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RESUMEN
Se cultivaron tres especies de microlagas -Isochrysis galbana, Chaetoceros sp. 'y
Tetraselmis sp.- en sistema batch en dos condiciones que combinaron la escala de
produccion y la temperatura: 1) pequefia escala y 24 °C, y ii) escala masiva y temperatura
variable. Se determind la composicion bioquimica proximal y el contenido de cenizas y
se identificaron y cuantificaron los acidos grasos para cada combinacidon de especie-
tratamiento por triplicado. Ninguna de las especies presentd diferencias significativas
para ninguno de sus componentes (lipidos, carbohidratos, proteinas y cenizas) entre
tratamientos. Los acidos grasos no presentaron diferencias significativas cuando se los
analizd6 agrupandolos por grado de saturacion (insaturados, monoinsaturados y
poliinsaturados). Los acidos grasos poliinsaturados agrupados en las familias (n —3) o (n
— 6) y los cocientes -(SFA + MUFA) / PUFA y (n — 3) / (n — 6)- tampoco presentaron
diferencias significativas entre tratamientos. Al realizar analisis mas profundos de cada

acido graso en particular, con especial énfasis en aquellos considerados esenciales, se
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pudo determinar que aunque los tratamientos aplicados no modificaron
significativamente la composicion bioquimica de las microalgas estudiadas se observaron
diferencias que deben ser tenidas en cuenta a la hora de determinar las dietas Optimas para
cada especie de bivalvo en cada etapa de su ciclo de vida.

PALABRAS CLAVES: Composicion Bioquimica; Composicion de Acidos grasos;

Escala; Microalga; Temperatura

ABSTRACT
Isochrysis galbana, Chaetoceros sp. and Tetraselmis sp. were cultivated in a batch system
at two conditions that combine scale production and temperature: i) small scale and 24°C,
and i) massive scale and variable temperature. Proximal composition and ash were
determined and fatty acids were identified and quantified for each species-treatment
combination for triplicate. None of the three species presented significant differences for
each component (lipid, carbohydrate, protein, and ash) between treatments. Fatty acids
did not present significant differences in the analysis performed grouping them by degree
of saturation (unsaturated, monounsaturated and polyunsaturated). Polyunsaturated fatty
acids did not present significant differences between treatments when they are grouped
in (n — 3) or (n — 6) families either. Additionally, the two ratios (SFA + MUFA) / PUFA
and (n —3) / (n — 6) did not show significant differences between treatments: The applied
treatments did not significantly modify the proximal composition, however, when
individual fatty acids were analyzed, with the main emphasis on those that are considered
essential, differences can be observed that deserve to be taken into account when
determining the optimal diets for each bivalve species in each life stage.
KEY WORDS: Biochemical composition; Fatty acid composition; Microalgae; Scale;
Temperature.
INTRODUCCION posee

requerimientos  energéticos

En todas las etapas del cultivo de
moluscos bivalvos, desde larvas hasta
adultos las microalgas son utilizadas
como Unico alimento (Helm y Bourne,
2006). Los requerimientos nutricionales
en bivalvos marinos varian a lo largo de

su ciclo de vida, es decir que cada estadio

especificos. Asi es como por ejemplo,
durante la formacion de la concha y el
crecimiento somatico, son necesarias
mayores cantidades de proteinas
formadoras de tejidos (Kreeger et al.,
1995, Darriba et al., 2005, Li et al.,
2011). En cambio, a lo largo de la
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gametogénesis, cuando los organismos
estan desarrollando sus gonadas, son
necesarias mayores cantidades de lipidos
de buena calidad, y en este caso los
carbohidratos juegan un rol importante
en la biosintesis de los mismos (Gatenby
et al., 2003). En las hembras ademas
puede observarse que tanto el contenido
de lipidos como de proteinas se
incrementa durante la gametogénesis.
Para alcanzar los requerimientos
energéticos necesarios en cada etapa de
vida estos compuestos deben ser
suministrados mediante el alimento
ingerido y/o por reservas previamente
almacenadas en gonadas u otros tejidos
(Saucedo et al., 2002, Darriba et al.,
2005).

El éxito de una produccion de bivalvos
depende de la disponibilidad de cultivos
de microalgas apropiados que posean
ciertas caracteristicas. Entre ellas se
incluyen: tamafio, calidad nutricional,
ausencia de toxinas y tasas de
crecimiento  adecuadas para la
produccion en masa (Whyte, 1987,
Polanco et al, 2000, Martinez-
Fernandez y Southgate, 2007).

Dado que la composicion bioquimica de
las microalgas depende de diversos
factores (especie, condiciones de cultivo,
etapa de crecimiento, etc.), el conocer
dicha composicion bioquimica resulta

indispensable en el cultivo de bivalvos

en condiciones controladas. Ademas, es
sabido que las dietas multiespecificas de
microalgas son mas efectivas que
aquellas monoespecificas ya que
mejoran el desarrollo de las larvas y
aumentan sus tasas de crecimiento,
incrementando la produccion general de
semillas de bivalvos (Helm y Bourne,
2006). Entre las especies de microalgas
algunas de las mas utilizadas como
alimento para los moluscos bivalvos
debido a su buena ingestibilidad y
digestibilidad son Isochrysis galbana
(Filo Haptophyta), Chaetoceros sp. (Filo
Bacillariophyta) y Tetraselmis sp. (Filo
Chlorophyta) (Hoff y Snell, 1989,
Brown, 2002, Helm y Bourne, 2006, da
Costa, 2009).

