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Résumé: Croissance et composition biochimique de la microalgue TetrasellIIis sllecica dans des cultures mixo­
trophiques avec différents sucres et aminoacides. Trois sucres, fructose, saccharose et manose et trois acides ami­
nés (alanyne, lysine et méthyonine) ont été testés comme stimulants potentiels de la croissance chez la microalgue 
Tetraselmis suecica. Celle-ci est cultivée en absence de bactéries et a une intensité de lumière de 850 lux. La crois­
sance et la composition biochimique chez T. suecica sont affectées par les substrats organiques testés. Le fructose 
stimule la croissance mais les autres sucres et l'alanyne sont sans effet. La lysine et la méthyonine réduisent la 
croissance par rapport aux cultures servant de contrôle. La composition biochimique cellulaire dépend de la nature 
du substrat organique testé mais elle varie à peine en fonction de la concentration. Les cultures enrichies en sucres 
présentent les protéines cellulaires les plus abondantes, tandis que pour les cultures enrichies en acides aminés , les 
lipides sont plus abondants. 

Abstract: Growth and biochemical composition of the marine microalga TetrasellIIis sllecica in mixotrophic cul­
tures witf7 different sugars and amino acids . Three sugars (fructose, sucrose and mannose) and three amino acids 
(alanine, lysine, and methionine) have been tested as potential growth factors for the marine microalgae 
Tetraselmis suecica , in axenic cultures, at 850 lux light intensity. The organic compounds assayed affected the 
growth and biochemical composition of T. suecica. Growth stimulation was achieved only in cultures added with 
fructose, whereas growth was not affected in the cultures with the remaining sugars and alanine. Growth was inhi­
bited in the cultures added with lysine and methionine. Biochemical cellular composition was affected by the 
nature of the organic compound added, but not by the concentration used. Proteins were the main cellular consti­
tuent in the cultures carried out with sugars , while in those with amino acids the main cellular fraction was lipids. 

INTRODUCCION 

La microalga marina Tetraselmis suecica adquiere gran importancia en la actualidad por 
ser una de las especies mas utilizadas en la acuicultura de moluscos y crustaceos, y par su 
posible utilizaci6n coma fuente de sep, minerales y vitaminas (Fabregas & Herrero, 1985 ; 
1986 ; 1990), Y en los liltimos anos se ha despertado un gran interés por su producci6n a 
gran escala. 

Las micrmtlgas se caracterizan a nivel metab6lico por una fotosintesis oxigénica y la 
presencia de clorofila. A pesar de ser microorganismos aut6trofos, algunas microalgas son 
capaces de crecer heterotr6ficamente, utilizando distintos sustratos arganicos (Flynn & 

* Autor al que se ha de enviar la correspondencia. 
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Syrett, 1986). Diversos estudios han permitido afirmar que las microalgas marinas no son 
exclusivamente aut6trofas (Lewin & Hellebust, 1970) ; Ladha & Kumar, 1975 ; Flynn & 
Syrett, 1986). En los sistemas de cultiva, la mayor parte dei carbono microalgal puede, par 
tanto, ser proporcionado en forma de solutos organicos, coma azucares, acidos organicos, 
aminoacidos, peptonas, extracto de levadura, alcoholes, etc. (Ukeles & Rose, 1976 ; 
Richmond, 1986). 

Los azucares han sido el sustrato mas comunmente utilizado para cultivos mixotr6ficos 
de microalgas, habiéndose utilizado distintos azucares con diferentes resultados (Vkeles & 

Rose, 1976). Se ha sefialado asf mismo el efecto potenciador dei crecimiento de ciertos 
aminoacidos en cultivos de microalgas marinas (Fabregas, 1982), asf coma la utilizaci6n 
éstos en diferentes sistemas de cultivo (Neilson & Larson, 1980 ; Flynn & Syrett, 1986). 

La obtenci6n de cultivos mixotr6ficos de microalgas marinas de interés en acuicultura 
permitira obtener mejores rendimientos en biomasa, 10 que implicara una reducci6n en los 
costes energéticos. En funci6n de esto, en este trabajo estudiamos la posible estimulaci6n 
dei crecimiento de la microalga marina Tetraselmis suecica utilizando en el media de culti­
vo diferentes azucares y aminoacidos. 

