7, Am. 100. presenta la mayor tasa de
crecimiento y biomasa semanal teniendo diferencias significativas con Nav. 100.

(P<0,05) (Tabla XVI) (Figura 39).

DENSIDAD DE INOCULO 100.000 CEL/ML.
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Figura 39: Curvas de crecimiento en placas de las diatomeas a la densidad de 100.000 cél/ml.

Las barras verticales indican la desviacion estandar (n=9).
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4.4. Composicion bioquimica bésica a la densidad de inéculo de 100.000

cél/ml.

Tabla XVII: Analisis de la composicién bioquimica proximal (% peso seco) de las cuatro

diatomeas inoculadas a la densidad de 100.000 cél/ml y recogidas en la fase exponencial (Exp.)
y en la fase estacionaria (Est.). (n=9).

LIPIDOS (%) PROTOEINAS CENIZAS (%) CARBOI—;IDRATOS
DIATOMEAS | FASE (MEDIALD.S) (%) (MEDIAD 5) (%)
= (MEDIAZD.S) i (MEDIAZD.S)
A Exp. 9,74+1,7° 19,704+0,95% 57,1+34 13,5+5,01%
m. Est. 7,31+0,68% 13,07+0,71 60,5+0,9 19,15+1,77™
Exp. 6,11+0,17% 13+0,6™ 53,7+3,8 27,23+3,77°
Nav. P

' Est. 8,88+0,63® 13+1,07™ 58+0,43 20,20+0,7%°

Nit EXp. 4,9+0,557 14,5+0,4° 62+1,5 18,7+1,7
it Est. 3,11+0,24° 14,2+41,22° 61+0,0 21,8+1,21®
o Exp. 7,82+0,72° 20,72+1 4° 61,4+8,02 10,05+6,7°
ro. Est. 4%0,567 11,621,93° 60,828 23,73%5,03%

Diferentes superindices en la misma columna indican que existen diferencias significativas a
un 95% de confianza (ANOVA Test Turkey;P<0,05).

COMPOSICION BIOQUIMICA
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Am. Am. Nav. Nav. Nit. Nit. Pro. Pro.
Exp. Est. Exp. Est. Exp. Est. Exp. Est.

Figura 40: Composicion bioguimica de las cuatro diatomeas en la fase exponencial

estacionaria.
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El constituyente principal mayoritario son los carbohidratos entre un 19%- 27%
PS, seguidos de las proteinas. Esto no se observa en las fases exponenciales de
Amphora sp. y Proschkinia sp. donde las proteinas (20% PS) son mayores que los
carbohidratos, 13% y 10% respectivamente. Los lipidos serian el constituyente en
menor cantidad para todas las diatomeas, representando menos de un 10% PS. Las
cenizas estan en torno a un 60% PS., para todas las diatomeas y fases.

Navicula incerta se diferencia, con respecto a las demas diatomeas, por su
disminucién de la cantidad de carbohidratos y aumento de la cantidad de lipidos en fase

estacionaria.

4.4.1. Lipidos totales.

CONTENIDO EN LiPIDOS TOTALES
14
12
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0 T T T 1
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Figura 41: Comparacion entre el porcentaje de lipidos totales de la fase exponencial y

estacionaria de las cuatro diatomeas.

Para todas las diatomeas el contenido en lipidos de la fase exponencial es mayor
que en la fase estacionaria, excepto para Nav. 100. (Figura 41).

Am. 100., en fase exponencial, alcanza el valor méas alto de lipidos de todas las
diatomeas, 9,74 + 1,7 (% PS) y no presenta diferencias significativas (P>0,05) con Nav.

100. en fase estacionaria, con 8,88 £ 0,63 (% PS) (Tabla XVII).
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4.4.2. Proteinas.

CONTENIDO EN PROTEINAS

25

20 ==
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Figura 42: Comparacion entre el porcentaje de proteinas de la fase exponencial y estacionaria
de las cuatro diatomeas.

El contenido en proteinas sigue una tendencia similar al de lipidos, decae en la
fase estacionaria (Figura 42). El valor mas alto de proteinas, en la fase exponencial, lo
logran Am. 100. y Pro. 100., con 19,704 £ 0,95y 20,72 + 1,4 (% PS) respectivamente, N0
existiendo diferencias significativas entre ambas (P>0.05). (Tabla XVII). Todos los
géneros, menos Nit. 100. y Nav. 100., presentan diferencias significativas (P<0.05)

entre la fase exponencial y la estacionaria.

4.4.3. Cenizas.
Al 99% de confianza no existen diferencias significativas entre las cenizas de las

diatomeas (Figura 43), ni entre las fases de crecimiento (Tabla XVII).
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CONTENIDO EN CENIZAS
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Figura 43: Comparacion entre el porcentaje de cenizas de la fase exponencial y estacionaria de

las cuatro diatomeas.

4.4.4. Carbohidratos.

El contenido en carbohidratos muestra una tendencia inversa al contenido de
lipidos, aumentando en la fase estacionaria (Figura 44). Pr. 100. con 23,73 £ 5,03 (%
PS) en fase estacionaria, presenta el mayor incremento de todas las diatomeas. La
excepcion es Nav. 100. que, en la fase exponencial, presenta la mayor cantidad de

carbohidratos con 27,23 £ 3,77 (% PS) (Tabla XVII).

CONTENIDO EN CARBOHIDRATOS
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Figura 44: Comparacion entre el porcentaje de carbohidratos de la fase exponencial y

estacionaria de las cuatro diatomeas.
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4.5. Composicion de los Acidos grasos.