La composicion bioquimica de las
microalgas cultivadas varia no solo entre
especies de microalgas sino también que
la calidad nutricional depende de las
condiciones de cultivo de las mismas. Si
las condiciones de cultivo se encuentran
estandarizadas, los  cultivos de
microalgas con buenos y altos valores
nutricionales tendran valores similares
entre distintos cultivos para cada una de
las especies en particular (Helm vy
Bourne, 2006). Los parametros fisico-
quimicos de un cultivo como la
temperatura, el fotoperiodo, el pH, el
medio de cultivo utilizado y la salinidad

son de gran relevancia en términos de
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tasas de crecimiento y calidad
bioquimica de las microalgas (Hoff y
Snell, 1989, Brown et al., 1993, Brown
et al., 1993). Por otra parte, la fase de
crecimiento en la que se encuentre el
cultivo de microalgas también afecta su
composicion bioquimica (Whyte et al.,
1987, Huerlimann et al, 2010). En
organismos cultivados en sistemas tipo
batch, la composiciéon bioquimica a
menudo varia simultineamente con la
disminucién de nutrientes en el medio de
cultivo que se produce a lo largo del
crecimiento en densidad del cultivo
(Morris et al., 1983, Whyte et al., 1987).
Generalmente las proteinas disminuyen
su cantidad mientras que los lipidos y
carbohidratos aumentan cuando los
cultivos alcanzan la fase estacionaria de
crecimiento (Ogbonna y Tanaka, 1996,
Zhu et al., 1997).

Para bivalvos cultivados en condiciones
controladas, las microalgas son la
principal  fuente de micro vy
macronutrientes (Hoff'y Snell, 1989). Es
por ello que el conocimiento de la
composicion  bioquimica de las
microalgas usadas como alimento de los
cultivos target resulta esencial a la hora
de disefiar las dietas Optimas para cada
fase de los mismos (da Costa, 2009). Los
carbohidratos 'y los lipidos son
considerados esenciales en las dietas

(Enright et al., 1986), y entre los tltimos,

en particular los d4cidos  grasos
poliinsaturados (PUFA) (Helm et al.,
1973, Langdon y Waldock, 1981). Los
acidos grasos poliinsaturados (4cidos
grasos que contienen mas de una
insaturacion en su cadena
hidrocarbonada) pueden ser divididos en
dos “familias” dependiendo de Ia
posicion del primer doble enlace mas
cercano al fin de la cadena
hidrocarbonada: (n — 3) y (n — 6). Dado
que la mayoria de los bivalvos carecen
de la capacidad de sintetizar PUFA de
ambas familias a partir de precursores
saturados (Gatenby et al., 2003) el nivel
de estos componentes es determinado
principalmente por la ingesta a través de
la dieta. Los bivalvos necesitan altas
proporciones de  4cidos  grasos
poliinsaturados, tales como 20:5n-3c
(acido eicosapentandico, EPA) o 22:6n-
3¢ (4cido docosahexaendico, DHA), por
lo tanto especies de microalgas con alto
grado nutricional deben ser
incorporadas. En este sentido, las dietas
de microalgas que tienen bajas
proporciones del cociente
(SFA+MUFA)/PUFA y cociente (n -
3)/(n — 6) mayor que 2 son Optimas, por
ejemplo en el cultivo de larvas y
juveniles de ostras (Mitra et al., 2015).

Cuando se realiza el cultivo del ciclo de
vida completo de un molusco bivalvo, se

requieren  distintas  cantidades de
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alimento para cubrir las diferentes
necesidades acordes a cada estadio del
cultivo (Helm y Bourne, 2006, da Costa,
2009). Mientras que en proyectos a
escalas experimentales y piloto los
cultivos de larvas precisan mililitros de
microalgas, los tanques de reproductores
necesitan varios litros. Es por esta razon
que los cultivos de microalgas difieren
en escala dependiendo del estadio al que
se quiera alimentar: pequefia escala para
las larvas (menos de 5 1 diarios) y escala
masiva para los reproductores (mas de 50
|1 diarios). Por otra parte, los cultivos
masivos de microalgas son llevados a
cabo en laboratorios con condiciones
como la temperatura mucho més variable
(invernaderos) que aquellos que se
realizan a escala pequefia (laboratorios
con temperatura controlada). Por las
dimensiones de los cultivos masivos es
muy poco probable que sean realizados
en laboratorios bajo condiciones estables
de temperatura. Asimismo, dado que son
los grandes volumenes de agua los que
amortiguan las fluctuaciones térmicas de
los cultivos, no es posible desarrollar
cultivos a pequefia escala en
instalaciones tipo invernadero. Es por
esto que para poder determinar las
proporciones correctas de cada especie
de microalga en la dieta es necesario
conocer como varia la composicion

bioquimica y el perfil de acidos grasos

entre estos dos tipos de cultivos
experimentales.

