Vol. 45 Fasc. 5 (1994)

323

Estudio de macronutrientes para la produccion de PUFAs
a partir de la microalga marina Isochrysis galbana.

Por J.L. Garcia Sanchez, E. Molina Grima, F. Garcia Camacho, J.A. Sanchez Pérez y D. Lépez Alonso*.
Departamento de Ingenieria Quimica y *Departamento de Genética.
Facultad de Ciencias Experimentales. Universidad de Almeria. 04071 Almeria.

RESUMEN

Estudio de macronutrientes para la produccion de PUFAs a par-
tir de la microalga marina Isochrysis galbana.

Las microalgas marinas se presentan como una fuente alternativa en
la produccién de acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), frente a las fuen-
tes convencionales, como son los aceites de pescado.

En este trabajo se presenta un estudio de macronutrientes para el
medio de cultivo utilizado en el crecimiento de la microalga marina
Isochrysis galbana, empleada con este objetivo.

La metodologia de optimizacion aplicada ha sido la técnica de super-
ficie de respuesta, siendo los factores estudiados el porcentaje de CO,
suplementario en la corriente de burbujeo, y las concentraciones de nitra-
tos, fosfatos, citrato férrico y cloruro de manganeso en el medio de cultivo.

Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto la existencia de
limitaciones al crecimiento con el medio de partida y orientan a una segun-
da etapa de optimizacion, tomando como variables de disefio las relacio-
nes entre los distintos componentes del medio de cultivo.

PALABRAS-CLAVE: Acido graso poliinsaturado — Isochrysis galbana —
Macronutriente (optimizacion) — Microalga marina.

SUMMARY

Macronutrient study for PUFAs production from the marine
microalga Isochrysis galbana.

Marine microalgae are presented as alternative sources for
polyunsaturated fatty acids production.

A macronutrient optimization method for culture media commonly
used for Isochrysis galbana growth is discussed. This microalga has been
reported as a good PUFA producer.

The optimization was conducted applying the response surface
technique, parameters tested being nitrate, phosphate, ferric citrate and
manganese chloride concentrations and the suplementary CO, in the
bubbling air.

The results show the evidence of growth limitation with the initial
culture media and it is proposed a second optimization step considering as
design variables the different ratios between media components.

KEY-WORDS: Isochrysis galbana — Macronutrient (optimization) —
Marine microalgae — Polyunsaturated fatty acid.

1. INTRODUCCION

Los acidos grasos poliinsaturados, (PUFAs) vienen
siendo objeto de una gran variedad de estudios por su
creciente interés en los Ultimos afos. Este interés se
debe a la relaciéon que estos compuestos tienen en la
nutricion de moluscos bivalvos y peces (1) (2) y con la
salud humana. En este ultimo caso, especialmente,
por el caracter preventivo en patologias relacionadas
con el sistema circulatorio (acido eicosapentaenoico,
EPA) (3) (4) (5) y en la formacién y desarrollo del sis-

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

tema nervioso central (acido docosahexaenoico, DHA)
(6) (7) (8).

En la actualidad la fuente comercial para estos &cidos
grasos son los aceites de pescado, que presentan el pro-
blema de no tener una produccién estable por las fluctua-
ciones en el volumen de las capturas y en la composicion
bioquimica de los peces de los que se extrae el aceite.
Esta y otras razones han impulsado la bisqueda de fuen-
tes alternativas entre las que se encuentran las microal-
gas (9) (10).

Los cultivos de microalgas estan libres de contamina-
ciones a las que puedan estar sujetos los aceites de pes-
cado, (metales pesados, pesticidas, etc) (11); presentan
una composicién quimica estable, ya que el cultivo se
hace en condiciones controladas, y dan una produccién
continua a lo largo del afio.

La posibilidad de desarrollar de modo comercial el cul-
tivo de microalgas para la produccién de PUFAs requiere
establecer las condicones 6ptimas de cultivo.

