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Resumen. En un agua procedente de un tratamiento bioldgico secundario con lo-
dos activos se inoculd un cultivo mixto de Chlorella saccharophila v Scenedesmus acu-
{us que crecio en discontinuo en sendas cubetas a 25 °C y a 30 °C, respectivamente (ilu-
minacion 11 klux; fotoperiodo. 13/9), determindndose los siguientes parametros: clo-
rofila «. densidad optica a 560 nm., nimero de células por ¢specie, biomasa (peso
seco v hiovolumenes), diversidad, produccién primaria, respiracion, capacidad foto-
sintética y tasas de sustitucion especifica. Ademas, para todo el proceso se realizaron
correlaciones lineales con los factores quimicos cuantificados en un trabajo anterior
v s¢ determinaron las constanies de crecimiento.

C. saccharophila fue desplazada por Oscillatoria amphibia, que aparecid csponta-
neamente en los cultivos, debido a una mejor adaptacion a la luz y a los nutrientes
por parte de la segunda. Todos los procesos ocurrieron mas rapidamente a 30 °C que
a 25 °C como cra de esperar. El fésforo vy el carbono controlaron cl crecimiento de las
algas en esas condiciones. La produccion primaria presentd maximos cn los minutos
posteriores al encendido de la luz.

Palabras clave: cultivo, aguas residuales, algas, Chlorella, Scenedesmus, Oscillato-
ria.

Abstract. A mixed culture of Chlorella saccharophila and Scenedesmus acutus was
inoculated in urban water produced by activated sludge in a secondary treatment. As-
says were undertaken in batch cultures (T = 30 °c and 25 °C, light intensity = 11 klux,
photoperiod = 15/9) and the following parameters were assessed: chlorophyll g, optical
density at 560 nm.. number of cells, hiomass (biovolumes and dry weight), diversity,
primary productivity, respiration, assimilation numbers and species turnover rates.
In addition, some correlations were tried among chemical factors found in a previous
paper and species growth rates were calculated.
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C. saccharophila was outcompeted by Oscillatoria amphibia (that spontaneously
appeared in the cultures) due to better light and nutrient adaptations of the second,
All the phenomena proceeded faster at 30 °C than at 25 °C, as expected, Phosphorus
and carbon controlled algal growth in such conditions. Primary productivity showed
maximal values in the minutes that followed the light turning-on.

Key words: culture, urban water, algae, Chlorella, Scenedesmus, Oscillatoria.

INTRODUCCION

Se ha recalcado en un trabajo anterior (VELASCO & al., 1986) la im-
portancia y el interés del uso de las microalgas en el tratamiento terciario
de la contaminacion producida por aguas residuales. En esta publicacion
nos referiremos estrictamente a la dinamica temporal de las comunida-
des de algas que intervienen en dicho proceso a escala de laboratorio,

El estudio de la competencia entre especies de microalgas en el labo-
ratorio no es nuevo (TILMAN, 1982), tanto para las marinas como para
las dulceacuicolas, pero rara vez se ha realizado con taxones muy resis-
tentes a la contaminacién orgdnica. Por otro lado, el nimero mayor de
trabajos se ha llevado a cabo con diatomeas, resultando muy reducido el
de experiencias con cianoficeas y cloroficeas (MUR & al., 1978, VINCENT
& SILVESTER, 1979a, b).

El interés de éstas ultimas procede del hecho de que, genéricamente
hablando, constituye el final de la sucesion estival del fitoplancton en eco-
sistemas cutroficos.

MATERIAL Y METODOS

Las especies empleadas en el cultivo mixto fueron: Oscillatoria am-
phibia Ag. (Cyanophyceae), Chlorella saccharophila (Kriiger) Migula
{Chlorophyceae), Scenedesmus acutus Meyen (Chlorophyceae),

Las dos dltimas constituyeron ¢l indculo mixto; la primera aparecié es-
pontaneamente en los cultivos, quiza a partir de estados quiescentes en
el agua residual. Las condiciones de cultivo y los métodos de analisis qui-
mico ya se han relatado en el trabajo precedente (VELASCO & al., 1986);
sin embargo, nos gustaria sefialar aqui el medio de cultivo ha sido el agua
residual, lo cual es poco frecuente en estudios de esta indole.

