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1.- Introduccion

Los microorganismos fotosintéticos se agruparon en principio en dos
categorias: bacterias fotosintéticas y microalgas. Las bacterias fotosintéticas
realizan fotosintesis anoxigénica y poseen bacterioclorofila, quimicamente dife-
rente de la clorofila a presente en los otros organismos fotosintéticos (algas y
plantas superiores). Las algas “verde-azules” ocupan una posicion intermedia
entrelasbacterias fotosintéticas ylasalgaseucariotas; noposeenbacterioclorofila,
sino clorofila a, y realizan fotosintesis oxigénica. Sin embargo, su estructura
celular procariota (pared celular, ribosomas y 4cido nucleico), las situa
taxondmicamente dentro del grupo de las bacterias (Reino Procaryotae), con la
denominacién de cianobacterias (Staley et al., 1989).

Noobstante, en un sentido amplioy desde el punto de vista biotecnolégico,
el término microalga se refiere a aquellos microorganismos que contienen
clorofila a y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar fotosintesis
oxigénica. En este contexto, las cianobacterias o algas verde-azules, procariotas,
se han considerado tradicionalmente dentro del grupo de las microalgas. De
hecho, algunasde estascianobacterias,como es el caso de Spirulina, suponen una
de las principales contribuciones de la biotecnologia microalgal (Rodriguez y
Guerrero, 1992). Por tanto, el término microalgas no tiene sentido taxondmico
alguno y dentro del mismo se incluyen organismos con dos tipos celulares
distintos: cianobacterias que tienen estructuracelular procariota, ylasrestantes
microalgas con estructura celular eucariota.

Las microalgas eucariotas, a pesar de la enorme variedad en forma,
organizaciény tamario, se caracterizan por ser microorganismos unicelulares que
poseen ntcleo y todos los orgédnulos propios de células eucariotas (Dodge, 1973;
Berner, 1993). La célula contiene: un ntcleo con el material genético en



MICROALGAS: CULTIVO ¥ APLICACIONES

cromosomas, ademas de tener DNA en mitocondriasy cloroplastos; mitocondrias,
dondeselocalizan los enzimas respiratorios del ciclode Krebs; cloroplastos donde
estanlos pigmentos fotosintéticos ylamaquinaria queacompaiia alos fotosistemas
(PS Iy II) (Whatley, 1993); ribosomas 80S y 70S; aparato de Golgi, implicado
fundamentalmente en el transporte intracelular y en la excrecién de productos
exocelulares; reticulo endoplasmatico que atraviesa el citoplasma con funciones
de sintesis y transporte; lisosomas y otros cuerpos con enzimas digestivos o
maquinaria de peroxidacién; vacuolas; granulos de reserva (gotas de aceite,
granulos de almidén, etc.); microtibulos y microfibrillas para soporte estructural
y guia de movimientos intracelulares; y cuerpos basales o centriolos para la
produccién de flagelos o husos mitéticos (Inouye, 1993). Orgdnulos caracteristicos
de las microalgas son el pirenoide y la mancha ocular, aunque no estan presentes
en todas las especies. El pirenoide estd asociado siempre al cloroplasto, es de
naturaleza proteica y se cree que interviene en la conversién y translocacién de
gruposfotosintéticos en el cloroplasto, siendoel sitio de concentracién deenzimas
y sustratos para estas funciones. La mancha ocular es un fotorreceptor primitivo;
su posicién es caracteristica en cada especie y puede estar asociada al flagelo y/
o alcloroplasto. Muchos flagelados dulceacuiculas contienen vacuolas contractiles
para el control de la presién osmética (Aaronson, 1993), aunque este no es el tinico
mecanismo de osmorregulacién en microalgas, ya que pueden acumular diferen-
tes sustancias, como glicerol, galactosil glicéridos, manitol o prolina, en funcién
de la salinidad. Algunas microalgas estan rodeadas solamente por la membrana
plasmatica, que puede estar envuelta en mucilago, pero la mayoria de las
microalgas estdn rodeadas de pared celular. La forma y composicién de la pared
celular es muy variable (Leadbeather y Green, 1993). Puede consistir de una o
maés piezas, e incluso algunas células llevan cuerpos calcificados conocidos como
cocolitos. En cuanto a la composicién, los componentes méscomunes son celulosa,
silice, carbonato célcico o proteina.

Las cianobacterias son mucho mas simples que las anteriores. Pueden
aparecer como célulasindividuales, aunque son frecuentes las formasfilamentosas.
Aunque su organizacién celular es procariota, estructuralmente son muchomas
complejas que la mayoria de las bacterias. Poseen una regién central, donde se
localiza el acido nucleico (sélo 1 molécula de DNA), una regién periférica, que
contiene las membranas tilacoidales y varias inclusiones o estructuras
citoplasmaticas, yunaenvolturaexterna, compuesta de membrana citoplasmatica
y pared celular caracteristica, rodeada frecuentemente de una capa de mucilago.
La pared celular contiene peptidoglucano y la estructura y composicién caracte-
risticas de las bacterias Gram-negativas. En el citoplasma se encuentran las
inclusiones (granulos de polifosfato, glucégeno y cianoficina), los carboxisomas o

10
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cuerpos poliédricos, donde estd la RBP-carboxilasa, y ribosomas 70S; algunas
tienen vacuolas de gas. La intensidad de luz parece regular la formacién de
vacuolas de gas, colapsdndose éstas cuando la iluminacién es alta. En muchas
especies de cianobacterias las células vegetativas pueden diferenciarse en células
estructural y funcionalmente distintas, formandose asi los heterocistos, especia-
lizados en la fijacién del nitrégeno molecular, y los acinetos, formas de resistencia
(esporas) capaces de sobrevivir en condiciones subéptimas (Jensen, 1993).

Pese alasgrandes diferencias estructurales, fisiol6gicamente ambos tipos
de microalgas son similares, con un metabolismo fotosintético similar al de las
plantas superiores.

La reproduccién es generalmente por divisién binaria, con tiempos de
duplicacién de 1 h o menos para los procariotas (cianobacterias), pero de 8 a 24
h o més para los eucariotas (Taylor, 1980). Muchas tienden a dividirse en un
momento particular del ciclo dia-noche (Sournia, 1974). Algunos grupos presen-
tan un ritmo de divisién natural més marcado que otros grupos. Las diatomeas
pueden dividirse durante el periodo de luz o de oscuridad, lo que puede estar
influenciado por la temperatura (Smayda, 1975). Las especies que se dividen
durante el periodo de oscuridad sintetizan el material celular durante el periodo
de luz, mientras que en la fase de oscuridad llevan a cabo diferentes reacciones
relacionadas con la divisién celular.

La reproduccién sexual tiene lugar con una frecuencia variable en las
microalgas, aunque siempre es menos frecuente que la reproduccién asexual
(Taylor, 1980). Se desconoce en algunos grupos, pero esta bien estudiada en algas
verdes y diatomeas. Posiblemente sea mas comun de lo que parece, pero es muy
dificil reconocerla en numerosas especies, particularmente en el caso de los
flagelados, dénde los gametos no son notablemente diferentes a las células
normales. No existe en cianobacterias.

Numerosas especies microalgales son capaces de producir formas latentes,
ademads de los acinetos de cianobacterias, que les permiten sobrevivir durante
periodos desfavorables (Taylor, 1980). Los cistes pueden formarse por procesos
sexuales o asexuales y pueden formarse méds de un tipo de ellos durante el ciclo
vital, como por ejemplo en el caso de la diatomea Chaetoceros (Hollibaugh et al.,
1981).

11



2.- Antecedentes historicos

El estudio cientifico de las microalgas comienza en 1890, cuando el
microbiélogo holandés Beijerinck establece cultivos puros de una microalga de
aguadulce: Chlorellavulgaris. Algo mastarde Otto Warburg (1919) consiguié en
laboratorio cultivos densos de Chlorella, e introdujo la idea de utilizar estos
cultivos como una herramienta de trabajo en el estudio de la fotosintesis. Estos
cultivos y otros de otras especies o tipos de microalgas fueron estudiados por
numerosos investigadores, observandose que bajo condiciones de cultivo adecua-
das y, especialmente, aintensidad de luz de saturaciéon eran mucho mas produc-
tivos que las plantas superiores o las células fotoautotréficas aisladas de las
mismas (Soeder, 1980).

El concepto de produccién masiva de microalgas se llevé a cabo por primera
vezen Alemaniadurantelall GuerraMundial,dirigido ala produccién delipidos,
para lo que se utilizaron las microalgas Chlorella pyrenoidosa y Nitzschia palea
(Harder & Von Witsch, 1942).

Después de la II Guerra Mundial comenzé a considerarse la biomasa
microalgal como un suplemento importante e, incluso, capaz de reemplazar a las
proteinas animales o vegetales convencionales para consumo directo del ganado
o del hombre, acortando la ineficiente cadena alimenticia proteica. Asi, a partir
de 1948, un grupo de cientificos en la Carnegie Institution de Washington
establecen los fundamentos cientificos del cultivo masivo de microalgas, publica-
dos en el ya clasico trabajo de Burlew (1953). El objetivo de este proyecto era
utilizar el alga verde Chlorella para la produccion a gran escala de alimento. E1
trabajo de Spoehr y Milner (1949), también en el Carnegie Institute, mostré que
la composicién de Chlorella, sobre todo sucontenido en grasa y proteina, podia ser
manipulada variando las condiciones del medio.
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Spoehr y Milner sugieren asimismo que la utilizacién de la proteina
microalgal podria ayudar a evitar, al menos en parte, la deficiencia proteica
global. La base para este optimismo es que las microalgas tienen un contenido en
proteina bruta de aproximadamente el 50% y una productividad del orden de 25
Tm/Ha/aiio. Desde este momento distintas microalgas de agua dulce, como
Chlorella, Scenedesmus, Coelastrum 'y Spirulina, entre otras, han sido propues-
tas como fuente de proteina.

Entre tanto, en una leproseria de Venezuela, Jorgensen y Convit (1953)
comenzaron en 1940 a concentrar Chlorella deuna charca eutréfica que tenia un
bloom constante de esta microalga. Después de cocerla sela daban alos pacientes
como una sopa, en raciones de 21+3 gr de materia seca por dia, comprobando que
esta nueva dieta ayudaba a mejorar las condiciones fisicas de los pacientes.

Durante los aiios 50, un interés mundial en la bisqueda de nuevas fuentes
de proteina para la alimentacién llevé a los cientificos a continuar investigando
las posibilidades del cultivo microalgal en gran escala. En este tiempo se
increment6 el conocimiento sobre rendimiento, composiciéon quimica, fijacién de
nitrégeno, etc., de cultivos masivos de microalgas.

Aunque la investigacion sobre la utilizacién de microalgas en alimentacién
parece un tema relativamente reciente, debe tenerse en cuenta que el consumo
local de microalgas en determinadas zonas comofuente de vitaminas y proteinas
para el hombre data de tiempo inmemorial.

Durante siglos, en algunas partes del mundo se han utilizado como
alimento humano microalgas producidas con una tecnologia primitiva, y se han
establecido apropiadas tecnologias para la produccién a gran escala tanto de
microalgas verdes como cianobacterias. Spirulina maxima era empleada por los
aztecasen alimentacién, enformade unosbizcochosquedenominaban “tecuitlatt”.
Los nativos del Chad utilizan esta misma microalga en un preparado similar que
denominan “dihé”. El contenido proteico de estos preparados es asombrosamente
alto(70% del peso seco). Spirulinavive en el lago T'excoco, en Méjico, y en los lagos
del Chad, dondela altisima alcalinidad (pH = 11) hace la vida casiimposible para
otros organismos, sean animales o plantas. A este pH Spirulina progresa y crece
como monocultivo; en ciertos lagos constituye el 95-99% de la poblacién algal. La
proteina de Spirulina es de alta calidad y posee un buen balance de aminoacidos
comparandola con los estdndares de la FAO (Ciferri, 1981). Asimismo, Spirulina
contiene cantidades favorables de dcidos grasos insaturados, muy poco colesterol
y una moderada cantidad de carbohidratos (Durand-Chastel, 1980).

Ademas de Spirulina hay otras cianobacteriasqueson o hansido consumi-
das por el hombre. En primer lugar estd el "lakeplum" (Nostoc pruriforme =
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Nostoc edule) consumida y comercializada en Mongolia, Tartaria, China y en los
Andes peruanos (Aldave-Pajares, 1969). Nostoc commune, que forma largas
capas correosas sobre suelos calcdreos, es o fue utilizada como alimento en
Mongolia, China, Ecuador, Fiji y Okinawa. Nostoc verrucosum se consume en
Thailandia; Phylloderma sacrum en varias regiones de Japén, donde es conside-
rada un manjar. Oedogonium y Spirogyra, dos especies de microalgas verdes
filamentosas, se consumen y venden en Burma, Vietnam e India. Prasiola
yunnanica y Prasiola japonica, con un contenido proteico apreciablemente alto,
se consumen en China y Japdn, respectivamente (Johnston, 1970).

La lista de estas exéticas microalgas de agua dulce comestibles probable-
mente no estd completa, por lo que al hablar de nuevas fuentes proteicas no
convencionales cabria preguntarse hasta que punto las fuentes proteicas
microalgales lo son. Quiza lo no convencional o innovativo sea s6lo su produccién
a escala técnica.

Losfundamentosdel cultivo microalgal se establecieron a partir de los afios
50 en distintos paises, como Japén, Alemania, Estados Unidos, Israel, Checoslo-
vaquia,... Los trabajos pioneros de Tamiya (1957) y Oswald (1963, 1965, 1969), en
Japén y Estados Unidos respectivamente, dieron gran impetu para el desarrollo
de la tecnologia de produccién microalgal de especies de agua dulce.

En la década de los 50 comenzaron en Alemania Occidental los trabajos
sobre el cultivo de Scenedesmus acutus (Gummert et al., 1953), en los que se
planteaba la utilizacién del CO, producido enlaregién industrial del Rhur; estos
trabajos fueron continuados por Soeder y su grupo, que realizaron importantes
aportaciones para el cultivo masivo de microalgas (Soeder, 1986).

También a comienzos de los afios 50, Oswald y colaboradores de la
Universidad de California, Berkeley, sugirieronla utilizacién de cultivos masivos
de microalgas para tratamiento de aguas residuales y produccién de proteina,
simultdneamente (1975). Oswald y Golueke (1960) desarrollaron asimismo
sistemas de produccién masiva de algas para la bioconversién de la energia solar
en metano.

En los afios 60 son de destacar los trabajos realizados sobre produccién
masiva de microalgas en Trebon (Reptblica Checa) (Setlik et al., 1970). En esta
década se desarrollaron también sistemas cerrados de cultivo de microalgaspara
utilizar en misiones espaciales (Nichiporovich et al., 1962; Semenenko et al.,
1966) en los que se obtuvieron unos altisimos rendimientos en cultivos de
Chlorella, que marcaron el objetivo de obtener tales rendimientos en sistemas
abiertos. También en Estados Unidos se realizaron investigaciones sobre el uso
de cultivos intensivos de microalgas en misiones espaciales (Golueke et al., 1959;
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Shelefet al.,1970). En estos afios comenz6 también el interés en la produccion de
Spirulina,conlostrabajos de Clement, del Institut Francais du Petrole (Clement
etal.,1967a,b), basados en la observacién de que las tribus de las orillas del Lago
Chadrecogian Spirulina desde tiempoinmemorial utilizandola como parte de su
dieta, comoya se ha mencionado. Poco después comenzé la producciéon comercial
de Spirulina en el lago Texcoco, en Méjico. En los afios 60 se hicieron asimismo
las primeras pruebas utilizando Chlorella en la dieta humana (Dam et al., 1965;
Leeetal., 1967). Otros estudios mostraron que Scenedesmus era una excelente
fuente de proteina para el hombre (Kofranyi y Jekat, 1967; Muller-Wecker y
Kofranyi, 1973), y lomismo podria decirse de otras especies de microalgas de agua
dulce.

En los afios 70, debido a la crisis del petréleo, se hizo necesario buscar
fuentes alternativas de energia, atrayendo el interés mundial la aplicacién
biolégica de la energia solar. Como las algas constituyen un eficiente sistema de
utilizacién de la energia solar, existe un interés continuo en la tecnologia de la
produccién microalgal (Benemann et al., 1977). Unido a este desarrollo est4 el
creciente interés en los problemas de contaminacién ambiental y reciclaje de
residuos, donde las microalgas pueden jugar de nuevounpapelimportante en las
transformacién de los residuos y aguasresiduales en biomasayaguatratadaque
puede utilizarse para riego (Shelefet al., 1978).

Durante los afios 70, Ryther y colaboradores (1975) desarrollaron en el
InstitutoOceanograficode Woods Hole, Massachussetts, sistemasdetratammiento
de aguas residuales pero en agua de mar, planteando la utilizacién de estos
cultivosdemicroalgas comoalimentodemoluscos(Goldman, 1979a). Lostrabajos
de Woods Hole estimularon el desarrollo de sistemas para el cultivo masivo de
microalgas marinas, junto con importantes investigaciones basicas (Goldman,
1979Db).

En los afios 80 se establecen ya numerosas industrias para la produccién
de microalgas, sobre todo Spirulina y Dunaliella, en Taiwan, Thailandia,
California, Australia, Hawai e Israel. La produccién de Dunaliella aparece como
una de las méas prometedoras, por sus contenidos en B-caroteno (Borowitzka y
Borowitzka, 1988; Ben-Amotz y Avron, 1988) y sus propiedades terapetuticas
(Nagasawa et al., 1989). En afios recientes los desarrollos tecnolégicos para la
produccién masiva de microalgas han sido significativos en todo el mundo. El
resultado préactico de este cultivo masivo de microalgas, en el contexto de
produccién de microalgas parala alimentacidn, es el desarrollo de una floreciente
industriade Chlorella en Japén y Taiwan. Esta microalga dulceacuicola se utiliza
para la manufactura de tabletas, extractos y otros alimentos dietéticos para los
que existe en Japén un mercado bien establecido. En Taiwan se han utilizado
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Chlorella elli psoidea y Chlorella pyrenoidosa con un rendimiento de 25-30 gr/m?/
dia. En Asiaexisten actualmente numerosas factorias para la produccién masiva
de microalgas de agua dulce para la alimentacién, principalmente Chlorella sp.
La capacidad de produccién de estas factorias excede los 1000 Kg de alga seca por
mes (Kawaguchi, 1980). En Sausal (Peru) existe también una planta de produc-
ciénde Scenedesmus para su utilizacion enalimentacién(Castilloetal., 1980). En
la produccién de microalgas parala alimentacién animal o humana se han hecho
importantes progresos en Méjico. La Compaiia Sosa Texcoco ha conseguido
grandes avances en la produccién de Spirulina (Ciferri, 1983).

La produccién de biomasa microalgal se orienté en principio a las especies
deaguadulce que podrian servir como suplemento en las dietas o, posteriormen-
te, para el tratamiento de aguas residuales. Posteriormente, el interés se dirigié
también al cultivo masivo de microalgas marinas y de estuarios para alimento de
especies animales apreciadas (Ukeles, 1980). Las microalgas son fundamentales
en la acuicultura marina, en la alimentacién de larvas de crustaceos, moluscos y
ciertos peces (Soeder, 1976; Persoone y Claus, 1980; Ukeles, 1980; De Pauw y
Persoone, 1988). En los sistemas de acuicultura las microalgas se utilizan como
alimento de moluscos, peces, larvas de crustaceos y zooplancton. Incluso crusta-
ceosy peces cuyos adultos son carnivoros requieren microalgas durantelas fases
larvarias (Yufera y Lubian, 1990). El desarrollo de estos cultivos implica la
produccién diaria de sustanciales voltimenes de determinadas especies de
microalgas marinas, y de hecho, el cultivo masivo de estas especiesrepresenta un
auténtico cuello de botella para el desarrollo de los sistemas de acuicultura
(Persoone y Claus, 1980).

Durante un primer periodo de cultivo algal masivo, la principal atencién se
dirigi6 a los avances tecnolégicos y a las evaluaciones nutricionales, consideran-
dose la utilizacién de microalgas como alimento o suplemento alimenticio. Sin
embargo, la idea inicial de que las microalgas podrian utilizarse para evitar la
escasez de proteinas no ha tenido el éxito esperado, y se ha extendido un amplio
escepticismo sobre la explotacién de fuentes no convencionales de proteina en
general, y de proteinas microbianasen particular (Litchfield, 1983). Este cambio
de actitud es debido principalmente a los elevados costes de produccién microalgal,
que hacen que no puedan competir con alimentos tradicionales (Behr y Soeder,
1981), aunque proporcionan mayores rendimientos en proteina por unidad de
superficie y tiempo que las cosechas tradicionales, incluida la soja.

Si bien su utilizacion como fuente de proteinas es actualmente muy
controvertida, numerosas investigaciones sobre diferentes aspectos de las
microalgas, tanto basicos como aplicados, demuestran que la biomasa microalgal
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puede ser utilizada para otras aplicaciones, como biofertilizantes, en la purifica-
ci6on de aguas residuales, como acondicionadores de suelo, como alimento en
acuicultura (Abeliovich, 1986; Venkataraman, 1986; Boussiba, 1988). Asimismo,
sehapuestode manifiestola potenciabilidad delasmicroalgasparalaproduccién
de gran variedad de sustancias, algunas de ellas de elevado precio, como 4cidos
grasos, pigmentos, vitaminas, antibidticos, productos farmacetticos y otros
productos quimicos de interés (o sus precursores), asi como hidrégeno, hidrocar-
buros y otros combustibles biolégicos (Cohen, 1986; Arad, 1988; Borowizka,
1988a, b). En los tltimos afios se ha establecido asimismo la idoneidad de la
utilizacién de cultivos de microalgas paraensayos biolégicos y fisiolégicos y se ha
demostrado que son un medio adecuado para ensayar los efectos de distintos
agentes quimicos sobre organismos vivos (Becker, 1994).

