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Resumen

Se evaluaron el crecimiento, el consumo de nutrientes (PO,%, NO;-, NH,*) y la composicién proximal de Rhodomonas sp.
cultivada durante siete dias en cultivos estaticos con medio f/2 y con fertilizantes agricolas. El crecimiento resulté similar en
ambos medios, con tasas medias de crecimiento de 0.37 y 0.38 dia’. El contenido de proteinas de Rhodomonas sp. fue mayor en
los cultivos con medio /2 que en los cultivos con fertilizantes agricolas, presentando valores medios de 10.7 y 8.96 pg célula,
respectivamente. Los carbohidratos y los lipidos disminuyeron durante la fase de crecimiento exponencial y no hubo diferencias
(P =0.027 y 0.08, respectivamente) entre tratamientos, mientras que en la fase de crecimiento lento los carbohidratos aumentaron
resultaron mayores en las células cultivadas con medio /2. Los lipidos presentaron poca variacion durante la fase estacionaria,
pero resultaron ser mayores en las células cultivadas con fertilizantes agricolas. Durante los primeros cinco dias de cultivo, el
consumo total de fosfato por Rhodomonas sp. fue de 39.9 uM (94.3%) en medio f/2 y 40 uM (99%) en medio con fertilizantes.
En los primeros cuatro dias de cultivo en medio f/2 se consumi6 un total de 677.3 uM de nitrato (72.2%), mientras que en los
primeros tres dias en el medio con fertilizantes que contenia nitrato de amonio, el consumo de amonio (418.1 uM; 78.7%) fue
mayor que el consumo de nitrato (37.7 uM; 7.3%). Sin embargo, cuando la concentracién de amonio se redujo aproximadamente
a 1.83 uM, el consumo de nitrato se incrementd. En ambos medios de cultivo la cantidad y calidad celular de Rhodomonas sp.
obtenida fue similar, por lo que se concluye que los fertilizantes agricolas pueden ser usados en programas de acuacultura marina.
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Abstract

We determined the growth, nutrient (PO,%-, NO,~, NH,*) uptake and proximate composition of Rhodomonas sp. cultured
during seven days in batch culture using f/2 medium and agricultural fertilizers. The growth rate was similar with both media
(n = 0.37 and 0.38 day™). Protein content in Rhodomonas sp. cultured with f/2 medium was higher than with agricultural
fertilizers (10.7 and 8.96 pg cell-%, respectively). Carbohydrate and lipid contents decreased during the exponential growth phase
and there were no significant differences (P = 0.027 and 0.08, respectively) between both experiments. Carbohydrate content
was higher during the slow growth phase in cultures using f/2 medium, whereas lipid content showed little variation during the
slow growth phase, but was higher in cells cultured using agricultural fertilizers. During the first five days, total phosphate uptake
by Rhodomonas sp. was 39.9 uM (94.3%) in the f/2 medium and 40 uM (99%) in the agricultural fertilizer medium. A total of
667.3 uM of nitrate (72.2%) was consumed during the first four days in the f/2 medium, whereas in the agricultural fertilizer
medium formulated with ammonium nitrate, ammonium uptake (418.1 uM, 78.7%) in the first three days was higher than nitrate
uptake (37.7 uM, 7.3%); however, when ammonium concentration decreased to 1.83 pM, the nitrate uptake increased. In
conclusion, the cellular quantity and quality of Rhodomonas sp. was similar when both media were used and agricultural
fertilizers can be used in marine aquaculture programs.
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Introduccion

Rhodomonas sp. es un alga unicelular flagelada pertene-
ciente a las criptofitas, cuyo diametro celular varia entre 9.2 y
9.9 um. Esta microalga marina es utilizada para alimentar
larvas de erizo (Rogers-Bennett et al., 1994), copépodos
(Jénasdottir, 1994), gasterépodos (Aldana-Aranda y Patifio-
Suarez, 1998), larvas y juveniles de diferentes especies de
ostion (Ferreiro et al., 1990; Brown et al., 1998; McCausland
et al., 1999), y larvas de camarones peneidos (Stgttrup y
McEvoy, 2003). Para su cultivo se usa comdnmente alguna
variante del medio /2 (Guillard, 1975) que, en general, se pre-
para con sales de grado industrial o con fertilizantes, los cuales
pudiera modificar el crecimiento y la composicidn bioquimica
de las microalgas. Por esta razon, es necesario verificar el
efecto de estas formulaciones de menor costo.

Existen estudios que han examinado el crecimiento de
microalgas en medios de cultivo preparados con fertilizantes
agricolas (Lopez-Elias y Voltolina, 1993; Lopez-Ruiz et al.,
1995; Nieves et al., 1996, 1998, 2000; Valenzuela-Espinoza et
al., 1999; Simental-Trinidad y Sdnchez-Saavedra, 2003). Otros
han investigado como varia la composicion bioquimica de
diferentes especies de microalgas al cultivarlas en medios pre-
parados con fertilizantes agricolas (Simental-Trinidad et al.,
2001; Valenzuela-Espinoza et al., 2002). También se han lle-
vado a cabo estudios sobre el efecto de diferentes fuentes de
nitrégeno en el crecimiento y la composicion bioquimica del
fitoplancton en cultivo (Lourenco et al., 2002). Estos estudios
mencionan que la cantidad y calidad de la biomasa producida
no se afecta por el uso de esta fuente de nutrientes. Sin
embargo, pocos investigadores han considerado el uso de estos
medios para el mantenimiento de los primeros niveles de cul-
tivo, desconociéndose, ademds, su efecto en el cultivo de
Rhodomonas sp. Por esta razon es necesario verificar de qué
manera se pueden ver modificados el crecimiento, la compo-
sicion bioquimica y el consumo de nutrientes de estas
microalgas en distintos medios de cultivo, con la finalidad de
aplicar esta informacién para eficientizar los programas de
acuacultura marina comercial.