Los niveles de &cidos grasos saturados (SFA) no presentan diferencias
significativas (P>0.05) entre las cuatro diatomeas ni tampoco entre las fases de
crecimiento estudiadas, exponencial y estacionaria. Los acido grasos poliinsaturados
(PUFA) representan una fraccion importante del total de &cidos grasos (TFA) (23,25% a
38,62% de TFA) excepto en el caso de Navicula incerta y Proschkinia sp. durante la
fase estacionaria donde los acidos grasos monoinsaturados (MUFA) son los mas altos y
los n-3 PUFA son significativamente mas bajos (P<0.05). La proporcion de PUFAs
varia dependiendo de la diatomea y entre las fases de crecimiento, observando un
descenso en PUFA y n-3 PUFA durante la fase estacionaria de crecimiento (bajo
limitacion de nutrientes) excepto para Amphora sp. Ademas Amphora sp. contiene altos
niveles de 18:4n-3 a excepcion del resto de las diatomeas. Todas las diatomeas
analizadas fueron mas ricas en n-3 PUFA que en n-6 PUFA y tienen cantidades
significativas de 20:5n-3, &cido eicosapentaenoico (EPA) (entre 12,69% y 17,68% de
TFA). Pro. 100., en fase logaritmica, tiene el valor méas alto de 20:4n-6 (ARA), mientras
Nav. 100. tiene el contenido mas bajo (P<0.05) de ese acido como de n-6 PUFA.
Proschkinia sp., Nitzschia sp. y Navicula incerta muestran un decrecimiento en EPA y
ARA, entre la fase logaritmica y la fase estacionaria, mientras Amphora sp. muestra un
incremento.

Niveles de 22:6n-3, &cido docosahexaenoico (DHA) (0,19% - 1,90% TFA)
aumentan entre la fase logaritmica y estacionaria y fueron generalmente muestreados en
baja cantidad con un bajo valor de significanza (P<0.05) para Navicula incerta (Tabla

XVIII).
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Tabla XIII: Composicion de &cidos grasos (%TFA) de Amphora sp., Navicula incerta,
Nitzschia sp. y Proschkinia sp. durante la fase logaritmica y estacionaria.

FAMES Am.(Exp.) Am.(Sta.) Nav.(Exp.) Nav.(Est.) Nit.(Exp.) Nit.(Est.) Pro.(Exp.) Pro.(Est.)
12 0.75+0.42 1.35+0.76 0.21#0.15 1.47+0.61 1.41+0.53 2.42+1.14 0.53+0.38 0.16+0.03
*14 10.97°+1.93 8.71°+0.37 5.12°40.56 5.68°¢1.10 9.49%+054  8.11°+1.40 3.10%048  3.31%+0.2
15 0.64+0.07 0.52+0.06 0.37+0.07 0.33+0.01 2.75+1.79 2.71+0.08 2.65+1.77 1.29+0.13
*16* (Palmitico) 15.31°+17.20  19.59%+5.08 20.80®+2.51  17.48%+2.69 17.41%+0.43 15.13%+1.53 20.25"+1.64 22.61°+2.55
17 3.01+0.53 2.71%0.16 3.11+0.87 2.46+0.60 2.37+0.29 2.06+1.20 2.13+1.70 2.20+0.04
*18 (Esteéarico) 1.11°+0.34 1.32°£0.67  0.90°0.20 1.41%+024  1.21°+1.06  2.23°+0.61 0.79°+0.11  1.02"+0.23
20 0.27+0.05 0.22+0.02 0.05+0.00 0.24+0.33 0.11#0.01 0.18+0.05 0.09+0.01 0.45+0.71
*%, Acidos grasos 32.05+15.48 34414588  29.73+2.28 29.06+2.68  34.29+0.50  32.84+#368  29.28#1.95  31.05+1.60
saturados

14:1n7 0.39+0.32 0.38+0.16 0.46+0.06 0.2740.13 0.71+0.19 0.96+0.12 0.58+0.18 0.47+0.04
14:1n5 0.06+0.02 0.05+0.00 0.02+0.00 0.03+0.01 0.42+0.27 1.06+0.54 0.27+0.23 0.09+0.01
15:1n5 0.03+0.00 0.03+0.01 0.03+0.01 0.03+0.01 0.24+0.09 0.23+0.05 0.18+0.04 0.20+0.04
*16:1n7(Palmitoleico)  25.57°+4.18  21.56°0.77  38.72°+3.20 38.07%2.28  19.62°+1.01  18.33%+1.39  2541°%40.43  31.92°+3.81
16:1n5 0.26+0.01 0.23+0.01 1.36+2.25 1.20+2.00 0.91+0.40 1.20+0.05 2.01£2.22 2.72+0.07
*18:1n9 (Oleico) 3.30%0.13 3.20%+0.34  0.86°0.32 1.72°+0.56 3.11%0.37  3.82°+0.81 1.16°+0.21  1.13%+0.27
18:1n7 0.58+0.04 0.54+0.04 2.3740.31 2.80+0.50 1.05+0.07 2.03+0.18 1.3340.05 2.44+0.30
18:1n5 0.0740.01 0.07+0.01 0.56+0.03 0.71+0.03 0.08+0.01 0.12+0.01 0.07+0.00 0.06+0.01
20:1n9 0.00+0.00 0.01+0.00 0.19+0.03 0.25+0.06 0.12+0.05 0.40+0.47 0.08+0.03 0.14+0.07
20:1n7 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.41+0.24 0.00+0.00 0.04+0.04
20:1n5 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.03+0.05 0.00+0.00 0.15+0.11 0.00+0.00
22:1n11 0.08+0.07 0.01+0.01 0.50+0.44 0.61+0.53 0.14+0.05 0.21+0.02 0.20+0.20 0.09+0.04
22:1n9 0.330.03 0.34+0.05 0.28+0.31 0.45+0.23 0.21+0.12 0.30+0.20 0.23+0.16 0.12+0.01
*% Acidos grasos 30.69°+4.01 26.40°+051  45.34%0.25 46154126  26.49°1.11 28.69°+0.85 31.46°1.33  39.43°+3.69
monoinsaturados