En funcién de estas aplicaciones, actualmente se reconoce la importancia
comercial de distintas especies de microalgas; sin embargo, el desarrollo indus-
trial en biotecnologia microalgal es escaso, debido fundamentalmente a los
elevados costes de produccién, como se ha citado anteriormente; para que la
tecnologia algal alcance su potencial final estos deberdn ser reducidos
significativamente, incrementando los rendimientos para aumentar la rentabi-
lidad (Richmond, 1990).



3.- Parametros de cultivo

El crecimiento microalgal se rige por la ley del minimo, es decir, el factor
limitante del crecimiento es aquel que esta presente en cantidades mas préximas
al minimo critico necesario para la microalga. Tal y como lo definié Leibig, el
concepto de factor limitante sélo se aplica a deficiencias en nutrientes quimicos.
Sin embargo, el concepto se ha ido ampliando hasta incluir parametros fisicos,
como luz, temperatura, etc. El concepto se amplié nuevamente cuando se recono-
cié que los pardmetros ambientales podian limitar el crecimiento por exceso. Los
niveles maximos y minimos de tolerancia definen, por lo tanto, los limites de
tolerancia de un organismo a cualquierfactor ambiental. En sistemas naturales,
otros organismos pueden ser considerados limitantes si por depredacién o por
excrecién de productos téxicos al medio impiden el aumento de la biomasa
microalgal.

Es importante conocer las condiciones 6ptimas y los limites de tolerancia
de una microalga para todos o el mayor nimero de parametros. Ahora bien, estas
condiciones o limites para un parametro generalmente cambian cuando un
segundo parametro fluctiia. En sistemas naturales, cuando una microalga tiene
éxito en un ecosistema normalmente significa que es lo suficientemente flexible
en sus requerimientos e interacciones (Darley, 1987). En sistemas de cultivo
microalgales, esta flexibilidad es también conveniente (Vonshak, 1986).

En el cultivo masivo, el rendimiento alcanzado depende tanto de la
concentracion de células en el cultivo como del grado en que las células pueden
desarrollar su potencial de crecimiento. Por tanto, para conseguir un cultivo de
microalgas en crecimiento activo es necesario: un inéculo viable de tamafio
minimo, suministro de nutrientes y microelementos, adecuadas condiciones
fisico quimicas (temperatura, pH, etc.) y energia.

A continuacion se tratan los principales factores que deben ser considera-
dos para el cultivo de microalgas (Fig. 1).
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Figura 1.- Pardmetros de cultivo de microalgas
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Figura 2.- Tasa de fotosintesis (F) frente a intensidad luminosa (I). I : Intensidad luminosa de
compensacion; Fn: fotosintesis neta ; Fb: fotosintesis bruta ; me: tasa de fotosintesis maxima;
R: respiracién. Las curvas coresponden a dos temperaturas distintas.

LUZ

La luz constituye un factor fundamental en todo cultivo de microalgas,
tanto por si misma como por sus interrelaciones con otros parametros. La
radiacién utilizable fotosintéticamente (PAR) cae dentro del rango del espectro
visible (400-700nm). Representa la fuente de energia parala fotosintesis, y tanto
la intensidad luminosa como la longitud de onda y el fotoperiodo (que marca el
mecanismo paramuchosritmoscircadianos)afectan al crecimientoy metabolismo
microalgal (Lips y Avissar, 1986).

INTENSIDAD

Se necesita una cierta intensidad de luz para que pueda realizarse la
fotosintesis. La tasa de fotosintesis aumenta con la intensidad luminosa siguien-
do una cinética de Michaelis-Menten, alcanzdndose el nivel de saturacién a
intensidades variables en funcién de la especie, después del cual la intensidad se
hace limitante, provoca la disminucién de la tasa fotosintética y, por tanto, del
crecimiento (Fig. 2).

A bajas intensidades de luz, la tasa de fotosintesis esta limitada por las
reacciones luminicas de la fotosintesis, esto es, por lasreaciones fotoquimicas que
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implican el nimero de quanta disponibles y la capacidad de las células de
absorberestos quanta. A estasintensidades bajas, larelacién entrelaintensidad
de luz y la tasa de fotosintesis es independiente de la temperatura y del
metabolismodelascélulas. Aintensidadesdeluzdesaturacion, latasafotosintética
maxima, también denominada capacidad fotosintética, es funcién de las reaccio-
nes oscuras de la fotosintesis. Debido a que estas reacciones son de naturaleza
enzimatica,latemperatura asi como otrosfactores que influyen enel metabolismo
celular, como, por ejemplo, el nivel de nutrientes, afectan a esta tasa maxima de
fotosintesis (Lips y Avissar, 1986; Richmond, 1986).

Una célula que se encuentre en condiciones limitadas de luz (sombra)
crecera lentamente, pero hara que la mayor parte de esa energia luminosa sea
asequible al producir un sistema mas eficiente de captura de luz. La adaptacién
a bajas intensidades implica un incremento de dos a diez veces el contenido de
clorofila por célula, una intensidad de saturacién (Ik) menor y una pendiente
inicial mas pronunciada. Aunque las células adaptadas a bajas intensidades son
mas eficientes para absorber la energia luminosa, el rendimiento del quantum
(moles de O, einsteins'!) permanece constante, lo cual sugiere que no pueden
utilizar la luz absorbida con mayor eficiencia. Si la intensidad de la luz es alta,
existe suficiente luz, el crecimiento celular es limitado méas bien por la tasa de
fijacién del carbono, que a su vez depende del metabolismo de la célula. Asi, las
células expuestas a intensidades altas de luz utilizan menos recursos propios
paralasintesis de clorofila y més para la sintesis de la RuBP carboxilasa y quiza
otras enzimas de las reacciones oscuras. Como resultado, dichas células se
caracterizan por mostrar menos clorofila por célula (a veces correlacionada con
una disminucion del tamarfiodel cloroplasto), unamenor pendiente inicial, mayor
I, y con frecuencia mayor fotosintesis maxima (F_, ). Estas células son también
menos sensibles a la fotoinhibicién a altas intensidades de luz (Dubinsky et al.,
1986; Lips y Avissar, 1986)

Unhechoimportanteenel cultivomasivode microalgasson lasvariaciones
que existen en el tiemporequerido paraadaptarsea unanuevaintensidad de luz
(de unas horas a varios dias). Algunas especies tienen poca capacidad para
responder a cambios de intensidad de luz y mueren rapidamente al exponerlas a
aumentos relativamente pequeriios de ésta. Estas especies no son adecuadas para
cultivos masivos (al menos exteriores) donde la exposicion a la luz puede
aumentar enormemente después del cosechado del estanque (Richmond, 1986).

Por otra parte, la intensidad luminosa influye sobre el esquema de sintesis
macromolecular a partir del CO, fijado fotosintéticamente (Konopka y Schnur,
1980) (capitulo 6).
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Figura 3.- Crecimiento de Phaeodactylum tricornutum con diferentes intensidades de luz.

Larespuesta dela tasa de crecimiento a la intensidad luminosa es similar
ala curva de tasa de fotosintesis respecto a la intensidad luminosa. Kaplan et al.
(1986) estudiaron el efecto delaintensidad de luz a temperatura constante sobre
el crecimiento de la microalga marina I. galbana, observando que se produce un
incremento de la densidad celular en funcién de intensidad de luz que aumenta
con el tiempo de cultivo; asi al cabo de siete dias la densidad celular se duplica al
pasar de 50 a 150 uEm-2s!.

Similares resultados se obtuvieron estudiando el efecto de la intensidad de
luz sobre la microalga marina Phaeodactylum tricornutum a temperatura cons-
tante. La intensidad de luz afecté significativamente al crecimiento de P.
tricornutum (Fig. 3), obteniéndose mejor crecimiento alaintensidadde luz mayor
de las ensayadas (Lépez-Mufioz et al., 1990). Estos resultados se repitieron con
cultivos de Tetraselmis suecica.

IFOTOINHIBICION

Lasintensidades de luz muy elevadas con frecuencia son inhibitorias para
el crecimiento microalgal, produciendo fotoinhibicién. La fotoinhibicién o
fotoinactivacién puede definirse como el descenso de la capacidad fotosintética a
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elevadas intensidades de luz, muy por encima de los valores de saturacién, es
decir, muy superiores alasrequeridas para obtener la tasa maxima de fotosinte-
sis (Powles, 1984). La fotoinhibicién implica la fotodestruccién de pigmentos
fotosintéticos. Esto se manifiesta como un "bleaching" de pigmentos dependiente
del oxigeno y de la luz, definido por Powles (1984) como fotooxidacién. La
fotooxidacién a intensidades elevadas deluz tiene efectosletales sobre las células
y puede producir la pérdida total de un cultivo.

El sistema mas sensible a los dafios por la iluminacién es el PSII (el PSI
puedeser también afectado). Las proteinas D1y D2del centro de reaccién deben
estar intactas para que se produzca transporte de electrones en el PSII, ya que a
ellas estan unidos los componentes redox de estas reacciones (Anderson y
Stirring, 1991). Sin embargo, la proteina D1, que lleva el sitio de unién del
transportador Q, se degrada continuamente durante la iluminacién (Mattoo et
al.,1984). In vivo, aintensidades normales de luz el organismo equilibra esto por
resintesiscontinuade D1.Sinembargo, a altasintensidades deluzfotoinhibitorias
la degradacién de la proteina D1 es méas rapida que la resintetizacién, lo que
finalmente conduce ala muerte del organismo (Mattooet al., 1989; Anderson and
Styring, 1991).

Lafotoinhibicién es debida, portanto, a que la sobresaturacién del PSIIcon
la luz causa la rotura de la proteina D1. Esto hace que se inhiba el flujo de
electrones desde el agua a través del centro de reaccién del PSII. Actualmente no
hay consenso respecto a qué mecanismo molecular o en que punto particular se
produce el deterioro del transporte electrénico del PSII y podrian existir diferen-
tes tipos de inhibicién del PSII (Anderson y Styring, 1991). Existen al menos dos
mecanismos parala degradacién de la porteina D1 (Jegerschold y Sturing, 1992):
acumulacién de radicales oxidantes endégenos de larga vida en el lado del
donador del PSII, y degradacién de la proteina D1 por especies reactivas de
oxigeno (oxigeno en estado de singlete - 'O, - u otros radicales reactivos)
generadas por una fotoquimica anormal en el PSII que se produce cuando el lado
del aceptor esta sobre-reducido (Nedbal et al., 1990; Vass et al., 1992).

La fotoinhibicién depende de la intensidad y calidad (longitud de onda) de
la luz, asi como del tiempo de exposicién, siendo méas pronunciada con exposicio-
nes prolongadas aintensidadesaltasde luz. Los efectos dafiinos de lailuminacién
pueden ser intensificados por otros factores de estrés, como deficiencia de
nutrientes o temperaturas extremas.

Aunque el dafio primario es en el PSII, se han encontrado efectos en la
fijacién de CO, en el cloroplasto (Andersson, 1992). Los mecanismos enziméticos
implicados en la fotoinactivacién se relacionan con la sensibilidad de la Rubisco
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(ribulosa bifosfato carboxilasa), enzima clave de la fotoautotrofia, a lainactivacién
por luz azul (Ruyters, 1984). De particular interés respecto al efecto de las
elevadas intensidades de luz en el metabolismo y crecimiento microalgal es el
hecho de que la Rubisco es sensible a distintas especies de oxigeno, como el
oxigeno en estado de singlete, peréxidos y superéxidos (Whitelam y Codd, 1983).

Lasintensidades deluz elevadas también pueden inhibir la respiracién en
célulasfotosintéticamente activas; el mecanismo implicado parece ser la destruc-
cién de citocromos por la luz azul (Soeder y Stengel, 1974)

Lafotoinhibicién puedeserun problema en cultivos exteriores, en las capas
superiores de los estanques, que dependerad asimismo de la agitacién como
veremos mas adelante. Experimentos de Vonshak y Guy (1988) en cultivos
exteriores de cepas de Spirulina sensibles a la fotoinhibicién mostraron que
ensombreciendo el cultivo con redes se aumentaba la tasa fotosintética diaria
hasta un 35%.

FFOTOPERIODO
En condiciones normales las microalgas estan sometidas a periodos de luz/
oscuridad y esta alternancia generalmente se utiliza también en su cultivo.

Muchos aspectos dela fisiologia microalgal fluctian enun ciclode 24 horas
(diario). Esta periodicidad se observé en (Sournia, 1974):

o divisidén celular: en muchas especies la mayoria de las células se dividen
en un momento determinado del dia o de la noche, lo que favorece su
sincronizacién; al parecer la divisién nocturna ocurre en muchas espe-
cies, especialmente las que se estudian en cultivo;

o capacidad fotosintética: con frecuencia se observa quelastasas maximas
de fotosintesis se producen en la mafnana y las minimas al anochecer;

O absorcién de nutrientes: las tasas de absorcién de N y P son mayores
durante el dia que durante la noche, lo que refleja la influencia de la luz
sobre la absorcidn;

0 bioluminiscencia: generalmente se detecta un pico nocturno de
bioluminiscencia en las especies que la poseen (dinoflagelados).

Estos ritmos circadianos diarios persisten bajo condiciones ambientales
constantes.

Laadaptacién delas microalgas a variaciones extremasenlaintensidad de
luz, es decir, a luz y sombra, es un fenémeno muy conocido y caracterizado por
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cambios en el contenido intracelular de pigmentos, generalmente acompariados
en cambios en la respuesta fotosintética y en la composicién bioquimica. Soeder
y Stengel (1974) distinguen dos tipos de reacciones adaptativas. La méas frecuente
es el tipo Chlorella caracterizada por una relacién inversa entre la intensidad de
luz ala que esta expuesta el alga y su contenido en clorofila a. Por tanto, este tipo
de adpataciéon implica fundamentalmente cambios en la concentracién de
pigmentos. El otro tipo, modelo Cyclotella, muestraunarelaciéninversaentrela
intensidad deluz ala que estd expuestael algaylasactividadesoconcentraciones
delos enzimas fotosintéticos. No obstante, las adaptaciones alaluzyala sombra
son mas complejas, eimplican también cambiosenlasunidadesfotosintéticas, asi
como en el espectro de absorcion de la clorofila a, y en la curva de fotosintesis
frente a intensidad de luz (Richardson, 1983).

Asi, Fallkowski y Owens (1980) distinguen dos estrategias de adaptacién
luz-sombra en microalgass marinas. Estimaron el nimero y tamafio de unidades
fotosintéticas en Skeletonema costatum (Bacillariophyceae) y en Dunaliella
tertiolecta (Chlorophyceae)enfunciéon delaadaptacion luz-sombra. Enladiatomea
la adaptacién se caracterizé por cambios en el tamafio y no en el nimero de
unidades fotosintéticas, mientras que en la clorofita se produjeron cambios en el
numero y no el tamaifio de las unidades fotosintéticas. Ambas estrategias eran
efectivas paralacaptaciény transferencia de la energialuminica a los centros de
reaccién, pero la estrategia de Skeletonema era mas efectiva en condiciones
subsaturantes.

Sehanrealizado experimentos en laboratorio utilizandoluzcontinua, pero
los resultados demuestran que son necesarios periodos de oscuridad para conse-
guirresultados 6ptimos, aunque hay discrepancia de datos a este respecto. Esto
puede explicarse porque las células cultivadas con ciclosde luz-oscuridad tienden
a mostrar caracteristicas propias para la adaptacion a bajasintensidades de luz
-més eficiencia en la absorcién de energia luminosa- (véase més arriba) cuando
se comparan con células cultivadas bajo luz continua de la misma intensidad.

Los periodos de luz/oscuridad se ajustan para el cultivo de cada especie en
particular. La introduccién de un ciclo celular es un importante adelanto ya que
el ciclo dia-noche es quiza el factor ciclico ambiental méas importante en la
mayoria de los sistemas.

Experiencias con Chaetoceros gracilis e Isochrysis galbana enluz continua
y en periodos luz-oscuridad, proporcionando la misma cantidad de luz por dia
(cantidad deluz = intensidad x tiempo), muestran que si bien para una tempera-
tura dada el crecimiento es proporcional ala cantidad de luzrecibida, se obtienen
mayores tasas de crecimiento en el régimen luz-oscuridad (Toro, 1989).
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En cultivos de Skeletonema costatum con 3 regimenes de luz (constante,
12:12'y 2:2) se muestra que con luz continua el sistema enzimatico implicado en
lafijacién del CO, es menos eficiente que en periodos luz:oscuridad, afectando la
frecuenciadelasfluctuaciones al rendimiento fotosintético;la tasa dedivisiénfue
mayor (2.02 div/dia) con luz constante que con ambos fotoperiodos (1.23 div/dia
en 12:12 y 2:2). El mayor efecto del fotoperiodo es en la tasa de incorporacién de
carbono (Mortain-Bertrand et al., 1987).

Se han realizado estudios con distintas microalgas sometidas a pulsos de
luz de menos de un segundo e incluso de menos de 100 milisegundos. El rango de
duracién de los pulsos de iluminacién y los periodos de oscuridad ha sido
estudiado por diversosautores (Terry, 1986; Stitt, 1986; Laws et al., 1983, 1986,
1988). Terry (1986) sugiere que se puede incrementar la tasa de fotosintesis
combinando pulsos de luz cortos con periodos de oscuridad largos. Stitt (1986)
obtuvounincrementodeun50%enlatasadefotosintesis transfiriendo continua-
mente las células de luz saturante a baja iluminacién en un intervalo de tiempo
de 30 segundos. Por el contrario, Grobbelaar (1989) encuentra que la frecuencia
de fluctuaciones en el régimen luz-oscuridad (desde segundos a minutos) no
afecta a la productividad microalgal.

LoNGITUD DE ONDA

En cuanto a la calidad de luz (longitud de onda) se sabe que tiene efectos
marcados sobre el crecimiento y varios procesos metabélicos, y puede afectar
también a la composicién bioquimica. Asi, la luz azul es un disparador para
ciertas vias metabdlicas (Senver, 1987). La luz azul estimula un aumento de la
respiraciéon acompaiiado por la sintesis de novo de enzimas y la produccién de
especies enzimaticas de mayor afinidad por el sustrato. La luz azul ejerce un
efecto regulatorio a nivel postranscripcional de la biosintesis de la anhidrasa
carbénica (CA) en Chlamydomonas reinhardii (Dionisio et al., 1989), asimismo
activalanitrato-reductasa en la misma especie (Azuaray Aparicio, 1983),y se ha
sugerido que la luz azul es un factor regulador del consumo fotorrespiratorio de
nitrato y, posiblemente, de todo el metabolismo del N en las algas verdes.

En microalgas se ha establecido que varias enzimas relacionadas con la
fotosintesis estdn bajo el control de laluz azul (Ruyters, 1984). La actividad de la
tfosfatasa alcalina en Dunaliella tertiolecta, Thalassiosira pseudonana,
Phaeodactylum tricornutum y Prymnesium parvum varia con la intensidad y
calidad deluz de forma caracteristica para cada especie (Wynne y Rhee, 1988). La
composicién espectral de la luz también afecta a la incorporaciéon de P e induce
asimismo cambios en laratio N:P 6ptima también de forma caracteristica en cada
especie (Wynne y Rhee, 1986, 1988).
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Phaeodactylum tricornutum Dunaliella tertiolecta

u (dias )

Figura 4.- Tasa de crecimiento en funcién de la longitud en dos microalgas marinas. A: luz
blanca; B: luz roja; C: luz verde; D: luz azul. La intensidad de la luz es de 58 pE m? s!
(Modificada de Wynne y Rhee, 1986).

La luz roja también afecta a ciertos aspectos del metabolismo microalgal.
Asi, laactividad fosfofructoquinasaaumentaconluzrojaydisminuye conluz azul
en Chlorella vulgaris (Grotjohann y Kowallik, 1989).

A pesar de estos efectos sobre el metabolismo microalgal, en general se ha
observado poco efecto de la calidad de luz sobre el crecimiento. En la Fig. 4 se
representan los resultados de crecimiento de Phaeodactylum tricornutum y
Dunaliella tertiolecta obtenidos con distintos tipos luz: blanca, roja, verde y azul
(Wynney Rhee, 1986). Se observa que el crecimiento conluz azul es similar al que
se obtiene con luz blanca, mientras que la roja y la verde, producen crecimientos
significativamente menores.

FUENTES DE LUZ

Cuando los demés factores estan dentro de limites razonables, la disponi-
bilidad de luzes el principalfactor que influye en la productividad de los cultivos
microalgales masivos, de ahi la importancia de la fuente de luz para el cultivo.

Laluz utilizada para el cultivo de microalgas puede serluz artificial o luz
natural. La luz natural tiene la ventaja de no suponer un gasto energético, pero
tiene los inconvenientes de que no se puede controlar ni el fotoperiodo ni la
intensidad; asimismo, se producenimportantes variaciones diarias, estacionales,
en funcién del tiempo atmosférico, etc. Por el contrario, la luz artificial puede

28



PARAMETROS DE CULTIVO
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Figura 5.- Sistema de cultivo de microalgas con iluminacién exterior.

controlarse pero supone un gran gasto energéticoy, por tanto, un elevado coste.
En latitudes donde la intensidad de luz es adecuada durante todo el afio no es
necesaria luz artificial. En cualquier caso, la utilizacién de luz artificial es
generalizada en los cultivos iniciales, independientemente de la latitud. La
utilizacién de luz artificial implica la produccién de calor, por lo que se hacen
necesarios sistemas de refrigeracién.

Artificial

Las fuentes de luz artificial tienen espectros de emisién que no son
necesariamente idénticos a la luz del sol y la calidad de la luz puede afectar al
crecimiento, metabolismo, reproduccion y morfologia de una clase de microalgas,
porlo que habra que estudiar el espectro mas favorable para cada tipo a cultivar.

Las lamparas fluorescentes tubulares son la fuente de luz preferida para
lailuminacién de cultivosinteriores. Estasdan menoscalorqueotrostipos de luz
artificial y sonigualmente eficientes en promovertasas de divisién y crecimientos
maximos. Los tipos usados comtinmente son “Daylight”, “Cool-White” y “Gro-
lux”. Los sistemas de cultivo masivo deben ser disefiados para maximizar la
eficiencia de utilizacién de la luz.
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Figura 6.- Unidad de cultivo de microalgas con iluminacién interior (modificado de Laing y
Jones, 1983).