En este trabajo se presenta un estudio comparativo entre
dos medios de cultivo para evaluar los cambios diarios en el
crecimiento, consumo de nutrientes y contenido bioquimico de
Rhodomonas sp. cultivadas en medio f/2 y con fertilizantes
agricolas, considerando la hipotesis de que la fuente de
nutrientes puede originar cambios en el crecimiento y conte-
nido bioguimico de estas microalgas marinas.

Materiales y métodos
Cultivo de microalgas

Rhodomonas sp. se obtuvo del cepario del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Auténoma de

Baja California (México). Esta cepa se mantuvo en cultivo a 20
+ 1°C de temperatura con medio f/2 (Guillard, 1975). EI medio
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Introduction

Rhodomonas sp. (Cryptophyta) is a unicellular flagellate
alga, the cell diameter ranging from 9.2 to 9.9 um. This marine
microalga is used to feed sea urchin larvae (Rogers-Bennett et
al., 1994), copepods (Jonasddttir, 1994), gastropods (Aldana-
Aranda and Patifio-Suarez, 1998), larvae and juveniles of
different oyster species (Ferreiro et al., 1990; Brown et al.,
1998; McCausland et al., 1999), and penaeid shrimp larvae
(Stattrup and McEvoy, 2003). Some variant of the f/2 medium
(Guillard, 1975) is commonly used for its culture. These low-
cost alternatives are generally prepared with industrial grade
salts or fertilizers and it is important to verify whether they
modify the alga’s growth and biochemical composition.

Studies have been conducted on the growth (Lépez-Elias
and Voltolina, 1993; Lopez-Ruiz et al., 1995; Nieves et al.,
1996, 1998, 2000; Valenzuela-Espinoza et al., 1999; Simental-
Trinidad and Sanchez-Saavedra, 2003) and biochemical
composition (Simental-Trinidad et al., 2001; Valenzuela-
Espinoza et al., 2002) of different species of microalgae using
agricultural fertilizers as culture medium. The effect of differ-
ent nitrogen sources on the growth and biochemical
composition of phytoplankton in batch culture has also been
studied (Lourenco et al., 2002). These studies mention that the
quantity and quality of the biomass produced is not affected by
the use of this source of nutrients, but few researchers have
considered using these media to maintain the first levels of cul-
tures. As their effect on the culture of Rhodomonas sp. is not
known, it is necessary to verify how the growth, biochemical
composition and nutrient uptake of this alga may be modified
by different culture media in order to determine how they can
best be used in commercial marine aquaculture.

In this work we present a comparative study between two
culture media to assess daily changes in growth, nutrient
uptake and biochemical content of Rhodomonas sp. cultured
using f/2 medium and agricultural fertilizers, considering the
hypothesis that the nutrient source may be responsible for
changes in the growth and biochemical content of this marine
microalga.

Materials and methods
Culture of microalgae

Rhodomonas sp. was obtained from the strain bank at the
Institute of Oceanological Research of the Autonomous
University of Baja California (Mexico). This strain was cul-
tured at a temperature of 20 £ 1°C in /2 medium (Guillard,
1975). The medium formulated with agricultural fertilizers was
composed of 882 uM N-NH,NO;, 39.45 uM P-P,0O;, 15.51 uM
Fe-EDTA, 8.07 uM MnSO,, 6.75 uM ZnSO,, 13.92 uM
CusQ,, 0.5 ug L biothine, 0.5 ug L* B;, and 0.1 mg L™
thiamine-HCI (Valenzuela-Espinoza et al., 1999). To prepare
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con fertilizantes agricolas estuvo constituido por 882 uM de N-
NH,NO;, 39.45 uM de P-P,0;, 1551 uM de Fe-EDTA,
8.07 uM de MnSO,, 6.75 uM de ZnSQO,, 13.92 uM de CuSO,,
0.5 pg L de biotina, 0.5 ng L de B,, y 0.1 mg L de tiamina-
HCI (Valenzuela-Espinoza et al., 1999). Para preparar los
medios de cultivo, el agua de mar se filré a través de filtros tipo
Cuno de 3y 1 um, y se irradié con un sistema de luz ultravio-
leta modelo H-50.

El crecimiento se verifico durante siete dias en cultivos rea-
lizados en niveles de 0.15, 1.7 y 18 L de volumen, en todos los
casos por triplicado. Para los dos primeros niveles de cultivo
(Erlenmeyer y Fernbach) el medio y los recipientes se esterili-
zaron en autoclave a 121°C y 1.05 kg cm~2 de presion por 10
min. Se utilizaron in6culos de 6, 156 y 1.856 mL para cada
nivel, y para el tercero, antes de la inoculacién el agua de mar
se irradié con lamparas de luz UV y se tratd quimicamente
(Pruder y Bolton, 1978). La irradiancia en cada nivel de
cultivo, medida con un irradiémetro escalar PAR modelo QSL-
100 (4n sensor, Biospherical Instruments) fue de 72.2, 99.3 y
110 umol quanta m=2 s, Las condiciones de cultivo en el caso
del altimo nivel fueron: 4.5 L min- de flujo de aire, pH de 7.9—
9.0 y salinidad de 32.5 £+ 0.5%.. Estas condiciones de cultivo
se mantuvieron por siete dias, en los cuales se cuantifico,
diariamente y por duplicado para cada tratamiento (n = 3), la
densidad celular con una camara Neubauer de 0.1 mm de pro-
fundidad, observando mediante un microscopio compuesto
(Bausch and Lomb). El pH se midid diariamente con un poten-
ciémetro (Chemcadet Jr.), la temperatura con un termémetro
(Ertco) y la salinidad con un refractémetro (Reichert-Jung). De
los resultados de densidad celular se calculé la tasa de creci-
miento especifica (u) mediante las ecuaciones descritas por
Guillard (1973).