16:2n6 2.03+0.19 1.75+0.03 1.18+0.14 1.00+0.08 1.78+0.09 1.60+0.33 0.70+0.38 0.67+0.09
16:2n4 0.10+0.00 0.08+0.02 0.05+0.01 0.07+0.01 0.49+0.54 0.28+0.11 1.47+1.96 0.16+0.08
16:3n4 0.00+0.00 0.10+0.06 0.07+0.03 0.03+0.01 0.06+0.05 0.03+0.00 0.99+1.18 0.09+0.05
16:3n3 0.07+0.08 0.03+0.01 0.02+0.01 0.02+0.00 0.78+0.17 1.57+0.26 0.73+0.36 0.71+0.03
16:3n1 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.15+0.09 0.00+0.00 0.12+0.08 0.00+0.00
16:4n3 0.00+0.00 0.000.00 0.000.00 0.01+0.00 0.08+0.05 0.00+0.00 1.07+0.76 0.00+0.00
16:4n1 0.03+0.01 0.03+0.02 0.15+0.05 0.14+0.05 2.19+0.82 1.92+1.07 1.330.94 0.95+0.47
18:2n9 0.29+0.09 0.47+0.20 0.02+0.01 0.02+0.01 0.05+0.01 0.03+0.02 0.05+0.00 0.02+0.02
*18:2n6 (Linoleico) 3.90"+0.21 3.86+1.04  1.0140.29 2.92°+1.09 413%+1.23  6.43%+1.95 1.14°4023  0.51°+0.06
18:2n4 0.00+0.00 0.01+0.01 0.31+0.05 0.27+0.05 0.09+0.05 0.14+0.05 0.23+0.11 0.41+0.51
18:3n6 1.74+0.58 1.49+0.17 0.50+0.18 0.39+0.19 0.49+0.10 0.44+0.09 1.42+0.09 0.47+0.05
18:3n4 0.00+0.00 0.02+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01 0.03+0.03 0.00+0.00 0.07+0.01 0.05+0.03
*18:3n3 (Linolénico)  0.28°+0.07 0.34°+0.11  0.24°+0.10 0.37°+0.15 1.66°+0.13  1.58%+0.25 0.19+0.10  0.11°0.06
18:3n1 0.06+0.01 0.08+0.02 0.33+0.03 0.30+0.03 0.10+0.01 0.15+0.08 0.35+0.09 0.29+0.01
18:4n3 6.31+2.68 5.48+0.63 0.52+0.00 0.48+0.08 1.2240.21 0.78+0.20 0.05+0.01 0.08+0.03
18:4n1 0.01+0.01 0.03+0.01 0.000.00 0.000.00 0.07+0.03 0.06+0.04 0.04+0.02 0.02+0.01
20:2n9 0.00+0.00 0.08+0.05 0.02+0.01 0.02+0.01 0.03+0.02 0.14+0.11 0.03+0.02 0.09+0.07
20:2n6 0.00+0.00 0.04+0.02 0.01+0.01 0.02+0.00 0.04+0.00 0.09+0.07 0.21+0.15 0.15+0.00
20:3n9 0.14+0.04 0.13+0.01 0.110.03 0.070.02 0.07+0.02 0.08+0.05 0.05+0.06 1.09+1.86
20:3n6 0.00+0.00 0.000.00 0.000.00 0.000.00 0.100.06 0.09+0.05 0.77+0.02 0.77+0.92
20:3n3 0.00+0.00 0.000.00 0.000.00 0.05+0.03 0.08+0.10 0.30+0.32 0.40+0.28 0.00+0.00
*20:4n6 (ARA) 4.15"+1.31 483"+1.29  1.96°0.34 1.76°£0.86 5.71%+0.86  4.24"+1.12 10.16%1.29  6.04%+0.46
20:4n3 0.22+0.08 0.23+0.05 0.24+0.02 0.20+0.01 0.22+0.09 0.20+0.17 0.10+0.02 0.03+0.02
*20:5n3 (EPA) 15444589  17.68°+4.46  1597+1.70  1561%+1.32 16.55+0.81 14.11%+1.78  1520™+2.11 12.69"+1.41
22:4n6 0.12+0.03 0.13+0.02 0.000.00 0.02+0.01 0.09+0.02 0.73+1.06 0.05+0.00 0.21+0.15
22:5n6 0.06+0.02 0.06+0.00 0.19+0.11 0.140.07 0.140.07 0.33+0.33 0.21+0.00 0.82+1.07
22:5n3 0.36+0.05 0.55+0.37 0.15+0.09 0.06+0.02 0.74+0.15 0.74+0.12 1.38+0.13 1.110.04
*22:6n3 (DHA) 0.86a+0.25 0.89ax0.05  0.19b#0.15 0.29b+0.26  1.69a+0.53  1.90a+1.26 1.25a+0.03  1.61a+0.33
*% Acidos grasos 36.16%+£11.56 38.29°%4572  23.2542.27 24.23%1.45  38.62°+197 37.64%352  38.19%0.72  29.04°+5.29
poliinsaturados

Total FA 98.910.10 99.09+0.08  99.14+0.14 99.43+0.09  99.40+0.36  98.17+0.11  98.94+0.11  99.52+0.01
*n-3 PUFA 2354%4909  2519%+4.76  17.33+2.06 17.05%1.31  22.96®+2.13 21.02%°+1.62 19.63™+1.61 16.33+1.24
*n-6 PUFA 11.99%+2.35  12.13°40.90  4.86%0.37 6.24°+0.24 12.42°°+1.68 13.86+1.92 14.57°+1.48  9.64°158
*n-3/n-6 1.93°+0.38 2.07°40.33  3.58%+0.46 2.74°+0.24 1.89°40.46  154%+028  1.35%0.03  0.71%+0.19
n-3 HUFA 16.8946.27 19.34+4.19  16.55+1.96 16.18+1.22  19.28+1.64  17.08+1.52 18.13+1.91  15.43+1.18
*EPA/DHA 17.65°+1.76 19.81°+4.94  113.88%56.52  92.37°+67.14  10.27°+2.36 __ 9.66"+5.13 12.16°+1.96  8.20"+2.49

Diferentes superindices a través de una fila indican que la media difiere significativamente al 95% de
confianza. (ANOVA turkey’s test; P<0.05). Los &cidos grasos marcados con un * fueron comparados

estadisticamente.