El objetivo de este estudio es determinar
si la escala y la temperatura de cultivo
actuando en forma conjunta modifican la
composicion bioquimica y el perfil de
acidos grasos de tres especies de
microalgas usadas en la mayoria de los

criaderos de bivalvos.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo de las microalgas
Se realizaron cultivos monoespecificos
en sistemas tipo batch de tres especies de
microalgas: Isochrysis galbana (I1so0),
Tetraselmis sp. (Tetra), y Chaetoceros
sp. (Chaeto) (Isochrysis galbana Parke
LMPA 08 origen USA, Tetraselmis sp.
Stein LMPA 27 origen Alemania,
Chaeotoceros sp. Paulsen LMPA 18
origen Mar del Plata; Laboratorio de
Microalgas, Facultad de Ciencias
Naturales y Ciencias de la Salud, Sede
Trelew, Universidad Nacional de la
Patagonia San Juan Bosco). Para la
realizacion de los experimentos se utilizo
agua de mar filtrada a 1 micra mediante
sistema de filtrado con cartuchos de
espuma de polipropileno (10, 5y 1 micra
en forma consecutiva). La salinidad del
agua fue ajustada a 24 ppm y se fertilizd
con medio de cultivo F/2 de Guillard
utilizando 1 ml de fertilizante por cada

litro de agua de mar. En el caso

98



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 94-114. Composicion bioquimica en microalgas

especifico del cultivo de la diatomea
(Chaetoceros sp.) se agregdé 1 ml de
solucion de metasilicato de sodio
nonahidratado -Na2S103.9H20- por cada
litro de agua de mar (Guillard y Ryther,
1962). El fotoperiodo se fijé en 24:0 luz-
oscuridad.

Las microalgas fueron cultivadas bajo
dos condiciones que combinaban Ia
escala de produccion y la temperatura: 1)
pequetia escala y 24°C, y ii) escala
masiva y temperatura variable.

En el primer tratamiento las microalgas
fueron cultivadas en contenedores de 3 1
con 1 1 de agua de mar fertilizada a 24 +
1°C que de aqui en mas llamaremos
cultivos a escala pequefia (P). En el
segundo tratamiento las microalgas
fueron cultivadas en tanques de 140 1 con
100 1 de agua de mar fertilizada y sin
control térmico (la temperatura fluctuaba
en concordancia con la variacion térmica
de la sala de cultivo), de aqui en mas
cultivos a escala masiva (M). Cada
especie de microalga fue cultivada bajo
ambos tratamientos y en total fueron
llevados a cabo seis cultivos.

Las tasas de crecimiento de los cultivos
fueron estimadas mediante el calculo de
la densidad celular utilizando un
microscopio Optico y una camara de
Neubauer. Las microalgas fueron
cosechadas cuando alcanzaron la fase

estacionaria ~ del  crecimiento y

concentradas utilizando una centrifuga
de temperatura controlada Sorvall RC5C
a una temperatura de entre 15 y 20°C.
Mientras que Iso y Chaeto fueron
centrifugadas a una velocidad de 7000
RPM, Tetra se centrifugé a 5000 RPM ya
que por su mayor tamafio requeria menor
velocidad para su precipitacion. A pesar
de que Iso y Tetra eran plausibles de ser
concentradas  mediante  floculacion
usando hidréxido de sodio para aumentar
el pH del medio de cultivo, este método
fue descartado debido a que el mismo
interferiria con la posterior extraccion de
lipidos y produciria modificaciones en el
perfil de acidos grasos (Borges et al.,
2016).

Debido a que diversos estudios no han
podido detectar diferencias en la
composicion bioquimica y el perfil de
acidos grasos entre métodos de secado de
las microalgas (Ryckebosch et al., 2011,
Stramarkou et al., 2017) y dependiendo
de la disponibilidad del equipamiento
necesario, los  concentrados de
microalgas fueron secados utilizando
dos métodos distintos. Algunas de las
muestras fueron colocadas en tubos
falcon, congeladas en un ultrafreezer a -
80°C y luego secadas en liofilizador, y
otras fueron colocadas en estufa a 60°C.
Ambos conjuntos de muestras fueron
mismas

removidas cuando las

alcanzaron peso constante. Luego cada
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muestra fue molida utilizando un

mortero de porcelana.

Andlisis bioquimicos

Tres muestras secas de cada
combinacion de  especie-tratamiento
fueron analizadas para determinar la
composicion bioquimica y el contenido
de cenizas de las mismas. Los resultados
fueron expresados como la media (+ DE)
de peso de porcentaje de tejido seco.
Andlisis de lipidos totales

Los lipidos totales fueron determinados
utilizando el método colorimétrico de
Zollner y Kirsch (1962) utilizando el
reactivo vainillin- acido fosfoérico- 4cido
sulfurico y colesterol como estandar.