Métodos analiticos

Para determinar proteinas, carbohidratos, lipidos (peso
fresco) y consumo de fosfato, nitrato y amonio, se recolectaron
muestras diarias (250 mL) de microalgas, de densidad celular
conocida, durante los primeros dos dias de cada condicion
experimental (n = 3). De aqui en adelante, sélo se recolectaron
muestras de 150 mL en el tercer dia, de 100 mL del cuarto al
sexto dia 'y de 80 mL en el séptimo dia. El filtrado fue a través
de filtros de fibra de vidrio GF/C de 1.2 um y 47 mm de diame-
tro, previamente incinerados a 450°C durante 24 h. La biomasa
retenida en los filtros se enjuagd con formato de amonio (2%)
y se coloco en tubos de ensayo con rosca de 20 mL y el agua
del filtrado se recolecto en botellas de plastico de 250 mL. Las
muestras fueron almacenadas inmediatamente a —60°C para su
posterior analisis.

Previamente, se obtuvieron curvas de calibracion para cada
uno de los constituyentes celulares y los nutrientes. Fosfato y
nitrato se analizaron de acuerdo con los métodos descritos por
Parsons et al. (1985), mientras que el amonio se determiné de
acuerdo con el procedimiento descrito por Grasshoff et al.
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the culture media, seawater was passed through 3- and 1-um
Cuno filters and irradiated with an ultraviolet light system
(model H-50).

Growth was assessed during seven days in culture volumes
of 0.15, 1.7 and 18 L, in all cases in triplicate. For the first two
levels (Erlenmeyer and Fernbach), the medium and containers
were sterilized by autoclave at 121°C and 1.05 kg cm2 pres-
sure for 10 min. Inocula of 6, 156 and 1.856 mL were used for
each level and for the third, prior to inoculation, the seawater
was UV-irradiated and chemically treated (Pruder and Bolton,
1978). Irradiance for each culture level, measured by a scalar
PAR irradiance meter (4rn sensor, Biospherical Instruments
model QSL-100), was 72.2, 99.3 and 110 pmol quanta m=2 s,
The culture conditions for the third level were: air flow
4.5 L min-t, pH 7.9-9.0 and salinity 32.5 = 0.5%.. These cul-
ture conditions were maintained for seven days, during which
cell density in each treatment (n = 3) was quantified daily, in
duplicate, in a Neubauer chamber (0.1 mm deep), observing
through a compound microscope (Bausch and Lomb). Daily
measurements were taken of pH (Chemcadet Jr. pH meter),
temperature (Ertco thermometer) and salinity (Reichert-Jung
refractometer). The cell density results were used to calculate
the specific growth rate (u) with the equations described by
Guillard (1973).

Analytical methods

To determine proteins, carbohydrates and lipids (fresh
weight), as well as phosphate, nitrate and ammonium uptake,
samples of microalgae (250 mL) were collected daily, of
known cell density during the first two days of each experi-
mental condition (n = 3). Then, samples of only 150 mL were
collected on the third day, 100 mL from the fourth to the sixth
day, and 80 mL on the seventh day. The samples were filtered
through precombusted (450°C for 24 h) GF/C fiberglass filters
47 mm in diameter (1.2-um pore size). The biomass retained
by the filters was rinsed with ammonium format (2%) and
placed in 20-mL screw-top test tubes and the filtered water was
collected in 250-mL plastic bottles. The samples were stored
immediately at —60°C until further analysis.

Calibration curves were obtained for each of the cell and
nutrient constituents. Phosphate and nitrate were analyzed
according to the methods described by Parsons et al. (1985),
while ammonium was determined following the method of
Grasshoff et al. (1983). For the cell constituents, the following
were used: bovine albumin as standard for proteins, D-glucose
for carbohydrates and stearic acid for lipids. A Spectronic 21
spectrophotometer was used for the determination. Proteins
were extracted following the procedure described in Raush
(1981) and quantified according to Bradford’s (1976) method.
Carbohydrates were determined as glucose by the phenol-
sulphuric acid method (Kochert, 1978). Lipids were extracted
according to Bligh and Dyer (1959) and quantified as
described by Pande et al. (1963).
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(1983). Para los constituyentes celulares se usaron: albimina
bovina como estandar para proteinas, D-glucosa para carbohi-
dratos y acido estearico para lipidos. La determinacién se
realiz6 en un espectrofotdmetro Spectronic 21. Las proteinas
fueron extraidas de acuerdo con el procedimiento descrito en
Raush (1981) y cuantificadas por el método Bradford (1976).
Los carbohidratos fueron cuantificados como glucosa por el
método fenol-acido sulfurico (Kochert, 1978). Los lipidos fue-
ron extraidos siguiendo el método de Bligh y Dyer (1959), y
cuantificados por el método de Pande et al. (1963).

Analisis estadistico

Dado que los datos no presentaron una distribucion normal
ni igualdad de varianzas, se aplico la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (o = 0.5).

Resultados

El crecimiento medio de Rhodomonas sp. cultivada con
medio f/2 y fertilizantes agricolas a nivel Erlenmeyer se
observa en la figura 1. En ambos medios la densidad celular
inicial fue 4.5 x 10* células mL-. A partir de ese momento ini-
cio el crecimiento exponencial, con una duracion de cuatro dias
para ambos tratamientos, presentando tasas de crecimiento de
0.72y 0.75 dia™ en el medio f/2 y con fertilizante agricola, res-
pectivamente. Al quinto dia inici6 la fase de crecimiento lento
en ambos tratamientos. La mé&xima densidad celular se obtuvo
al séptimo dia con 1.33 x 10%y 1.43 x 10° células mL en el
medio f/2 y con fertilizante agricola, respectivamente. Los
cultivos a nivel Fernbach iniciaron con 1.17 x 10° células mL.
El tratamiento con fertilizantes agricolas presentdé una fase
de retardo de 24 h y, posteriormente, presentd crecimiento
exponencial (u = 0.72 diat), mientras que en el medio /2 el

Statistical analysis

Since the data did not present a normal distribution or equal
variances, the Kruskal-Wallis non-parametric test (o« = 0.5)
was applied.