MATERIALES y METODOS 

Tetraselmis suecica se cultiva axénicamente en agua de mar filtrada a través de un filtro 
Millipore de 0,45 /-lm esterilizada a 120 oC durante 40 minutos, y posteriormente enriqueci­
da con una solucion de nutrientes inorganicos y vitaminas : NaN03, 2 mM ; NaH2P04, 

100 /-lM ; ZnCI2, 1 /-lM ; MnC12 ; 1 /-lM ; Na2Mo04, 1 /-lM ; CoC13, 0,1 /-lM ; CuS04, 

0,1 /-lM ; citrato férrico, 20 /-lM ; tiamina, 35 /-lg!l ; biotina, 5 /-lg/l ; B 12, 3 /-lg!l ; EDTA, 
26,4 mM ; Tris-HCl, 15 mM ; pH 7,6 ; Y una concentraci6n constante de extracto de leva­
dura (1 ,25 g/l). A este media base se adicionan distintos sustratos organicos, que han sida 3 
azucares : fructosa, sacarosa y manosa, y 3 aminoacidos : alanina, lisina y metionina. Estos 
sustratos orgânicos se han utilizado a dos concentraciones diferentes : 48 y 96 mg 
atom. CIl. Asfmismo, se incluy6 un cultiva al que no se adiciona ningun aminoacido, ni 
azucar, que actua coma blanco. 

..... 
Los cultivas se realizan par triplicado a 18 oC, iluminaci6n 850 lux y régimen luz : oscu-

ridad 12 : 12, partiendo de un in6culo inicial de 2 x 104 células/ml. 
El crecimiento se sigue por medidas de densidad 6ptica (100 - T). Cuando los cultivas 

alcanzan la fase estacionaria se realiza un recuento de la densidad celular en un contador de 
células Coulter Counter DN, y se realizan analisis bioqufmicos de los cultivos. Las protef­
nas y los carbohidratos se cuantifican a partir dei extracto bruto obtenido después de colec­
tar las células microalgales par centrifugaci6n, resuspenderlas en agua destilada y romper­
las mediante ultrasonidos. Después de rotas, los extractos se centrifugan de nuevo y se 
recoge el sobrenadante, en el que se determinan las protefnas, par el metodo de Bradford 
(Kochert, 1978 a), y los carbohidratos par el méta do deI fenolsulfUrico (Kochert, 1978 b). 
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La concentraci6n de lipidos se determina par un método de carbonizaci6n cuantitativa 
(Marsh & Weinstein, 1966). 

Las fases estacionarias correspondientes a la maxima producci6n de biomasa fueron 
comparadas por un analisis de la varianza (ANOVA) (P< 0,05). 

RESULTA DOS y DISCUSION 

Los azucares y aminoacidos utilizados coma fuente de carbono afectan al crecimiento y 
composici6n bioqufmica de la microalga marina Tetraselmis suecica. Las especies aisladas 
en habitats litarales deI medio marino, coma es el casa de T. suecica, son potencialmente 
capaces de crecer en condiciones de organotroffa (Lewin & Guillard, 1963). En esta zona, 
la turbidez y la escasa iluminaci6n contribuyen a que la zona euf6tica no sea demasiado 
grande y, par tanto, la capacidad fotoorganotr6fica se ve potenciada, y aun cuando se hable 
de concentracibnes muy pequeiias, hay numerosos estudios que document an la presencia de 
sustratos arganicos, preferentemente carbohidratos, en el agua de mar (Provasoli, 1963 ; 
Sloan & Strickland, 1966). 