Se pesaron 10 mg de muestra seca y se
hirvi6 durante 10 minutos en acido
sulftrico concentrado. Luego de enfriada
a temperatura ambiente, 50 pL de la
solucion recibié 1 ml de reactivo de color
(conteniendo 11,9 molL"! de 4cido
fosforico y 8 mmolL™! de vanillin). La
absorbancia fue medida a 530 nm.
Andlisis de proteinas

El contenido de proteina soluble fue
medido siguiendo la metodologia
descrita en Lowry et al. (1951) usando
serum de albumina bovina como
estandar. Se pesaron 10 mg de muestra
seca que fue Iluego digerida con
hidréxido de sodio 1 N durante 24 horas

a temperatura ambiente. Luego una

alicuota del extracto de muestra digerida
fue reaccionado con una solucion de
cobre alcalino (reactivo cobre- tartarico
que contenia CuSOs, tartrato de sodio y
potasio y Na2COs3) seguido por la adicion
de Folin-Ciolcateu diluida (1:1 v/v) y la
absorbancia fue medida a 750 nm.
Analisis de carbohidratos

El contenido de carbohidratos fue
determinado siguiendo la metodologia
de colorimetria descripta en Dubois et al.
(1956). Las muestras fueron procesadas
con 4cido tricloroacético al 5% vy
agregado al fenol al 5% y a una alicuota
de acido sulftrico concentrado. Como
estandar fue wusado glicogeno y la
absorbancia fue medida a 490 nm.
Cuantificacion de cenizas

La cantidad de cenizas para cada muestra
seca fue determinada por combustion
durante 5 horas a 550°C en un horno de
mufla (AOAC, 2005).

Analisis de acidos grasos

Los acidos grasos fueron determinados
por cromatografia gaseosa-liquida en un
cromatografo gaseoso con detector de
espectrometria de masas (Thermo
Scientific FOCUS/ISQ). Los metil-
¢ésteres fueron preparados usando el
método de transesterificacion directa
(Lepage y Roy, 1986). El cromatografo
gaseoso fue calibrado usando una mezcla
de estandares de 4cidos grasos. Se aplico

un factor de correccion para compensar
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la baja respuesta del detector de
ionizacion a los acidos  grasos
insaturados relativa a los pesos
correspondientes de los 4cidos grasos

saturados.

Andlisis estadisticos

Composicion bioquimica y contenido de
cenizas

Las diferencias entre tratamientos para
cada componente (lipidos, proteinas y
carbohidratos) fueron probadas
estadisticamente con Kruskal-Wallis.
Las comparaciones de a pares fueron
hechas usando el test de Dunn. Se aplico
el test de Wilcox para cada componente
y especie con el fin de detectar
diferencias entre tratamientos.

Acidos grasos

Los acidos grasos fueron agrupados por
su grado de saturaciébn para poder
realizar un andlisis relativo de los
porcentajes de acidos grasos saturados
(SFA), acidos grasos monoinsaturados
(MFA) 'y los 4cidos  grasos
poliinsaturados (PUFA,
familias (n — 3) y (n — 6)). Las

esenciales

comparaciones entre cada compuesto

para cada combinacion  especie-
tratamiento fue llevado a cabo con un
test de Kruskal-Wallis. Las diferencias
para cada agrupacion de acidos grasos y
los cocientes (SFA+MFA)/PUFA y (n —
3)/(n — 6) entre tratamientos fueron
testeados con el test de Wilcox. Ademas
se realizo un test de PERMANOVA y un
andlisis SIMPER para todos los datos y
cada especie entre tratamientos usando el
programa PRIMER (Clarke y Gorley,
2001). Todos los wvalores fueron

transformados usando la raiz cuarta.

RESULTADOS

Condiciones de cultivo de las microalgas
Mientras que en los cultivos a escala
pequenia (P) los tratamientos fueron
realizados en una sala con temperatura
controlada de 24 + 1°C, en los cultivos a
escala masiva (M) la temperatura del
cultivo fluctué entre 7,9°C a 30,6°C:
medida y registrada en forma horaria
mediante un datalogger. En este ultimo
tratamiento la temperatura media fue de

15,8°C con fluctuaciones diarias (Figura

1.
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Temperatura del cultivo
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Figura 1. Fluctuacién térmica en los cultivos a escala masiva (M). En el eje de las abscisas se grafica el
tiempo en dias (sefialando las distintas fases del crecimiento) y en el eje de las ordenadas la temperatura

registrada en grados centigrados.

Figure 1. Thermal fluctuation in massive scale cultures (M). On abscissa axis, time is plotted in days
(indicating the different stages of growth) and ordinates axis indicate temperature recorded in degrees

centigrade.

Composicion bioquimica y contenido de
cenizas

Todas las especies de microalgas
presentaron como principal componente
las proteinas solubles. Iso y Chaeto
presentaron mas de 10% de lipidos
solubles. Mientras que los cultivos a
pequena escala de Iso contuvieron mas
lipidos que los de escala masiva, en
Chaeto sucedio lo opuesto. Tetra fue la
especie que mostrd los menores niveles

de lipidos y Chaeto fue la especie con los

valores mas bajos para carbohidratos de
las tres analizadas. Con respecto al
contenido de cenizas, Chacto fue la
especie con mayor contenido, seguida
por Iso y Tetra. Chaeto e Iso mostraron
los mayores valores en contenido de
cenizas en los cultivos a pequefia escala
mientras que en Tetra se observd lo
opuesto. La composicion bioquimica y el
contenido de cenizas para cada
combinacion de especie-tratamiento son

presentados en la tabla 1.
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Tabla 1. Analisis quimico proximal (% peso seco) de las tres especies de microalgas cultivadas bajo dos
condiciones diferentes: escala pequefia a 24+1°C (P) y escala masiva con temperatura variable (M) (media
+ DE, n=3). CH = carbohidratos. DE = desvio estandar.
Table 1. Proximate chemical analysis (% dry weight) of the three microalgae species cultured under two
different conditions: low scale at 24 £ 1°C (P) and massive scale with variable temperature (M) (mean +
SD, n=3). CH = carbohydrate. SD = Standard deviation.