Results

Figure 1 shows the mean growth of Rhodomonas sp.
cultured using f/2 medium and agricultural fertilizers at
Erlenmeyer level. In both media, initial cell density was 4.5 x
104 cells mL-, followed by the exponential growth phase that
lasted four days, with growth rates of 0.72 and 0.75 day in the
f/2 medium and agricultural fertilizer medium, respectively.
On the fifth day, the slow growth phase began in both
treatments and on the seventh day, maximum cell densities of
1.33 x 108 and 1.43 x 108 cells mL-* were observed in the f/2
medium and agricultural fertilizers, respectively. The cultures
at Fernbach level initiated with 1.17 x 105 cells mL-. In the
treatment using agricultural fertilizers, a 24-h lag phase was
followed by exponential growth (u = 0.72 day?), whereas in
the f/2 medium, exponential growth occurred from the begin-
ning until the third day (u = 0.53 day). In both media, the
slow growth phase lasted from the third to the sixth day, after
which cell density decreased (fig. 1). Maximum densities of
9.89 x 105 and 1.05 x 106 cells mL-* were recorded for the f/2
medium and agricultural fertilizer medium, respectively. Even
though the growth phases differ between the Erlenmeyer and
Fernbach levels, there were no significant differences (P =
0.12) in biomass production between treatments at each level.

At the 18-L level, the cultures initiated with 1.08 x 10° cells
mL (fig. 1), and the growth phases in the treatments coin-
cided in time and length; however, the culture using fertilizers
presented a lag phase. At the end of the exponential growth
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Figura 1. Crecimiento medio de Rhodomonas sp. en diferentes vollimenes de cultivo con (a) medio
f12 y (b) fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el error estandar (n = 3).

Figure 1. Mean growth of Rhodomonas sp. in different volumes of culture using (a) f/2 medium and
(b) agricultural fertilizers. The vertical bar indicates standard error (n = 3).
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crecimiento exponencial se produjo desde su inicio hasta el
tercer dia (u = 0.53 dia?). En ambos medios, la fase de
crecimiento lento durd del tercero al sexto dia, y a partir de este
momento la densidad celular disminuyo (fig. 1). Las densi-
dades maximas obtenidas en medio /2 y con fertilizante
agricola fueron de 9.89 x 10°y 1.05 x 108 células mL-! respec-
tivamente. Aunque las fases de crecimiento difirieron entre
los niveles Erlenmeyer y Fernbach, no hubo diferencias
significativas (P = 0.12) en la produccién de biomasa entre los
tratamientos en cada nivel.

En el nivel de 18 L los cultivos iniciaron con 1.08 x 10°
células mL- (fig. 1). En él, las fases de crecimiento coincidie-
ron en tiempo y duracion entre tratamientos. Sin embargo, el
cultivo con fertilizantes presentd fase de retardo. Al final de la
fase exponencial (dia 4) la densidad celular en el medio con
fertilizantes fue significativamente mayor (P = 0.04) respecto a
la obtenida en medio f/2. En esta fase, las tasas de crecimiento
fueron 0.71 dia* con fertilizante agricola y 0.63 dia* en medio
/2. Se obtuvieron densidades maximas de 1.49 x 108y 1.57 x
106 células mL-1 en medio /2 y con fertilizantes agricolas, res-
pectivamente.

Consumo de fosfato (PO,*)

En ambos tratamientos se observo un rapido consumo de
fosfato durante los primeros cuatro dias, el cual se relaciona
directamente con el incremento en la densidad celular. Al
cuarto dia, el consumo acumulado de fosfato en el medio /2
fue de 38.6 uM (91.4%), restando 3.66 uM de fosfato residual
(8.6%). Asimismo, el consumo acumulado de fosfato en el
medio con fertilizantes agricolas fue de 40 uM (98.9%), que-
dando so6lo 0.41 uM (1.1%) de fosfato residual. Durante el
resto del cultivo (fase de crecimiento lento), debido a la dife-
rencia en la concentracion residual del fosfato en el medio
entre tratamientos, el consumo resultd ser mayor en el medio f/
2 respecto al medio con fertilizantes agricolas (3.05 vs. 0.21
uM, respectivamente). La concentracion residual final (dia 7)
de fosfato en los medios de cultivo fue 0.66 uM en el medio f/2
y 0.24 uM en el medio con fertilizantes agricolas (fig. 2).

Consumo de nitrato y amonio (NO;~y NH,*)

En el medio f/2 el nitrato disminuy6 conforme transcurrié
el tiempo de cultivo (fig. 3a), y para el quinto dia sélo quedaba
disponible 46.7 uM, lo que indica que durante el crecimiento
exponencial hubo un consumo total de 891.3 uM (95%) de
nitrato. En los cultivos con fertilizantes agricolas, el amonio se
consumidé primero (fig. 3b). Asi, mientras el amonio disminuyd
durante los primeros tres dias de cultivo (fase exponencial), la
concentracion residual de nitrato permaneci6 casi constante.
Durante este tiempo, el consumo acumulado de amonio fue
418 uM (78.8%) y sélo se consumi6é 37.7 uM (7.3%) de
nitrato. Una vez que la concentracion de amonio en el medio
disminuyé a 1.83 uM, el consumo de nitrato incrementd
(fig. 3b). Durante el resto del cultivo, nitrato y amonio fueron
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phase (day 4), cell density was significantly greater (P = 0.04)
in the agricultural fertilizer medium than in the /2 medium.
During this phase, growth rates were 0.71 day in the agricul-
tural fertilizer medium and 0.63 day in the f/2 medium.
Maximum densities of 1.49 x 108 and 1.57 x 10° cells mL-
were recorded for the f/2 medium and agricultural fertilizers,
respectively.