De los tres azucares utilizados, la fructosa es el que proparcona mejores crecimientos 
(Fig. 1), Y una densidad celular maxima a las dos concentraciones ensayadas (1,65 x 106 Y 
2,11 X 106 células/ml). Estos valores son significativamente superiores a los obtenidos en 
los restantes cultivos, incluidos los cultivos blanco (0,93 x 106 células/ml) (Tabla 1). Al 
aumentar la concentraci6n deI azucar utilizado aumenta ligeramente la densidad celular 
final, pero sin llegar a producirse diferencias significativas entre ambos valores. 
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Fig. 1 : Curvas de crecimiento de Tetrase/mis suecica en cultivos mixotr6ficos con extrato de levadura y azu­
cares ; la concentraci6n de azucares utilizada fue 48 mg atom. C/I(A) y 96 mg atom. C/l(B). 
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TABLA 1 

Densidad celular final (células/ml x 106) en cultivos mixotr6ficos de Tetraselmis suecica con extracto de levadura 
y distintos compuestos organicos. Concentraci6n de compuestos orgânicos expresada en mg atom. CIL 

Concentracion dei sustrato 

48 96 

Fructosa 1.65 2. 11 

Sacarosa 0.93 1.04 

Manosa 0.71 0.96 

Alanina 0.86 0.90 

Lisina 0.34 0.23 

Metonina 0.33 0.35 

A la vista de estos resultados, s610 la fructosa presenta un clara efecto estimulador dei 
crecimiento. Los cultivos con alanina, sacarosa y manosa no son significativamente dife­
rentes de los cultivos blanco. Por el contrario, los cultivos con Iisina y metionina son los 
que presentan menores crecimientos (a ambas concentraciones de aminoacidos), sin dife­
rencias significativas entre ellos, pero significativamente menores que el blanco. Esos culti­
vos son los que presentan las densidades celulares minimas, con valores entre un 165 % y 
un 300 % menores que las alcanzadas en los cultivos blanco (Tabla 1) y entre un 371 % y un 
817 % con respecto a las alcanzadas con fructosa. 

Fabregas et al. con cultivos estaticos de T. suecica, no axénicos, a diferentes salinidades 
y concentraciones de nutrientes y una intensidad de luz de Il 000 lux, obtienen una densi­
dad celular maxima en la fase estacionaria de 1,3 x 106 células/ml, valor que se ha visto 
superado por los cultivos axénicos mixotr6ficos con fructosa y una intensidad de luz muy 
inferior (850 lux) (Tabla 1). Este hecho supone un importante ahorro energético, todavfa 
mas significativo si tenemos en cuenta que en cultivos no axénicos, el crecimiento de las 
microalgas se ve favorecido por la producci6n de sustancias exocelulares por parte de las 
bacterias (Fâbregas, 1982). ...... 

Ademas de incidir en el crecimiento y densidad celular alcanzada en la fase estacionaria, 
los azucares y aminoacidos adicionados al medio de cultivo, afectan a la composici6n bio­
qufmica celular de Tetraselmis suecica. 

El componente bioqufmico celular mayoritario en las células cultivadas con los dife­
rentes azucares son las protefnas al igual que 10 que sucede en el casa de los cultivos blanco 
(Fig. 3). La excepci6n la constituyen los cultivos con sacarosa, en los que la concentraci6n 
de Ifpidos supera ligeramente a la concentraci6n de pratefnas. La fracci6n celular menos 
abundante es la de carbohidratos, salvo en el casa de los cultivos con manosa, en los que los 
Ifpidos son los componentes menos abundantes. 
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Fig. 2: Curvas de crecimiento de Tetraselmis suecica en cultivos mixotr6ficos con ex trato de levadura y aminmi­
cidos ; la concentraci6n de aminoacidos utilizada fue 48 mg atom. Cil (A) y 96 mg atom. C/l(B). 
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Fig. 3 : . Composici6n bioqufmica celular (pg/célula) en la fase estacionaria de cultivos mixotr6ficos de 
Tetraselmis suecica con ex tracto de levadura y distindos azucares ; la concentrac i6n de azucares utili zada 
fue 48 mg atom. C/I(A) y 96 mg atom. C/I(B). 



174 A. CID, J. ABALDE, C. HERRERO 

La fracci6n celular mas abundante en los cultivos con un aminoacido coma fuente de 
carbono, es la lipîdica (Fig. 4), a diferencia de 10 que sucede en los cultivos blanco y en los 
cultivos con azucares en general, en los que las proteînas son el componente celular mayo­
ritario. En estos cultivos con aminoacidos, después de los lîpidos, las proteînas son el com­
ponente celular mas abundante. 