Especie Tratamiento Abreviatura Lipidos Proteinas CH Cenizas
(%) (%) (%) (%)
Isochrysis  Escala Iso (P) 1516+ 44.12+ 1595+ 3569+
galbana (Iso) pequena 0.75 2.00 0.51 1.10
Escala Iso (M) 1037+ 43.64+ 14.13+ 2317+
masiva 1.48 1.70 0.62 1.50
Chaetoceros Escala Chaeto (P) 12.14+ 5537+ 485+ 40.69+
sp. (Chaeto) pequena 1.29 5.48 0.60 1.44
Escala Chaeto (M) 18.62+ 3195+ 696+ 36.46=+
masiva 2.00 1.94 0.58 0.19
Tetraselmis Escala Tetra (P) 920+ 3817+ 2253+ 17.11+
sp. (Tetra)  pequeia 2.50 7.17 0.87 1.79
Escala Tetra (M) 521+ 3853+ 1465+ 19.70+
masiva 2.03 1.25 7.07 0.53

Isochrysis galbana cultivada bajo dos
tratamientos

En ambos tratamientos las proteinas
fueron el compuesto mas abundante
(44,12% en pequena escala y 43,64% en
escala masiva) con significativamente
mayores cantidades que carbohidratos
(15,95% en pequena escala y 14,13% en
escala masiva) y lipidos (15,16% en
escala pequefia y 10,37% en escala
masiva), Kruskal-Wallis, test de Dunn
(a=0,05). Mientras que en el tratamiento
a escala pequefia los lipidos y los

carbohidratos no presentaron diferencias

significativas porcentuales entre si, las
proteinas si diferian en porcentajes con
aquellos dos. En el tratamiento a escala
todos  los

masiva componentes

presentaron diferencias significativas
entre si (Figura 2). Ninguno de los
compuestos  mostraron  diferencias
significativas entre tratamientos (test de
Wilcox,lipidos p=0,1, proteinas p=0,7 y
carbohidratos p=0,1), y los porcentajes
de cenizas fueron similares entre
tratamientos no observandose tampoco

diferencias significativas (test de Wilcox

p=0,1).
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Isochrysis galbana
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Figura 2. Perfil bioquimico y contenido de cenizas de Isochrysis galbana. Media y desvio estandar para
cada componente: lipidos (LIP), proteinas (PROT), carbohidratos (CH) y cenizas (CEN) de cultivos de
microalgas bajo dos tratamientos distintos, pequeila escala a 24 + 1°C (P) y escala masiva con temperatura

variable (M)

Figure 2. Isochrysis galbana biochemical profile and ash. Mean and standard deviation of each component:
lipid (LIP), protein (PROT), carbohydrate (CH) and ash (CEN) of microalgae cultured under different scale

condition, low (P) and massive scale (M).

Chaetoceros sp. cultivada bajo dos
tratamientos

En ambos tratamientos Chaetoceros sp.
presentd en orden decreciente de
porcentajes:  proteinas, lipidos vy
carbohidratos (todos los componentes
presentaron diferencias significativas
entre cllos Kruskal-Wallis, test de Dunn,
a=0,05) (Figura 3). Los cultivos a
pequeila escala presentaron un mayor
porcentaje de proteinas (55,37%), y en
un menor porcentaje lipidos (12,14%) y

carbohidratos (4,85%). Por otra parte, los

cultivos a escala masiva presentaron un

porcentaje menor de proteinas (31,95%)
y un mayor porcentaje de lipidos
(18,62%) que el primer tratamiento, y
porcentajes similares de carbohidratos
(6,96%). A pesar de las variaciones
observadas entre componentes en cada
tratamiento, no hubo diferencias
significativas entre tratamientos para
cada componente en particular (test de
Wilcox p=0,1 para todos los analisis), y
el contenido de cenizas tampoco
presentd diferencias entre tratamientos

(test de Wilcox p=0,1).
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Chaetoceros sp.
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Figura 3. Perfil bioquimico y contenido de cenizas de Chaetoceros sp. Media y desvio estandar para cada
componente: lipidos (LIP), proteinas (PROT), carbohidratos (CH) y cenizas (CEN) de cultivos de
microalgas bajo dos tratamientos distintos, pequeila escala a 24 + 1°C (P) y escala masiva con temperatura

variable (M)

Figure 3. Chaetoceros sp. biochemical profile and ash. Mean and standard deviation of each component:
lipid (LIP), protein (PROT), carbohydrate (CH) and ash (CEN) of microalgae cultured under different scale

condition, low (P) and massive scale (M).