Phosphate (PO,*) uptake

Rapid uptake of phosphate was observed in both treatments
during the first four days, which is directly related to the
increase in cell density. On the fourth day, the accumulated
phosphate uptake in the f/2 medium was 38.6 uM (91.4%),
with 3.66 uM (8.6%) of residual phosphate, whereas in the
agricultural fertilizer medium, the accumulated phosphate
uptake was 40 uM (98.9%), only 0.41 uM (1.1%) remaining.
During the slow growth phase, because of the difference in
residual phosphate concentration between treatments, uptake
was greater in the f/2 medium than in the agricultural fertilizer
medium (3.05 vs 0.21 uM, respectively). The final residual
phosphate concentration (day 7) was 0.66 uM in f/2 medium
and 0.24 uM in the agricultural fertilizer medium (fig. 2).

Nitrate (NO;) and ammonium (NH,*) uptake

In the f/2 medium, nitrate decreased during the culture
(fig. 3a), only 46.7 uM remaining by the fifth day; this indi-
cates that during the exponential growth phase total nitrate
uptake was 891.3 uM (95%). In the cultures using agricultural
fertilizers, ammonium was consumed first (fig. 3b), the
residual nitrate concentration remaining almost constant as
ammonium decreased during the first three days (exponential
growth phase). During this time, accumulated ammonium
uptake was 418 uM (78.8%), while only 37.7 uM (7.3%) of
nitrate was consumed. When the concentration of ammonium
in the medium decreased to 1.83 uM, nitrate uptake increased
(fig. 3b). During the rest of the culture, nitrate and ammonium
were consumed simultaneously and the final residual concen-
trations were 12.7 and 1.1 puM, respectively.

In the f/2 medium, total nitrate uptake on the seventh day
was 927.7 uM (98.9%), whereas in the agricultural fertilizer
medium, the microalgal population consumed 1032.9 uM
(98.7%) of nitrate and ammonium.

Protein content

At the beginning of the experiment, maximum values of
19.1 and 16.9 pg protein cell** were recorded for the f/2
medium and agricultural fertilizer medium, respectively. Pro-
tein content remained stable during the first 24 h and then
decreased (fig. 4a). After 48 h and during the next four days
there was no significant variation in protein concentration. On
the sixth day, minimum values of 7.6 and 6.5 pg cell-* were
recorded in the f/2 medium and agricultural fertilizer medium,
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Figura 2. Concentracion media de fosfato en el medio, y consumo diario por Rhodomonas sp. en cultivos estaticos
de 18 L con (a) medio /2 y (b) fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el error estandar (n = 3).

Figure 2. Mean concentration of phosphate in the medium and daily uptake by Rhodomonas sp. in batch cultures
of 18 L using (a) f/2 medium and (b) agricultural fertilizers. The vertical bar indicates standard error (n = 3).

consumidos simultdneamente, hasta alcanzar una concentra-
cion residual final de 12.7 y 1.1 uM, respectivamente.

En el medio f/2 el consumo total acumulado de nitrato para
el séptimo dia fue de 927.7 uM (98.9%), mientras que en el
medio con fertilizantes agricolas la poblacion microalgal con-
sumi6 1032.9 uM (98.7%) de nitrato de amonio.

Contenido de proteinas

Al inicio del experimento se observaron valores maximos
de 19.1y 16.9 pg célula de proteina en el medio /2 y con fer-
tilizantes, respectivamente. En las primeras 24 h el contenido
de proteinas permanecié constante y a partir de este momento
su concentracién disminuyd (fig. 4a). Después de 48 h y
durante los siguientes cuatro dias de cultivo no existié una
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—o— Consumo de nitrato

200 +

respectively. Protein content per cell was significantly (P =
0.04) higher in the f/2 medium than in the agricultural fertilizer
medium.

Carbohydrate content

Carbohydrate content showed a similar tendency in both
treatments. During the first 24 h, corresponding to the induc-
tion phase, there was a significant increase in carbohydrates
(fig. 4b). Carbohydrate content decreased during the exponen-
tial growth phase from 38.6 to 10.4 pg cell-* in the /2 medium
and from 34.7 to 9.1 pg cell* in the agricultural fertilizer
medium, increasing again during the slow growth phase in
both treatments to values of 28 and 23.3 pg cell-, respectively.
Significant differences (P = 0.04) in carbohydrate content were
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Figura 3. Concentracion media de nitrégeno en el medio, y consumo diario por Rhodomonas sp. en cultivos
estaticos de 18 L con (a) medio /2 y (b) fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el error estandar (n = 3).
Figure 3. Mean concentration of nitrogen in the medium and daily uptake by Rhodomonas sp. in batch cultures
of 18 L using (a) f/2 medium and (b) agricultural fertilizers. The vertical bar indicates standard error (n = 3).
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Figura 4. Contenido medio de (a) proteinas, (b) carbohidratos y (c) lipidos por célula en cultivos estaticos de 18 L de Rhodomonas sp. con medio /2 y

fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el error estandar (n = 3).

Figure 4. Mean content of (a) proteins, (b) carbohydrates and (c) lipids per cell in batch 18-L cultures of Rhodomonas sp. using f/2 medium and agricultural

fertilizers. The vertical bar indicates standard error (n = 3).

variacion significativa en la concentracién de proteina, regis-
trandose valores minimos de 7.6 y 6.5 pg célula* para el sexto
dia de cultivo en el medio f/2 y en el medio con fertilizantes. El
contenido de proteinas por célula en el medio /2 fue significa-
tivamente mayor (P = 0.04) que el obtenido con fertilizantes
agricolas.

Contenido de carbohidratos

El contenido de carbohidratos mostré una tendencia similar
entre tratamientos respecto al tiempo de cultivo. Durante las
primeras 24 h, que corresponden a la fase de induccion, se
observé un incremento significativo de estos constituyentes
(fig. 4b). En cambio, durante la fase de crecimiento exponen-
cial, los carbohidratos disminuyeron de 38.6 a 10.4 pg célula™!
en el medio f/2 y de 34.7 a 9.1 pg célula-* en el medio con fer-
tilizantes. Sin embargo, durante la fase de crecimiento lento los
carbohidratos en ambos tratamientos se incrementaron de
nuevo, hasta valores de 28 y 23.3 pg célula, respectivamente.
Los contenidos de carbohidratos obtenidos en medio f/2 y con
fertilizantes agricolas mostraron diferencias significativas (P =
0.04) durante la fase de crecimiento lento (dia 4-7), obtenién-
dose los mejores resultados en medio f/2 (fig. 4b).