Las microalgas producen diferentes cantidades de constituyentes celulares, coma son 
proteînas, carbohidratos y lîpidos, cuando se cultivan bajo diferentes condiciones de cultivo 
(Healey, 1975). Las variaciones en la composici6n dei medio de cultivo provocan cambios 
en el contenido bioquîmico de T. suecica, coma ya se ha demostrado con anterioridad para 
ésta y otras especies de microalgas marinas (Myklestad & Haug, 1972 ; Parsons & 
Takahashi, 1973 ; Shifrim & Chisholm, 1981 ; Fabregas et al., 1985 ; 1986 a ; 1986 b). En 
nuestras experiencias se observan diferencias notables en la composici6n bioquîmica de 
T. suecica en la fase estacionaria dependiendo de cual fuese el sustrato orgânico afiadido al 
medio, sin embargo, la composici6n bioquîmica celular no se ve afectada significativamen­
te por la concentraci6n utilizada de dichos sustratos organicos. 

Los maximos rendimientos en proteinas, carbohidratos y lîpidos se obtienen en los culti­
vos con fructosa, sin que existan diferencias significativas entre los rendimientos alcanza­
dos con las dos concentraciones ensayadas : 5,24 y 5,02 mg 1- 1 d- I de proteînas, 3,60 y 
3,52 mg 1-1 d- I de carbohidratos, y 4,51 Y 4,52 mg 1-1 d- I de lîpidos, con concentraciones 48 y 
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Fig. 4: Composici6n bioqufmica celular (pg/célula) en la fase estacionaria de cultivos mixotr6ficos de 
Tetraselmis suecica con extracto de levadura y distindos aminoacidos ; la concentraci6n de aminoacidos 
utilizada fue 48 mg atom. C/I(A) y 96 mg atom. C/I(B). 
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96 mg.atom.Cfl, respectivamente (Tabla II). Estos rendimientos de los cultivos con fructosa 
son al menos dos veces superiores a los obtenidos en los cultivos blanco : 2,57 mg 1.1 d-I de 
protefna, 1,31 mg 1- 1 d- I de carbohidratos y 2,27 mg 1- 1 d-I de Ifpidos. Los rendimientos en 
protefnas obtenidos en los cultivos con sacarosa 0 manosa no difieren, por el contrario, de 
los obtenidos en los cultivos blanco. Sin embargo, los rendimientos en carbohidratos son 
mayores en los cultivos con sacarosa y manosa, sin diferencias significativas entre ellos, 
que los obtenidos en los cultivos blanco. 

TABLA II 

Rendimientos en biomasa (células mrld- I) y en distintos componentes bioquimicos (mg I-Id- I) en la fase estacio­
naria de cultivos mixotr6ficos de Te/rase/mis suecica con extracto de levadura y distintos azucares. 

RENDIMIENTOS 

Células/ml Proteina Carbohidratos Lipidos 

Blanco 0.08 2.57 1.31 2.27 

Fructosa 48 0.14 5.24 3.50 4.51 

Fructosa 96 0.17 5.02 3.52 4.52 

Sacarosa 48 0.08 2.71 2.22 2.99 

Sacarosa 96 0.09 3.08 2.07 3.30 

Manosa48 0.06 2.63 2.38 1.15 

Manosa 96 0.08 3.18 2.70 1.42 

Por 10 que respecta a los cultivos con aminoacidos, los cultivos con alanina son los que 
presentan un maximo rendimiento en todos los compuestos bioqufmicos celulares analiza­
dos (Tabla III), si bien no son significativamente diferentes de los obtenidos en los cultivos 
blanco. Los cultivos con lisina proporcionan los rendimientos mas bajos tanto en protefnas 
coma en materiales de reserva, con mfnimos de 0,27 mg 1- 1 d-I de protefnas, 0,21 mg 1- 1 d- I 

de carbohidratos y 0,90 mg 1- 1 d-) de Ifpidos. 
De estos resultados se desprende que la fructosa es el compuesto que ha proporcionado 

los mejores rendimientos. Otros au tores ya habfan encontrado que entre los azucares esti­
muladores dei crecimiento de microalgas du1ceaculcolas, la fructosa resultab~ ser uno de 
los mas eficaces (Droop, 1974). 