En este sentido, el medio de cultivo es uno de los
factores mas utilizados para la modificaciéon de la pro-
ductividad en biomasa y composicién bioquimica. Hay,
por supuesto, otros factores ambientales, que se utili-
zan con el mismo propdsito: temperatura, iluminacién,
caudales gaseosos, velocidad de dilucion, etc. El medio
de cultivo se diferencia de los anteriores en ser un mul-
tifactor, para una misma especie y sistema de cultivo
determinados.

Asi, podrian establecerse dos formas de operar:
utilizar diferentes medios de cultivo con una formula-
cion de nutrientes concreta y medir la respuesta para
el estudio considerado (obtencién de biomasa, polisa-
cdridos, pigmentos, acidos grasos, etc) o bien modifi-
car la formulaciéon de un unico medio. Esta segunda
opcion es la mas utilizada en los trabajos publicados
(12) (13). De esta forma aparecen en bibliografia
numerosos trabajos que estudian la influencia en el
crecimiento de la concentracién de uno o varios
nutrientes, asociados generalmente con otro factor fisi-
co ambiental (14).

La metodologia de optimizacion de un unico medio de
cultivo para maximizar el crecimiento y la produccién de
EPA y DHA puede acometerse por el método clasico, es
decir, modificar una variable y fijar el resto en unos nive-
les concretos, lo que llevaria mucho tiempo de experi-
mentacion. Alternativamente, pueden aplicarse los méto-
dos estadisticos, especialmente cuando el numero de
variables es elevado.
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2. MATERIALES Y METODOS

La aplicaciéon de la metodologia de superficie de res-
puesta como alternativa a los métodos clasicos de optimi-
zacion supone el desarrollo de tres etapas: plantear el
disefio experimental, estimar los coeficientes en un mode-
lo matematico y predecir la respuesta, comprobando la
reproducibilidad del modelo (15). En este caso, como
disefio experimental se aplican los disefos factoriales,
cuya caracteristica es evaluar la posible interaccién entre
los factores (16), evitando de esta forma la aparicion de
falsos 6ptimos (17).

En la optimizaciéon del medio de cultivo mediante la
técnica de superficie de respuesta, deben haberse deter-
minado previamente las variables que se tomaran como
factores en el disefio experimental (18). En el caso que
nos ocupa, partimos de una modificacion del medio de
Ukeles (19), cuya composicion aparece en la Tabla I.

Tabla |. Composicion del medio a optimizar

Componente Concentracion en el medio
NaH,P0,2H,0 1,56 102 g/l
NaNO, 1,7102 g/l
MnCl,4H,0 0,0198 102 g/
Na,Mo0,42H,0 0,0242 102 g/l
ZnCl, 0,0136 102 g/
CoCl,6H,0 0,0025 102 g/l
CuS0,5H,0 0,0025 102 g/
citrato férrico 0,49 102 g/l
Na,-EDTA 0,968 102 g/l
tiamina 35 pg/l
biotina 5 pgll
cobalamina By, 3 g/l
tampdn Tris-HCI 5mM

En experimentos previos realizados con esta microal-
ga se comprobé un mayor crecimiento con CO, suple-
mentario, la no necesidad de tamponar el medio y se rea-
lizaron estudios de consumo de micronutrientes en culti-
vos batch. Los resultados mostraron que habia un exceso
de micronutrientes y que el citrato férrico y el cloruro de
manganeso eran eliminados del medio.

Por otra parte, la influencia de la concentracion de
nitratos y fosfatos en el crecimiento y composicion bioqui-
mica de esta microalga esté suficientemente probada (20)
(21) (12) (13).

La técnica de superficie de respuesta es‘un método de
optimizacién secuencial e iterativo. En este trabajo se
exponen los resultados de la primera fase que consiste en
plantear el disefio para la recopilacién de datos y analizar
la superficie de respuesta de primera aproximacién al
optimo (22). ‘

De este modo, y puesto que se trata de optimizar los
niveles de macronutrientes del medio de cultivo para la
microalga Isochrysis galbana se opt6 por las variables
para el diseho factorial que aparecen en la Tabla Il. Este
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es el disefo factorial incompleto de Box-Behnken con tres
niveles y cinco factores agrupados en un solo bloque,
dando lugar a 46 experimentos (23), Tabla lll. Los nutrien-
tes considerados como factores en este disefio fueron:
concentracién de nitratos, porcentaje de CO, en la
corriente gaseosa de burbujeo, concentracion de citrato
férrico, concentracion de fosfatos y concentracién de clo-
ruro de manganeso.