Contenido de lipidos

En el cultivo en medio /2 se observé un alto contenido de
lipidos en las células utilizadas como in6culo (27.9 pg célula?;
fig. 4c). Durante la fase de retardo y el crecimiento exponen-
cial este constituyente habia disminuido a 6.8 pg célula’ para
el cuarto dia. En la fase de crecimiento lento, el contenido
de lipidos en células cultivadas con medio f/2 aument6 a
13.7 pg célula.
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found between both treatments during the slow growth phase
(days 4-7), the f/2 medium providing the best results (fig. 4b).

Lipid content

In the f/2 medium, high lipid content was observed in the
cells used as inoculum (27.9 pg cell?; fig. 4c). During the
lag and exponential growth phases, lipid content decreased to
6.8 pg cell* by day 4; it then increased to 13.7 pg cell-*during
the slow growth phase.

In the cultures using agricultural fertilizers (fig. 4c), initial
lipid content was 20.6 pg cell-t. The concentration of lipids on
the first day of culture was 29.2 pg cell%. It decreased to
12.4 pg cell* on the second day and then remained almost
constant until reaching a final value of 13.3 pg cell-X. The sta-
tistical analysis did not show differences in the lipid content
between treatments (P = 0.12).

Discussion

Microalgal growth

The growth of Rhodomonas sp. obtained in the first two
levels of culture (Erlenmeyer and Fernbach) shows that the use
of agricultural fertilizers is a viable alternative to maintain
strains and obtain inocula for greater production volumes.
There were no significant differences in the cell density
obained in both treatments during seven days of culture.

At the 18-L level, the cell density obtained during the
exponential growth phase in the agricultural fertilizer medium
was significantly higher than in the f/2 medium. This resulted
in a higher specific growth rate in the exponential phase, which
is related to the rapid ammonium uptake in the treatment using
fertilizers (fig. 3b); however, this is a partial effect, because the
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En el medio con fertilizantes agricolas (fig. 4c) el contenido
inicial de lipidos fue 20.6 pg célula. En el primer dia la
concentracion celular de lipidos fue de 29.2 pg célula?,
disminuyendo posteriormente a 12.4 pg célula-! en el segundo
dia de cultivo. A partir de ese momento el contenido de lipidos
en las células cultivadas con fertilizantes se mantuvo casi
constante, cuyo valor final fue 13.3 pg célula’. El analisis esta-
distico no mostr6 diferencias en el contenido de lipidos entre
los tratamientos (P = 0.12).

Discusion
Crecimiento microalgal

El crecimiento de Rhodomonas sp. obtenido en los dos pri-
meros niveles de cultivo (Erlenmeyer y Fernbach) comprueba
que el uso de fertilizantes agricolas es una alternativa viable
para el mantenimiento de cepas y la obtencion de indculos para
volimenes mayores de produccion, debido a que la densidad
celular obtenida con ambos tratamientos durante siete dias de
cultivo no presentd diferencias significativas.

En al nivel de 18 L se observé que, durante la fase de creci-
miento exponencial, la densidad celular obtenida en medio con
fertilizantes agricolas fue significativamente mayor que con el
medio f/2. Esto se tradujo en una tasa de crecimiento especifica
mayor en fase exponencial, lo cual se relaciona con el rapido
consumo de amonio en el cultivo con fertilizantes (fig. 3b). Sin
embargo, este efecto es parcial dado que la tasa media de creci-
miento y el rendimiento final en biomasa de Rhodomonas sp.
fue similar entre tratamientos (fig. 1). Este comportamiento en
el crecimiento, cuando el nitrégeno esta disponible en forma de
nitrato de amonio, ha sido observado también en otras especies
de microalgas como en Dunaliella tertiolecta (Syrett, 1981) y
en el clon T-ISO de Isochrysis aff. galbana (Valenzuela-
Espinoza et al., 1999).

Consumo de fosfatos (PO,*)

El consumo de fosfato por Rhodomonas sp. en los primeros
cuatro dias de cultivo fue similar entre tratamientos. Ademas,
en ese tiempo hubo un consumo superior al 90% del total en
los cultivos (fig. 2). Lo anterior indica que esta microalga tiene
la capacidad de utilizar indistintamente el fosfato monobasico
de sodio (medio f/2) o el pentdxido de fosforo (del fertilizante
agricola) para su crecimiento y reproduccion. A partir del
cuarto dia, cuando el fosfato residual del medio disminuyé a
3.66 uM en el medio /2 y a 0.45 uM en el medio con fertili-
zantes, se presento la fase de crecimiento lento, durante la cual
se registraron tasas de crecimiento de 0.16 y 0.11 dia%, respec-
tivamente. Sin embargo, a pesar de que Rhodomonas sp. se
encontraba en fase de crecimiento lento y la concentracion de
fosfato en el medio era baja, la division celular continu6 hasta
alcanzar su maxima densidad celular al séptimo dia (fig. 1). El
crecimiento de Rhodomonas sp. durante este periodo puede
atribuirse a la existencia de fuentes enddgenas de fosfato.
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mean growth rate and final biomass yield of Rhodomonas sp.
was similar in both treatments (fig. 1). When nitrogen is
available in the form of ammonium nitrate, this growth
behaviour has also been observed in other species of micro-
algae, such as Dunaliella tertiolecta (Syrett, 1981) and
Isochrysis aff. galbana clone T-ISO (Valenzuela-Espinoza et
al., 1999).