Para las algas, se estimd el nuimero de células mediante recuentos en
microscepio invertide.-A-partir de dichas cifras, se averiguaron las tasas
de crecimiento y los tiempos de duplicacién, suponiendo una dinamica
exponencial, Tamién se estudié la concentracion de clorofila g, por ex-
traccién en metanol en caliente y e¢spectrofotometria (MARKER & al.,
1980). La produccién primaria y la respiracion fueron seguidas mediante
un electrodo de oxigeno YSI-57 con agitador incorporado, introducido en
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un vaso de precipitado lleno de cultivo y tapado con una cubierta trans-
parente, sumergido a su vez en el cultivo; las experiencias en fase lumi-
nosa eran precedidas de cinco minutos en la oscuridad para inhibar la fo-
torrespiracion {HARRIS & PICCININ, 1977). La biomasa de las algas se cal-
culd, ademds de mediante la clorofila g, por peso seco (residuo a 100 °¢C}),
biovolimenes v densidad dptica (colorimetria a 560 nm.). La férmula de
LEWIS (1978) sirvié para conocer la tasa de sustitucién especifica. Con
los datos del nimero de individuos se halld la diversidad mediante la fér-
mula de Shannon-Weaver,

Por ultimo, se realizaron algunas correlaciones lineales entre parame-
tros quimicos y biolégicos.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los datos que no se han incluido en las gréfi-
cas.

La biomasa total de las algas ofrece mdximos variables segun el indi-
cador que se considere. Pero, para la clorofila 4, los picos se tienen en el
sexto dia (30 °C) v en el noveno (25 °C) (fig. 1). Las correlaciones de la ta-
bla 2 nos sefialan que es la densidad dptica (datos, en VELASCO & al.,
1686} la que se liga significativamente a mayor nimero de indicadores
de biomasa. En cualquier caso, todas las cifras parecen ser mayores a me-
nor temperatura.

La clorofila a de los cultivos se encuentra negativamente correlacio-
nada con ortofosfatos, carbono inorganico y amonio (tabla 2}, y positiva-
mente con los nitratos, lo cual podria sugerir que el amonio es la princi-
pal fuente nitrogenada para las especies de algas estudiadas. La cantidad
de clorofila a por célula, aun mostrando pautas algo errdticas (tabla 1),
apunta una tendencia decreciente con el tiempo.

Se aprecia una competencia (fig. 2) entre C. saccharophilay O. amphi-
bia, en la cual acaba dominando la cianoficea a pesar de la superiori-
dad del alga verde en los momentos iniciales. Dicho dominio es mas pa-
tente a 30°C que a 25°C(tabla 3), va que la tasa de crecimiento de O. amphi-
big es mayor a la temperatura mas alta. S. acutus sin embargo, a pesar
de presentar una capacidad reproductora superior a C. saccharophila no
consigue aproximarse a las otras algas. La cianoficea presenta correlacio-
nes significativas con el ortofosfato y el carbono inorgdnico, mientras que
S. saccharophila no (tabla 3).