Tabla Il. Niveles de concentracion de las variables

Variables -1 0 1

%CO, 0,03 1 2

NaNO, 0,17 g/l 0,859/ 2,55 g/l
NaH,P0,2H,0 0,0156g/1 0,078 g/l 0,234 g/l
citrato férrico 0,0049g/1  0,0245 g/l 0,0735 g/l
MnCl,4H,0 0,198 mg/l 0,990 mg/I 2,97 mg/l

Como se puede apreciar en la Tabla lll, este disefio
permite la agrupacion de los experimentos en tres series
experimentales distintas, siendo dos de ellas el resultado
de la aplicacién de los disefios de Box-Behnken para tres
factores (Tabla IV) (23). Esto permite el estudio indepen-
diente de dos series experimentales con tres factores y
tres niveles.

De esta forma, en la primera serie experimental, X
corresponde al porcentaje de CO, en el aire suministra-
do al cultivo, X, es la concentracién inicial de nitratos
en el medio de cultivo en el momento de la inoculacion
y X3 es la concentracion de fosfatos. El resto de los
nutrientes se fijan en los valores que tienen en el medio
de Ukeles (Tabla I), excepto para el citrato férrico y el
cloruro de manganeso, que son 0,0245 g/l y 0,99 mg/I,
respectivamente.

En la segunda serie experimental, X, corresponde a la
concentracién de fosfatos en el medio al inicio del cultivo,
X, es la concentracion de citrato férrico y X5 la de cloruro
de manganeso. El resto de los nutrientes se fijan igual
que la primera serie, excepto para la concentracion de
nitratos, que es 0,85 g/l y el porcentaje de CO, en el aire,
que se fija en el 1%. Por tanto, el disefio aplicado es una
modificacion del disefio de Box-Behnken para tres facto-
res, (Tabla IV) con niveles no equiespaciados.

La microalga marina utilizada en este estudio ha sido
un aislamiento (AL-l4) obtenido de un programa de muta-
cién/seleccion sobre la especie Isochrysis galbana, refe-
renciada como fuente de acidos grasos poliinsaturados,
principalmente EPA y DHA (24) (25), y con la que se viene
trabajando en nuestro laboratorio desde 1989. Este aisla-
miento mostré una mejora considerable en el contenido en
peso seco de EPA respecto al cultivo original (26).

Los experimentos se han realizado en vasos de cultivo
cilindricos y con camisa de termostatacién, con un volu-
men Util de un litro, en una instalacién provista para tal fin.
Todos los cultivos se han realizado en discontinuo hasta
alcanzar la fase estacionaria, a 20°C y 150 w/m2 de inten-
sidad de iluminacién continua (12). El caudal de aireacion
fue de 2 vv./min. (2 litros/min) en todos los casos, modifi-
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Tabla Ill. Disefio factorial de Box-Behnken para 5 factores
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s1: primera serie experimental. (%CO,,nitratos y fosfatos como facto-
res).

s2: segunda serie experimental. (fosfatos, citrato férrico y cloruro de
manganeso como factores).

c: punto central del disefio.

b: combinacién del disefio base (Box-Behnken de 5 factores).
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Tabla V. Disefio experimental de Box-Behnken
para tres factores con tres puntos centrales

Experimento X X, X3
1 1 1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 -1 -1 0
5 0 0 0
6 1 0 1
7 1 0 -1
8 -1 0 1
9 -1 0 -1
10 0 0 0
" 0 1 1
12 0 1 -1
13 0 -1 1
14 0 -1 -1
15 0 0 0

cando el porcentaje de CO, cuando fuera necesario,
actuando sobre la vélvula de CO, previa a la corriente de
mezcla.