67



DISCUSION




Discusion

5. DISCUSION.

5.1. Tamano celular de las diatomeas.

Las cuatro diatomeas investigadas, en este estudio, son adecuadas, en términos
de rango de tamafio, para su uso como fuente de alimentacion para las post-larvas de H.
tuberculata coccinea. Segin Brown et al. (1997) las microalgas usadas para la nutricién
larvaria, usualmente, estan en el nanoplancton en un rango de tamafio entre 2-20 um. El
tamafio que pueden alcanzar las microalgas depende de diferentes factores, los

nutritivos y los fisico-quimicos: luz, temperatura, salinidad, pH, CO, y fotoperiodo.

Navicula incerta.

La diatomea de Navicula incerta utilizada en nuestro trabajo, mide 18 + 0,95 um
de largo y de ancho 4,1 + 0,4 um. Segun el experimento llevado a cabo por Simental-
Trinidad et al. (2001), N. incerta aislada en la Bahia Todos Santos de México mide 12,
82 um de longitud. Correa-Reyes et al. (2001) encontraron un rango de 14,5 um de
largo y 5,5 um de ancho para N. incerta aislada también en Baja California Sur,

Meéxico.

Proschkinia sp.

La diatomea Proschkinia sp. por su morfologia externa se asemeja a una
Navicula, siendo su tamafio més pequefio, 8,2 = 0,42 um de largo y 3 £ 0,12 um de
ancho. De las cuatro diatomeas estudiadas, Proschkinia sp. presenta el tamafio méas
pequefio de todas, y forma una pelicula en el sustrato adecuada para la alimentacion de

post-larvas de abalon.
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Amphora sp.

Amphora sp. mide de largo 10,6 + 0,2 um y de ancho 3,67 £ 0,12 um lo que
concuerda con De la Pefia. (2007), que utilizé para su investigacion esta misma especie
con un rango de tamafio entre 10,8- 12,87 um en longitud y 2,97- 3,44 um de ancho.
Segun Norman-Boudreau et al. (1986) es un tamafio favorable para las etapas tempranas
de los juveniles de abalon.

Amphora sp. se caracteriza segun lo descrito por De la Pefia. (2007) por una lisa
valva arqueada por el lado dorsal y con un margen ventral débilmente convexo. Ademas
pertenece a la familia Naviculacea, la cual es identificada como aceptablemente buena
para el abalon por Uki y Kikuchi. (1979), Grant. (1981) y Ohgai et al. (1991). Este
género tiene una fortaleza adhesiva muy fuerte al sustrato segun la clasificacion descrita
por Kawamura y Hirano (1992) y es capaz de formar comunidades fijadas en €él. Estas
dos caracteristicas son consideradas beneficiosas para las larvas del abalon por

Kawamura y Kikuchi (1992), Kawamura (1994) y Kawamura et al. (1998b).

Nitzschia sp.

Varias especies de Nitzschia sp. presentan una pared celular fragil y en algunos
casos fuerte adhesion a sustratos, haciendo que sea susceptible para ser ramoneada por
las post-larvas de abaldén (Sequeiros-Beltrones, 1999). En la bibliografia, segun la
especie de Nitzschia, se encuentra un rango de tamafios muy amplio, Renaud et al.
(1999) trabajaron con una Nitzschia sp. que media 7 um de largo y 3,9 um de ancho y
este género junto con Navicula sp. pueden incluso llegar a medir méas de 20 um (Brown
et al., 1997). En este caso la diatomea Nitzschia sp. utilizada en la investigacion mide

18,23 + 0,55 um de longitud y 3 + 0,2 um de ancho.
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5.2. Experimento en tubos de ensayo.

En varios estudios, el régimen de luz usado para el cultivo de diatomeas
benténicas esta entre 20 y 200 pE m? s™ (Thompson et al., 1990; Cota- Sanchez, 1998;
Roberts et al., 2000). En este estudio, la intensidad de luz utilizada para las microalgas
es de 62 + 8 uE m? s, que equivalen a 5403 + 649 lux, 0 a 16 + 2 W m? y el
fotoperiodo constante, 24:00 horas de luz, condiciones frecuentemente utilizadas para
cultivos de microalgas en acuicultura.

Segun (Sicko-Goad y Andresen, 1991) algunas especies de algas exhiben
preferencias en la duracion de la intensidad luminosa, el fotoperiodo puede estar
relacionado con la temperatura, y algunas especies con un amplio rango pueden no tener
un fotoperiodo 6ptimo. En esta investigacion, la diatomea Amphora sp., en comparacion
con las otras diatomeas, es la que muestra la mejor adaptacion, en cuanto a produccion y
tasa de crecimiento, al fotoperiodo y la temperatura a los cuales se desarrollo el
experimento.