El arreglo mas simple consiste en baterias (hileras) de tubos fluorescentes
alrededor del cultivo (Fig. 5). Sin embargo, esto es ineficiente en términos de
energialuminica disponible para las células. Un método mejor esincluirla fuente
de luz dentro del sistema de cultivo. Asi Laing y Jones (1983) describen una
unidadde seistubosfluorescentes de 80W utilizados dentro de un cilindro acrilico
central para una unidad de cultivo de 801 (Fig. 6).

Lailuminaciéndelos cultivosinteriores puedesercontinuao con fotoperiodo.

En cualquier caso, la luz natural esla inica alternativa econémica cuando
se trata de cultivos a gran escala.

Natural

Muchos sistemas de cultivo masivo de microalgas se disefian para utilizar
luz natural. Esto puede reducir significativamente el coste de produccién de las
algasen el sistema, pero dependiendo de la situacién geografica puede ser menos
seguroy las tasas de produccién pueden variar considerablemente a lolargo del
ano (Fig. 7).
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Isochrysis galbana
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Primavera Verano Otofio

Figura 7.- Variaciones estacionales en la produccién de dos microalgas marinas en cultivos
exteriores (modificado de Laing y Hepper, 1983).

En cultivos exteriores en estanques otro factor a considerar es la profundi-
dad del mismo.

También es posible cultivar las microalgas heterotréficamente, sin luz,
utilizando una forma orgénica de carbono, generalmente un carbohidrato, como
sustituto de la energia luminica. El principal problema con este método es que los
cultivos deben mantenerse axénicamente o se contaminaran con crecimiento
bacteriano. Por esta razén este método no ha producidointerés comercial, perono
deberia desecharse ya que los disefios son mas sencillos que en cultivos ilumina-
dos.

Otro aspecto a considerar es que la intensidad de luz cambia considerable-
mente durante el crecimiento. La intensidad media de luz disponible para una
célula depende del ensombrecimiento por otras células, esto es, de la densidad
celular. Estohace quelaluz pueda ser un factor limitante en cultivos muy densos.
Esta variacién de laintensidad luminosa durante el crecimiento hace convenien-
te, en cultivos interiores, ajustar el nimero de luces a medida que se desarrolla
el cultivo. La agitacién del cultivo también contribuye a mejorar este aspecto.
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Figura 8.- Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de microalgas (Kaplan et al., 1986).

TEMPERATURA

La temperatura es otro parametro fundamental para el crecimiento de las
microalgas. La biomasa microalgal responde continuamente a la temperatura
ambiental. La temperatura celular se iguala a la temperatura del medio de
cultivo, en contraste con otros parametros del medio como el pH. Ademas de
afectar a las reacciones celulares, la temperatura también afecta a la naturaleza
del metabolismo, los requerimientos nutricionales yla composicién delabiomasa,
si bien dentro de los rangos éptimos tiene poca influencia sobre la concentracién
final de biomasa, asi como sobre la produccién y la composicién bioquimica de las
microalgas.

En las microalgas existe una relacién entre la temperatura y la actividad
biolégica, aumentando la tasa de crecimiento cuando aumenta la temperatura,
dentro de un rango 6ptimo, por encima del cual el crecimiento disminuye, a veces
bruscamente, hasta llegar a cero si continda el aumento de la temperatura. La
mayoria de las algas tienen una curva de respuesta del crecimiento a la tempe-
ratura con una amplia meseta, y un rdpido descenso después del 6ptimo con
pronunciados efectos inhibitorios para tempertauras que superan el 6ptimo en
s6lo 2 0 3°C (Richmond, 1986). Esta respuesta se acentiia cuando la intensidad de
luz eselevada (Fig. 8). El descenso de crecimiento a temperaturasaltaspuede ser
debido a la interrupcién de la regulacién metabdlica o lamuerte celular. El rango
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Figura 9.- Interaccién entre la temperatura, intensidad luminosa y tasa de crecimiento en
microalgas.

6ptimo para el crecimiento de la mayoria de las microalgas se sitia entre 18 y
25°C. La tolerancia varia segtn la especie; asi, las formas delicadas, como
Isochrysis, no soportan temperaturas superiores a los 25°C, mientraslas formas
mas resistentes, como Chlorella, crecen bien hasta los 36°C (Laing y Ayala, 1990).

El efecto mas marcado de la temperatura en el metabolismo celular se
refleja en la influencia de ésta en el proceso de respiracién en la fase oscura, que
aumenta exponencialmente con la temperatura. Este hecho es de gran importan-
ciaen la produccién de biomasa microalgal, ya que silatemperatura es alta, sobre
todo en la fase de oscuridad, es considerable la pérdida de biomasa debida a la
respiracién intensiva (Hall, 1986). Dentro de las 6ptimas, el incremento de
temperatura aumenta los problemas de desarrollo bacteriano.

En cultivos mixtos o en condiciones de afloramiento semicontrolado la
temperatura actia como factor de seleccién de especies (Goldman, 1977).

Lainteraccion entre latemperatura ylaintensidad deluz es muy marcada
(Collins y Boyen, 1982). Para cada temperatura, existe una intensidad de luz
especifica a la cual se alcanza la tasa maxima de fotosintesis. Cuando la
temperatura desciende, la saturacién luminica se produce a intensidades de luz
mas bajas. El efecto se debe méas a una disminucién de la tasa de crecimiento
dependiente de la temperatura que a un cambio inherente en la fotoquimica. La
pendiente inicial disminuye cuando la temperatura baja (hasta 10°C) y aumenta
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Figura 10.- Curvas de crecimiento de 7. suecica, D. tertiolecta, I. galbana 'y P. tricornutum
con diferentes intensidades de luz y temperaturas (Lopez-Muioz et al., 1992a) .

entonces de nuevo a menores temperaturas (Fig. 9). Un aspecto importante de la
interaccién de la luz y la temperatura es que la temperatura é6ptima para la
fotosintesis aumenta cuando aumenta la intensidad de luz. A bajas intensidades
deluzlatasa de fotosintesis aumenta con elaumentode la temperatura, mientras
que a temperaturas altas la tasa de fotosintesis aumenta con el aumento de la

intensidad de luz (Lee et al., 1985).

La temperatura interactia asimismo con la disponibilidad de nutrientes.
La interaccién que existe entre la temperatura y la limitaciéon de nutrientes se
estudia convenientemente en cultivos quimioestaticos limitados por nutrientes,
debido a que el efecto de la temperatura se observa independientemente de los
cambios en la tasa de crecimiento al mantener simplemente una tasa constante
de dilucién. En las microalgas que crecen a una tasa de crecimiento constante
limitada por nutrientes, la cuota celular (Q) del nutriente limitante es una
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funcién de la temperatura; Q tiene un valor minimo a la temperatura 6ptima de
crecimiento y aumenta a temperaturas superiores o inferiores a la 6ptima. En
otras palabras, se requiere mas nutriente para producir una célula (a la misma
tasa de crecimiento) a esas temperaturas no 6ptimas, un hecho que se reflejaria
en una disminucién de la densidad celular en equilibrio a temperaturas no
6ptimas en un cultivo quimioestatico. Otro caso seria el de especies mejor
adaptadas a los cambios de temperatura que mantendrian una cuota celular
constantealvariarlatemperatura durante el crecimientolimitadopornutrientes;
sin embargo, estarespuesta atin nose ha documentadoenun alga (Darley, 1982).

Teniendo en cuentalosdos pardmetros, luz y temperatura, sehan estudia-
dolasdiferencias en el crecimiento y composicién de pigmentos de cuatro especies
de microalgas marinas (Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana, Dunaliella
tertiolecta y Phaedodactylum tricornutum) cultivadas con distintas combinacio-
nes de luz y temperatura: 16 y 20°C y y 40 y 80 nE m2s'! de luz (Lépez-Muiioz et
al., 1992a). Ambos factores afectaron de forma significativa al crecimiento y
composicién de pigmentos de las microalgas. En lo que se refiere al crecimiento,
en los cultivos con T suecica y D. tertiolecta la temperatura constituy6 un factor
de crecimiento més determinante que la luz, obteniéndose los mejores crecimien-
tos a 20° y dentro de estos a la mayor intensidad de luz. Por el contrario, en 1.
galbana y P. tricornutum la luz constituye un factor de crecimiento mas determi-
nante que la temperatura obteniéndose los mejores resultados a la mayor
intensidad ensayada. Estos cultivos més influenciados por la luz que por la
temperatura corresponden a las especies que poseen como pigmento fotosintético
clorofila c.

Ademas del crecimiento, se estudié la tasa de fotosintesis partiendo de
cultivos aclimatados a bajas (40 pE m2s!) y altas (80 nE m™s!) intensidades de
luz, ensayandose dos tempertauras (16 y 20°C) (Lépez-Mufioz et al., 1992b). Se
detecta fotoinhibicién a 200 pE m2s'! de luz en todas las condiciones estudiadas.
En P.tricornutumlos cultivos preadaptados alaintensidad deluz de 40 pE m"
25’1l presentan tasas de fotosintesis superiores a los preadaptados a 80 pE m
251 debido a su mayor contenido en clorofilas. Si se expresan las tasas de
fotosintesis en pg O,/pg clorofila a/hora (Fig. 11),1as diferencias entre los cultivos
preadaptados alas dos diferentesintensidades deluz desaparecen, siendo en este
caso latemperatura elfactorque condicionala produccién de O,, que aumenta con
la temperatura.

Elnivel de temperatura afecta también a la solubilidad de los gases en el
agua, la cual decrece con el aumento de la temperatura.
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fotosintesis por unidad de clorofila a (Lépez-Mufioz et al., 1992b)
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Para mantener constante la temperatura de cultivo es necesario la utiliza-
cién de cadmaras de cultivo, con sistemas de refrigeraciéon y/o calefaccién, con el
consiguiente coste. En los cultivos exteriores los problemas respecto a la tempe-
ratura se deben a las diferencias dia-noche, estacionales, condiciones meteorolé-
gicas, humedad relativa, etc.

El mantenimiento de la temperatura de los cultivos dentro del rango
adecuado puede ser un problema en los cultivos interiores intensivos debido a la
produccién de calor por las lamparas. Esto normalmente se resuelve mediante el
control de la temperatura ambiental, utilizando aire acondicionado, pantallas
aislantes transparentes entre los cultivos y las lamparas, o enfriamiento directo
de los cultivos con agua (Laing y Ayala, 1990)

En cultivos exteriores con iluminacién natural, hay menos oportunidad
para el control de la temperatura de cultivo, con variaciones diurnas y anuales.
Sin embargo, se han disefiado sistemas tanto para enfriar los cultivos exteriores
en verano, usando un flujo de agua de mar en un baifio alrededor de los tanques
de cultivo, como para mantener la temperatura de los cultivos en invierno,
instalando los tanques en un invernadero, que puede calentarse cuando sea
necesario. Un método novedoso de control de temperatura en cultivos en bolsas
exteriores de Spirulina ha sido usar agua geotermal (Bedell, 1985).

En tanques exteriores con agua de marfertilizada para favorecer bloomsde
microalgas, la composicién de especies de los cultivos puede ser afectada por la
temperatura del cultivo. Temperaturas superiores a 27°C generalmente favore-
cen las cianobacterias (Regan e Ivancic, 1984)

La temperatura éptima en cultivo por lo general es mayor que la tempera-
turaméaxima alacualel organismose encuentra creciendoen la naturaleza. Esta
observaciéon no necesariamente significa que las algas estén limitadas por la
temperatura en su ambiente natural, ya que con frecuencia son limitadas por la
baja intensidad de luz o la deficiencia de nutrientes.

pH

El pH es uno de los factores mas importantes en el cultivo microalgal.

Las membranas plasmaticas de las células microalgales no son libremente
permeables a los iones hidrégeno e hidroxilo, por lo tanto las concentraciones de
hidrogeniones intracelular y extracelular no estdn necesariamente equilibradas
y existeun gradientede concentracién dehidrogenionesatravésdela membrana.
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nitrégeno (Fidalgo, 1990)

Las microalgas muestran una clara dependencia respecto al pH del medio
de cultivo y diferentes especies varian ampliamente en su respuesta al mismo.
Cadamicroalga presenta un pH éptimo para su cultivo (entre 7 y 8). Un descenso
de pH suele ser letal, en cambio suelen soportar mejor los incrementos del pH,
hasta un cierto limite (Richmond, 1986).

El pH del medio de cultivo determina la solubilidad del CO, y de los
minerales, asi como la distribucién relativa de las formas inorgénicas de carbono
(CO,,H,CO,4, HCOS, COBZ'), einfluyedirecta eindirectamente en el metabolismo
de las microalgas (Bentrup, 1971). El pH tiene un marcado efecto sobre la
solubilidad de varios compuestos metdlicos, de modo que, un aumento de pH
puede llegar a ocasionar una deficiencia en algunos elementos traza. El pH del
medio de cultivo, a causa de su efecto en la disociacién de varias sales y complejos,
puede potenciar la toxicidad o efecto inhibitorio de éstos. Por otra parte, algunos
autores aportan datos de la influencia del pH en la composicién bioquimica de
ciertas diatomeas (Patrick, 1968)

A su vez, el pH se ve afectado por la capacidad tampén y composicién del
medio de cultivo, cantidad de diéxido de carbono disuelto, temperatura -que a su
vez controla la solubilidad del CO,- y actividad metabédlica de las células
microalgales; la fuente de N suministrada para el crecimiento juega un papel
interactivo muy importante (Raven, 1988)
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Figura 13.- Efectodel TRIS en el medio de cultivo sobre las densidades celulares de bacterias
y microalgas en la fase estacionaria del cultivo (Fabregas et al., 1993).

La asimilacién de nitrato y amonio estd estrechamente relacionada con el
pH del medio, dado que la absorcién de nitrégeno cambia el pH (Fig. 12). La
asimilacién de nitrato tiende a aumentar el pH (Brewer y Goldman, 1976).
Cuando se utiliza amonio como tnica fuente de nitrégeno, el pH del medio puede
disminuir rdpidamente hasta niveles de pH 3.0, causando efectos deletéreos
colaterales. Se ha publicado repetidamente que altas concentraciones de amonio
durante un periodo de tiempo corto son titiles para eliminar la contaminacién por
especies herbivoras zooplancténicas. Sin embargo, algunas microalgas son sen-
sibles a elevadas concentraciones de amonio y su crecimiento puede inhibirse por
concentracionesde amonio 1mM. Este descenso del pH podria ser la razén por la
cual se produce la inhibicién del crecimiento observada en algunas microalgas
cuando la concentracién de amonio en el medio es muy elevada, por ejemplo, un
aumento del pH intracelular a causa de la entrada de moléculas de hidréxido
amonico no disociadas (Kaplan et al., 1986)

Es poresto que el pH de un cultivo varia con el desarrollo del mismo, ain
en el caso de cultivos fuertemente tamponados. El crecimiento fotosintético de las
microalgas provoca cambios en el pH del medio, y si éste aumenta hasta pH 9 el
carbonato puede precipitar,lo que conlleva unaretirada de nutrientes del medio.

El pH del cultivo depende de la capacidad tampén del medio; los tampones
utilizadossuelen serorganicos y provocan un aumentodel crecimiento bacteriano
(Fabregas et al., 1993) (Fig. 13). La utilizacién de estos tampones se evita con el
burbujeo del cultivo con aire o con CO,,.
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SALINIDAD

La concentracién de sales inorganicas disueltas, tanto en las aguas dulces
como marinas, puede potencialmente afectar al crecimiento de las microalgas en
funcidén de su actividad osmética. La tolerancia a la sal varia segun las especies,
algunas s6lo pueden tolerar concentraciones milimolares de sal mientras que
otras sobreviven en soluciones saturadas. Lo que supone un estrés salino letal
para un grupo es facilmente tolerado por otro grupo. Respecto a la adaptacién a
la salinidad, las algas pueden dividirse en halotolerantes y halofilicas.

Sin embargo, el efecto de la salinidad adquiere mas influencia cuando se
relaciona con otras variables, como temperatura, luz, fuente de nitrégeno y
concentracién de nutrientes (Terlizzi y Karlander, 1980; Fabregas et al., 1984,
1985, 1986).

La célula microalgal, separada del medio por una membrana plasmatica
libremente permeable al agua pero no a los solutos, en respuesta a salinidades
altas debe equilibrar su presién osmoética con el exterior aumentando la sintesis
de solutos o0 la incorporacién de éstos del medio circundante. Los solutos organi-
cos, compatibles con los procesos metabélicos, son las principales moléculas
osméticas que se utilizan. Sintetizan varios solutos, entre ellos polioles como el
glicerol, manitol y sorbitol, asi como también prolina, manosa, sacarosa o
isofloridésido, sin patrén filogenético evidente (Greenway y Setter, 1979). El
potasio y quizd otros iones inorganicos que se pueden encerrar en la vacuola,
participan también en el proceso de osmorregulacién, especialmente en las
célulascon pared celular y grandes vacuolas (Ahmed y Hellebust, 1986; Ehrenfeld
y Cousin, 1982). Esta respuesta osmorregulatoria es un factor fundamental para
la supervivencia. La osmorregulacién puede ser explotada comercialmente en
ciertas especies de microalgas para inducir la sintesis de elevadas cantidades de
solutos orgédnicos de valor comercial (glicerol, B-caroteno) (Borowitzka, 1988a;
Ben-Amotz y Avron, 1989).

Laosmorregulacién se ha estudiado con mayor detalle en varios flagelados
verdes desnudos, (por ejemplo, ciertas especies de Dunaliella) que son extrema-
damente eurihalinos (Avron, 1992). En respuesta a un aumento repentino de la
concentraciéniénica de su ambiente, estas algas pierden agua rapidamente y se
contraen, concentrando sus solutos internos durante dicho proceso. Al cabo de
unas cuantas horas sintetizan varios polioles y lentamente vuelven a obtener su
tamaiio original. Cuando las células se exponen a una disminucién repentina de
la salinidad de su medio, no estallan debido a que los solutos salen rapidamente
de ellas antes de que el influjo de agua rompa su membrana. La recuperacién de
la célula, incluyendo el retorno de la permeabilidad normal de la membrana,
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ocurre al cabo de varias horas, siempre que el choque no haya sido muy fuerte. En
respuesta a una dilucién menos severa, los solutos organicos son metabolizados
hasta que se alcance el adecuado equilibrio osmético.

La osmorregulacién no es el tinico efecto provocado por la salinidad. La
respuesta a salinidades elevadas implica algunos cambios fisiolégicos en las
células microalgales, tales como la pérdidade la actividad fotosintética (Gimmler
et al., 1981). Un hecho importante de la respuesta adaptativa de las células
algales al estrés salino es que éste proporciona resistencia a otras condiciones de
estrés, como calor, temperatura bajo cero o baja actividad del agua.

Las microalgas en general y particularmente las marinas pueden tolerar
un amplio rango de salinidades. Su valor habitual en el agua de mar es de
35°,, aunque pueden producirse fuertes variaciones que normalmente son
soportadas porlas especies (Fabregasetal., 1985; Laing y Ayala, 1990). Por tanto,
la salinidad por si sola no es un factor fuertemente condicionante, pero asociado
a otros factores puede ser importante. Como consecuencia de esto, se ha dirigido
poco esfuerzo investigador al efecto de las variaciones de la salinidad sobre el
crecimiento de cultivos de microalgas marinas que otros factores que afectan a la

productividad.

Estudios sobre el efecto de la salinidad sobre distintas especies de microalgas
marinas muestran que el rango éptimo de salinidades a las que crecen estas
microalgas es variable ya que algunas especies sélo crecen entre 10 y 35 de
salinidad (D. tertiolecta)y otras presentan unrangomayor no existiendo diferen-
cias de crecimiento entre 0 y 35%  de salinidad (Ch. stigmatophora), estando
generalmentelosvalores 6ptimos entre 25-35°/  (Fabregasetal.,1986,1987).Sin
embargo, en el Fisheries Laboratory, Conwy, los flagelados marinos unicelulares
crecen mejor a 20-25% y las diatomeas a 15-20° . Incluso se han realizado
cultivos masivos de Tetraselmis a salinidades entre 15 y 35%  (Laing y Ayala,
1990).

La salinidad es un factor a tener en cuenta, sobre todo en sitios cerrados
como bahias, rias, estuarios, cafios, etc. alahora de tomar agua, y que puede verse
alterada en mayor o menor grado por la evaporacién en el verano y el efecto de
dilucién durante la época de lluvias. No obstante, las microalgas marinas suelen
ser en general tolerantes a los cambios de salinidad y entre 18 y 50 por mil se
obtienen buenos crecimientos.
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AGITACION

Una suficiente agitacion del medio de cultivo es necesaria e incide directa-

mente en el cultivo de microalgas. Cuando los requerimientos estan satisfechos
y las condiciones ambientales son satisfactorias, la agitacién constituye el
requisito mas importante para la obtencién de altos rendimientos de biomasa
microalgal (Richmond y Becker, 1986).

La agitacién produce el movimiento del agua, lo que implica una serie de

efectos positivos tales como (Richmond, 1986b, 1990; Raven, 1988; Laing y Ayala,
1990; Becker, 1994):
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1.- Asegurar una distribucién homogénea de las células y los nutrientes
dentro del cultivo, con los nutrientes rapidamente disponibles para las
células. La necesidad de una distribucién uniforme de los minerales en el
medio implica la prevencién de gradientes nutricionales alrededor de las
células microalgales que se forman durante los periodos de metabolismo
activo. Tales gradientes imponen restricciones en el crecimiento y se
evitan con una turbulencia suficiente. Una célula que se mantiene
estatica en el agua agota rapidamente los nutrientes presentes en la
microcapa en torno a ella, lo cual hace que disminuyan las tasas de
absorcién de éstos a medida que la microcapa se reabastece lentamente
por difusién de los nutrientes provenientes del agua de los alrededores.
Conformela célula se sumerge o emerge dela columnade agua, producien-
do turbulencia y renovando el agua préxima a ella, los microgradientes se
interrumpen, la superficie celular se expone a una mayor concentracién
de nutrientes y las tasas de absorcién son mayores.

2.-Mejorar la distribucién de laluz a las células asegurando que permanez-
can fotosintéticamente activas.