Tetraselmis sp. cultivada bajo dos
tratamientos

Ambos tratamientos mostraron
diferencias significativas entre los
distintos componentes (Kruskal-Wallis,
test de Dunn, 0=0,05), y presentaron en
orden decreciente de porcentajes:

proteinas (38,17% en escala pequefia y

38,53% en escala masiva), carbohidratos

(22,53% en escala pequefia y 14,65% en
escala masiva) y lipidos (9,20% en
pequenia escala y 5,21% en escala
masiva) (Figura 4). Ni los distintos
componentes (test de Wilcox p>0,05
para todos ellos) ni el contenido de
cenizas (test de Wilcox p=0,1)
diferencias entre

presentaron

tratamientos.
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Figura 4. Perfil bioquimico y contenido de cenizas de Tetraselmis sp. Media y desvio estandar para cada
componente: lipidos (LIP), proteinas (PROT), carbohidratos (CH) y cenizas (CEN) de cultivos de
microalgas bajo dos tratamientos distintos, pequefia escala a 24 + 1°C (P) y escala masiva con temperatura

variable (M)

Figure 4. Tetraselmis sp. biochemical profile and ash. Mean and standard deviation of each component:
lipid (LIP), protein (PROT), carbohydrate (CH) and ash (CEN) of microalgae cultured under different scale

condition, low (P) and massive scale (M).

Acidos grasos

Los 4cidos grasos (FA) detectados
presentaron entre 14 y 24 carbonos en su
cadena (Tabla 2). El é&cido graso
predominante, extraible por solvente, fue
el 4cido oléico C18:1n-9¢c (11,56% a
26,66%), excepto en Chaeto el cual
presentd grandes proporciones de acido
palmitoléico Cl16:1n-7c (24,92% en
promedio entre los dos tratamientos) y
bajas proporciones de acido oléico
(menos de 1,31%). El segundo en
abundancia fue el acido

eicosapentaendico (EPA; 20:5n-3c)

(13,67% a 23,11%) excepto en Chaeto
(menos del 3,11%). El 4cido palmitico
(C16:0) se hall6 en grandes proporciones
en todas las especies analizadas (9,96%
a 18,33%). El acido docosahexaenoico
(DHA; C22:6 n-3c¢) se encontr6 en forma
abundante en Iso (en ambos
tratamientos) y en bajas proporciones en
Chaeto y Tetra (4,62% y 0,12% en
promedio respectivamente). El cultivo
de Iso a escala masiva presentd 22:5n-6¢
(7,04%), C16:2n-6¢ (3,79%) y 16:3n-3c
(3,36%) mientras que ni en [so a pequefia

escala ni en las dos restantes especies
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fueron detectados. C20:1n-9¢ no se
detectd6 en Chaeto (en ninguno de los
tratamientos) pero si se detecto en las dos
restantes especies (8,66% en Tetra y
0,29% en Iso en promedio entre ambos
tratamientos). C16:4n-3c fue detectable
solo en Tetra a escala masiva y C20:4n-
3¢ solo en el cultivo a baja escala de Iso.
Chaeto fue la especie que mostrd
mayores  porcentajes de  acido
araquidonico (ARA; C20:4n-6¢) (6,90%
y 3,41% en pequena escala y escala
masiva respectivamente). Mientras que
los acidos y-linoléico (GLA; C18:3n-6¢)
y el linol¢ico (LA; C18:2n-6¢) fueron
detectables en ambas escalas de cultivo
de Chaeto, C18:3n-6¢ en las restantes
dos especies solo se encontrd en la escala
masiva y CI18:2n-6¢c so6lo en Tetra
cultivada a escala masiva pero en muy
bajo porcentaje (0,6%).

Ninguna de las agrupaciones por grado
de saturacion de acidos grasos mostrd
diferencias entre tratamientos en
ninguna de las especies (Kruskal-Wallis,
test de Dunn, 0=0,05). La agrupacion de
acidos grasos que presentd menos
diferencias entre tratamientos fue (n — 3)

(Kruskal-Wallis, test de Dunn, p=0,7

para todas las especies). Tetra fue la
especie que presentd menos diferencias
para cada agrupacion de acidos grasos
entre tratamientos (Kruskal-Wallis, test
de Dunn, p=0,7 para SFA, MFA y n -3
y p=0,4 paran — 6).

Ninguno de los cocientes analizados
(SFA+MUFA)/PUFA y (n — 3)/(n — 6),
presentaron diferencias entre
tratamientos (test de Wilcox, p=0,1 para
todos ellos).

Todas las especies mostraron diferencias
en la composicion de 4cidos grasos
analizados en forma agrupada por grado
de saturacion (PERMANOVA,
p=0,0001). Las diferencias entre
tratamientos para cada especie fue no
significativa (PERMANOVA,
p=0,1023; p=0,0999 y p=0,1041 para
Iso, Chaeto y Tetra respectivamente).
Cada especie presentd altos porcentajes
de similitud entre si (SIMPER, 86,73%;
93,82% y 88,32% para Iso, Chaeto y
Tetra respectivamente). Asimismo cada
especie mostrd bajos porcentajes de
disimilitud entre tratamientos (SIMPER,
21,13% Iso; 8,69% Chaeto y 17,26%
Tetra).
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos para Isochrysis galbana (Iso), Chaetoceros sp. (Chaeto) y
Tetraselmis sp. (Tetra) cultivadas bajo dos diferentes condiciones: escala pequeiia a 24+1°C (P) y escala
masiva con temperatura variable (M) (valores medios expresados como porcentaje del peso seco en gr,
n=3).