Efecto de la aeracion en los cultivos

Correa y Reyes et al. (2001) observaron que la mayor tasa de crecimiento en
siete diatomeas, cinco especies de Nitzschia, una Amphiphora y Navicula incerta era a
dia 2 de cultivo, durante los 10 dfas que durd el cultivo a 22 + 1 °C y a 150 uE m? s*
con luz blanca. En el presente estudio, Navicula incerta, a dia 3, a la densidad de 50.000
cél/ml tiene la mayor tasa de crecimiento exponencial con 0,87 + 0,06 dia™ siendo
superior, 1,62 dia™, la encontrada a dia 2 por Correa y Reyes et al. 2001. También, la
densidad celular mayor para Navicula incerta a dia 7 de cultivo la obtienen Nav. 100. y
Nav. 250. con 0,83 + 0,054 x 10° cél /ml y 0,8 + 0,102 x 10° cél/ml respectivamente,

encontrando Correa-Reyes et al. (2001) una mayor densidad, 1,399 x10° cél/ml, a dia 6
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de cultivo. Los cultivos realizados por Correa-Reyes et al. (2001) fueron aireados
durante 10 dias y se observa que a dia 8 y 10 de cultivo la densidad celular no se
estabiliza entrando en fase estacionaria, alcanzando 2,165 x 10° cél/ml y 3,064 x10°
cel/ml respectivamente.

También, en el presente estudio, Nitzschia sp. obtiene su mejor tasa de
crecimiento en la fase exponencial (dia 3) a la densidad de 100.000 cél/ml, siendo de
0,95 + 0,031 dia™. seguida de Nit. 50 con 0,872 + 0,072 dia™, estos datos entrarian
dentro del rango 0,80- 0,86 dia™ que encontraron Correa y Reyes et al. 2001, para la
especie Nitzschia laevis. Estas diferencias se deben a que Correa y Reyes et al. (2001),
cultivaron las diatomeas a menos temperatura que este estudio, a 22 £ 1 °C y con aire,
lo que promoveria una mayor tasa de crecimiento en los cultivos.

En el presente experimento, los cultivos sin airear tambien lograron un
crecimiento muy importante para Proschkinia sp. Esta diatomea muestra la mayor
produccién a dia 7, alcanzando 6,572 + 0,425 x 10° cél/ml a 250.000 cél/ml de inéculo,
pudiéndola comparar perfectamente con especies planctonicas de diatomeas que

alcanzan una mayor densidad.

Efecto de la temperatura de cultivo

La densidad celular mas alta de Navicula incerta se da a 20 °C de temperatura
del agua, seguida de 15 °C y 25 °C segun lo encontrado por Affan et al. (2007). El
crecimiento de Navicula incerta se ve disminuido a temperaturas superiores de 25 °C lo
que explica el bajo crecimiento encontrado en esta diatomea, a todas las densidades,
600.000 cél/ml para Nav. 50. y 800.000 cél/ml para Nav. 100. y Nav. 250., no
alcanzando el 1 x 10° cél/ml hallado por Affan et al. (2007). El patrén de crecimiento de

esta especie sugiere que es euritermal, pero una temperatura moderada puede crear las
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condiciones més favorables para su crecimiento (Affan et al., 2007). A 25 °C, Navicula
sp. con un indculo de 100.000 cél/ml, con aire y CO; obtienen una produccion muy alta
al final de la fase exponencial, 1,79 + 0,17 x 10° cél/ml (Renaud et al., 1994).

Renaud et al. (1995) estudiaron el efecto de la temperatura (10- 35 °C) sobre el
crecimiento, para dos especies del género Nitzschia, (N. closterium y N.paleacea). Para
N. closterium hallaron que a 20 y 25 °C obtiene la mayor tasa de crecimiento y mayor
biomasa que al resto de temperaturas, con 0,38 dia® y con 3,23 x 10° cél/ml
respectivamente para ambas temperaturas (no existiendo diferencias significativas).
Para N. paleacea la maxima tasa de crecimiento ocurre a 15 °C con 0,38 dia * mientras
la produccion, tanto a la temperatura de 15, 20 y 25 °C, no presenta diferencias
significativas entre ellas, en torno a 3 x 10° cél/ml. En ambas diatomeas, a temperatura
de 30 °C la tasa de crecimiento disminuye y la produccion también, lo que explicaria
que Nitzschia sp. en este estudio no logre alcanzar valores tan altos de produccion
(méxima a densidad de 100.000 cél/ml con 2,222 + 0,048 x 10° cél/ml) para ninguna de
las densidades probadas, pudiendo presentar un mejor crecimiento a temperaturas mas

bajas como observaron Renaud et al. (1995).

Efecto de la intensidad de luz en el cultivo

Simental-Trinidad et al. (2001) obtuvieron una produccién semanal para
Navicula incerta en torno a 0,5 x 10° cél/ml, obteniendo en este caso, a dia 7, una mayor
produccion a todas las densidades, siendo la mayor 0,8 x 10° cél/ml para Nav. 100. y
para Nav. 250. La intensidad de luz utilizada por Simental-Trinidad et al (2001) es més
fuerte con, 150 pmol fotones m™? s™, siendo mas del doble que la utilizada en este caso,

62 + 8 umol m? s, pudiendo provocar saturacién y un efecto sobre la fotosintesis .

72



Discusion

5.3. Experimento en placas.

Amphora sp. a todas las densidades de in6culo 50.000, 100.000 y 250.000 cél/ml
alcanza la mayor densidad de celulas fijadas a dia 7 de cultivo con 12584,6 + 1300,07,
11974,4 + 1456,8 y 10207,7 + 900 cél/mm? respectivamente. Lo que implica su gran
capacidad de fijacion a un sustrato descrita por Kawamura y Hirano (1992), en su
clasificacion de las formas de crecimiento catalogaron a este género con una capacidad
muy fuerte de agarre.