La agitacion evita el efecto de ensombrecimiento, debido a que causa un
continuo cambio de posicién relativa de las células con respecto a la zona
fotica. Enun cultivobien agitado,las célulasindividualesestanexpuestas
a la misma intensidad de radiacién (densidad de fotones) incidente
(promediada sobre periodos de tiempo largos), aunque tienen grandes
variaciones temporales en la densidad de fotones incidente (hasta dos
6rdenes de magnitud para un cultivo con 0.99 de fotones incidentes).

Una agitacién adecuada del cultivo permite un movimiento rapido de las
células desde la zona iluminada (zona fética) a la zona profunda (oscura)
del tanque de cultivo, y la vuelta a la zona iluminada, lo que produce un
patrén dindmico de luz-oscuridad para las células individuales. El fené-
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Figura 14.- Efecto de la agitacién mecdnica sobre el crecimiento microalgal (modificado de
Kaplan et al., 1986)

meno del ensombrecimiento mutuo, el continuo cambio entre las fases de
oscuridad y luz, representa uno de los requerimientos méas basicos para
una elevada productividad de biomasa.

Porotra parte, la agitacion rapida evita los efectos fotoinhibitorios que se
producirian en un cultivo no agitado sobre aquella parte de la poblacién
que estuviera continuamente expuesta alaintensidad incidente completa.

3.- Evitar que las células sedimenten en el fondo del recipiente de cultivo,
produciendo una estimulacién general del metabolismo celular .

4.- Otra razén para mantener la agitacién se relaciona con los gradientes
gaseosos que se forman alrededor de las células microalgales en el curso
de su actividad metabdlica. Estos gradientes imponen restricciones a la
tasa de crecimiento de un cultivo. Una alta densidad de células
fotosintéticamente activas provoca concentraciones extremadamente al-
tas de O, disuelto; durante las horas de fotosintesis méxima y en condi-
ciones de estancamiento, es muy comin que se produzca una
supersaturacién de oxigeno por encima del 400%. Muchas microalgas
presentan una clara sensibilidad a concentraciones de O, elevadas. Es
bien conocida la inhibicién de la fotosintesis en microalgas por concentra-
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Figura 15.- Efecto de la tasa cle aireacién sobre el crecimiento de la microalga marina P.
tricornutum (Fébregas et al., 1994b)
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ciones de oxigeno superiores a las del aire, especialmente cuando la
concentracion de CO, es baja. La agitacién disminuye la tensién de O, en
el cultivo.

5.- Prevenir una estratificacién termal. En los tanques de cultivo sin
agitacion puede llegar a haber diferencias de hasta 8°C entre la superficie
y el fondo del cultivo. Por su densidad especifica, el agua caliente
permanece en la superficie y en esta capa las algas reducen la cantidad de
iones bicarbonato lo que implica un aumento del pH, alrededor de 10. En
estas condiciones los nutrientes esenciales precipitan, llevando parte de
las algas al fondo. Con este aclaramiento de la capa superficial del medio
la siguiente capa en profundidad se ve expuesta a la luz y comienza la
misma secuencia; como resultado, la mayoria de las algas precipitan y
forman grandes aglomeraciones en el fondo, a partir de las cuales se
desprenden "escamas" que suben a la superficie, dénde se convierten en
anodxicas y con olor desagradable.

Si la velocidad de mezclado es demasiado lenta, las algas muertas y otras
formas de basuraorgédnicase depositan en el fondo,fundamentalmenteen
las dreas donde la turbulencia es pequena. La formacién de estas zonas de
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estancamiento conduciran a la formacién de condiciones anaerobias, que
tienen como efecto el deterioro celular y la reducciéon del rendimiento y
calidad de la biomasa microalgal. En determinadas circunstancias se
pueden formar compuestos téxicos a partir de la descomposicién del
material orgdnico, causando la pérdida de todo el cultivo.

Laagitacién puede conseguirse porvarios métodos, que suelen conllevarun
gasto energético, como agitacion mecanica (palas, hélices, etc.), bombas de aire
("air-lift pumps"), o aireacién (De la Notie y De Pauw, 1988).

Todos estos métodos son igualmente efectivos parala agitacién del cultivo
pero la aireacién es el método més utilizado dado que el aire puede ser utilizado
como gas portador si se necesita suministrar CO,. La tasa de mezcla puede
proporcionar algtn control sobre la composicién de especies debloomsmicroalgales
en cultivos en tanques exteriores y puede ser util para suprimir especies
indeseables. A veces, se utilizan simultdneamente la agitacién mecanica y la
aireacién (Méarkal y Mather, 1985; Becker, 1994).

En experiencias con P. tricornutum se estudiaron diferentes tasas de
aireacién (sin suministro de CO,), encontrando que tanto la tasa de crecimiento
como la densidad celular final aumentan con el flujo de aire y el suministro de
CO,, siendo ambos mecanismos saturables (Fig. 15). La tasa de aireacién y
suministro de CO, se relaciona asimismo con el pH del medio (Fébregas et al.,
1994Db).

Generalmente, el suministro de airese enriquece conun 1-2% de diéxido de
carbono. Lafigura 16 muestra los efectos de la aireacién con diferentes suplemen-
tos de CO, sobre el crecimiento de Scenedesmus. Un suplemento de CO,, ya sea
suministrado directamente o mezclado con el aire utilizado para la aireacién,
aumenta enormemente la productividad de los cultivos masivos de microalgas.
Actua como fuente de carbono para la fotosintesis y ayuda a mantener el pH de
los cultivos en el rango 7.5-7.8 (Laing y Ayala, 1990). La cantidad precisa para
mantener el pH a 7.5-7.8 puede ser monitorizada con medidores de flujo en el aire
y lineas de suministro de CO,. El pH de los cultivos sin suplemento de CO,
aumenta rédpidamente debido a la retirada del CO, de los iones bicarbonato. Esto
reducird el crecimiento celular y la tasa de division de la mayoria de las especies
microalgales aunque unos pocos tipos como Phaeodactylum pueden tolerar altos
niveles de pH (Goldman et al., 1988). Cuando el pH es superior a 10, el CO, libre
en solucién formard precipitados insolubles como carbonato cédlcico y esto puede
ser un problema en los sistemas de cultivo masivo (Dickson, 1987).

El aire puede ser suministrado por un compresor. E1 CO, puede ser
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Figura 16.- Efecto de distintas concentraciones de CO, sobre el crecimiento de Scenedesmus
(modificado de Becker y Venkataraman, 1982)

suministrado a partir de balas con el gas comprimido con reguladores o como
producto intermedio de procesos fermentativos (Soeder, 1980). E1 método de
introducir aire/CO, a los cultivos masivos de microalgas debe ser cuidadosamente
disefiado para que el CO, se utilice eficientemente y se minimicen las pérdidas,
idealmente a menos del 3% (Maerkl y Mathed, 1985).

EVAPORACION Y PRECIPITACION

El cultivo de microalgas en dreas tropicales tiene un importante problema
que es el de la evaporacién, superior a 10 Lm2 d-!, lo que aumenta la concentra-
cién de sales en el medio y hace necesaria la adicién de suficiente agua para
contrarrestarla pérdida, con los consiguientes problemas que esto supone. En las
zonas tropicales dénde son frecuentes las lluvias, éstas provocan fuertes dilucio-
nes de los cultivos, pérdida de nutrientes e incluso de biomasa microalgal.
Ademas de las pérdidas por evaporacion, las condiciones climaticas también
afectan a la temperatura del medio de cultivo. A baja humedad relativa del aire,
lastasas de evaporacién son mayores, lo cual provoca un enfriamiento del medio.
Cuandolahumedad relativadel aire es altay nohayviento, el medio puede llegar
aalcanzarlos 40°C, temperaturaletal paralamayoriadelas especies microalgales.
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Es aconsejable que las areas de cultivo de algas tengan una humedad media
relativa inferior al 60% (Becker, 1994).

TAMANO DE INOCULO Y DENSIDAD DE POBLACION OPTIMA

En el momento de abordar un cultivo de microalgas uno de los factores a
considerar es la concentracién inicial 6ptima o tamaiio del inéculo, que juega un
importante papel en el desarrollo ulterior del cultivo. Concentraciones demasia-
do bajas pueden perderse por fotooxidacién u otras causas, mientras que si son
demasiado altas se producen pérdidas debido a la respiracién o a una ineficiente
utilizacién de la energia luminica, debido al propio ensombrecimiento. Si el
indculo es demasiado grande no compensa econémicamente.

Elinéculoinicial debe estar constituido por células de una séla especie (no
contaminado) en buen estado. La calidad del inéculo debe comprobarse en cada
paso de las distintas escalas de cultivo.

Referido a cultivos masivos, es importante el concepto de densidad de
poblacién 6ptima. Puede definirse como la densidad celular que produce la
maxima tasa de cosecha ("output") de biomasa o del producto deseado bajo unas
determinadas condiciones ambientales (Richmond, 1990). Aelevadasdensidades
celulares seobservauna fuerte caida en la cosecha, lo que se explica por un severo
descenso de la tasa de crecimiento debido a que el mutuo ensombrecimiento es
maximo, no recibiendo cada célula la intensidad de luz suficiente. Del mismo
modo, si la densidad de poblacién es menor a la 6ptima hay un descenso en la
cosecha debido aparentemente a un aumento de la fotoinhibicién, que es més
severoamedidaque el ensombrencimiento mutuo desciende; ademas, al descen-
der la poblacién la utilizacién de intensidades de luz por encima de nivel de
saturacién hace que el proceso sea menos eficiente. Es por esto, que la densidad
de poblacién éptimanormalmente representa la eficiencia fotosintética maxima,
aunque la tasa de crecimiento espécifica es aproximadamente la mitad de la
maxima, debido a que el crecimeinto estd limitado por la luz (Richmond, 1990).
La densidad de poblacién éptima varia entre especies, con las condiciones
climéaticas, tipode cultivo, tipo dereactor, porlo que debe ser determinada en cada
caso para mantener un cultivo en su maxima tasa de cosecha.

NUTRIENTES
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Figura 17.- Relacién entre tasa de crecimiento y limitacién de crecimiento. A: modelo de
Monod; B: modelo de Droop.

Para un crecimiento éptimo, debe suministrarse al cultivo nutrientes en
cantidades adecuadas. Hay muchas variaciones en los requerimientos nutritivos
(en cantidad) entre las distintas especies y dentro de cada especie varian en
funcién de disintas condiciones ambientales, como luz, temperatura, pH. Si las
condiciones permiten una tasa de crecimiento altalos requerimientos nutritivos
son mayores. El crecimiento microalgal y laincorporacién de nutrientesno-siguen
unarelacién simple, siendo dependientes de factorestales como las concentracio-
nesinternasy externas, tasas de difusion, especies, etc. A causa de laimportante
variabilidad de estos factores, las concentraciones de nutrientes aportadas para
el crecimiento y desarrollo microalgal han variado considerablemente. Para
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alcanzar una productividad maxima, en cultivos microalgales masivos se han
sugerido, por ejemplo, concentraciones éptimas entre 2 y 619 mg de N por litro
(Eyster, 1967; Shelef et al., 1980).

La absorciéon de los nutrientes ocurre a través de sistemas enzimédticos
especificos, mediados por energia y limitados por la membrana, que generan
concentraciones intracelulares elevadas de esos iones como sustratos para los
diferentesprocesos enzimaticosde asimilacion. La tasa de absorcién esta relacio-
nada con la concentracién extracelular del nutriente a través de una funcién
hiperbdélica que se describe empiricamente por la expresion de Michaelis-Menten
para la cinética enzimatica:

V—_—an [S/(KS-'_S)]’

dénde V eslatasade absorcion del nutriente, V  1a tasa maxima de absorcién del
nutriente, S la concentracién del nutriente y K la constante de saturacién media
o concentracion del sustrato a la cual V=V /2.

Por analogia con la cinética enzimética, se piensa que la constante K
refleja la afinidad del sistema enzimético por el sustrato; una K, menor sugiere
una mayor afinidad por el sustrato y por lo tanto una incapacidad para absorber
los nutrientes a bajas concentraciones de sustrato (Darley, 1982).

En general, 1a relacion entre las tasas de crecimiento del fitoplancton y la
limitacién de los nutrientes se puede describir pormediode una de dos funciones
hiperbdlicas (Fig. 17) (Kaplan et al., 1986):

1.- En algunos estudios, se ha encontrado que la misma relacién que se
utiliza para describirla cinética de absorcién relacionatambiénlatasade
crecimiento a la concentraciéon del nutriente en el medio. Esta es la
ecuacién de Monod o modelo de control del nutriente externo:

p=p o SAK+8)),

dénde p es la tasa especifica de crecimiento, n,, la tasa maxima especi-
fica de crecimiento, S la concentracién del sustrato y K, la constante de
saturacién media.

2.- En otros estudios, se observaquelatasa de crecimiento se relaciona con
laconcentracioncelulardel nutriente limitante mas que con suconcentra-
cién externa. Esta es la ecuacién de Droop o modelo de control del
nutriente interno:

}1=}1max [I'(Q0+Q)] 3

dénde Q es la cuota celular del nutriente limitante (es decir, la cantidad
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Figura 18.- Crecimiento de Scenedesmus con la adicién de varios aziicares (modificado de
Becker, 1994)

total del nutrientelimitante, en todas sus formas, enla célula), Q,la cuota
minima celular (es decir, la cuota de subsistencia o menor nivel de Q al
cuallacélulapuede crecer)y pr_, latasaespecificade crecimiento cuando
Q es infinita.

Bajo condiciones de estado estable, ambas ecuaciones describen igualmen-
te bien el crecimiento limitado por nutrientes debido a que la absorciéon del
nutriente (unafuncién de la concentracién externa del mismo) esté en equilibrio
con la cuota celular del nutriente en cuestion.

Los nutrientes inciden en la velocidad de crecimiento y en la composicién
bioquimica de las células en cultivo. En funcién de las cantidades requeridas se
dividen en macronutrientesy micronutrientes. Macronutrientes son aquellosque
forman parte de las moléculas estructurales de las microalgas y, por tanto, se
requieren C,N,O,Hy P,ademasdeCa,Mg,Sy K. Los micronutrientes se aquellos
que serequieren en cantidades minimas y forman parte de moléculas esenciales,
como factores de crecimiento o enzimas, o son necesarios para la activacién de
ciertos enzimas. Generalmente se requieren como micronutrientes Fe, Mn, Cu,
Mo y Co. A veces se requieren bajas concentraciones de vitaminas, sobre todo
tiamina, biotina y B;,. Ademds de los requerimientos de tipo general, ciertos
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Figura 19.- Cultivos mixotréficos de la microalga marina Tetraselnis suecica. P: peptona; G:
glucosa; Y: extracto delevadura (Cid er al., 1992a)

grupos pueden tener requerimientos especificos, como es el caso de las diatomeas
y el silicio.

FUENTE DE CARBONO

El macronutriente méds importante es el carbono que constituye el 50% de
la biomasa microalgal. El crecimiento microalgal esta limitado por la fuente de
carbono y se ha utilizado como tal carbono orgénico e inorganico.

La fuente principal de carbono es el CO, aunque algunas microalgas
pueden utilizar compuestos organicos (cultivos heterétroficos y mixotréficos). El
CO, es la fuente de carbono celular durante el crecimiento fotoautotréfico
caracteristico de las microalgas. En algunas microalgas (fotoautétrofas obliga-
das) es el inico compuesto de carbono que pueden utilizar para el crecimiento
(Kaplan et al., 1986).

El CO, se suministra generalmente mezclado con aire, produciendo un
burbujeo que sirve también de agitacién. Las técnicas para el suministrode CO,
representan un elementoimportanteenel cultivo a gran escalade microalgas. Se
producen pérdidas a la atmoésfera dificiles de controlar, sobre todo en piscinas
donde, debido a la poca profundidad de los recipientes las burbujas no permane-
cen en fase liquida durante el tiempo suficiente para que el CO, se disuelva
(Becker, 1994).

Lamayoria de las microalgas tienen en el medio, aparte del CO,, CO,H,y
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susiones COgH y COy. y sus proporciones dependen del pH, de modo que segtin
aumenta éste las proporciones de HCO," y CO,* aumentan en relacién al CO,
disuelto. El CO, es la fuente de C preferida por las microalgas, dado que difunde
rapidamente del agua al interior de la célula y es utilizable directamente en los
procesosdefijacion. Notodaslas microalgas son capacesde utilizar el HCO, como
una fuente de C, pues la incorporacién de CO;Hen cantidad suficiente para
soportar la fotosintesisrequiere transporte activo del bicarbonato y/o ser disocia-
do por una anhidrasa carbdnica (Boney, 1989). En poblaciones microalgales
densas, la propia actividad fotosintética tendera a reducir el nivel de CO, y
aumentar la alcalinidad, pudiendo alcanzarse niveles 0 de CO,, especialmente si
la temperatura es templada, volviéndoselimitante paralas microalgasincapaces
de utilizar bicarbonato.

Carbono orgdnico

La mayor parte del carbono microalgal puede ser proporcionado como
solutos orgénicos, como glucosa y acetato, en el medio mejor que el CO, en fase
gas. Se conocenmicroalgaspresumiblemente fotoautétrofas obligadas capaces de
crecer en oscuridad con glicerol y otras capaces de utilizar no solo azicares y
acetato sino incluso acido piruvico y acido lactico. Hoy en dia, se admite que la
mayoria delas microalgas quimiolitotrofas pueden utilizar acetato. Ahora bien,
el rango de sustratos utilizados varia de una especie a otra, y cepas muy préximas
entresipueden diferirmucho en sus preferencias. Respecto a los sustratos, 4cidos
grasos, aminodcidos y alcoholes también han sido utilizados en algunos casos
(Kaplan et al., 1986).

De las microalgas que utilizan azicares como sustrato, el mas disponible
y, por tanto, mas utilizado es la glucosa, y después galactosa y fructosa; pero los
disacaridos son menos disponibles y menos utilizados. La figura 18 muestra el
crecimiento de Scenedesmus con diferentes azucares. Entre los alcoholes, el
glicerol es cominmente utilizado (Becker y Venkataraman, 1982).

Lafaltadeversatilidad enlautilizacién de sustratos organicos como fuente
de carbono para las microalgas parece ser consecuencia de restricciones en la
permeabilidad. Por ejemplo, la sacarosa no sirve como fuente de carbono en
Chlorella pero se encuentra dentro de la célula. De igual forma, otros muchos
compuestos organicos que no sirven como fuentes de carbono han sido identifica-
dos como metabolitos intermediarios (Samejima y Myers, 1958).

Los rendimientos obtenidos en cultivos mixotréficos con glucosa o acetato
como fuente de C son 2-3 veces superiores a los de los cultivos fototréficos. No
obstante, esto incrementa notoriamente los costes de produccién.
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No todas las especies microalgales pueden crecer mixotréficamente. En
cultivos mixotroéficos de distintas microalgas marinas, los mejores resultados se
obtuvieron con Tetraselmis suecica (Cid et al., 1992a), una de las especies més
utilizada en acuicultura de moluscos y crustdceos, Se utilizaron 3 compuestos
orgdanicos: glucosa, extractode levadura y peptona, ensayandose cadaunode ellos
por separado y en combinaciones de dos o de tres. Los cultivos se realizaron a una
intensidad de luz 12 veces menor que la utilizada en cultivos fotoautotrdficos de
esta microalga. Los resultados muestran que la adicién de extracto de levadura
solo o en combinacién con glucosa y/o peptona mejoran significativamente el
crecimiento, obteniéndose densidades celulares tres veces superiores a los obte-
nidos para esta misma especie en cultivosfotoautotréficos en condiciones simila-
res pero con una intensidad de luz doce veces mayor.

Ensayos conotros aziicares, como fructosa, sacarosa y manosa, asi como con
aminoacidos mostraron que sélo la fructosa presenta un claro efecto estimulador
del crecimiento (Cid et al., 1992b).

NITROGENO

El siguiente elemento en importancia es el nitrégeno, ya que después del
carbono es cuantitativamente el elemento que tiene una mayor contribucién a la
materiasecadelascelulasmicroalgales (Vaccaro, 1965?7). Lafuente denitrégeno
utilizada suele ser inorgéanica (nitratos, nitritos y amonio) (Antia et al., 1985;
Fisher y Cowdell, 1982; Kaplan et al., 1986), aunque a veces se utiliza nitrégeno
orgénico y en este caso el compuesto més comtinmente utilizado es la urea
(Neilson y Larson, 19807). El nitrégeno es uno de los elementos que mas influye
en la composicién bioquimica (Boussiba y Richmond, 1980; Shifrim y Chisholm,
1980; Rajasekaran et al., 1981; Utting, 1985; Cohen, 1986; Vieira y Klaveness,
1986).

Cuando el nitrégeno seincorpora en forma oxidada, como nitrato o nitrito,
debe ser reducido antes de que pueda incorporarse en moléculas organicas. La
reduccién del nitrato ocurre en dos pasos catalizados por la nitrato reductasa
(NR) y la nitrito reductasa (NiR).

El amonio puede ser utilizado por la mayoria de las microalgas. Cuando a
un cultivo de microalgas se le suministra amonio y nitrato como fuente de
nitrégeno, el nitratonormalmente noesutilizado hastaquetodoel amoniohasido
consumido. En numerosas algas y plantassuperiores sesabequeel amonioinhibe
la incorporacién de nitrato del medio por tres mecanismos diferentes: represién
de la formacién de un nuevo transportador de nitrato y de nueva nitrato
reductasa; inhibicién del transportador y de la nitrato reductasa por el propio
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Figura 20.- Crecimiento de Phacodact ylum tricornutum cultivada con distintas fuentes de
nitrégeno (Fidalgo et al., 1994).

amonio ounode sus productos; e inhibicién fisica del mecanismo de incorporacién
de nitrato por una reduccion severa del potencial de membrana, acompariada de
una modificaciéon del pH interno de la célula. Estos dos iltimos procesos son casi
instantaneos y pueden explicar por qué la inhibicién finaliza cuando se consume
o seretirael amonio(Beevers yHageman, 1983; Ullrich, 1983). La preferenciadel
amonio sobre el nitrato en las microalgas es debida a que la incorporacién de
nitrato supone un gasto de energia ya que debe ser reducido a amonio por la
célula, mientras que el amonio es un compuesto reducido y entra a formar parte
directamente de las moléculas organicas, incorporandose en aminoacidos (Bertl
et al., 1984; Ullrich et al., 1984).