Table 2. Fatty acid composition for Isochrysis galbana (Iso), Chaetoceros sp. (Chaeto) and Tetraselmis sp.
(Tetra) cultured under two rearing conditions: low scale at 24 + 1°C (P) and massive scale with variable
temperature (M) (mean values expressed as percentages of dry weight in gr, n=3).

Acidos grasos Iso (P) Chaeto Tetra Iso (M) Chaeto  Tetra

(%) P P ™M) M)
Saturados (SFA)
C14:0 7.82 8.64 2.23 6.34 8.79 5.03
Cl15:0 1.30 1.99 2.62 1.15 2.49 1.65
Cl16:0 10.12 10.21 18.33 9.96 15.16 16.53
Cl17:0 0.48 0.46 0.84 0.42 0.40 0.63
C18:0 1.06 5.05 1.85 0.69 2.66 1.42
C20:0 0.45 0.56 0.10 1.28 0.58 0.07
C22:0 1.89 1.69 0.05 0.32 1.01 0.07
C23:0 0.33 0.06 0.01 0.18 0.00 0.03
C24:0 0.02 2.76 0.36 0.08 0.94 0.32
Total SFA 23.48 31.42 26.38 20.42 32.02 25.74
Monoinsaturados
(MUFA)
Cl4:1n-5¢ 0.00 0.09 0.16 0.04 1.24 0.77
Cl15:1n-5¢ 0.02 0.21 0.02 0.01 0.26 0.03
Cl6:1n-7¢ 4.61 23.09 4.21 4.48 26.76 14.27
Cl17:1n-7c¢ 1.16 0.13 0.31 0.50 0.39 0.25
Cl18:1n-9c¢ 21.59 0.71 26.66 11.56 1.31 17.92
C18:1n-9t 1.33 2.26 3.73 2.52 2.54 3.54
C20:1n-9c¢ 0.32 0.00 941 0.26 0.00 7.92
C22:1n-9c¢ 1.76 0.07 0.09 0.80 0.07 0.06
C24:1n-9c¢ 0.06 0.16 0.01 0.05 0.16 0.01
Total MFA 30.85 26.74 44.59 20.22 32.74 44.77
Poliinsaturados
(PUFA)
(n—-3)
Cl16:4n-3c 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 12.88
C16:3n-3c 0.00 0.00 0.00 3.36 0.00 0.00
C18:4n-3c¢ 0.00 0.08 4.97 4.45 0.60 0.72
C20:4n-3c 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
C20:5n-3c¢ 3.11 23.11 20.92 2.37 22.76 13.67
C22:6n-3c¢ 41.19 4.99 0.18 32.89 4.26 0.06
Total (n — 3) 44.35 28.17 26.07 43.06 27.62 27.32
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(n—6)

C16:2n-6¢ 0.00 0.00
C18:3n-6¢ 0.00 5.35
C18:2n-6¢ 0.00 1.04
C20:4n-6¢ 0.47 6.90
C20:3n-6¢ 0.42 0.36
C20:2n-6¢ 0.32 0.00
C22:5n-6¢ 0.00 0.00
C22:2n-6¢ 0.12 0.00
Total (n — 6) 1.32 13.66
(SFA+MFA)/

PUFA 1.19 1.39
(n-3)/(n-6) 33.66 2.06

DISCUSION

La alimentacion de los bivalvos criados
en condiciones de cultivo requiere de las
cantidades apropiadas de alimento con
las  adecuadas  proporciones  de
componentes quimicos para satisfacer
sus requerimientos alimenticios. Para
alcanzar los requerimientos nutricionales
optimos es necesaria la eleccion
cuidadosa de la combinacion de especies
de microalgas teniendo en cuenta las
condiciones en que estas han sido
cultivadas. Las especies de microalgas
analizadas en este experimento son
frecuentemente utilizadas para alimentar
organismos marinos en condiciones de
cultivo. Estas especies de microalgas
cumplen los requerimientos necesarios
para ser cultivadas como alimento en
criaderos de bivalvos desde la escala

experimental hasta la produccion a

0.00 3.79 0.00 0.00
0.00 4.60 2.72 0.06
0.00 0.00 1.20 0.59
1.97 0.41 3.41 1.24
0.98 0.10 0.25 0.21
0.00 0.28 0.00 0.07
0.00 7.04 0.00 0.00
0.01 0.08 0.04 0.00
2.95 16.30 7.62 2.17

2.45 0.68 1.84 2.39

8.84 2.64 3.63 12.60

escala comercial (Helm y Bourne, 2006,
da Costa, 2009).