Phosphate (PO,*) uptake

Phosphate uptake by Rhodomonas sp. during the first four
days of culture was similar between treatments. During this
time, uptake was greater than 90% of the total in the cultures
(fig. 2). This indicates that this microalga is capable of
indifferently using monobasic sodium phosphate (f/2 medium)
or phosphorus pentoxide (agricultural fertilizer) for growth and
reproduction. By day 4 the residual phosphate had decreased to
3.66 uM in the /2 medium and to 0.45 uM in the fertilizer
medium, and then the slow growth phase began, during which
growth rates of 0.16 and 0.11 day™, respectively, were
recorded. Nevertheless, even though Rhodomonas sp. was
under- going the slow growth phase and phosphate concentra-
tion was low, cell division continued until maximum cell
density was obtained on day 7 (fig. 1). Growth of Rhodomonas
sp. during this period can be attributed to the presence of endo-
genous sources of phosphate. Darley (1987) and Fogg and
Thake (1987) indicate that when the concentration of phospho-
rus in the culture medium is high, the nutrient is consumed in
excess and stored in the cell within cytoplasmic granules in the
form of polyphosphates, to be later used by the organism when
the concentrations in its environment are limiting.

Nitrate (NO;") and ammonium (NH,*) uptake

During the exponential growth phase, cell density is
inversely related to the concentration of nutrients in the
medium, and the availability of nitrate per cell therefore
decreases with regard to time (fig. 3a). Valenzuela-Espinoza et
al. (1999) obtained similar results for another species.

In the treatment using agricultural fertilizers, significant
nitrate uptake was not observed during the first three days
(fig. 3b). Studies on ammonium and nitrate uptake by different
microalgae show that when the two sources of nitrogen occur
in the same culture medium, ammonium is preferably con-
sumed because of the lower energy expenditure involved in its
uptake (Wheeler, 1983; Thompson et al., 1989; Dortch et al.,
1991). Evidence also exists that in many microalgae nitrate
uptake is limited and even inhibited in the presence of ammo-
nium, because the enzymes required for nitrate reduction are
deactivated by the ammonium assimilation process (McCarthy,
1981; Syrett, 1981). The results obtained in this study show
that nitrate uptake increases as of day 3, when ammonium con-
centration in the medium decreases, and then ammonium and
nitrate are consumed simultaneously (fig. 3b). Similar results
have been obtained by Dortch et al. (1991), who indicate that
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Darley (1987) y Fogg y Thake (1987) sefialan que cuando la
concentracion de fosforo en el medio de cultivo es alta, existe
un consumo en exceso del nutriente, el cual es almacenado en
la célula dentro de granulos citoplasmaticos en forma de poli-
fosfatos y puede ser utilizado posteriormente por el organismo
cuando las concentraciones en el medio son limitantes.

Consumo de NO,~y NH,*

Durante la fase de crecimiento exponencial la densidad
celular se relaciona inversamente con la concentracion de
nutrientes en el medio, lo que ocasiona que la disponibilidad
de nitrato por célula disminuya respecto al tiempo (fig. 3a).
Valenzuela-Espinoza et al. (1999) han obtenido resultados
similares para otra especie.

En el cultivo mantenido en medio con fertilizantes agrico-
las no se observé un consumo significativo de nitrato durante
los primeros tres dias (fig. 3b). Estudios sobre el consumo de
amonio y nitrato por diferentes microalgas demuestran que
cuando estas dos fuentes de nitrdgeno estan presentes en el
mismo medio de cultivo, el amonio es consumido preferente-
mente debido al menor costo energético que implica su
consumo (Wheeler, 1983; Thompson et al., 1989; Dortch et al.,
1991). También existe evidencia de que en muchas microalgas
el consumo de nitrato es reducido e incluso inhibido en pre-
sencia de amonio, debido a que las enzimas requeridas para
la reduccion del nitrato son desactivadas por el proceso de asi-
milacion del amonio (McCarthy, 1981; Syrett, 1981). Los
resultados obtenidos en esta investigacion muestran que a par-
tir del tercer dia, cuando la concentracion de amonio en el
medio disminuyd, el consumo de nitrato aument6. Posterior-
mente, conforme transcurre el tiempo de cultivo, el amonio y el
nitrato son consumidos simultdneamente (fig. 3b). Dortch et al.
(1991) obtuvieron resultados similares a los de este estudio, e
indicaron que a concentraciones menores de 1 uM de amonio
en el medio se produce la forma activa de la nitrato reductasa y
el consumo de nitrato comienza a ser importante.

Al comparar el consumo total de nitrégeno en ambos
tratamientos se encontré un mayor consumo en el medio con
fertilizantes. Sin embargo, esta diferencia no influyé en la
densidad celular final ni en el contenido de proteinas de los
cultivos. Debido a lo anterior, la diferencia en el nitrdgeno con-
sumido en el medio constituido con fertilizantes podria ser
atribuida a la pérdida de amonio al disociarse en funcién de los
cambios de pH en el cultivo (Conn et al., 1996) o a que las
células hayan almacenado este nitrogeno en reservorios inter-
nos (Dortch et al., 1984), 0 a ambos.

Composicion proximal

Con respecto a la composicién bioquimica de Rhodomonas
sp., los contenidos de carbohidratos y lipidos fueron mas eleva-
dos que los de proteinas al inicio del periodo de cultivo con
ambos tratamientos. La elevada proporcidon de productos de
reserva se debid a que la poblacién algal usada como in6culo
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at lower ammonium concentrations of 1 uM in the medium, the
active form of nitrate reductase is formed and nitrate uptake
becomes important.

The comparison of total nitrogen uptake in both treatments
shows that greater consumption occurred when agricultural
fertilizers were used; however, this difference did not affect
final cell density nor protein content in the cultures. Hence, the
difference in nitrogen uptake may be attributed to the loss of
ammonium as it dissociates according to pH changes in the
culture (Conn et al., 1996) and/or to cells having stored this
nitrogen in internal pools (Dortch et al., 1984).