Algunas microalgas son sensibles a altas concentraciones de amonio y
concentraciones de amonio 1 mM pueden inhibir su crecimiento. La razén de la
inhibiciéon por el amonio es desconocida, pero puede estar relacionada con un
aumento del pH interno, debido a la penetracién de moléculas de hidréxido
amoénico no disociadas (Morris, 1974). Por encima de pH 7, el NH, libre se hace
disponible, y la difusién de éste aumentara el pH interno, a diferencia del NH,*.
Cuando seutiliza amonio como inicafuente de nitrégeno, la incorporacién de éste
por las células microalgales es acompafiada por la producciéon de hidrogeniones
(H*) (Ullrich et al., 1984), provocando un fuerte descendo del pH del medio
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(Brewer y Goldman, 1976) y la muerte celular, como ya vimos antes al hablar del
pH.

Gran nuimero de especies microalgales son capaces de utilizar el nitrégeno
en forma de nitrito, aunque no es tan abundante en la naturaleza como las otras
formas de nitrégeno inorganico. Ademas, el nitrito en altas concentraciones
puede inhibir el crecimiento (Morris, 1974; Cresswell y Syrett, 1982).

La asimilacién del nitrégeno inorganico es fuertemente dependiente de la
luz, y tanto la intensidad de luz como la calidad de la luz pueden controlar la
asimilacién del NO;" mediante la modulacién bien de la incorporacién del
NO,,odelareduccion delNO, atravésdelaregulacion delasintesisy actividad
de la enzima NR. Mientras la luz roja absorbida por los fitocromos parece inducir
la sintesis de NR, la luz azul absorbida por las flavinas actia mediante la
activacién del enzima inactivo ya existente (Maldonado y Aparicio, 1987).

Laluzestimula la incorporacién y asimilacién de nitrégeno inorgénico por
lasmicroalgas, probablementede varias formas. Unapuede ser por fotorreduccion
directa del compuesto de nitrégeno, afectando principalmente al paso de la
reducciéon del nitrito, que requiere ferredoxina (Thomas et al., 1976). Una
segunda forma en que la luz puede estimular la incorporacién y asimilaciéon de
nitrégeno es con el suministro de ATP via fotofosforilacién (Tischner y Lorenzen,
1979). Parece que el ATP es necesario para la incorporacién de nitrato antes de
la reduccioén, lo que sugiere que el nitrato entra en las células por mecanismo
activo. Una tercera via es mas indirecta, a través de la produccién fotosintética
de compuestos de carbono para aceptar el nitrégeno reducido (Grant, 1968). Esta
posibilidad se apoya en el hecho de que para obtener las tasas maximas de
incorporacién de nitrato, nitrito y amonio se necesita tanto luz como CO,. El
requerimiento de CO, puede ser reemplazado por una fuente de C orgénico
(Grant, 1968).

La capacidad de utilizar nitrégeno en forma orgédnica estd ampliamente
extendida entre las microalgas. En general, las amidas, urea, glutamina y
asparagina, resultan buenas fuentes de nitrégeno (Wheeler et al., 1974; Neilson
y Larson, 1980). Diversos aminodacidos, como glicina, serina, alanina, lisina,
arginina, 4cido glutdmico o acido aspéartico, también pueden ser utilizados como
fuente de nitrégeno (Wheelr et al., 1974; Flynn y Syrret, 1986), e incluso otros
compuestos tales como purinas y sus derivados, xantina, hipoxantina, acido
arico, alantoina, etc., pueden ser utilizados por algunas microalgas (Antia et al.,
1980; Kaplan et al., 1986).

Laurea es una buena fuente de nitrégeno para casi todas las especies de
microalgas (Syrett, 1987) y el crecimiento obtenido en'aquellas especies capaces
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de utilizarla es similar al que se obtiene con fuentes inorgédnicas (Kaplan et al.,
1986; Vieira y Klaveness, 1986). Generalmente, la urea es hidrolizada antes de
que su nitrégeno se incorpore a las células microalgales. En las microalgas se
conocen 2 enzimas que metabolizan la urea: la ureasa y la urea amidoliasa. Las
microalgas que metabolizan la urea tienen ureasa o urea amidoliasa pero no
ambas (Leftley y Syrett, 1973; Syrett, 1987).

Distintos resultados muestran que se produce gran variabilidad tanto en
el crecimiento como en la composicidon bioquimica debido a las variaciones en la
concentracién de nitrégeno (Boussiba y Richmond, 1980; Shifrin y Chisholm,
1980; Rajasekaran et al., 1982; Utting, 1985; Cohen, 1986; Kaplan et al., 1986,
Vieira y Klaveness, 1986; Vonshak, 1986; Wikfors, 1986; Fabregaset al., 1989a,
b; Sriharan et al., 1989).

La utilizacién de distintas fuentes de nitrégeno varia segiin las especies
(Fig. 20). En cultivos de Phaeodactylum tricornutum con distintas fuentes de
nitrégeno los crecimientos fueron muy similares con nitrato, nitrito y urea, pero
significativamente inferiores con amonio (Fidalgoet al.,1990). Enlos cultivos con
amonio se produce una importante acidificacion del medio a partir del 4° dia de
cultivo, y las células cesan en su cercimiento debido a los valores de pH; por el
contrario, en los restantes cultivos el pH se mantiene en valores aceptables ylas
células crecenhastaqueentranenfaseestacionaria por agotamientodel nitrégeno,
segun se deduce de la aplicacién de la formulacién logistica. El crecimiento de
Tetraselmis suecica con distintas fuentes de N se comporta de modo similar al de
P. tricornutum, con valores similares para nitrato, nitrito y urea, y
significativamente menor para el amonio en el que se produce de nuevo un
importante descenso en el pH (Fidalgo, 1990). Por el contrario, en Chaetoceros
calcitrans los mejores resultados se obtienen con elnitritoy nitrato, mientras que
la urea dié resultados significativamente menores, muy similares a las obtenidas
con el amonio (Fidalgo et al., 1993).

En cuanto a las interacciones entre la fijacién de CO, y la asimilacién de
nitrégeno, se pueden distinguir dos niveles: los efectos de la asimilacién denitrato
y amonio en la fijacién de CO, y el papel regulador del CO, en la asimilacién del
nitrato. Respecto a los primeros se sabe que la asimilacién de nitrato produce una
disminucién en la fijacién de CO, a bajas intensidades de luz (Romero y Lara,
1987); esto no ocurre cuando el nitrégeno se incorpora en forma de amonio porque
el nitrato compite con el CO,, por el poder reductor y el amonio no; ademas elion
amonio activa la fosfoenolpiruvato carboxilasa y la piruvato quinasa (Bassham
etal.,1981; Kanazawa et al., 1983). Por otrolado, la fijacién de CO, interviene en
los primeros pasos de la asimilacién de nitrégeno, concretamente en el transporte
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Figura 21.- Crecimiento de distintas microalgas marinas con diferentes medios de cultivo
(Herrero et al., 1991).

de nitrato (Lara et al., 1987) y la actividad de la nitrato reductasa (Kaiser y
Forster, 1989). ~

OTROS NUTRIENTES

El fésforo interviene en la mayoria de los procesos celulares de transferen-
cia de energia y de sintesis de 4cidos nucléicos. Como fuente de fésforo se utiliza
fundamentalmente fosfato inorganico. Su deficiencia provoca un descenso en la
sintesis de acidos nucléicos, ATP y clorofila (Boney, 1989). Asimismo, es impor-
tante larelacién N/P. Elazufre se toma comosulfatoinorgédnicoy esfundamental
para la divisién celular. La cantidad requerida de calcio varia mucho entre las
especies y estd relacionada con el tipo de pared celular. El sodio, potasio y cloro
son universalmente requeridos por las microalgas, actuando el sodio y el potasio
como activadores de enzimas, mientras que el cloro es fundamental para la
fotosintesis. El magnesio forma parte de la molécula de clorofila y determinala
agregacion de ribosomas (Kaplan et al., 1986).

Los micronutrientes son requeridos en bajas concentraciones y en exceso
resultan téxicos. El primero deellos es el hierro, necesario paratodaslas especies
de microalgas. Es imprescindible para el metabolismo del nitrégeno, fotosintesis
y sintesis de citocromos. El manganeso y el cobre forman parte de la cadena de
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transporte electrénico y son cofactores de muchos enzimas. El molibdeno es
necesario para la asimilacién del nitrégeno. El cobalto es necesario en aquellas
microalgas que sintetizan la vitamina B,,, las que no la sintetizan no necesitan
el cobalto pero si la vitamina. A veces, se requieren bajas concentraciones de
tiamina y biotina.

Ademas de los requerimientos de tipo general, ciertos grupos pueden tener
requerimientos especificos, como es el caso de las diatomeasy el silicio.

MEDIOS DE CULTIVO

Uno de los obstdculos en la produccién industrial de microalgas es la
formulacién y preparacién de un medio de cultivo quimica y econémicamente
apropiado.

Los medios de cultivo utilizados para algas se pueden agrupar en 3
categorias: medios completamente sintéticos, medios basados en aguas natura-
les enriquecidas con suplemento mineral y utilizacién de residuos o aguas
residuales.

Los medios de cultivo sintéticos pueden ser comerciales o prepararse en
cada laboratorio o planta a partir de sus componentes. Es conveniente que sean
faciles de hacer o reconstituir en el laboratorio y de facil conservacién.

Elenriquecimientodel agua dulce o el agua de mar natural con diferentes
nutrientes quimicos aumenta enormemente el crecimiento y las tasas de divisién
deloscultivos de microalgas. En el caso de especies marinas, se ha utilizado agua
de mar artificial para cultivos masivos exteriores, aunque es prohibitivamente
caro preparar los grandes voliimenes requeridos para aplicaciones comerciales,
por tanto es preferible el agua de mar natural y de mejor rendimiento. Diversos
estudios han identificado los requerimientos nutritivos especificos de algunas
microalgas, particularmente de minerales y vitaminas. Consecuentemente, se
han desarrollado numerosos medios de cultivo, descritos en la bibliografia
especializada (Guillard y Ryther, 1962; McLachlan, 1973; Stein, 1973; Vonshak,
1986; Becker, 1994), aunque su composicidn cualitativa suele ser similar. La
relacién entre N/P oscila entre5/1y 10/1 en peso seco yentre N/Side 0.5/1 a 1/
1. La mayoria de los medios descritos se preparan en soluciones stock concentra-
dasdelosnutientes quimicos y después se anaden al aguavolimenes determina-
dos para dar la concentracién adecuada en el medio de cultivo.

Un estudio del crecimiento de 4 especies de microalgas marinas de impor-
tancia comercial (7" suecica, I. galbana, D. tertiolectay P. tricornutum) utilizando
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los medios méas comunes (ES Provasoli, Walne y {/2) junto con los nutrientes
comerciales ALGAL-1 demostré un mejor crecimiento de todas las especies
utilizadas con este medio, mientras que no habia diferencias significativas entre
los otros tres (Fig. 21) (Herrero et al., 1991).

El coste de los productos del medio de cultivo es un componente significa-
tivo del coste total de la produccién algal. Por esta razén se han desarrollado
métodos de enriquecimiento simplificados, menos caros, particularmente para
sistemas exteriores donde se cultivan grandes volimenes de algas. E1 método
mas simple es anadir fertilizantes con nitrato/fosfato al agua, en una razén de
nitrégeno:fésforoentre 5:1y 15:1 dependiendo de de las especies algales preferi-
das y de las condiciones locales (Geldenhays et al., 1985). Ademés un suplemento
de silicio, generalmente en forma de metasilicato sddico, favorece el crecimiento
de especies de diatomeas, muchas de las cuales son comercialmente tutiles. La
manipulacién de la relacién N:P:Si puede ser un buen método de ejercer algin
control sobre la composicién de especies de microalgas en agua de mar en tanques
exteriores. De Pauw et al. (1983) encontraron que una relacién N:P alta y una
relacion N:Si baja favorece a especies de diatomeas tiles, como Skeletonema y
Chaetoceros, e impiden los blooms de especies menos deseables como
Phaeodactylum.

La adicién de fertilizantes al agua de mar esméasbeneficiosa para algunas
especies microalgales que para otras. Por ejemplo, en ensayos comparativos de
Spectorova et al., (1982) Dunaliella crecié igualmente bien en medios simples
enriquecidos que en formulaciones mas complejas. Sin embargo, Fabregas et al.
(1987) encuentran queaguade mar simplemente fertilizada no esapropiadapara
cultivos de Tetraselmis y un suplen:ento de micronutrientes y extracto de suelo
mejora su comportamiento.

Microalgas producidas en cultivos exteriores con medio preparado con
fertilizantes simples son con frecuencia del mismo valor nutritivo que cultivos
crecidos bajo condiciones de laboratorio estrechamente controladas utilizando
medios mas complejos (Rodhouse et al., 1983).

Efluentes domésticos tratados y otras formas de aguas residuales, como
efluentes de granjas de peces, utilizados como fuentes de nutrientes pueden
reducir mas los costes. Sin embargo, puede haber peligro de que las algas
acumulen metales pesados uotros contaminantes delosefluentesy esto puede ser
perjudicial para los animales que se van a alimentar de ellas (Dunstan y Tenore,
1972; Mihnea y Voinecu, 1977).

Ciertos residuos rurales o efluentes de biodigestiéon de materiales organi-
cos también se han utilizado para preparar medios de cultivo, y en estos casos el
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producto obtenido puede ser utilizado en la alimentacién animal. Segin la
mayoria de los autores, estos medios de cultivo simplificados producen maés o
menos las mismas tasas de crecimiento que los medios de cultivo estandar de
laboratorio. E1 uso de estos medios menos caros reduce efectivamente los costes
de produccién de la biomasa de Spirulina (Seshadri y Thomas, 1979).

Para un cultivo masivo rentable se utilizan productos de excedentes
agricolas o industriales como fuentes de C, en lugar del CO,, econémicamente
prohibitivo.Una de las fuentes potenciales de C orgdnico son las molasas dispo-
nibles en muchos paises que cultivan cafia de azicar y el CO, producido en
procesos de compostaje (Becker, 1994).

Aguaricaennutrientes procedente de afloramientos oceanicos también se
ha utilizado para preparar medio de cultivo en ciertas partes del mundo, ej. St.
Croix, Islas Virgenes, Cabo Frio (Brasil) (Rodriguez y Maestrini, 1984)

CONTAMINACION

Enlos cultivos en el exterior son inevitables cierto tipo de contaminaciones
dadas las condiciones no asépticas, ya que ni el medio ni el ambiente estdan
estériles. En la préctica, es necesario monitorizar y controlar tales contaminan-
tes, con el fin de obtener una biomasa algal sin impurezas perjudiciales y para
mantener los contaminantes dentro de unos limites tolerables.

Lamayoria delos contaminantes de cultivos limpios, ademés de bacterias,
otras formas algales, zooplancton, virus, hongos e insectos, dependen de las
condiciones locales, la especie cultivada y el sistema particular de cultivo
(Richmond, 1986; Becker, 1986).

1.- ALGAS INDESEABLES

Este es uno de los mayores problemas de los cultivos masivos en el exterior.
Estas contaminaciones no pueden evitarse totalmente porque las condiciones de
cultivo en estos sistemas no son exclusivos de una especie en particular.

Este tipo de contaminacién reduce el rendimiento del cultivo y, en casos
extremos, el alga contaminante puede desplazar el cultivo original. En Japén, el
mantenimiento de cultivos puros de Chlorella implica recultivar con frecuencia
partiendo de inéculos no contaminados.

Aunque esimposible prevenir la contaminacién con algasindeseables, se
pueden tomar cierto tipo de precauciones que ayudan a mantener dichas conta-
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minaciones en un nivel aceptable. Las cubiertas de pldstico pueden minimizarla
tasa de invasidn, pero por razones practicas estan limitadas a tanques o lagunas
pequeiias y s6lo durante periodos de tiempo cortos.

Las mejores estrategias son la utilizacién de elevadas concentraciones de
inéculo, limpiezas periédicas de las lagunas y la creacién de condiciones ambien-
tales especificas que favorezcan el crecimiento de las especies algales deseadas.
Esto puede conseguirse mediante la ausencia de fertilizantes de nitrégeno en los
cultivos de cianobacterias fijadoras de nitrégeno, con altas concentraciones desal
en los cultivos de Dunaliella y Spirulina, conel pH o con el aporte de nutrientes.
Por ejemplo, la diferente afinidad y las tasas de asimilacién de amonio a corto
plazo de las algas deseadas e indeseables pueden ser utilizadas para favorecer el
crecimiento de las especies deseadas mediante la seleccién del régimen de aporte
de amonio y otros nutrientes.

Dentro de ciertos limites, algunas algas (saludables) establecen monocul-
tivos que suprimen la propagacién de otras especies, quizéds por la excrecién de
sustancias supresoras del crecimiento, aunque en la mayoria de los proyectos
algales se produce una sucesién de diferentes especies, fundamentalmente
basadas en una sucesién estacional. La contaminacion de Spirulina sp. con otras
algas esta limitada a unas pocas formas, principalmente a causa de las condicio-
nes de cultivo tan especificas de esta especie (elevada salinidad y pH), que no
favorecen a la mayoria de las especies.

2.-MOHOS, LEVADURAS Y HONGOS

Lacontaminacién con levaduras yhongosen los cultivos algales se produce
con cierta frecuencia en laslagunas de cultivo; sin embargo, no presentan serios
problemas para el comportamiento de las algas ni para el consumidor.

El hongo més dafino para los cultivos de cloroficeas (y no en el caso de
Spirulina) es Chytridium sp.,que a menudo aparece con el flagelado Aphelidium
sp. Las infecciones en los cultivos de Scenedesmus con estos organismos se han
detectado en Alemania, Tailandia, Israel, Sudafrica y Peri. Amedidaque avanza
la infeccién, se produce una floculacién fuerte de las suspensiones algales y el
color del medio se vuelve marrén. Los cultivos infectados muestran un descenso
de la evolucién del oxigeno, incluso durante los periodos de méaxima tasa
fotosintética. Cuando aparecen estas indicaciones, el cultivo es yairrecuperable.
Por ello se aconseja el examen microscopico diario del cultivo. Cuando aparecen
indicios de contaminaciéon por Aphelidium es necesario diluir fuertemente el
cultivo con medio fresco. Durante el crecimiento exponencial del cultivo, la
poblacién algal se multiplica a una tasa mayor que el pardsito, y se podria
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eliminar la infeccién mediante repetidas diluciones. Por esto, se aconseja que la
densidad del cultivo se mantenga en una fase de crecimiento lineal éptimo
mediante la recogida diaria de biomasa.

La aparicién de paréasitos reduce el rendimientode loscultivos algales pero
norepresenta ninglin problema sanitario sila biomasa se destina a la alimenta-
cién o pienso. Nose ha encontradoninguna micotoxina sintetizada porAphelidium,
porlo que puedeasumirse que este parasito no representaninguinpeligro para la
salud si estd presente en la biomasa microalgal.

3.- BACTERIAS

Lasbacterias heterdtrofas pueden encontrarse en los cultivos de microalgas
creciendo enlos medios inorgénicos, ya que las algas exudan diferentes compues-
tos orgdnicos al medio que inducen el crecimiento bacteriano, y el grado de
contaminacidén es bastante elevado cuando se adicionan nutrientes organicos o de
desecho. Esnecesariorealizar controlessanitarios delabiomasacomo prerrequisito
para la utilizacién de la misma. Aunque hay numerosos estudios publicados
acerca de la calidad nutritiva y de la toxicidad en general de la biomasa
microalgal, apenas hay trabajos acerca de contaminaciones microbianas que
puedan afectar a la calidad y seguridad de las algas, si se aplican como alimento
0 pienso.

Las condiciones de cultivo de las microalgas (altos niveles de materia
orgénica disuelta, elevada temperatura) favorecen el crecimiento microbiano, y
se han observado altos niveles de bacterias que presentan cambios estacionales
dependientes de la temperatura.

4.-Z0OOPLANCTON

Este tipo de contaminacién aparece ocasionalmente en los cultivos de algas
verdes. Apenas tienen efecto sobre el crecimiento algal. Las especies mds
comunes son Lycrymanis sp., Colpidium sp. y Vorticella sp.

Cuando la contaminacién es por el rotifero Brachionus deben tomarse
medidas, ya que puede echar abajo el cultivo algal. El tratamiento mas efectivo
en estos casos es una reduccién dréstica del pH del cultivo a 3.0 mediante la
adicién de acido, manteniéndolo durante 1-2 horas. Después sereajusta el pH a
7.5 con KOH. Este tratamiento no tiene efecto sobre las algas, pero elimina
eficientemente los rotiferos. Este procedimiento debe restringirse a cultivos
pequenios a causade la cantidad de productos quimicos necesarios para inducir
los cambios de pH necesarios.
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No se ha encontrado este tipo de contaminacién en los cultivos de Spirulina,
debido probablemente al elevado pH y concentracion de sales del medio en estos
cultivos.

5.- INSECTOS

Chironomus en los cultivos de Scenedesmus y Ephydra en los cultivos de
Spirulina. La utilizacién de insecticidas puede provocar problemas de contami-
nacién y acumulacién y, por tanto, debe evitarse su utilizaciéon.

6.- OTROS CONTAMINANTES
Pueden ser pajaros y roedores, principalmente cuando las aguas estan estan-
cadas.