Este proceso mixotr6fico puede ser explotado bajo condiciones de baja iluminaci6n, 
donde la fructosa puede reemplazar la luz coma fuente de energfa (Folman et al., 1978), 
con la consiguiente reducci6n de los costes de producci6n de la biomasa microalgal. Las 
cosechas pueden verse incrementadas 2 6 3 veces mediante el uso de una fuente de carbono 
organico (Soong, 1980). Los excelentes resultados de producci6n de biomasa en los culti­
vos mixotr6ficos, pueden aprovecharse para evitar la escasez de biomasa microalgal en el 
desarrollo de determinados sistemas que implican la producci6n de sustanciales volUmenes 
de determinadas especies de microalgas, y en los que dicha escasez constituye un auténtico 
cuello de botella (Persoone & Clauss, 1980; Ukeles, 1980; Venkataraman et al., 1980). 



176 A. CID, J. ABALDE, C. HERRERO 

TABLA III 

Rendimientos en biomasa (células ml·ld· l) y en distintos componentes bioqufmicos (mg 1· ld· l) en la fase estacio­
naria de cultivos mixotr6ficos de Tetraselmis silecica con extracto de levadura y distintos aminoacidos. 

RENDIMIENTOS 

Células/ml Proteina Carbohidratos Lipidos 

Blanco 0.08 2.57 1.31 2.27 

Alanina 48 0.07 2.09 1.96 2.99 

Alanina 96 0.07 2.22 2.06 2.79 

Lisina 48 0.03 0.58 0.26 1.07 

Lisina 96 0.02 0.27 0.21 0.90 

Metionina 48 0.03 1.10 0.89 1.41 

Metionina 96 0.03 1.17 0.91 1.34 

La luz se rriantuvo constante a 850 lux, un nivel por debajo dei nivel de saturaci6n, ya 
que los cultivos mixotr6ficos no producen una estimulaci6n dei crecimiento a elevadas 
intensidades de luz (Ukeles & Rose, 1976). La luz actua coma un agente modificador de los 
requerimientos nutritivos de las microalgas, produciendo efectos secundarios sobre la pro­
ducci6n primaria, ademas de su papel principal en la fotosfntesis (Wynne & Rhee, 1986). 
Los rendimientos en biomasa se incrementan en los cultivos mixotr6ficos con una fuente de 
carbono organico (Soong, 1980) y a intensidades de luz inferiores a las necesarias para cul­
tivos fotoautotroficos. Este proceso puede ser explotado bajo condiciones de baja ilumina­
ci6n, donde el sustrato organico reemplazarfa a la luz coma fuente de energfa (Folman 
et al., 1978), con el consiguiente abaratamiento de los costes de producci6n de la biomasa 
microalgal. 
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Resumen : Se han utilizado 3 azûcares (fructosa, sacarosa y manosa) y 3 aminoacidos (alanina, lisina y metionina) 

como posibles estimuladores dei crecimiento de la microalga marina Tetraselmis sllecica, cultivada axénicamente 

y con una intensidad luminosa de 850 lux. Los sustratos orgânicos utilizados afectan al crecimiento y composici6n 

bioqufmica de T sllecica. S610 la fructosa estimula el crecimiento ; los demâs azûcares y el aminoac ido alanina no 

producen efecto alguno. Lisina y metionina presentan efectos inhibidores dei crecimiento frente a los cultivos 

blanco. La composici6n bioqufmica celular se ve afectada por la naturaleza dei sustrato organico utilizado, pero 

apenas varfa en funci6n de la concentraci6n de sustrato utilizado. La protefna es, generalmente, el componente 

celular mas abundante en los cultivos con azûcares, mientras que en los cultivos con aminoacidos los componentes 

mayoritarios son los Ifpidos. 
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