En todos los experimentos se hizo un seguimiento dia-
rio de la concentracion de biomasa y el pH, dejando evo-
lucionar los cultivos hasta fase estacionaria. Cuando el
cultivo permanecia 24 horas en esta fase se determinaba
el final del experimento. La concentracion final a la que se
cosechaba el cultivo se contrastaba frente a la densidad
6ptica a 530 nm por secado y pesada de un volumen
conocido de cultivo.

La ecuacion que relaciona la concentracion en peso
seco con la absorbancia a la longitud de onda citada fue:
C(mg/l) = DOg534#232; r2 = 0,9987; n = 15(27)

Los analisis de acidos grasos se han realizado
siguiendo el método de Lepage y Roy (28) (29) con las
modificaciones recomendadas por Garcia Sanchez y col.
(30). Se ha utilizado una columna capilar de 30 m de lon-
gitud (SP2330, Supelco, Bellefonte, USA) con 0,25 mm
de diametro interno y 0,2 um de espesor de fase estacio-
naria. El flujo de gas portador (N,) fue de 0,8 ml/min y se
utilizé el sistema de division de flujo, con una relacién de
venteo 100:1. Los patrones para la identificacién fueron
PUFA-1, PUFA-2 y PUFA-3 suministrados por Supelco.
Para la cuantificaciéon se usé el método de patrén interno,
siendo este el acido nonadecanoico (19:0), afadido a la
muestra antes de la metilacion.

Como respuestas a estudiar en el disefo se han elegi-
do: la concentracion méaxima de biomasa alcanzada por el
cultivo (Cmax), velocidad especifica de crecimiento (u) y
concentraciones de acidos eicosapentaendico ([EPA]) y
docosahexaenoico ([DHA]) en el momento del cosechado.
Las concentraciones de EPA y DHA, expresadas en mg/l,
se han calculado multiplicando la concentracion de bio-
masa (mg/l) en el momento de cosechado por el porcen-
taje en peso seco de dichos acidos, obtenido del andlisis
por cromatografia gaseosa de dicha biomasa. La veloci-
dad especifica de crecimiento, expresada en h-!, se obtie-
ne de la pendiente de la fase exponencial en la represen-
tacion grafica de Ln(C/Co) vs tiempo de cultivo.
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Los resultados obtenidos para las respuestas citadas
anteriormente se han sometido a un analisis de regresién
multiple, con el correspondiente andlisis multifactorial de
la varianza.

Todos los célculos, tablas de resultados y gréficos se
han obtenido con el paquete estadistico STATGRAPHICS
version 5.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla V se muestran los datos experimentales y
en las Tablas VI a X los resultados del andlisis estadistico
para las respuestas que se describieron en el apartado de
metodologia y disefio experimental. Asi mismo se inclu-
yen los coeficientes de regresion para el ajuste polinomi-
nal de segundo orden: es decir, los parametros para la
funcién superficie de respuesta. Dichos coeficientes apa-
recen con la codificaciéon para el nivel de significacién
estadistico de la regresion.

El modelo empirico al que se ajustan los resultados es
el siguiente:

Y=B0+B1X1+82X2+83X3

+B12X1Xo+B13X1 X5+B23XoX3
+B1 1X1 X1 +Bz2X2X2+Bs3X3X3

Donde Y es la superficie de respuesta considerada en
cada caso, Xy, X, ¥ X3 son las variables que hemos
modificado en la experimentacion, es decir, los factores
cuya influencia se pretende determinar y Bij son los para-
metros del modelo (coeficientes de regresion de las
Tablas VI a X).

En cada una de las tablas anteriores y en la columna
P aparece el nivel de significacién estadistica del
ANOVA. También se indica en las mismas y en la
columna Factores, aquellas proyecciones en tres dimen-
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siones de la superficie de respuesta considerada en
cada caso, que presenten un nivel de confianza superior
al 95%. En la figura correspondiente se indica el valor al
que se fija el tercer factor, ya que es imposible visualizar
simultaneamente el espacio de los factores y la respues-
ta, que constituyen un espacio tetradimensional. Hay por
tanto, tres posibles proyecciones para cada superficie de
respuesta.