Cuando los cultivos de microalgas
monoespecificos y axénicos son llevados
a cabo para alimentar diferentes cultivos
experimentales, a menudo la produccion
de las distintas escalas se desarrolla en
salas diferentes. Las diferentes escalas de
produccion  poseen  caracteristicas
distintivas: usualmente las producciones
a pequefia escala se realizan en salas con
temperatura controlada mientras que la
escala de produccion masiva se realiza
en invernaderos (de mayor tamafio que
los laboratorios de  temperatura
controlada) con temperatura mas
variable. Considerando que bajo
condiciones no  controladas  de
temperatura solo los cultivos masivos de
microalgas pueden ser llevados a cabo
debido a su capacidad de amortizar las

fluctuaciones térmicas, debe ser tenido

109



Naturalia Patagonica Vol. 15 (2019) 94-114. Composicion bioquimica en microalgas

en cuenta también que otros efectos
ademds del térmico pueden estar
actuando. Por ejemplo, la escala como
tratamiento puede estar enmascarando la
irradiancia que cada microalga recibe
(efecto sombra) y es necesario tener en
cuenta que la irradiancia es un factor
determinante en la  composicion
bioquimica de las microalgas (Sukenik y
Wahnon, 1991, Carvalho et al., 2009).
Asimismo, mas frecuentemente de lo
deseado sucede que los cultivos de
microalgas se contaminan, ya sea con
otras especies de microalgas, por
bacterias o por otros organismos. Dado
que las distintas escalas de cultivo se
realizan en salas separadas es poco
probable que ambas escalas de
produccion se contaminen al mismo
tiempo. Cuando los cultivos se
contaminan es necesario usar la otra
escala de produccién de microalgas para
continuar alimentando los organismos de
la experiencia. Es por esto que en
cultivos experimentales la informacion
acerca de la composicion bioquimica y
sus modificaciones relacionadas con las
condiciones de cultivo en las que se
desarrollen resulta vital en Ia
experimentacion en criadero (Volkman
etal., 1989).

Nuestros resultados muestran que las
diferentes condiciones de cultivo, como

la escala y las fluctuaciones térmicas, no

modifican significativamente la
composicion bioquimica de estas tres
especies de microalgas en las diferentes
experiencias realizadas en condiciones
de laboratorio. De acuerdo con Brown ef
al. (1997) y Renaud et al. (1999), los
lipidos y las proteinas siguen los mismos
patrones de abundancia que nuestros
experimentos a pequefia escala en
términos de las especies analizadas. Sin
embargo, los cultivos a escala masiva no
presentaron el mismo patréon reportado
por los autores antes mencionados. En
cuanto a los carbohidratos, ambos
tratamientos presentaron abundancias
consistentes con lo reportado por Brown
et al. (1997), pero es diferente a lo
reportado por Renaud et al. (1999) para
las mismas especies. Debido a que las
diferencias en los distintos compuestos
analizados en nuestros experimentos
(lipidos, proteinas, carbohidratos y
cenizas) fueron estadisticamente no
significativas para todas las especies
entre tratamientos, se puede pensar que
el disefio de una dieta basada en la
composicion bioquimica de microalgas
es dependiente de la especie, entre otras
cosas, y es independiente de la escala y
la estabilidad de la temperatura de
cultivo.

Como con la composicioén bioquimica, el
perfil de 4cidos grasos (cuando estos se

encuentran agrupados considerando el
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grado de saturacion y se tiene en cuenta
si pertenecen a la familia (n — 3) o (n —
6)) de las tres especies de microalgas
analizadas no presenta deferencias
significativas entre tratamientos (escala
y estabilidad térmica en forma conjunta).
Ademas ambos cocientes analizados -
(SFA+MFA)/PUFA y (n —3)/(n — 6)- no
difieren estadisticamente entre
tratamientos. Valores bajos del cociente
(SFA+MFA) /PUFA y mayores que dos
del cociente (n — 3)/(n — 6) son dptimos
para la alimentacion de larvas de
bivalvos como por ejemplo ostras (Mitra
etal.,2015), por lo que todas las especies
y todos los tratamientos estudiados son
potencialmente  buenos para  ser
utilizados como alimento de bivalvos.
Sin embargo, el perfil de acidos grasos
mostro diferencias en las cantidades para
cada agrupacion de acidos grasos por
grado de saturacion para cada especie-
tratamiento analizado. Por otra parte, se
observan sutiles diferencias entre
tratamientos en dos de los mas
importantes 4cidos grasos esenciales
(EPA y DHA). Mientras que EPA
permanece  practicamente  constante
entre tratamientos en [. galbana 'y
Chaetoceros sp., decrece su porcentaje
en la escala masiva de Tetraselmis sp.
Mas atn, los niveles de DHA son
elevados en I. galbana pero la escala

masiva tiene menores porcentajes que la

escala pequefia. Algunos acidos grasos
son considerados esenciales debido a que
los organismos marinos parecen tener
limitaciones para sintetizar PUFA a
partir de 4cidos grasos menos
insaturados como precursores como el
acido linol¢ico (Kanazawa et al., 1979),
y aln sin tener un absoluto requerimiento
dietario estricto, los mismos aumentan
las tasas de crecimiento y la
supervivencia larval cuando son
incluidos en la dieta (Rodgers y Barlow,
1987). Es por esto que las sutiles
diferencias en los contenidos de acidos
grasos considerados esenciales deben ser
consideradas a la hora de determinar las
dietas Optimas para cada estadio del

cultivo de los bivalvos.

CONCLUSIONES

La composicion bioquimica de cada
especie de microalga no cambia en forma
significativa con las dos condiciones de
cultivo probadas. Los perfiles de acidos
grasos presentan sutiles pero evidentes
diferencias entre si, especialmente en
aquellos 4cidos grasos considerados
esenciales. Con la informacion obtenida
se pueden disefiar las dietas mas
apropiadas para cada estadio del cultivo

en moluscos bivalvos.
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