La densidad de indculo influencia el nimero de células adheridas para Navicula
incerta y Proschkinia sp., siendo la densidad 6ptima la de 100.000 cél/mm?, mientras no
tiene influencia para Amphora sp. y Nitzschia sp. En Navicula incerta conforme
aumenta la densidad de inoculo el nimero de células pegadas al sustrato disminuye y en
Proschkinia sp. a baja densidad (50.000 cel/ml) no se fijan las células al sustrato y a alta
densidad (250.000 cél/ml) se fijan poco con una evolucidn lenta.

La bibliografia, relativa al crecimiento de diatomea sobre sustratos, se refiere a
datos de densidad inicial fijada a un sustrato en los experimentos de alimentacion de las
post-larvas del abalén, en los que se deja crecer una pelicula inicial de diatomeas, en
placas de Petri o en placas de fijacion en los tanques de cultivo, que sea idonea para que
las post-larvas ramoneen.

Searcy-Bernal et al. (2003) a iluminacién constante la densidad total de
diatomeas (Navicula incerta) en el fondo de los contenedores de experimentacion
incrementa rapidamente durante la primera semana (7 dias de cultivo), alcanzando
3.570 cél/mm* a 75 uE y 1.890 cél/mm® a 6 pE. En el presente experimento, a 62 + 8
uE/m? s, Navicula incerta alcanzé un mayor crecimiento a dia 7 de cultivo, para los
indculos de 50.000 y 100.000 celulas/ml, teniendo respectivamente 7723,08 + 1381,9 y

6071,79 + 1050,71 cél/mm?, no existiendo diferencias significativas entre ellas. Estas
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diferencias se deben a que una intensidad de luz alta puede provocar un descenso en la
capacidad de adherirse al sustrato de la diatomea, incluso puede ocasionar la muerte

celular del cultivo.

5.4. Composicion bioquimica.

La calidad nutricional de las microalgas y sus contenidos en, proteinas, lipidos y
carbohidratos, depende de las condiciones de cultivo de las diatomeas asi como de la
especie de microalga cultivada. Escoger especies con buena calidad nutricional y que
esta sea potencialmente incrementada modificando las condiciones ambientales, ofrece

una gran posibilidad de mejorar la produccion de las microalgas.

Cenizas

Las cenizas constituyen el mayor componente en todas las diatomeas. Todas
estan en torno a un 60%, no existiendo diferencias significativas entre ellas, su alto
contenido en cenizas es caracteristico de especies de diatomeas con paredes celulares

fuertemente silificadas (Parsons et al., 1961y Whyte, 1987).

Proteinas.

El nivel de proteinas, que poseen las cuatro diatomeas, es mayor que la
composicion lipidica. Los lipidos representan el menor componente no superando el
10%, las proteinas representan el segundo en cantidad, entre un 10- 20% dependiendo
de la diatomea y de la fase. Para Brown et al. (1996) las proteinas son el mayor
constituyente (> 30%) independiente de las condiciones de luz y de la etapa de recogida
del cultivo y para Renaud et al., (1994) las diatomeas tienen como componentes
principales las proteinas, lipidos y cenizas, estando los carbohidratos en menores

cantidades. Segun los resultados del presente experimento, la cantidad de carbohidratos

74



Discusion

supera a la de proteinas y a la de lipidos excepto para las diatomeas Amphora sp. y
Prochkinia sp. en la fase exponencial. Donde la cantidad de proteinas, 19,704 + 0,95y
20,72 £ 1,4 (% peso seco) supera a la cantidad de carbohidratos 13,5 + 5,01y 10,05 +
6,7 (% peso seco) Y de lipidos 9,74 + 1,7y 7,82 + 0,72 (% peso seco) respectivamente.
Ambas diatomeas a su vez presentan un 20 % de peso seco de proteinas siendo los
valores més altos encontrados. Las Unicas que no tienen diferencias significativas entre
la fase exponencial y estacionaria son Navicula incerta. y Nitzschia sp con 13% y 14%

de proteinas, en peso seco respectivamente.

Brown et al. (1997) encontraron que en los cultivos no aireados de diatomeas,
las proteinas es el mayor componente organico, seguidos de los lipidos y carbohidratos.
Las proteinas y los carbohidratos presentan como promedio los mismos niveles que los
obtenidos en los cultivos aireados, cerca de un 30% de peso seco y 7% de peso seco
respectivamente. Se diferencian Gnicamente los lipidos, alcanzando valores mayores en
torno a un 20% de peso seco, en cultivos aireados con 1% de CO, con respecto a un 15
% de peso seco, para cultivos no aireados. Estos experimentos fueron realizados a 20
°C y a 25 °C para las especies tropicales, 70- 80 pE m™ s™ y a fotoperiodo de 12:12 h
luz/oscuridad. Renaud et al. (1999) cultivando dos especies de Nitzschia a 25 £ 1 °C
encuentran también altos valores de proteinas, seguidas de lipidos y carbohidratos. Las
diferencias encontradas en el presente estudio, en comparacién con lo descrito
anteriormente, podrian ser debidas a la mayor temperatura y el fotoperiodo de luz
continua de los cultivos. EI 6ptimo nivel de proteinas en una dieta de abalén depende de
las especies, sin embargo el nivel éptimo ha sido reportado entre el rango de 20% a 35
% (Uki y Watanabe, 1992; Mai et al., 1995; Britz y Hecht, 1997 y Coote et al., 2000).

En el presente estudio sélo las diatomeas Amphora sp. y Proschkinia sp. en su fase
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exponencial poseen un 20% de peso seco de proteinas, siendo por ello las mas

adecuadas para la dieta del abaldn, en cuanto al aporte proteico.