Las respuestas para la primera serie experimental,
donde se analizan como factores las concentraciones
de nitratos, fosfatos y el porcentaje de diéxido de carbo-
no en la corriente de burbujeo, tienen bajos coeficientes
de determinacion (r2) para las respuestas Cmax:
0,6031, [EPA]: 0,6389 y [DHA]: 0,4974, (datos no pre-
sentados), por lo que las superficies de respuesta de
este estudio son poco fiables y deben desestimarse con
fines predictivos.

Respecto a la velocidad especifica de crecimiento
(), que es la respuesta con mejor ajuste para esta
serie, con un coeficiente de determinacién de 0,8415
(Tabla V1), estaria limitada a las minimas concentracio-
nes de nitratos y fosfatos ensayadas simultdneamente, e
inhibida a las mayores concentraciones en el mismo
caso para el intervalo experimental considerado (figura
1). Es destacable el valor de la constante de la regresién
para esta respuesta (Bg), 0,027 y su nivel de significa-
cion estadistico. Esto nos indica que, en la realizacién
de la primera serie experimental, podria haber existido
alguna limitacién, que ha enmascarado la influencia de
los factores y ha dado lugar a un mayor error experimen-
tal, ya que este valor debe tender a la velocidad especi-
fica de crecimiento maxima para el microorganismo
estudiado, 0,032 h-1, cuanto mayor sea el coeficiente de
determinacién (12).

Tabla V. Resultados experimentales

Factores Seriel Serie2

X X, X3 p (h) Cmax w (1) EPA DHA

(mgfl) (mg/) (mg/)
0 1 -1 0,0302 1418 0,0341 51,39 24,42
-1 -1 0 0,0281 3254 0,0347 205,28 78,63
1 0 1 0,0315 344 0,0247 417 2,56
-1 1 0 0,0304 1013 0,0232 43,62 21,41
0 0 0 0,0319 995 0,0319 27,07 13,78
0 -1 -1 0,0283 690 0,0338 15,14 7,67
0 0 0 0,0299 1200 0,0299 45,94 22,58
0 -1 1 0,0316 1476 0,0319 59,00 26,68
1 0 -1 0,0284 729 0,0313 18,13 8,02
1 -1 0 0,0276 1195 0,0339 43,50 17,79
0 1 1 0,0276 1342 0,0267 40,77 17,83
0 0 0 0,0297 1476 0,0297 4.7 18,63
1 1 0 0,0318 2642 0,0261 315,09 97,92
-1 0 1 0,0314 3000 0,0302 147,23 50,37
-1 0 -1 0,0318 2893 0,0256 161,01 60,61

Serie 1: X porcentaje de CO,, X, concentracién de nitratos, X5 concentracién de fosfatos.
Serie 2: X; concentracion de fosfatos, X, concentracion de citrato férrico, X3 concentracion de cloruro de manganeso.
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Tabla VIIl. Analisis de la varianza de la velocidad especifica de crecimiento, . (h-), y coeficientes de regresion
para el ajuste polinomial de segundo orden de la serie experimental 2. Factores: concentracion inicial de fosfatos (X1),

concentracion de citrato férrico (X,), y concentracién de cloruro de manganeso (X3)

Factores SsQ DF F-ratio P Coeficientes

By 3,1102**
[fosfatos];: X 25 1 0,02 0,884 B, 8,7 105 ns
[citrato férrico];: X, 7217 1 6,91 0,046 By -2,5104ns
[ClMn];: X3 3019 1 2,89 0,149 Bs 3210%4ns
X4 Xy 1 1 0,00 0,983 Bis -9,0109ns
Xq X3 2267 1 2,17 0,200 B3 -1,5105ns
X2 X3 (1ig 5) 480 1 0,46 0,534 Bys -2,1105ns
X4 X 2228 1 2,13 0,204 Byy 2,6 107 ns
Xo Xy 1980 1 1,90 0,227 By 25106 ns
X3 X3 55 1 0,05 0,830 Bag 25104ns
error 5222 5
total 19704 14
r2 0,7349