Para combatir la presencia de estos contaminates, el mejor método es
mantener el cultivo de microalgas en 6ptimo crecimiento, ya que se ha demostra-
do que en esas circustancias los niveles de contaminacién son minimas. Actual-
mente, no hay farmacos disponibles para controlar especificamente las infeccio-
nes de los cultivos algales. Sin embargo, algunos pesticidas podrian ser potencial-
mente adecuados. Se han probado diferentes pesticidas como control del parésito
Aphelidium en cultivos exteriores de Scenedesmus obliquus; agentes utilizan
comunmente utilizados en medicina y veterinaria y como fungicidas para la
protecciéon de plantas. No se ha observado el desarrollo de resistencia de los
parasitos a estos fungicidas. Los componentes activos de estos fungicidas son
tiocarbamatos, conocidos por su baja toxicidad y porque han sido utilizados
durante muchos anos en la agricultura. En algunos casos pueden realizarse una
retirada mecanica de los contaminates sélidos de mayor tamaino
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4.- Especies utilizadas y criterios de seleccion

Se han ensayado una amplia variedad de especies y cepas de microalgas
paradeterminarsu adecuacién al cultivo masivo, asi como suinterés ya sea como
biomasa o parala obtencién de algtin producto. Esto esdebidoa que al planterase
el cultivo microalgal deben elegirse especies que sean faciles de cultivar en
cultivos masivos y que tengan interés econémico.

Una vez se obtiene un género o especie de interés debe tenerse en cuenta
que pueden existir distintas especies o cepas con diferencias en crecimiento,
morfologia y composicién celular, por lo que se hacen necesarios métodos adecua-
dos de clasificacién y seleccion para encontrarla especie o cepa 6ptima (Vonshak,
1987)

Se han establecido diferentes criterios para la evaluacién y selecciéon de
cepas, normalmente dirigidos a la obtencién de altas tasas de produccién en
cultivos exteriores, ya que son éstos los sistemas rentables de produccién de
microalgas, aprovechando la iluminacién natural (Becker, 1994). Algunos de
estos criterios son:

1) Respuesta a las fluctuaciones diurnas. En general, en las areas
adecuadas para el cultivo de microalgas a gran escala son frecuentes las fluctua-
ciones diurnas de temperatura por encima de los 20°C, debido a su elevada
intensidad de luz, lo que significa que durante las horas dela mafiana, a pesar de
que existe suficiente luz, la temperatura en los tanques de cultivo estd por debajo
de la temperatura 6ptima para el crecimiento. Para minimizar este efecto
depresivo sobre el crecimiento, las cepas de microalgas a utilizar en estos cultivos
son aquellas que presentan un amplio rango de temperatura éptima.
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2) Resistencia a la fotoinhibiciéon. Aunque en general la luz es uno de
los factores limitantes del cultivo microalgal, las capas més superficiales de los
cultivos pueden estar expuestas a una radiacién solar tan elevada que llega a
producirse la fotooxidacién de las células microalgales. Por ello, deben aislarse
cepas conintensidades de luzde saturacién elevados y con unaminimainhibicién
del crecimiento a elevadas intensidades de luz.

3) Cantidad de respiracion en la fase oscura. Las medidas de la tasa
de respiracién en oscuridad han mostrado que durante la noche puede llegar a
perderse mas del 35% de la biomasa total producida durante el dia. Las cepas con
una tasa de respiracién en oscuridad baja o unarelacién entre produccién de O,
en luz y consumo de O, en oscuridad alta serian buenos candidatos para el cultivo
en el exterior a gran escala.

4) Sensibilidad a elevadas concentraciones de 02. El oxigeno es uno
de los factores mds importantes de las ecuaciones de fotosintesis; elevadas
concentraciones de O, deprimen la tasa deincorporacién fotosintética del carbono
en forma de un mecanismo de retroalimentacién, provocando en algunas ocasio-
nes la pérdida total del cultivo. La agitacién de los cultivos, ademas de asegurar
la distribucién homogénea de las células en el medio, permite la eliminacién del
cultivo del exceso de oxigeno producido en la fotosintesis, que de lo contrario
podria alcanzar niveles de saturacién del 500%. En cualquier caso, deberdn
seleccionarse cepas que puedan tolerar concentraciones de oxigeno relativamen-
te altas.

5) Sensibilidad al estrés osmético. Elevadas tasas de evaporacién (por
encima de 10 L d'! m2) en cultivos en el exterior y la adicién de medio fresco
pueden producir una duplicacién de la concentracién de sales después de largos
periodos de cultivo, lo que puede provocar un fuerte estrés osmético. Deben
seleccionarse cepas que toleren aumentos de la presién osmética sin aumentar la
tasa de respiracion.

MICROALGAS DE INTERES ECONOMICO

Se haestudiadouna amplia variedad de cepas y especies de microalgas con
el fin de cultivarlas masivamente para obtener elevadas cantidades de biomasa
y productos de interés en diferentes industrias. A continuacién citamos algunas
de las especies mas utilizadas.

Chlorella

La produccién a escala comercial de Chlorella estd relativamente extendi-
da en el sureste asidtico, mientras que en otras zonas son mas frecuentes otras
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especies (Soong, 1980). En Asia la produccién comercial de Chlorella comienza en
Taiwan en 1966. Las especies mas utilizadas son C. pyrenoidosa y C. ellipsoidea.
La biomasa de Chlorella se produce tanto autotréficamente como
heterotréficamente (Oh-Hama y Myachi, 1988). El producto de Chlorella se
distribuye como polvo o como pildoras en el mercado alimenticio. De esta especie
se extrae un producto denominado Factor de Crecimiento de Chlorella (Chlorella
Growth Factor, CGF), que mejora el crecimiento de las bacterias lacticas.
También se ha propuesto como productora de almidén a nivel comercial (Pint y
Pint, 1977); y algunas cepas termofilicas obtenidas por procesos mutagénicos
presentan una elevada produccién de luteina, pigmento utilizado en la industria
alimenticia (Cohen, 1986).

Spirulina

La producciéon comercial de Spirulina se lleva a cabo en México, Taiwan,
Tailandia, California, Japén e Israel, asi como en la India dentro de sistemas
agricolas de explotacién integral. En el lago Texcoco se “cultiva” S. maxima; su
biomasa se utiliza como complemento alimenticio de la dieta humana desde muy
antiguo, por su alto contenido en proteinas y bajo (aproximadamente un 4%) en
4cidos nucleicos; la pared celular de mucoproteinas es méas facil de digerir que en
otras especies utilizadas y ademds presenta un elevado contenido en algunas
vitaminas (fundamentalmente del grupo B: B,,, B;, B, y B;) y minerales (princi-
palmente hierro) (Richmond, 1986, 1990). También se utiliza como alimento de
peces ornamentales, con el fin de potenciar su color. Otros productos que contiene
esta especie son f—caroteno, si bien no suele aislarse de esta cianobacteria para
su comercializacién (ingerida en la dieta se utilizaria como precursor de la
vitamina A), y 4cidos grasos insaturados esenciales (S. platensis es el organismo
fotoautotréfico estudiado que contiene una mayor cantidad de 4cido linoleico)
(Richmond 1986, 1990).

Entre las aplicaciones clinicas de esta especie se citan (Jasby, 1984;
Richmond, 1990):

e su utilizacién como alimento terapéutico en nifios y adultos,

e como tratamiento de cicatrizacion de heridas,

o estimulacién tiroidea (lo que a su vez estimula el crecimiento),

e tratamiento del cdncer con ficocianina (uno de los pigmentos maés
importantes de esta especie), si bien este pigmento estimula el sistema
inmune proporcionando proteccién para una amplia variedad de enfer-
medades,

e proteccién contra el cancer por su contenido en f—caroteno,
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e estimulacién de las prostaglandinas (PGE,) por su contenido en 4cido y-
linoleico (GLA)

o reactivador de enzimas humanos (demostrado en la eritrocito-
colinesterasa).

Dunaliella

Las especies mas importantes son D. salina (bardawil), D. parva y D.
viridis. De ellas se extrae fundamentalmente B-caroteno (D. salina, es la
microalga conocida con mayor contenido en P—caroteno), glicerol y proteina.
También se extrae oxycarotenoides (principalmenteluteina) que incrementan el
color amarillo de la yema del huevo (Ben-Amotz et al., 1988; Borowitzka y
Borowitzka, 1988; Borowitzka, 1988; Ben-Amotz y Avron, 1989).

Utilizando sustancias bloqueadoras especificas, se han podido aislar en
esta especie varios intermediarios de la ruta de sintesis del f—caroteno, que
también pueden ser comercializados: f—zeacaroteno, licopeno, e-caroteno, fitoflueno
y fitoeno.

Otras posibilidades comerciales la constituyen diferentes compuestos
bioquimicos que incluyen: enzimas, vitaminas, 4cidos grasos y reguladores del
crecimiento. Ya se comercializa un enzima, la dihidroxiacetona reductasa o
glicerol deshidrogenasa (Ben-Amotz & Avron, 1989).

Otro producto obtenido de esta microalga es el glicerol, puesto que esta
especie es capaz de crecer en medios con elevado contenido salino (0.1 a 8 M de
NaCl) acumulando cantidades de glicerol de hasta un 40% en peso seco.

Scenedesmus

Laespecie mésutilizada comercialmente S. acutus. Seutiliza como comple-
mento dietético por su contenido proteico (SCP para el hombre y animales
monogatricos) y por su patrén de acidos grasos (Becker, 1994). También se han
aislado algunos componentes bioquimicos menores de interés en la industria del
perfume.

Diferentes cepas de Scenedesmus o cultivos mixtos de Scenedesmus y
Chlorella, combinados con bacterias, se han utilizado como sustrato de digestién
anaerébica para la produccién de metano (Eisenberg et al., 1979).

Estamicroalga se hautilizadotambién endietas deadelgazamiento, ya que
su ingestion media hora antes de las comidas reduce el apetito.

En Checoslovaquia se utilizan ungiientos que contienen un 20% del
extracto alcohdlico de Scenedesmus acutus para el tratamiento de personas con
tlceras en la piel, quemaduras, heridas...
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Phaeodactylum

P. tricornutum es capaz de producir y acumular altos niveles de lipidos
(>34% de su peso seco), en condiciones de limitacién de N. Phaeodactylum
contiene grandes cantidades de palmitico yhexadecanoico, cidos polienoicosyen
menor cantidad 4cido linolénico. Phaeodactylum puede desarrollarse en cultivos
muy densos, con tasas de produccién muy altas (Thomas et al., 1984). En
condiciones de laboratorio el porcentaje de carbono en la fraccién lipidica aumen-
ta linealmente con la intensidad de luz hasta 600 pE/m?%s

Porphyridium

En la fase estacionaria del crecimiento produce elevadas cantidades de un
exopolisacdrido soluble en agua, con interés comercial por sus propiedades
gelificantes (P.cruentumyP. aerugineum, quehasidopatentado). El polisacarido
obtenido de P. aerugineum se utiliza para la extraccién del petréleo en zonas
arenosas, el petréleo se separa de estas formaciones mediante un fluido acuoso
que contiene el polisacarido (Savins, 1978; Percival y Foyle, 1979).

P. cruentum es una fuente comercial de 4cido araquidénico (5, 8, 11, 14-
eicosatetranoico), precursor de prostaglandinas. El contenido de este dcido graso
en un cultivo puede llegar al 36% del total de acidos grasos (Ahern et al., 1983).

De esta especie también se extraen pigmentos como la ficocianina y la
ficoeritrina (éste ultimo es el pigmento mayoritario de esta microalga y le da su
color rojo caracteristico).

También se extrae de esta microalga un enzima, la superéxidodismutasa
(SOD) (Cohen, 1986), que se utiliza comercialmente como agente terapéutico
general frente a distintas enfermedades.

Botryococcus braunii

Escapazde acumular grandes cantidades de hidrocarburos, especialmente
los que tienen longitudes de la cadena entre C27 y C31 y principalmente C34 que
ha sido propuesto como unlubricante y como fuente de combustibles renovables,
puesto que estos compuestos son similares en composicién al petréleo crudo
(Bachofen, 1982).

Chlamydomonas

Se cultiva comercialmente aunque a pequena escala, y se utiliza como
acondicionante de ciertos tipos de suelos, aumentando la concentracién de
carbohidratos de los suelos tratados, asicomo su capacidad de retencién de agua
(Metting y Raybum, 1983).
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OTRAS MICROALGAS DE POTENCIAL INTERES ECONOMICO.

Como fuente de EPA: Heteromastix (Prasinoficea), Phaeodactylum,
Nitzschia, Amphora, Navicula, Thalassiosira, Biddulphia, Ditylum, Lauderia,
Asterionella (Diatomeas), Pseudopedinella, Emiliana, Cricosphaera, Isochrysis
(Haptoficeas), Prorocentrum, Peridinium, Gonyaulax, Amphidinium (Pirréfitas).

Comofuentede antibiéticos: Gomphosphaeria, Scytonema (cianobacterias),
Chlorella, Ochromonas danica, Stichococcus mirabilis, Chlamydomonas
reinhardtii, Asterionella japonica. Antivirico y antifiingico en A. notata.

Como fertilizantes agricolas: Nostoc y Tolypothrix (cianobacterias).

Como fuente de linoleico y linolénico: Chlamydomonas, Dunaliella,
Chlorella, Prymnesium, Isochrysis, Dicrateria.

Como fuente de enzimas de restricciéon: varias especies de Anabaena,
Matigocladus laminosus 'y Microcoleus.

Como productoras de metano: Scenedesmus, Chlorella, Euglena,
Oscillatoria, Synechocystis, Melosira, Oscilltoria, Anabaena.

SELECCION DE CEPAS

Al plantearse el cultivo microalgal deben seleccionarse cepas que sean facil
de cultivar en cultivos masivos con altas productividades y que tengan interés
econdémico.

Una de las vertientes mas desarrolladas del cultivo masivo de microalgas
es su utilizacién como fuente de derivados biomédicos o compuestos quimicos de
interés. Basicamente se distinguen dos tipos de estrategias de bisqueda de cepas
de este tipo (Mufioz y Léopez Cruz, 1992). El primer tipo puede ser considerado
como un método directo, en el que se busca una actividad bioespecifica o0 un
compuesto determinado en un gran nimero de extractos de especies. Cuando se
encuentra la actividad deseada, se intenta aislar y caracterizar el/los compuestos
responsablesdedichaactividad, y en el casode un producto suobtenciéon en forma
purificada.

El segundotipo de método es indirecto, no se dirige inicialmente hacia la
deteccion deuna actividad bioespecifica o compuesto determinado. Las células se
reducen a extractos y los compuestos obtenidos son separados, aislados, caracte-
rizados y cuantificados. Si procede, los compuestos aislados son utilizados para
detectar una amplia gama de bioactividades.
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Los métodos de bisqueda definidos anteriormente son primarios, designa-
dos para proporcionar una identificaciéon inicial de bioactividad o presencia de un
producto. Una vez que el candidato he: sido seleccionado en el screening primario,
los screening secundarios son utilizados para definir el valor de la sustancia.
Permiten evaluarlaactividad primaria y ampliar el alcance de esta actividad. Por
ejemplo, si se ha detectado actividad anti-Herpes en un ensayo primario “in vitro”,
el screening secundario podria consistir en ensayos “in vitro” contra otros virus
DNA o RNA. Incluso podria estudiarse la actuacién de la droga “in vivo”. Si se
trata de un compuesto, permiten evaluar las condiciones dirigidas a un maximo
rendimiento de produccién.

Lasalgasocupan unlugarimportante como fuente dederivados biomédicos;
en particular, el estudio de factores inhibitorios del crecimiento de un gran
numero de bacterias, hongos ylevaduras, constituye el aspecto mas ampliamente
desarrollado. Las primeras observaciones acerca de la capacidad antimicrobiana
de las algas marinas se llevaron a cabo con diversas especies de microalgas. Asi,
Sieburth (1960) observo la escasez de diversos tipos de bacterias en el intestino
de pingiiinos antarticos, lo que permitié mostrar el efecto antibidtico de la
microalga Phaeocystis puncheri encontrada en los camarones de los que se
alimentaban los pingiiinos. También se observé una correlacién entre las varia-
ciones estacionalesenlaactividad anti-E. coli del agua delabahiade Narangausett
y el afloramiento dela diatomea Skeletonema costatum (Sieburth, 1964). A partir
de estos trabajos iniciales, se han detectado muchas actividades biomédicas en
microalgas, aunque no siempre se han podido identificar los compuestos activos:
antivirales, antibiéticos, téxinas, antineoplasicos, anticoagulantes, activadores
de enzimas, antiparasitarios, inmunoestimuladores etc. (Richmond, 1990;
Rodriguez y Guerrero, 1992; Becker, 1994,). No obstante, las actividades detec-
tadas no siempre permiten un sistema de explotacién competitivo.

Ademés de estos compuestos biomédicos, otros productos quimicos de
interés producidos por microalgasincluyen: B—caroteno, acidos grasos, astaxantina,
polisacaridos, polioles, etc.

Otra importante aplicacién de las microalgas es como alimento en
acuicultura. La seleccién de cepas en este caso se realiza bdsicamente atendiendo
a los requerimientos de los animales a cultivar. Este aspecto se desarrollard en
el capitulo 8. Para la utilizacién como alimento o suplemento alimenticio en
alimentacién animal y/o humana es fundamental seleccionar cepas de elevados
contenidos proteicos, unidos a una adecuada composicién en los restantes cons-
tituyentes (capitulo 7).
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MANIPULACION GENETICA DE CEPAS

La manipulacién genética de cepas incluye la modificacién del genoma
tanto por mutagénesis y seleccién, como por ingenieria genética (Craig et al.,
1988). La manipulacién genética en 4reas bien establecidas de la biotecnologia,
como la produccién de metabolitos por fermentaciones de bacterias o levaduras,
ha permitido obtener mejores rendimientos, mejores caracteristicas para el
crecimiento y la utilizacién de sustratos més baratos (Momose y Furuya, 1980;
Rowlands, 1984). Podria, por tanto, jugar un papel similar en el desarrollo de la
biotecnologia microalgal.

Parallevara cabola manipulacién genéticade especies o cepas microalgales
deben tenerse en cuenta una serie de requisitos previos, que incluyen:

e (Cultivos axénicos, con el fin de eliminar la interferencia con las especies
contaminantes.

e Crecimientoen mediosélido. Todoslos trabajos de manipulacion genética
requieren el crecimiento de un elevado ntimero de colonias discretas
procedentes de una sola célula, con el fin de aislar clones, lo que sélo es
posible en un medio s6lido apropiado.

o Sistemas de transferencia de genes. No son necesarios para la
mutagénesis o la seleccién, pero son necesarios para el mapeo genético
y andlisis de ligamiento y para la ingenieria genética. Los sistemas de
transferencia de genes incluyen la conjugacién, la reproduccién sexual,
la transferencia a través de particulas virales, y la asimilacién directa
del DNA desnudo por transformacién.

e Métodos de extracciéon de DNA. Como en el apartado anterior, no son
necesarios para la mutagénesis y la seleccién, pero si son necesarios
para la ingenieria genética y para la transferencia de genes via trans-
formacién. La extraccién de DNA requiere esencialmente un método
eficiente pararomper las células sin destruir el DN A, asi como métodos
para la separacion del DNA de los otros componentes celulares.

Existen varias diferencias fundamentales entre las microalgas procariotas
(cianobacterias) y las eucariotas que afectan a la manipulacién genética:

e Los procariotas son haploides, mientras que los eucariotas generalmen-
te tienen estadios haploides y diploides. La mutagénesis es méas facil en
los organismos haploides, porque no hay efectos de dominancia de los
genes alélicos. Esto es significativo si se tiene en cuenta que las
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mutaciones més interesantessuelen ser recesivas. Las formasvegetativas
de la mayoria de las microalgas son haploides (Lewin, 1976)

e Los procariotas generalmente son mucho menores que los eucariotas, y
con un crecimiento mas rapido, lo que supone una ventaja por la rapidez
delos experimentos y las células pueden crecer hastaalcanzarelevadas
densidades celulares.

e Enprocariotasnoexisteinteracciéon entre los genomas de otros organulos.
Pueden aparecer DNA extracromosémico en forma de plasmidos, pero
generalemente noesesencial ypuede sereliminado. Eneucariotastanto
el genoma mitocondrial como el del cloroplasto interacciona con el
genoma nuclear y existen en multiples copias.

o FElsistema genético de los eucariotas es considerablemente méas comple-
joqueel delos procariotas, con numerosos sitiosde replicacién alolargo
de cromosomas discretos y divisién mitética y meidtica. La construccion
de vectores de clonacién es consecuentemente méas compleja.

e La mayoria de los genes eucariotas contienen intrones (regiones no
codificadoras) que no aparecen en los genes procariotas. Para clonar
genes eucariotas es necesario clonar el DNA complementario (cDNA) a
partirdemRNA maduro. Los genes de procariotasno contienenintrones.

La manipulacién genética de microalgas (procariotas y eucariotas) por
mutagénesis y seleccion ha sifdo relativamente frecuente, mientras que existen
menos trabajos de ingenieria genética con estos organismos. Se han clonado
varios genes de cianobacterias en E. coli (Ciferri et al., 1989). Sin embargo, hay
poco trabajo realizado en el desarrollo de sistemas de clonacién en microalgas
eucariotas, aunque se ha desarrollado un sistema de clonacién para
Chlamydomonas, que puede adaptarse para el género Dunaliella, ya que son
géneros muy préximos (Brown y Borowitzka, 1979).

Entre las posibles aplicaciones de la manipulacién genética pueden citarse:

e Mejora del rendimiento productivo.
e Expansién del rango de productos.
e Mejora del crecimiento y caracteristicas celulares.
e Tasas de crecimiento mas altas.
e Adaptacién a nuevas condiciones ambientales (cambios de pH,
temperatura, luz UV, metales pesados y otros contaminantes).
e Mejores caracteristicas celulares.
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ESPECIES CULTIVADAS

Se ha ensayado la idoneidad de muchas especies de microalgas para
aplicaciones comerciales, lo que haimplicado el desarrollo de métodos para aislar
y cultivar microalgas, tanto en cultivos interiores como exteriores. Esto ha
permitido el establecimiento de una tecnologia de cultivo de distintas especies
microalgales con aplicaciones comerciales. Lasmicroalgas tantomarinascomode
agua dulce son relativamente faciles de cultivar, con altos rendimientos, alto
contenido proteico y no téxicas.