Carbohidratos

Los niveles de carbohidratos varian entre un 10- 27%, de peso seco, siendo
Navicula incerta exponencial la que presenta los mayores niveles 27,23 £ 3,77 (% peso
seco) y Proschkinia sp. exponencial la de menor valor con 10,05 + 6,7 (% de peso
seco), Las demas diatomeas rondan el 20% de peso seco. Gordon et al. (2006)
encuentran niveles también muy altos de carbohidratos, 17,55% de peso seco para
Nitzschia laevis y 25,09% de peso seco para Navicula cf. Lenzii y 25,09% de peso seco
para Amphora luciae, estando dentro del rango de las necesidades de la dieta de los
juveniles de abalon (Mercer et al., 1993).

Renaud et al. (1994), encontr6 para Navicula sp., Nitzschia closterium y
Nitzschia frustulum que el contenido mas bajo lo presentaban los carbohidratos, después
en orden ascendente en valor estarian los lipidos y de ultimo las proteinas, con niveles
mas altos de lipidos y de proteinas para las dos especies de Nizschia. Al contrario, en
este estudio Nitzschia sp. junto con Navicula incerta presenta la cantidad mas baja de
lipidos y de proteinas. Estas diferencias pueden ser debidas a que el cultivo realizado
por Renaud et al. (1994) fuera un ciclo no continuo de iluminacion, 12:12 h
luz/oscuridad, mientras que el presente experimento se realizd con iluminacion
constante. Brown (1991) observd bajos valores de proteinas cuando las células
microalgales crecian bajo iluminacidén continua, en comparacion a las diatomeas que

crecen bajo 12:12 h luz/oscuridad.
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Estudios realizados por Brown et al. (1996) a diferentes intensidades de luz y
fotoperiodos muestran que de la composicion bioquimica proximal, el porcentaje de
carbohidratos es susceptible a la mayor variacion entre células cultivadas a diferentes
condiciones de cultivo, entre un rango de 6,4 a 36% de peso seco. Obtienen también que
los cultivos con fotoperiodos continuos de 24:0 h de luz/oscuridad tienen de un tercio a
un cuarto mas carbohidratos, que los cultivos con fotoperiodos no continuos 12:12 h
luz/oscuridad, tanto en fase logaritmica como en fase estacionaria; esto podria explicar

los niveles altos encontrados de carbohidratos en los presentes experimentos.

Lipidos.

Los bajos valores encontrados de lipidos pueden ser explicados por lo observado
por Renaud et al. (1995), las dos especies de Nizschia objeto de su estudio tenian un
decrecimiento lineal en el contenido de lipidos con el incremento de la temperatura.
También Aaronson (1973) y Opute (1974) han informado de la disminucién en la
produccién de lipidos a temperaturas extremas, bajas o altas. Opute (1974) sugiere que
los efectos son debidos a la cesion del crecimiento a temperaturas extremas, por dafios
irreversibles en las enzimas de las plantas.

Pocos autores han estudiado como varia la composicion bioquimica a medida
que avanza el cultivo, es decir en distintos dias de crecimiento. El dia en el cual las
diatomeas se recogen y las condiciones de cultivo afectan a la composicion bioquimica
(Brown et al., 1993). En el presente estudio, las diatomeas son recogidas en dos fases
distintas, en la exponencial y en la estacionaria, y todas fueron mantenidas bajo las
mismas condiciones, para ver el efecto del dia de recogida en la calidad nutritiva del

cultivo.
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En este estudio, Navicula incerta se diferencia del resto de las diatomeas, pierde
carbohidratos en la fase estacionaria para ganar lipidos, una indicacion de otros
requerimientos en nutrientes en comparacion con las otras diatomeas pudiendo ser un
indicio de una deficiencia en silice antes que una de nitrégeno o fésforo.

Sifrin 'y Chisholm, (1981); Thomas et al. (1984) y Harrison et al. (1990)
encontraron que las células con el N-limitante siguen esta tendencia: con la caida de la
fase estacionaria, los carbohidratos y menos extendido los lipidos se incrementan y las
proteinas decrecen. Esto explica el comportamiento de Amphora sp. y Proschkinia sp.
en la fase estacionaria. El incremento de carbohidratos, en la fase estacionaria, se
explica con el incremento de la glucosa polimérica durante los periodos de luz y un
descenso durante la noche (Varum et al., 1986), que corrobora los valores altos de
carbohidratos encontrado para ambas fases.

Brown et al. (1996) obtienen que la cantidad de lipidos es casi la misma (21%
de peso seco) en las células durante la fase logaritmica independiente de las condiciones
de cultivo y que en la fase estacionaria el porcentaje se incrementa. En el presente caso,
la concentracion de lipidos no supera el 10% de peso seco y el aumento en la cantidad

de lipidos en la fase estacionaria sélo se ve en Navicula incerta.

Acidos grasos.

Los &cidos grasos juegan un papel importante en la nutricion animal como
fuente de energia, constituyentes de membranas y metabolitos intermediarios. Los
PUFA de cadena larga, DHA y EPA considerados &cidos grasos esenciales son de gran
importancia (Marty et al., 1992, Sargent et al., 1999) y no pueden ser sintetizados en
cantidades suficientes para mantener el crecimiento y supervivencia (Watanabe et al.,