Tabla IX. Andlisis de la varianza de la concentracion de EPA (mg/l) y coeficientes de regresion
para el ajuste polinomial de segundo orden de la serie experimental 2. Factores: concentracion inicial de fosfatos (X;),

concentracion de citrato férrico (X,), y concentracion de cloruro de manganeso (X3)

Factores SsQ DF F-ratio P Coeficientes

By 2,4102*
[fosfatos]: X; 3 1 0,00 0,966 By 32"
[citrato férrico];: X, 10360 1 7,29 0,042 By -4,7ns
[CloMn];: X3 64 1 0,05 0,841 Bs 59101 ns
X1 X2 (ig 2) 58837 1 41,38 0,001 By, 2,3102**
Xi X3 718 1 0,51 0,516 B3 -8,0 102 ns
X5 X3 124 1 0,09 0,782 Bog -1,110"ns
X1 X4 24913 1 17,52 0,008 By 8,8103*
X5 X, 2613 1 1,84 0,233 By 2,8102ns
X3 X3 1858 1 1,31 0,304 Bas -1,510" ns
error 7109 5
total 106462 14
r2 0,9332

SSQ: Suma de cuadrados.

DF: grados de libertad.

F-ratio: estadistico de contraste en el ANOVA.
P: nivel de significacién del ANOVA.

Cadigos de significacién estadistica para los coeficientes de regresion: (ns: no significativo, *; 0,05>p>0,01, **: 0,01>p>0,001, ***: 0,001>p).

r2: coeficiente de determinacion.
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Tabla X. Andlisis de la varianza de la concentracion de DHA (mg/l) y coeficientes de regresion
para el ajuste polinomial de segundo orden de la serie experimental 2. Factores: concentracion inicial de fosfatos (X;),

concentracion de citrato férrico (X,), y concentracion de cloruro de manganeso (X3)

Factores ssQ DF F-ratio P Coeficientes

By 8,8 101 *
[fosfatos];: X; 100 1 0,57 0,493 B, -
[citrato férrico);: X, 788 1 4,42 0,089 B, -1,6ns
[CloMn];: X3 16 1 0,09 0,774 Bs 1,910"ns
X1 X2 (1ig 3) 5568 1 31,24 0,002 By, 9,0102*
Xq X3 42 1 0,24 0,650 Bz -1,9102ns
X5 X3 26 1 0,15 0,721 Bog -4,8102ns
Xy X4 2603 1 14,61 0,012 By 3,0102*
Xo Xo 355 1 2,00 0,216 By 1,1102ns
X3 X3 217 1 1,22 0,319 Bas -5,1ns
error 891 5
total 10900 14
r2 0,9182

SSQ: Suma de cuadrados.

DF: grados de libertad.

F-ratio: estadistico de contraste en el ANOVA.
P: nivel de significacién del ANOVA.

Cddigos de significacion estadistica para los coeficientes de regresion: (ns: no significativo, *: 0,05>p>0,01, **: 0,01>p>0,001, ***: 0,001>p).

r2: coeficiente de determinacion.

Respecto de la segunda serie experimental, las figu-
ras 2 y 3, correspondientes a las superficies de respuesta
para las concentraciones de EPA y DHA, respectivamen-
te, en funcion de las concentraciones de fosfatos y citrato
férrico, son practicamente idénticas. Esto es coherente ya
que se trata de dos acidos grasos de una misma ruta
metabdlica, en la que uno (EPA) es sustrato para la for-
macién del otro (DHA). Por consiguiente, es légico que
respondan de modo similar a los cambios del medio.

En estas figuras se muestra la importancia de una
combinacion de nutrientes: como se puede observar en
estas superficies de respuesta, en ausencia de citrato
férrico, el aumento de la concentracién de fosfatos en el
medio inhibe la formacién de EPA y DHA. El mismo com-
portamiento se observa para los mismos factores, en la
respuesta concentracion maxima alcanzada por el cultivo
(figura 4), incluso de forma mas acusada. Sin embargo, a
las concentraciones de hierro mas altas ensayadas, un
aumento de la concentracién de fosfatos produce un
aumento en la respuesta para ambos acidos grasos.