DISPONIBILIDAD DE ESPECIES

La obtencién de cepas paracultivo puede realizarse mediante el aislamien-
to de microalgas del medio natural o bien pueden obtenerse en universidades,
centros de investigacién y centros especializados en colecciones de cultivos en
todo el mundo, en los que se mantienen muchas lineas puras de especies
microalgales.

Si se aislan directamente de agua de mar o dulce, pueden utilizarse
distintos métodosde aislamiento. Se consigue més facilmente duranteun “bloom”
algal cuando una especie particular domina en la poblacién. Para propésitos
comerciales el aislamiento puede ser preferible a la utilizacién de algas de otras
fuentes ya que las especies locales estaran adaptadas a las condiciones de calidad
del agua local y pueden comportarse mejor en cultivo masivo (Laing y Ayala,
1990).
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S: Portaobjetos

O: Objetivo

I Cultivo inicial

P: Puente de unién con el medio nuevo
C: Medio fresco y esteril

M: Micropipeta

Figura 22.- Aislamiento de microalgas con micropipeta

TECNICAS DE AISLAMIENTO

Aislamiento con micropipetas

Estesistema de aislamiento permite obtener cultivos microalgales partien-
do de una muestra con diversidad poblacional. Permite un amplio intervalo de
separacién entre microalgas moviles y no moéviles, ya que las primeras son
aisladas con mayor facilidad por este método. Para realizar el aislamiento se
parte de una muestra que previamente es concentrada por centrifugaciéon y que
se mantiene en cultivo durante 48 horas. Una gota del cultivo obtenido se coloca
en el extremo anterior de un portaobjetos y se situa en la platina del microscopio.
Justamente al lado, se establece una superficie larga y delgada hasta el extremo
del portaobjetos de medio fresco y ésteril. Posteriormente, se establece una
delgada unién entre la gota del cultivo y la superficie con micropipeta cerrada
(Fig.22). Observando con el microscopio el extremo de la superfie de medio ésteril,
se puede seguir el movimiento de los flagelados hasta el extremo posterior del
portaobjetos, donde se podran recoger facilmente las células que llegan con un
microcapilar (Fabregas, 1982). No se obtienen cultivos axénicos.

Métodos basados en tactismos

Son muy utiles para microalgas méviles. Consisten en crear un gradiente
(de luz, temperatura, salinidad, etc.) dentro de un tubo, casi capilar y anadir la
muestra que queremos aislar en uno de sus extremos. Las algas méviles nadaran
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activamente hacia la luz, o hacia la temperatura idénea. Generalmente los
aislamientos por fototactismo dan buenos resultados, aunque no es un método
que permita aislar con seguridad una sola célula. Tampoco se obtienen cultivos
axénicos.

La disponibilidad de micromanipuladores facilita los dos métodos anteriores.

Diluciones seriadas

El material original puede ser diluido seriadamente varias veces en medio
de cultivo estéril y setoman pequefios volimenes de cada dilucién para transferir
a recipientes de cultivo, que se incuban con la luz y la temperatura adecuada.
Generalmente se dispone de una gradilla con tubos de ensayollenos de medio de
cultivo. Enunodeellosse poneunagotadel aguadonde se suponeque existen los
organismos que interesa aislar, se agita y se pasa una gota de esta mezcla al
segundo tubo, y asi sucesivamente. De este modo se obtienen diluciones progre-
sivamente superiores. Después de varios dias se detecta por examen microscépico
de muestras de cada contenedor aquel con cultivos unialgales.

Esun método que aunque resulta muy sencillo y poco laborioso no permite
conocer e priori que especie se va a aislar. Presenta el inconveniente de que
siempre se aislanlas especies mas abundantes, porlo que puede resultar practico
para aislar especies dominantes en un "bloom" microalgal.

Como norma general se procura aislar de muestras recién cogidas, o bien
de muestras que se enriquecen con nutrientes o se pasan directamente a medios
de cultivo. El éxito de los aislamientos es bajo, entre 1-20%, por lo que conviene
realizar un nimero elevado de ellos. Suelen obtenerse mejores resultados pasan-
do las algas recién aisladas a tubos de ensayo con poco volumen de medio, y
esperar a que alcancen un numero elevado de individuos antes de pasarlos a los
frascos o cajas estandar.

Aislamiento en placa

La mayoria delas microalgas crecenbien en una placa Petri o en tubo sobre
agar al 1-2% preparado con medio de cultivo. Si el material original se siembra
por estria en la superficie del agar con un asa curva sera posible después de varios
dias de incubacién a la luz y con la temperatura adecuada, retirar colonias
aisladas que se habran formado a partir de una tnica célula microalgal. Sin
embargo, puede ser necesario repetir el proceso 2 6 3 veces hasta conseguirlo.
Estas colonias unialgales pueden ser entonces asépticamente transferidas a
medio de cultivo ésteril.
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Una vez aisladas, los cultivos de microalgas pueden ser tratados para
dejarloslibresde contaminaciénbacteriana y obtener cultivos axénicos (Wiedeman
et al., 1964; Droop, 1967), aunque esto probablemente no es necesario cuando
estas especies se van a utilizar para el cultivo masivo ya que es poco probable que
éste se mantenga en condiciones asépticas. Para obtener los cultivos axénicos se
pueden utilizar distintos sistemas, aunque los més utilizados son cultivos en los
que se afiaden antibiéticos a los medios.

MANTENIMIENTO DE LAS ESPECIES

Todos los sistemas de cultivo de microalgas deben tener una serie de
cultivos “stock” en los que se mantiene una linea pura de cada una de las especies
requeridas. Estos cultivos stock seran regularmente subcultivados para propor-
cionar medio de cultivo nuevo a las células, de forma que puedan continuar
creciendo y dividiéndose y permanezcan en buen estado. Los subcultivos deben
realizarse en medio de cultivo estéril bajo condiciones asépticas para asegurar
que no se contaminan por otras microalgas. Existen diferentes medios de cultivo
para el mantenimiento de estos cultivos stock, ya sean de microalgas marinas o
de agua dulce (Stein, 1978; Vonshak, 1986; Becker, 1994). Generalmente son
medios pobres, respecto a los utilizados normalmente, ya que no interesa un
rapido crecimiento que obligaria a recepar en breve tiempo.

Un método adecuado para los cultivos stock es mantenerlos en tubos de
vidrio o en matraces de vidrio borosilicato de pequefio volumen, sin agitacién ni
aireacion. El subcultivo se realiza vertiendo asépticamente una alicuota de
cultivo algal con una alta concentraciéon de células en un tubo o matraz que
contiene medio fresco. Despuésde 6 6 7dias el nuevo cultivo stock puede utilizarse
para iniciar la produccién de un cultivo de mayor volumen y/o un nuevo cultivo
stock. Si no se requiere inmediatamante el cultivo stock puede guardase unas
semanas a temperatura ambiente y luz de dia (pero no directamente al sol) pero
después de este tiempo debe ser desechado. Para asegurarse que las lineas puras
de microalgas no se pierden es conveniente tener otra serie de cultivos stock en
reserva en incubadores iluminados y a menor temperatura (14-18°C). Estos
cultivos stock necesitaran subcultivarse cada 2-3 meses (Laing y Ayala, 1990).

Alternativamente, y particularmente para las especies de agua dulce, los
stocks se pueden mantener sobre mediode cultivoen agarinclinado. Elsubcultivo
se realiza en condiciones asépticas, utilizando un asa curva para transferir
colonias microalgales a agar fresco a intervalos regulares (Laing y Ayala, 1990).

TIPOS DE CULTIVO
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Los tipos de cultivos se pueden definir en funcién de distintos criterios,
como tipo de poblacién, origen del indculo, situacién fisioldgica de la poblacién y
sistema de control de la densidad celular, etc.

T1iPO DE POBLACION
Teniendo en cuenta el tipo de poblaciéon, el cultivo puede ser axénico,
unialgal o mixto.

Los cultivos axénicos son aquellos en los que hay una sola especie de
microalgas y que estan exentos de bacterias.

Los cultivos unialgales tienen unasola especie de microalgas pero con una
pequeiia carga bacteriana. Estos son los que mas se utilizan industrialmente,
debido a que es muy dificil mantener cultivos sin bacterias. En los cultivos
unialgaleslas microalgas crecen mejor que en los axénicos, yaque se produce una
interaccién beneficiosa entre las bacterias y las microalgas, pues las bacterias
excretan vitaminas y otras sustancias al medio que pueden ser utilizadas por las
microalgas. No obstante, si la carga bacteriana es excesiva puede inhibir el
crecimiento algal o bien hacer el cultivo no apto para su utilizaciéon.

Los cultivos mixtos son aquellos en los que existe mas de una especie de
microalgas, con o sin bacterias. No se suelen utilizar porque es dificil su
mantenimiento. Las interacciones entre ellas llevan a la eliminacién de las
especies no dominantes.

T1rO DE INOCULO
En general, la produccién masiva de microalgas, sobre todo para su
utilizacién en acuicultura, se lleva a cabo por dos vias:

a.- condiciones controladas con cultivos monoalgales
b.- condiciones de afloramiento semicontrolado.

El afloramiento, “bloom” natural o inducido mediante diversos tipos de
fertilizantes, presenta graves problemasen cuantoal mantenimiento, debidoasu
diversidad de especies. Se observa una monopolizacién progresiva por parte de
ciertas especies del cultivo y la aparicién de otras especies indeseable o incluso
que pueden presentar toxicidad. Este método tiene la gran ventaja de que
econémicamente supone un bajo coste de mantenimiento, pero su utilizacién sélo
compensa en determinados casos.

Los mejores resultados se obtienen con cultivos monoalgales cultivados en
condiciones controladas. Elhechode quelascondicionesde cultivo tengan que ser
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bastante estrictas, en cuanto a tratamiento de agua, temperatura, iluminacién,
etc, para obtener un buen producto, hace de esta vertiente de cultivo uno de los
mayores costes en lasinstalaciones dedicadas al desarrollo de larvas de moluscos
y otros sistemas de acuicultura. En otros casos las condicoines de cultivo son
menos estrictas.

I'ASE FISIOLOGICA DE LA POBLACION

A lo largo del ciclo celular las células que forman parte de una poblacién
pasan por distintas fases fisiol6gicas;los parametros celulares, principalmente la
composicién quimica de las células, varian enormente en funcién delafaseen que
se encuentren; la composiciéon quimica, y por tanto la calidad de la biomasa
producida, dependera de la resultante de la composicién de cada una de las
células que forman parte de la poblacién. En funcién de la situaciéon de las células
en el ciclo celular en un momento dado, los cultivos se clasifican en sincronizados
y no sincronizados

En un cultivo sincronizado todos los ciclos de vida de las células individua-
les se inician simultdneamente. Estorequiere al menos un factor de crecimiento
discontinuo quecausesincronizacién. Enlasmicroalgasel factor de sincronizacién
normalmente es el ciclo luz-oscuridad. Las ventajas de utilizar cultivos
sincronizados son multiples; tienen excelente reproductividad; la poblacién total
de un cultivo sincronizado representa una sola célula cuya biomasa fuera la de
todala poblacién; se pueden estudiar los cambios de actividad, vias biosintéticas,
estados sensibles y otros parametros fisiol6gicos relacionados con el ciclo celular.
Finalmente, los cultivos sincronizados son una excelente herramienta para
estudiar algunos fenémenos de los ritmos endégenos.

SISTEMAS DE CULTIVO

Existen tres tipos de métodos a escala comercial de cultivo masivo de
microalgas, dependiendo de como opere el sistema: cultivo discontinuo (“batch”),
cultivo semicontinuo y cultivo continuo. Con cualquiera de estos métodos las
unidades de cultivo masivo pueden ser recipientes de varios miles de litros de
capacidad, generalmente pocos, o unidades mucho mas pequeias. La ventaja de
esto dltimo es que pueden cultivarse simultdneamente varias especies de
microalgas. Esto puede ser importante en acuicultura donde se necesitan varias
especies de microalgas para utilizar como alimento, generalmente en dietas
mixtas, para obtener la mejor dieta paralosanimales en cultivo. Asimismo, en un
sistema de muchas unidades aunque mas pequerias si un cultivo falla o se
contamina la pérdida de produccién no es grande. Se han descrito varios métodos
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para mantener cultivos de microalgas en varios tipos de unidades de produccidn.

CULTIVOS DISCONTINUOS (''BATCH'")

En estos cultivos la poblacién va pasando por las distintas fases de
crecimiento (latencia, exponencial, estacionaria), ajustdndose generalmente a
una funcién logistica (Schanz y Zahler, 1981). Esto produce cambios fisiolégicos
de la poblacién a medida que transcurre el tiempo de cultivo.

Los cultivos discontinuos se utilizan generalmente en estudios
fotoautotréficos, perosu poblacién celular es muy dificil de definir. Estos tipos de
cultivos tienen la ventaja de ser faciles de manejar y son adecuados paraestudiar
las cinéticas de crecimiento y los pardmetros que inciden en el crecimiento
celular.

El cultivo batch supone la recogida completa del recipiente de cultivoy es
la forma més simple de operar, aunque supone mayor trabajo que otros sistemas.
Todas las aplicaciones comerciales, excepto aquellas disefladas para producir
"blooms" de especies naturales de microalgas en tanques exteriores, generalmen-
te necesitan utilizar un sistema de cultivo en batch, aunque sea sélo como
iniciador de un cultivo continuo o semicontinuo.

CULTIVO SEMI-CONTINUO

En este tipo de cultivo, parte del volumen se recoge para su utilizacién,
generalmente al final de la fase exponencial, y la cantidad que se retira se
reemplaza conmediode cultivo fresco. Este método requiere menos manode obra
que los cultivos en batch. Se pueden mantener sistemas interiores para la
produccién de microalgas durante varias semanas utilizando métodos
semicontinuos, enlos que las condiciones de cultivo pueden ser cuidadosamente
controladas. En sistemas de energia luminica eficiente se puede recoger 3 veces
por semanahastael 90% del volumen de cultivo a altas concentraciones celulares
(Laing, 1985).

También pueden operar semicontinuamente cultivos de especies natura-
les, tanto marinas como dulceacuicolas, inducidos para la produccién de blooms
(Dunstan y Tenore, 1972; Dickson, 1987).

CULTIVO CONTINUO

Es aquel en el que se mantiene la poblacion en fase exponencial de
crecimiento ("steady-state") durante largos periodos de tiempo. La ventaja de
estos cultivos es que muestras tomadas a distintos tiempos son idénticas. Para
ello hay que anadir continuamente nutrientes en la misma medida en que son
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Figura 23.- Sistema de cultivo en turbidostato con iluminacién interior para microalgas
(modificado de Laing y Jones, 1983).

retirados del medio, para mantener los parametros de crecimiento y la poblacién
celular a nivel constante. En estos sistemas el factor que controla el crecimiento
es la tasa a la que se afiade el medio fresco. El cociente entre la tasa de flujo y el
volumen de cultivo se denomina tasa de dilucién (D=£f/V). Esta tasa es el volimen
de medio que pasa por un recipiente de cultivo en un tiempo; su reciproco (1/D)
es el tiempo medio de residencia de una c¢élula en el sistema. La variacién del
numero de individuos con el tiempo depende de la velocidad de crecimiento
relativa y el lavado de células del recipiente: dN/dt= uN-DN. Para que la
poblacién microalgal permanezca constante en el sistema dN/dt debe ser 0, para
lo cual p=N. En ese momento el sistema estd en régimen ("steady-state").
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Para obtener cultivos continuos, todos los factores de crecimiento deben
mantenerse constantes. La densidad del cultivo se controla, manteniéndola a
concentracién constante. La ventaja del cultivo continuo es que se pueden
mantener unas condiciones 6ptimas del “steady-state” en el cultivo, con un mayor
gradode control de calidad sobre el producto algal. Los cultivos continuos pueden
operar como quimiostatos, donde el medio fresco se suministra a una tasa fija
predeterminada, o como turbidostatos, donde la concentracion celular de los
cultivos es controlada y mantenida a un nivel predeterminado por una entrada
de mediofresco equivalente a la tasa de division celular. Los turbidostatos tienen
la ventaja sobre los quimiostatos de que la variacién en el crecimiento celular y
la tasa de divisién no causara que los cultivos crezcan vigorosamente, hasta
alcanzar altasdensidades celularesy entonces se colapsen, ni crecerdn tanlentos
como paraserlavadosdel recipiente. Porotraparte,elvolumendesalida previsto
de un turbidostato no es tan preciso como el de un cultivo en quimiostato.

Ballard y Taub (1972) describen un sistema de quimiostato que produce
altas concentracionescelularesde Monochrysis a una tasa de dilucién de 25% por
dia. Palmer et al. (1975) desarrollan un sistema similar con una tasa de dilucién
de 30%/dia. Trotta (1981) utiliza un sistema de bolsas de polietileno para el
cultivo continuo en quimiostato de microalgas marinas. Laing y Jones (1983)
describen un sistema de cultivo continuo en turbidostato de microalgas marinas
coniluminacién interior, representado esquematicamente en la figura 23. Cual-
quier aumento o disminucién de la concentracién celulardentro del recipiente de
cultivoesdetectadaporuna célulafotoeléctricaconectada aunabomba peristaltica;
el medio de cultivo es bombeado al recipiente si la densidad celular aumenta,
recogiéndose la parte equivalente de medio con microalgas por rebosamiento.
Esta unidad produce el 70-80% del volumen de cultivo diariamente. Otros
sistemas diseflados para maximizar la eficiencia de la utilizacién de la luz
emplean cultivos en finas capas iluminadas una bateria de tubos fluorescentes
(Nesaratnam et al.; 1986). Varios autores han descrito, asimismo, el cultivo
continuo de microalgas en tanques exteriores (De Pauw et al., 1983; Rodhouse et
al., 1983). Cuando estos sistemas se usan para producir "blooms" de especies
naturales en funcién de las tasas de dilucién se puede ejercer algin control sobre
la composicién de especies microalgales (Rodhouse et al. 1983).

A pesar de las ventajas de los cultivos en quimiostato, éstos no reflejan las
condiciones naturales, al no sufrir cambios ritmicos. La introduccién de un ciclo
celular (ciclostato) es un importante adelanto ya que el ciclo dia-noche es quiza
el factor ciclico ambiental mas importante en la mayoria de los sistemas.
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Figura 24.- Esquema de escalacién de cultivos de microalgas
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ESCALACION Y MANEJO DE LOS CULTIVOS DE MICROALGAS

En las instalaciones de cultivo de microalgas se necesita disponer de
cultivos que presentan distintos volimenes y condiciones de cultivo. En general,
se dispone de instalaciones con temperatura controlada y con luz artificial en los
que se pueden disponer distintos sistemas de cultivo hasta un volumen maximo
de 400 litros por recipiente. Estas instalaciones interiores permiten mantener
constante latemperatura,luzincidente y duracién de los ciclos de luz:oscuridad,
sin embargo, tienen el inconveniente de su coste, debido al mayor consumo
energético. Aun cuando la produccién se realice totalmente en el exterior, es
necesario disponer de instalaciones interiores para el mantenimiento de los
cultivos “stock” y la escalacién de los cultivos que servirdn de inéculo a los
sistemas de produccién. Los cultivos de 400 litros o més se realizan ya normal-
mente eninstalaciones exteriores, enlasquelatemperatura,laluzy el fotoperiodo
no son controlados y, por tanto, la productividad y la calidad de la biomasa
producida esmenor; por contrapartida, se puedenproducir grandesvolimenesde
cultivo y con un bajo coste econémico. Los cultivos exteriores utilizan general-
mente disefios horizontales en sus unidades de produccién (estanques) mientras
que los cultivos interiores utilizan preferentemente sistemas de disefio vertical
(cilindros, bolsas, etc.) que aprovechan mejor el espacio.

El proceso de cultivo (Fig. 24) se inicia a partir de coloniasalgales axénicas
mantenidas sobre medio s6lido con las que se siembran cultivos liquidos de poco
volumen (generalmentehasta 250 ml). Estos cultivos se mantienen como cultivos
"stock" de reserva, para disponer de indculos siempre que se necesiten. Estos a su
vez sirven para inocular en botellas de 1 litro y asi sucesivamente de una forma
escalonada se obtienen volimenes de cultivo cada vez mayores, en recipientes de
10 litros y tubos de metacrilato o bolsas de polietileno de 40 a 400 litros. Los
cultivos en bolsas pueden ser interiores o exteriores. Estas fases de cultivo se
realizan normalmente en cdmaras cerradas con luz y temperatura controladas y
se consiguen producciones fijas de microalgas en un estado fisiolégico éptimo. A
partir de volimenes de 1-2 litros, los cultivos se mantienen agitados continua-
mente para mantenerlos homogéneos, favoreciendo el contacto entre las células
yelmedio y que toda la poblaciénalgalrecibala mismairradiaciéon. Normalmente
la agitacion se realiza mediante burbujeo de aire desde el fondo del recipiente de
cultivo, que puedeirenriquecidocon CO, paramantenerel pH 6ptimoyaumentar
la disponibilidad de la fuente de carbono para el alga. Los cultivos pueden ser
continuos o semicontinuos, siendo este tltimo tipo el mas utilizado. El cultivo
continuo suele tener menor productividad y el sistema es complejo y caro. En el
cultivo semicontinuo al final de la fase exponencial se retira la mitad de la
biomasa y se incorpora la mitad de medio nuevo, manteniéndose el cultivo en fase
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exponencial. Para voliumenes superiores se realizan los cultivos en tanques,
piscinas o sistemas de reactores tubulares de distinto disefio.

Debe resaltarse que aunque el uso de estanques exteriores es atractivo,
debido a su gran capacidad, el rendimiento de células microalgales puede ser
mejor en sistemas intensivos interiores, debido a la mayor eficiencia de la unidad
y, por tanto, se logrardn mayores densidades celulares.

En las bolsas de plastico debe tenerse en cuenta el material que las
constituye, pues puede incidir en la intensidad o longitud de onda de la luz que
reciba el cultivo. Es frecuente la utilizacién de tubos transparentes de polietileno
como contenedores de cultivo. El calor utilizado en 1a manufactura del polietileno
hace innecesariola esterilizacién de la unidad antes de su utilizacién. Se pueden
utilizar tubos de plastico que se llenan de agua y se cuelgan por ambos extremos
introduciendo aireadores en ambas partes de la bolsa; en otros casos se utilizan
bolsas rectas cerradas en su extremo inferior con distintos sistemas, estas bolsas
son de menor tamarno; también se pueden utilizar estructuras metalicas que
rodean una base de poliester permitiendo el mantenimiento de la bolsa, que se
introduce en su interior, este sistema permite utilizar bolsas de hasta 4001.