El florecimiento de O. amphibia en las experiencias se refleja en la
tasa de sustitucion especifica (fig. 3) y en la diversidad (tabla 1), aunque
no de la misma manera. Los cultivos acusan la entrada masiva de dicho
taxén (dias 3°, 30" C y 4°, 25° C, respectivamente), produciéndose un au-
mento sucesivo de diversidad, que hacia el final declina por efecto de la
dominancia debida a la cianoficea.
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Fig. I. Evolucién de la clorofila ¢ (mg/l) con el tiempo (dias). Linea continua: 30° C;
linea discontinua: 25° C.
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Fig. 2. Evolucion del nimero de células (log,,) en relacién al tiempo (dias). O = Os-

cillatoria amphibia, C = Chiorella saccharophiia, S = Scenedesmus acutus.
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TabLa 2. Correlaciones lineales entre diversos pardmetros. * = significativa P<0,05:
{ns) = no significativas.

o C 25°C
Cl. a-Biomasa 0,51 (ns} 0,92*
Cl. a-D.O. (0,94* 0,91*
Cl. a-Peso seco 0,04 (ns) 0,94*
Biomasa-Peso seco 0,26 (ns) 0,88*
Peso seco-D.O. 0,96* 0,93*
Biomasa-D.O. 0,44 ({ns) 0.86*
Cl. a-PO5 -0,71* -0,91*
Cl. a-C. inorganico -0,78* -0,97*
Cl. a-NH; -0, 74* -0,89*
Cl. a-NOj 0,66* 0,66*
POzChiorella -0,49 (ns) -0,52 (ns)
POz0scillatoria -0,62% -0,84*
C. inorganico-Chlorella -0,40 (ns) -0,43 (ns)
C. inorgdnico-Oscillatoria -0,75* -0,90*

La produccion primaria es mayor a 25° ¢ que a 30° ¢, aunque los méxi-
mos se alcancen antes a esta ultima temperatura. En cuanto a la respira-
cion, el fendmeno es similar, pero no tan claro (tabla 1). El seguimiento
de la fotosintesis en periodos de cinco minutos (fig. 4) muestra, en gene-
ral, los picos de produccion de oxigeno inmediatamente después del en-
cendido de [a luz.

TaBLA 3. Tasas de crecimiento, r (dia') y tiempos de duplicacién, t (horas).

0 C 25 C
r t r 1
Oscillatoria amphibia 0,206 a5 0,162 44
Chlorella saccharophila 0,119 60 0,115 62
Scenedesmus acutus 0,133 54 0,140 51
DISCUSION

El desplazamiento de C. saccharophila por O. amphibia es un proceso
que merece ciertas consideraciones. Contrariamente a estudios anterio-
res, aqui s¢ han comparado un taxon plancténico {la cloroficea) y uno ben-
tonico (la cianoficea). Esta ultima forma comunidades casi monoespeci-
ficas de algas durante la primavera y el verano en arroyos muy contami-
nados por sustancias organicas. C. saccharophila tendria la necesidad de
moverse en la columna vertical, de modo pasivo, para evitar la fotoinhi-
bicidn (HARRIS, 1978), mientras que . amphibia, adaptada a vivir en eco-
sistemas someros, no; teniendo en cuenta que se han empleado condicio-
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Eig. 3. Tasas de sustitucion especifica (dia™') en relacién al tiempo (dias). Linea con-
tinua: 30° C; linea discontinua: 25° C.
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Fig. 4. Produccidn primaria (mg 0,/1) frente al tiempo (minutos) de un dia represen-
tativo. Las flechas sefialan el comienzo de la fase luminosa para la produccion.
P = produccion bruta; N = produccion neta; R = respiracion.
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nes luminosas foteinhibidas (11 klux = 200 pE.m.2.seg-!, HARRIS, 1978)
para el plancton, la cianoficea tendria ventaja. Por otro lado, parece que
una y otra presentan distintas respuestas fotorrespiratorias: mientras en
el cultivo mixtio se aprecian caidas en la fotosintesis tras los primeros mi-
nutos (fig. 4), en cultivos casi puros de 0. amphibia (datos inéditos) di-
chas disminuciones no se observan; de modo que esta ultima tendria ca-
racteristicas de planta C, y C. saccharophila de C, (TOLBERT, 1974}, se-
gun los valores bajos o elevados de la excrecidon de carbono en la luz, la
pequeiia excrecion aumentaria la produccién y la ventaja adaptativa, por
tanto, de la cianoficea en iguales condiciones. Se sabe también que mu-
chas algas azules poseen fosfatasa alcalina (HEATH & COOKE, 1975), la
cual les permite metabolizar polifosfatos cuando desaparece el ortefosfa-
10; éste fenémeno podria ser otro elemento desfavorable para C. saccha-
rophila. Ademas, VINCENT & SILVESTER (1979b) sefialan que existen toxi-
nas excretadas por ciancficeas que inhiben el crecimiento de C. saccha-
rophifa. Todos estos factores podrian explicar la dominancia de O. amphi-
bia, que se refleja no sdlo en el mayor nimero de células sino en la su-
perior tasa de crecimiento (tabla 3). Sin embargo, nuestros datos no nos
permiten saber qué factor o factores desencadenan el florecimiento de la
cianoficea.