Este hecho pone de manifiesto la importancia de los
medios equilibrados en su composicién de nutrientes y
aparece otro factor como critico, en este caso la relacién
fosfatos/hierro (31), que es la misma en los dos puntos de
maxima respuesta de las figuras 2 y 3. También aprecia-
mos en estas figuras que no se alcanza el limite maximo

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
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Figura 1
Superficie de respuesta estimada para la velocidad especifica de
crecimiento () (h-') vs concentraciones de nitratos y fosfatos en el medio,
en la primera serie experimental. El porcentaje de CO, se fija al 1%.
Las unidades de los factores se expresan en mg/l.
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para el intervalo experimental considerado. Por tanto, se
deberia continuar el estudio en la direccién del aumento
de fosfatos e hierro simultaneamente, manteniendo la

relacién critica que hemos apuntado.

Referente a la otra respuesta considerada, velocidad
especifica de crecimiento (p), y sin pretender ningun estu-
dio cinético, la superficie de respuesta indica un hecho

Grasas y Aceites

muy claro: el efecto de la concentracién de cloruro de
manganeso es nulo o inhibidor a concentraciones de
citrato férrico crecientes (figura 5).

La velocidad especifica de crecimiento (), presenta
otro hecho interesante: el valor de By, 0,031, en el
modelo de regresion coincide practicamente con el de

AT~

p e [manganeso] = 0,99 mg/l

EPA] (men) -

230

/
7720 |citrato férrico]
N
"0

[fosfatos]

Cmax (mg/l) )

[fosfatos]

Figura 2
Superficie de respuesta estimada para la concentracién de EPA (mg/l) en

el momento del cosechado vs concentraciones de citrato férrico y fosfatos

en el medio, para la segunda serie experimental. La concentracién de
cloruro de manganeso se fija en 0,99 mg/I.
Las unidades de los factores se expresan en mg/l.

Figura 4
Superficie de respuesta estimada para la concentracion méxima de
biomasa alcanzada por el cultivo (Cmax) (mg/l) vs concentraciones de
citrato férrico y fosfatos en el medio, para la segunda serie experimental.
La concentracion de cloruro de manganeso se fija en 0,99 mg/l.
Las unidades de los factores se expresan en mg/l.
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Figura 3
Superficie de respuesta estimada para la concentracién de DHA (mg/l) en

el momento del cosechado vs concentraciones de citrato férrico y fosfatos

en el medio, para la segunda serie experimental. La concentracion de
cloruro de manganeso se fija en 0,99 mg/I.
Las unidades de los factores se expresan en mg/l.
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Figura 5
Superficie de respuesta estimada para la velocidad especifica
de crecimiento () (h-') vs concentraciones de cloruro de manganeso
y citrato férrico, para la segunda serie experimental.
La concentracién de fosfatos se fija en 78 mg/l.
Las unidades de los factores se expresan en mg/l.
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Mmax(e Méxima) para esta microalga, pese a tener un
coeficiente de determinacién (0,7349) menor que en la
primera serie experimental, pero con el mismo nivel de
significacion. Este hecho apoya la hipétesis de la exis-
tencia de una limitacién en la primera serie que hemos
sugerido, y que el valor de p,,x debe ser el valor obteni-
do en ausencia de cualquier limitacién ambiental.

Pretendemos con este trabajo mostrar la rapidez y efi-
cacia de estos métodos estadisticos de optimizacion, y su
aplicacién al estudio del comportamiento de sistemas bio-
légicos con relacion a los factores considerados en el
mismo; (un modelo empirico que explique en torno al 90%
los resultados experimentales con microorganismos de
esta naturaleza, permite inferencias bastante fiables de
caracter practico). No obstante, los disefios deben ser
muy definidos en sus variables, y tener un conocimiento
muy amplio del problema en cuestion.

Como siempre, queda a criterio del investigador, en
funcién de sus posibilidades tanto de tiempo como de
material el hacer uso de estos métodos, tomando siempre
en consideracion la gran importancia que tiene la etapa
del disefio experimental.
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