Proximate composition

The biochemical composition of Rhodomonas sp. showed
higher amounts of carbohydrates and lipids than of proteins at
the beginning of the culture period in both treatments. There
was a high proportion of reserve products because the algal
population used as inoculum came from a culture in declining
phase, during which viable cells continue fixing carbon,
producing an accumulation of carbohydrates and lipids. Brown
et al. (1993, 1997) consider these changes related to the har-
vesting phase and culture conditions. On the first day of culture
at the 18-L level, changes in cell density were not observed,
probably because the inoculum used (Fernbach) was not in a
condition to divide as a result of the culture being in declining
phase (fig. 1). Likewise, there were no changes in protein con-
tent in both treatments, but carbohydrate content increased and
lipid content was higher in the medium using agricultural
fertilizers (fig. 4).

In both treatments the exponential growth phase began
after 24 h of culture, and the concentration of proteins, carbo-
hydrates and lipids decreased as a result of cell division in
Rhodomonas sp. (fig. 4). There were significant differences
(P = 0.04) in protein content between treatments. The results
obtained in this study are comparable to those obtained by
Gracida-Valdepefia (1999), Simental-Trinidad et al. (2001) and
Valenzuela-Espinoza et al. (2002), who found no differences in
the growth rate and biochemical composition of microalgae
cultured in /2 medium and agricultural fertilizers. Our results
confirm the hypothesis that the culture of Rhodomonas sp.
using agricultural fertilizers produces similar biomass and pro-
tein content as when /2 medium is used. This is based on the
nitrogen uptake results that show a similar final residual con-
centration in both media.

On the other hand, carbohydrates and lipids decreased
during the exponential growth phase until the fourth day of
culture. In the slow growth phase there was an increase in car-
bohydrate content, while lipids showed little variation. This
occurs because carbohydrates act as intermediary reserve
products and the synthesis of lipid reserves is a long-term
activated metabolic route. Nevertheless, significant differences
(P = 0.04) in carbohydrates were found between treatments
from the fourth to the seventh day of culture, when the concen-
tration of this component was higher in the cells cultured in f/2
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provenia de un cultivo en fase de decaimiento, durante la cual
las células viables continGan fijando carbono, produciendo
acumulacién de carbohidratos y lipidos. Brown et al. (1993,
1997) consideran ques estos cambios se relacionan con la fase
de cosecha y las condiciones de cultivo. En el primer dia de
cultivo en el nivel de 18 L no se observaron cambios en la den-
sidad celular quiza porque el inéculo usado (Fernbach) no
estaba en condiciones para dividirse debido a que el cultivo se
encontraba en fase de decaimiento (fig. 1). Tampoco hubo
cambios en el contenido de proteinas en ninguno de los trata-
mientos, pero los contenidos de carbohidratos aumentaron y
los de lipidos pidos fueron mayores con los fertilizantes agrico-
las (fig. 4).

Después de 24 h de cultivo inici6 el crecimiento exponen-
cial en ambos medios, y las concentraciones de proteinas,
carbohidratos y lipidos disminuyeron producto de la division
celular de Rhodomonas sp. (fig. 4). Se encontraron diferencias
significativas (P = 0.04) en el contenido de proteinas entre tra-
tamientos. Los resultados de este estudio son comparables con
los obtenidos por Gracida-Valdepefia (1999), Simental-
Trinidad et al. (2001) y Valenzuela-Espinoza et al. (2002),
quienes no encuentraron diferencias entre las tasas de creci-
miento y las composiciones bioquimicas de microalgas
cultivadas en medio f/2 y en medio con fertilizantes agricolas.
Nuestros resultados confirman la hipétesis de que el cultivo de
Rhodomonas sp. con fertilizantes agricolas produce biomasa y
contenido de proteinas similares a los obtenidos con medio /2.
Lo anterior se apoya en los resultados de consumo de nitrégeno
cuya concentracion final residual en el medio f/2 y en el medio
con fertilizantes fue similar.

Por otra parte, los carbohidratos y los lipidos disminuyeron
durante la fase de crecimiento exponencial hasta el cuarto dia
de cultivo. En la fase de crecimiento lento se encontrd un
incremento en el contenido de carbohidratos, mientras que los
lipidos presentaron poca variacion. Esto se debe a que los
carbohidratos actian como productos intermedios de reserva,
mientras que la sintesis de reservas lipidicas es una ruta meta-
bolica que se activa a largo plazo. No obstante, se encontraron
diferencias significativas (P = 0.04) en el contenido de carbohi-
dratos entre tratamientos del cuarto al séptimo dia de cultivo,
tiempo en el cual la concentracién celular de estos constituyen-
tes fue mayor en las células cultivadas en medio f/2. Ademas,
los resultados indican claramente que la composicién bioqui-
mica de Rhodomonas sp. esta relacionada con la fase de creci-
miento del cultivo o con el medio de cultivo (Valenzuela-
Espinoza et al., 1999). Asimismo, los datos muestran que no
existe una relacion directa entre el consumo de nutrientes y el
contenido de constituyentes bioquimicos, lo cual se atribuye a
que la velocidad de incorporacién de nutrientes es mayor que
la velocidad de sintesis de los componentes bioquimicos. Por
lo tanto, el consumo de nitrégeno y fésforo no necesariamente
denotan necesidades metabdlicas de las microalgas y es por
ello que las células tienen reservas internas de nutrientes que
son utilizados de acuerdo a sus necesidades fisiologicas. Se
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medium. Moreover, the results clearly indicate that the bio-
chemical composition of Rhodomonas sp. is related to the
growth phase of the culture or the culture medium (Valenzuela-
Espinoza et al., 1999). The data show that nutrient uptake is
not directly related to the content of biochemical constituents,
probably because nutrient uptake is faster than the synthesis of
biochemical components. Hence, nitrogen and phosphorus
uptake does not necessarily denote the metabolic needs of
microalgae, the cells having internal reserves of nutrients that
are used according to their physiological needs. We conclude
that the cellular quantity and quality of Rhodomonas sp. was
similar in both culture media and that, as with other species,
agricultural fertilizers can be used to culture this microalga.

English translation by Christine Harris.

concluye que la cantidad y calidad celular de Rhodomonas sp.
fue similar en ambos medios de cultivo y que, como con otras
especies, los fertilizantes agricolas pueden ser usados para el
cultivo de esta microalga.
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