El crecimiento de los cultivos persiste aun cuando algunos de los nu-
trientes (C y P) casi se han agotado. Este fendomeno se debe a que son mads
importantes para el crecimiento los contenidos celulares de un nutriente
que su concentracion ambiental (RHEE. 1980), de modo que una reserva
nutritiva adecuada mantiene a un cultivo en crecimiento no habiendo di-
chas sustancias en el ambiente; las ingestiones «suntuarias» (luxury upta-
ke) estan bien documentadas en la literatura desde KETCHUM (1939} v
son inversamenie proporcionales a la cantidad itracelular del nutriente
(BROWN & HARRIS, 1978, para el fésforo). La relacién entre las tasas de
crecimiento v los contenidos internos de los nutrientes es lineal (DROOP,
1973) por lo cual se hace mas necesario estimar éstas que la concentra-
cion en el medio. Se sabe, por otra parte, que la escasez de fosforo en el
agua estimula la ingestidn de carbono (LEAN & PICK, 1981); esto explica-
ria los abruptos descensos en ¢l carbono inorganico que suceden al ago-
tamiento del fosforo en los cultivos (datos no publicados y tablas 1 y 2
de VELASCO & al., 1986).

La lIimitacidn inicial para la nutricion es la del carbono, seguida en el
tiempo por la del fosforo; es bien conocida la inexistencia de limitaciones
nutritivas maltiples (RHEE, 1978; AHLGREN, 1980). Respecto al uso del ni-
trogeno, no es facil averiguar cudl es la forma preferida por las algas; la
nitrificacién disminuyd a partir de los dias 7° (30° C) y 8" (25° €}, aumen-
tando concomitantemente el amonio, pero ignoramos si dicho fenémeno
se debe a la muerte de las bacterias nitrificantes por el burbujeo de la ai-
reacién (NAMBIAR & BOKIL, 1981} o al consumo de las algas; y lo mismo
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puede decirse del amonio: ;jdesaparece por nitrificacidon o lo ingieren las
algas?

Como se esperaba por ser un fendmeno bien conocido, todos los pro-
cesos se€ aceleran a mayor temperatura, con lo cual (al no haber entrada
de materia) los procesos de crecimiento terminan antesa 30° Cquea 25 C.
Por otro lado, las correlaciones significativas son mayores a menor tem-
peratura, quiza porque ésta sea Optima para estas algas.

Las tasas de crecimiento son menores a las observadas por VINCENT
& SILVESTER {1979a) para algas aisladas de agua residual, pero debe te-
nerse en cuenta que dichos autores trabajaban con medios sintéticos, mas
equilibrados en nutrientes.

Los puntos de vista esbozados anteriormente y las observaciones rea-
lizadas ligan, a nuestro juicio, los procesos que ocurren en ¢l ambiente
quc rodca a las algas con los que tienen lugar en el interior de las células.
La diferencia entre una aproximacién y otra es cada vez menor en ¢l es-
tudio de las algas microscépicas.
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