1983). Los perfiles de acidos grasos, de las diatomeas analizadas, son caracteristicos de
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la mayoria de las diatomeas: altas proporciones de 16:1n-7 y 16:0, con variable, pero
usualmente altas proporciones de 14:0 y 20:5n-3 (EPA), siendo este n-3PUFA el
predominante en las diatomeas estudiadas (Brown et al., 1996, 1997). El contenido de
EPA y ARA en las diatomeas muestreadas estuvo entre los valores medios descritos
pora otras diatomeas (Renaud et al., 1999, Liang et al., 2001, Gordon et al., 2006).
Como muestran informes tipicos de diatomeas, la proporcion de DHA fue baja en todas
las diatomeas objeto de estudio, siendo la mas baja para Navicula incerta. También el
DHA es bajo en los tejidos de abalén y por lo tanto se supone que de menor
importancia cuantitativa en la nutricion del abalén (Dunstan et al., 1996, Mai et al.,
1995). Nitzschia sp. tuvo altas cantidades de EPA y DHA en comparacion con informes
previos de especies de Nitzschia (Renaud et al., 1994, 1999). Se ha descrito que el EPA
promueve un rapido crecimiento en los juveniles de H. discus hannai (Mai et al., 1995,
Dunstan et al., 1996). EPA tiene especial importancia durante la alimentacion temprana
de las post-larvas de abaldon (Viana et al., 2007) esto muestra que este &cido graso
podria ser realmente absorbido de las diatomeas (Gordon et al., 2006). Si nos basamos
en estudios nutricionales previos realizados a varias especies de abalon (Mai et al.,
1995, Daume et al., 2003, Gordon et al., 2006, Viana et al., 2007), los niveles de PUFA,
n-3 PUFA y mas especificamente EPA y DHA encontrados en este estudio sugieren que
las diatomeas analizadas podrian servir a las post-larvas de H. tuberculata coccinea y
satisfacer sus requerimientos nutricionales. N-6 PUFA vy particularmente ARA, son
importantes para las etapas larvarias de peces y también podrian ser para el abalén como
describen Viana et al. (2007) su incremento en los tejidos de las post-larvas una vez que
estas comienzan a ramonear. Lo expuesto contradice a Gordon et al. (2006). Todas las
diatomeas, en este estudio, mostraron altos niveles de &cidos grasos saturados,

especialmente 14:0 y 16:0, lo cual fue comparable a lo que se encontré en Amphora sp.
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cultivada en sistemas al exterior (De la Pefia, 2007). Este hecho podria favorecer a las
post-larvas de abal6n dado que altos niveles de acidos grasos saturados sugieren ser
beneficiosos para el rapido crecimiento de las larvas, porque la energia se libera méas
eficientemente (Thompson et al., 1993). Ademés, los SFA se encontraron en alta
proporcién en los tejidos de las post-larvas de Haliotis fulgens (Viana et al., 2007). En
resumen, combinando las diatomeas, modificando las condiciones de cultivo y el
protocolo de cosechado de las diatomeas a gran escala, en los criaderos de abalon se
mejoraria la calidad de las microalgas producidas como alimento. Esto permitiria
adecuar los cultivos de microalgas a los requerimientos nutricionales de las post-larvas
de abalon y asi mejorar su crecimiento y supervivencia para la sostenibilidad de la
produccién. Los resultados indican lo adecuado que es seleccionar las diatomeas para
las post-larvas de abalon, en términos de: caracteristicas de las células algales,

produccidn, capacidad de fijacion y valor nutritivo.
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6. CONCLUSIONES.

1. Las cuatro diatomeas investigadas, en este estudio, son favorables, en términos
de rango de tamafio, para su uso como fuente de alimentacion para las post-
larvas de H. tuberculata coccinea. Navicula incerta con 18 + 0,95 um de largo y
4,10 + 0,40 um de ancho, Nitzschia sp. con 18,23 £ 0,55 um de largo y 3 £ 0,20
um de ancho, Amphora sp. con 10,60 + 0,20 um de largo y 3,67 = 0,12 um de
ancho y la mas pequefia Proschkinia sp. con 8,20 + 0,42 um de largo y 3 £ 0,12

pum de ancho.

2. La densidad de inoculo de 100.000 cél/ml es la densidad 6ptima para el cultivo
de Amphora sp., Nitzschia sp., Navicula incerta y Proschkinia sp. considerando

la tasa de crecimiento y la produccién obtenida.

3. Amphora sp. y Nitzschia sp. se comportan igual a nivel de crecimiento, no
existiendo diferencias significativas entre ellas, ni en tasa de crecimiento ni en

produccién tanto a dia 3 como a dia 7, a ninguna densidad probada.

4. Proschkinia sp., a las tres densidades de indculo probadas, alcanza la mayor tasa
de crecimiento y produccion semanal de las cuatro diatomeas estudiadas,
representando mas del doble de la cantidad que obtienen el resto de las

diatomeas.

5. Las células de Amphora sp. presentan la mejor capacidad de adhesion al sustrato
de las cuatro diatomeas bentdnicas, con 10- 12.000 cél/mm?, mientras las otras

se sitGian alrededor de 8.000 cél/mm?.
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10.

11.

La densidad de indculo influye en el nimero de células adheridas para Navicula
incerta y Proschkinia sp., siendo la densidad 6ptima la de 100.000 cél/mm?

mientras que no tiene influencia para Amphora sp. y Nitzschia sp.

Amphora sp. en fase exponencial tiene la mayor cantidad de lipidos totales de

todas las diatomeas con un 10% y la mayor cantidad de proteinas con un 20%.

Navicula incerta, con un 27%, en fase exponencial, tiene la mayor cantidad de

carbohidratos de todas las diatomeas.

Todas las diatomea, Amphora sp., Navicula incerta, Nitzschia sp. y Proschkinia
sp. presentan el mismo contenido en cenizas, proximo a un 60%, no existiendo

diferencias significativas entre ellas (P<0.01).

Todas las diatomeas, excepto Navicula incerta, muestran un incremento de
carbohidratos y un descenso de lipidos y proteinas cuando alcanzan la fase
estacionaria. Navicula incerta incrementa el almacenamiento de lipidos en vez

de carbohidratos y mantiene su nivel de proteinas.

Todas las diatomeas presentan una elevada cantidad de PUFAs (especialmente
EPA) y un bajo contenido en DHA. Ninguna de las diatomeas presenta
diferencias significativas (P>0.05) en cuanto a la cantidad de SFA. Proschkinia

sp. en fase logaritmica presenta un alto contenido de ARA.
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