En la mayor parte de los casos el rendimiento en bolsas es mayor que en
tanques debido a las caracteristicas estructurales de ambos sistemas. En las
bolsas los cultivos se hacen en condiciones de mayor asepsia, se consigue una
mejor irradiacién y agitaciéon y se aprovecha mejor el espacio.

El siguiente salto de escala implica cultivos exteriores a gran escala. La
seleccion del lugar para una unidad de produccién algal es uno de los principales
factores a considerar. Es necesario clima apropiado, topografia adecuada, buen
suministrode agua (en calidad y cantidad) yfuentede energia disponible. En caso
de microalgas marinas, el agua de mar puede ser natural o artificial; el aguade
mar artificial presenta una composiciéon constante y se puede obtener en zonas
alejadas de la costa, sin embargo se han obtenido mejores resultados con aguade
mar natural.

En el disefio de los estanques o piscinas hay que tener en cuenta la relacién
entre los costes de inversion y las ganancias esperadas, ya que su construccion es
el mayor item en la inversién total de una planta de produccién. Los factores a
tener en cuenta son (Becker, 1994):

e Profundidad. Se relaciona con la capacidad de penetracién de la luz.

® Revestimiento. Representa lo mas caro del sistema. Para una 6ptima
circulacién de liquido se requieren superficies lisas en el fondo y las
paredes del estanque. Actualmente, los estanques algales comerciales
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estan revestidos de hormigén o plastico, aunque se han utilizado
distintos materiales con resultados diversos.

e Agitacion. E1 método de mezcla y turbulencia es importante para
conseguir altos rendimientos de biomasa algal (capitulo 3). La mayoria
de los sistemas utilizados para inducir flujo son inadecuados para
conseguir el maximo potencial fotosintético de la célula, debido a que la
turbulencia inducida es al azar. La agitacién suele ser por dispositivos
como: ruedas de paletas, hélices, inyectores de aire, etc.

Las piscinas presentan problemas de suciedad, evaporacién, contamina-
cion, etc. Una posible solucién es cubrirlas por un material transparente. Tiene
varias ventajas, como la reduccién de las pérdidas por evaporacién, la elevaciéon
de la temperatura y la disminucién de la cantidad de suciedad e insectos que
contaminen las microalgas. Si la evaperacién es muy alta, los costes de agua y
bombeo suben y aumenta la salinidad del medio, con lo que el crecimiento algal
se hace més lento. Cubriendo la piscina se previene el enfriamiento del sistema,
sobre todo por la noche o en invierno, ya que las cubiertas actian como un
invernadero por el dia para atrapar la radiacién de onda larga. Sin embargo,
también tiene desventajas, como la reduccién de la penetracién de la luz, ya que
los materiales utilizados por las cubiertas no son del todo transparentes. Estos
factores contribuyen a reducir la radiacién incidente en aproximadamente un
40%.En algunasdreassubtropicalesconelevadairradiacionsolar,estareduccion
de luz puede ser una ventaja. Asimismo, se acumulapolvo enla superficie externa
de las cubiertas y se condensa agua en la interna, lo que contribuye a disminuir
la radiaccién que llega al cultivo. En la estacién calurosa la temperatura del
cultivo puede llegar a exceder los limites tolerados y entonces deben ser enfriados
con agua o hay que darles sombra.

Los estanques o piscinas son unidades abiertas de cultivo, y los tipos
basicos son (Fig. 25): estanques circulares, oblongos (tipo "raceway") oinclinados
(Dodd, 1986; Oswald, 1988). Las piscinas circulares suelen tener un sistema de
agitacién mediante un brazo rotatorio. Este sistema tiene una serie de desventa-
jas: son construcciones de hormigén caras y con una ineficiente utilizacién del
terreno y consumen mucha energia para la agitacién, aunque la turbulencia en
el centroes baja. Actualmente apenas se usan. Las piscinas tipo "raceway" son las
mas utilizadas, ya sea en unidades aisladas o con varias unidas constituyendo
meandros. La agitacién suele ser por palas, propulsores o bombas de aire. En las
piscinas inclinadas, generalmente dispuestas constituyendo meandros, la agita-
cién de la suspension algal se consigue mediante flujo por gravedad y bombeo. En
este ultimo tipo se trata de crear turbulencia mientras la suspensién microalgal
fluye a través de canales o superficies inclinadas por gravedad; el medio algal es
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Figura 25.- Tipos bdsicos de estanques y fotorreactores para el cultivo de microalgas
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Figura 26.- Fotorreactor cilindrico de acero inoxidable.

bombeado a la parte superior cuandollega al punto inferior. La velocidad de flujo
viene dada por la pendiente.

Ademads de estos sistemas abiertos, existen sistemas de produccién en
biorreactores cerrados, que pueden ser tanto interiores como exteriores (Lee,
1986). Son sistemas econémicamente mas caros que los abiertos que se utilizan
normalmente para el cultivo de cepas especiales para la produccién de productos
quimicos especificos de gran valor. Estos biorreactores pueden ser basicamente
cilindricos o tubulares. Los reactores cilindricos suelen ser aceroinoxidable (Fig.
26) y la mayoria de ellos con iluminacién interior. Estan provistos de agitacién,
control de temperatura, luz, entrada de aire enriquecido con CO,, etc. No
requieren su instalaciéon en una cdmara de temperaturay luz controlada, ya que
el control lo realiza el propio biorreactor. En algunos casos estan dotados de un
sistema de control automatico de cultivo por ordenador.

Enlos fotorreactorestubulares debe tenerse en cuentael didametrodel tubo,
para obtener una eficiente utilizacién de la luz; es importante asimismo el
material de construccién. Los reactores tubulares son ventajosos en zonas de
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temperatura moderada, pero tienen problemas en climas cédlidos ya que la
temperatura en los tubos puede alcanzar 10-15°C mas que la ambiente, lo que
hace necesarios sistemas de enfriamiento, que pueden ser ensombrecimiento de
los tubos, rociados con agua o situar el reactor tubular en un lecho de agua. Los
fotobiorreactores tubulares pueden presentar asimismo problemas de depleccién
de CO,yacumulaciénde O, que afectan al rendimiento y composicién quimicade
las especies en cultivo.

OBTENCIONDELA BIOMASA MICROALGAL.METODOS DERECOGIDA
Y SECADO

En la acuicultura comercial de animales marinos las concentraciones
celulares producidas en los sistemas de cultivo microalgal generalmente son
suficientes para uso directo, adicionando el cultivo microalgal a los contenedores
donde se encuentran los animales que van a alimentar. Para otras aplicaciones
comerciales las algas estdn relativamente diluidas y generalmente es necesario
concentrar las células algales al recogerlas y, con frecuencia, secar la biomasa.

Existen varios métodos paraconcentrar las células del medio de cultivo en
el queestan suspendidas y la busqueda de un método eficiente, con poco gasto de
energia y econdémico es fundamental (Mohn, 1988; Becker, 1994).

La centrifugacion es el método maés eficiente, aunque supone un gasto de
energia elevado. La calidad del producto microalgal recogido por centrifugacién
es muy bueno. El método mas eficiente esla centrifugacién continua. No obstante
existen otros métodos de concentracidn.

La filtracién por gravedad es el método mas sencillo y econémico, aunque
poco eficiente. Es dificil cuando las células presentan cierto grado de plasticidad,
comoChlorellaoScenedesmus. Estd restringido a algas filamentosas o formadoras
de colonias. Otros sistemas de filtracién son filtracién por arena, filtracién a
presién y filtracién a vacio.

Los microcoladores ("microstrainer"), disefiados en un principio para
eliminar el material particulado de efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales, resultan idéneos para concentrar la biomasa en el caso de algas
filamentosas, pero no es eficaz con las microalgas mas pequenas (<20 micras).

El separador laminar se basa en la sedimentacién por gravedad natural;
consiste en una combinacién de laminas inclinadas que garantizan que el
sedimento siga hacia abajo y se deposite en una especie de carter al final del cual
se puede recoger la biomasa.
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Otrométodo es la autoflotacién, dénde se liberan pequefias burbujasde gas
desde el fondo de la unidad de cultivo que llevan a las células microalgales a la
superficie donde pueden ser retiradas con un recogedor u otro sistema.

Algunas especies sedimentan al cesar la agitacién del cultivo, y se recogen
retirando el sobrenadante. Este proceso puede ayudarse utilizando floculantes
quimicos que pueden dar unrendimientode hasta un 90% de recuperacién de las
células microalgales en un cultivo. Este método tiene la desventaja de que el
producto obtenido estd contaminado con el floculante. Los floculantes utilizados
incluyen varios policationes, como aluminatos, hidréxido férrico y cloruro férrico.
Cuando se utiliza aluminio para la floculacién las microalgas contienen aproxi-
madamente un 4% (P/V) de aluminio. La floculacién con aluminatos y otros
floculantes quimicos entrafia problemas de toxicidad y la calidad del producto
microalgalresultante es pobre, siendo la principal limitacién el alto contenidodel
producto quimico utilizado en la floculacién y un gusto desagradable. Se ha
utilizado quitina parcialmente desacetilada o quitosan como potencial floculante
catiénico. El quitosdn es un polimero de B-N-acetil-D-glucosamina. Como es un
producto natural y un polisacdrido presente en la naturaleza tiene un gran
potencial en la concentracién de microalgas de cultivos masivos sin problemas
toxicos.

Labiomasa algal recogida y concentrada por estos métodos puede utilizar-
se directamente en preparaciones alimenticias para animales; sin embargo, para
casitodaslas aplicaciones en las que se usa esta biomasa microalgal es necesario
que esta sea tratada posteriormente, generalmente por secado. Generalmente se
requiere un producto con menos de un 10% de humedad (Becker, 1994). Los
distintos métodos difieren en los costes de inversién y en el consumo de energia.

Los métodos de secado del “slurry” algal varian desde la exposicién al calor
del sol, secado en horno, a vapor, a vacio, en tambor caliente o liofilizado (Becker,
1994). En el caso del secado en tambor caliente utilizan altas temperaturas que
se aplican en tiempos cortos, de pocos segundos. La pasta microalgal pasa a un
tambor rotatorio caliente, donde es deshidratada a altas temperaturas en pocos
segundos, provocidndoselaruptura de lapared celular. Se obtiene asi un producto
de calidad, practicamente esterilizado y de gran digestibilidad. La inica desven-
taja de este método es que requiere gran cantidad de energia.

Laeleccion delmétododesecadodepende de la especie microalgal, la escala
a la que estemos operando y de la utilizacién a que se destine el producto final.
El secado es un proceso caro, dada la humedad inicial del producto. El proceso de
secado supone una parte importante de los costes de produccién (aproximada-
mente 25-35%). La importancia del secado radica en el riesgo de fermentaciones

91



MICROALGAS: APLICACIONES Y CULTIVO

y otros dafios que podrian producirse durante el almacenamiento, reduciendo la
calidad del producto final.

La digestibilidad del producto final varia segin el proceso de secado, asi
como la composicién y valor nutritivo de la biomasa obtendida. El efecto mayor
es sobre el contenido en vitaminas, y puede asimismo afectar a la disponibilidad
de algunos aminoacidos como la lisina (Mohn, 1988).

Alternativamente, el "slurry” algal puede almacenarse como un producto
congelado, con o sin crioprotectores como glicerol o dimetilsulféxido, para usos
posteriores.
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6.- Composicion biogquimica

El valor de una especie microalgal es funcién de su composicién bioquimica.
Un mejor conocimiento de la composicién quimica de las microalgas permite una
utilizacién mas adecuada y rentable.

Como en cualquier plantasuperior,la composiciéon quimicadelasmicroalgas
no es un factor intrinsecamente constante sino que varia en un amplio rango.
Varios factores ambientales influyen en la proporcién de los diferentes constitu-
yentes de la biomasa algal. Ya en 1949 Spoehr y Milner publicaron informacién
detallada sobre efectos de condiciones ambientales en la composicién de algas,
describiendo el efecto de variaciones en el suministro de N sobre el contenido de
lipidos y clorofila de Chlorella y algunas diatomeas. Otros autores indican
cambios en la composicién y perfil de aminodcidos de proteinas basicas. Se han
descrito variaciones muy extremas en la composicién en respuesta a parametros
como la temperatura (Tadrosy Johansen 1988; Thompson et al., 1992a),ilumina-
cién (intensidad, longitud de onda y fotoperiodo) (Falkowski y Owens, 1978;
Kowallik, 1987; Tadros y Johansen, 1988; Sukenik y Wahnon, 1991), pH del
medio, suministrode CO,, concentracién y tipode nutrientes (Shifrim y Chisholm,
1981; Fabregas et al., 1984, 1989; Utting, 1985; Enright et al., 1986b; Herrero et
al., 1991), salinidad (Tadros y Johansen, 1988; Al-Hasan et al., 1990) y fase de
crecimiento (Emdadi y Berland, 1989; Ferndndez Reiriz et al., 1989; Henserson
y Sargent, 1989), que afectan al crecimiento y metabolismo de las microalgas, etc.
Paraobtener unabiomasa microalgal con una composicién deseada, la proporcién
de los constituyentes de distintas algas puede modificarse muy especificamente
variando las condiciones de cultivo, por ejemplo reduccién del N o P del medio o
cambios en factores fisicos como presién osmética, intensidad de radiacién,
densidad de poblacién, crecimiento en luz u oscuridad, etc. Se ha publicado un
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amplio espectro de andlisis sobre la composicién quimica bruta de diferentes
algas. No obstante, no pueden realizarse generalizaciones sobre las respuestas de
las microalgas a las alteraciones ambientales dado que tales respuestas difieren
segun la especie.

No s6lo la composicién bioquimica bruta de una especie, sino también la
composicién y concentracién de aminoacidos, asi como la composicién de los
lipidos, el gradode insaturacién de los 4cidos grasos o el contenido en vitaminas,
depende de las condiciones de cultivo y del momento del ciclo de crecimiento en
que se cosecha la biomasa (De Pauw y Persoone, 1988; Brown et al., 1989). Estos
contenidos son de primordialimportancia en el valor nutricional delas microalgas.
Asi, moluscos bivalvos, camarones y peces marinos requieren un aporte en la
dieta de ciertos acidos grasos poliinsaturados, principalmente de la serie w3
(Webb y Chu, 1983; Enright et al., 1986a), los cuales si son sintetizados por
algunas microalgas. De aqui surge también la probable explicacién para las
interacciones sinérgicas observadas para las dietas mixtas en moluscos bivalvos
(Epifanio, 1979; Stromgen y Cary, 1981).

COMPOSICION BRUTA

Las microalgas presentan un alto contenido en proteinas (incluyendo
aminoacidos esenciales), lipidosricos en dcidos grasosinsaturadosy carbohidratos,
ademas de acidos nucleicos; también presentan vitaminashidro- y liposolubles y
otras moléculas como carotenoides, clorofilas, enzimas, aceites esenciales, hidro-
carburos, glicerol, aminas, etc.

Aproximadamente el 90% del peso seco de una célulaalgal esta constituido
por proteinas, lipidos y carbohidratos (Tabla 1). El componente principal general-
mente es la proteina, que supone generalmente mas del 50% del peso seco. El
segundo componente son los lipidos o carbohidratos, segtn las especies y condi-
ciones de cultivo. Los acidos nucleicos y las cenizas constituyen proporciones
menores del peso seco microalgal.

PROTEINA

El elevado contenido proteico de distintas especies de microalgas fue una
de las principales razones para considerar estos organismos como fuente no
convencional de proteina. La mayoria de los datos sobre proteinas de microalgas
se basan en la estimacién del N total por el método Kjeldahl y la multiplicacién
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Tabla 1.- Composicién quimica (% en materia seca) de diferentes microalgas de agua dulce
y marina. (Tomada de Becker, 1994 y Brown et al., 1989).

Clase Proteina Carbohidratos Lipidos

Agua dulce
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus quadricauda 47 1.9
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella bioculata 49 4 8
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena gracilis 39-61 14-18 22-38
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38
Tetraselmis maculata 52 15 3
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7

Marinas
Isochrysis sp Clon T-ISO 44 9 25
Isochrysis galbana 41 5 21
Paulova lutheri 49 31 12
Chaetoceros calcitrans 33 17 10
Phaeodactylum tricornutum 33 24 10
Skeletonema costatum 37 21 7
Thalassiosira pseudonana 29 17 10
Dunaliella salina 57 32 9
Tetraselmis suecica 39 8 7

de este valor por el factor 6.25 (proteina bruta). Sin embargo, las microalgas
contienen unaimportante fraccién de N no proteico, por lo que el cdlculo anterior
sobreestima la cantidad de proteina. Entre los compuestos de nitrégeno no
proteico, los acidos nucleicos suponen el componente mayor, los otros constitu-
yentes son pequenos péptidos, aminodcidos libres y pigmentos.

En Scenedesmus se encontré queel 12%del N totaleraN no proteico, y para
Dunaliella y Spirulina sedieronvaloresde 6 y 11.5. En general, se puede asumir
que el 10% del N de microalgas es N no proteico (Becker, 1994). Es por ello que
en la actualidad se han propuesto otros factores para determinar la cantidad de
proteina a partir del N total, y el més adecuado parece el propuesto por Gnaiger
y Bitterlich (1984).
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Otros procedimientos para la determinacién de proteina se basan en
ensayos espectrofotométricos, siendo los més utilizados el metodo de Lowry
(Lowry et al., 1951) y el de Bradford (1976).

E1 contenido proteico de las microalgas depende de la fuente de nitrégeno
suministrada (Boussiba y Richmond, 1980; Rajasekaran et al., 1981; Utting,
1985; Vieira y Klaveness, 1986). La cantidad de proteina disminuye si desciende
el nitrégeno en el medio. Para conseguir que el contenido en proteina de las
microalgas sea alto debe tenerse cuidado, por tanto, de que haya siempre
nitrégeno disponible en el medio en cantidad suficiente. Asimismo, una deficien-
cia en carbono, normalmente, disminuye el contenido en proteina y aumenta las
cenizas (Becker, 1977).

AMINOACIDOS

El valor nutricional de una proteina se determina por el contenido y
disponibilidad de sus amino4cidos constituyentes. De los aminoécidos totales de
las algas el 90-98% estdn en las proteinas (Dortch et al., 1984). Se han realizado
y publicado numerosos anédlisis de la composicién de aminoacidos de distintas
microalgas, de agua dulce y marina, generalmente a partir de hidrolizados de
células completas. Un primer aspecto a considerar es en qué medida la composi-
cién de estos hidrolizados es el reflejo de la composicién de lasproteinascelulares;
asi, el triptéfano se destruye en la hidrélisis 4cida porque la ausencia de este
aminoacido recogida en algunas publicaciones realmente significa que no ha
podido ser detectado por la metodologia utilizada.

Comparada con otras proteinas, las proteinas microalgales muestran
diferencias en la proporciéon de aminoacidos, pero en general es una distribucién
bien equilibrada que incluye todos los aminoécldos esenciales.

La tabla 2 muestra la composicién de aminoécidos de distintas algas de
aguadulce y marinas. El andlisis de aminoAacidos de casitodaslas algas muestra
que las proporciones de aminodcidos individuales no varian mucho entre las
diferentes especies, aunque puede haber variaciones en funcién de condiciones
ambientales. Pueden existir deficiencias en los aminoacidos de azufre, metionina
ycisteina,loque es comin enmuchasproteinasde plantas. Por el contrariosuelen
ser ricas en lisina, aminoacido limitante en muchos cereales. En cualquier caso
hay que tener en cuenta que los valores que se dan en esta tabla no corresponde
a microalgas cultivadas en condiciones idénticas.

Algunos aminoacidos pueden no ser disponibles para la digestién y absor-
cién de un animal, si partes de su molécula estan unidas a otras moléculas. Por
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Tabla 2.- Diferentes patrones de aminodcidos de las principales algas de agua dulce y de agua de mar utilizadas en biotecnologia
microalgal y maricultura (Fdbregas y Herrero, 1986; Becker, 1988 y Brown et al., 1994)

le Leu Va Lys Phe Tyr Met Cys Trp Thr Ala Arg Asp Glu Gly His Pro Ser

Agua dulce

Spirulina maxima 68 109 75 53 57 50 23 07 15 56 90 72 122 174 66 20 41 49
S. maxima 60 80 65 46 49 39 14 04 14 46 68 65 86 126 48 18 39 42
S. platensis 67 98 71 48 53 53 25 09 03 62 95 73 118 103 5657 22 42 51
Spirulina sp. 48 84 54 47 40 nd. 23 10 15 46 69 66 91 122 49 1.6 38 49
Oscillatoria amphibia 61 93 70 51 49 43 10 nd 15 67 91 73 106 139 58 13 48 52
Scenedesmus obliquus 36 73 60 56 48 32 15 06 03 51 90 71 84 107 71 21 39 38
S. obliquus 37 81 65 66 50 nd 21 14 14 48 78 53 90 100 55 16 46 43
S. obliquus 34 96 54 64 58 28 14 nd nd 67 103 63 102 124 68 1.7 53 59
Chlorella ellipsoidea 45 93 79 59 42 17 06 07 nd 49 122 58 88 105 104 17 50 52
C pyrenoidosa 34 40 51 79 45 27 18 nd. 14 32 59 56 59 93 48 1.4 40 22
C.wlgaris 32 95 70 64 55 28 13 nd nd 53 94 69 93 137 63 20 50 58
Dundliella primolecta 55 111 56 53 54 37 19 08 nd 55 75 61 113 117 58 05nd 47
D.bardawil 42 110 58 70 58 37 23 12 07 654 73 73 104 127 55 18 33 46
Agua de mar

Isochrysis galbana 49 105 60 121 61 40 09 09 nd 61 75 87 70 563 53 25 43 48
Isochrysis sp clon T-SO 48 97 65 67 54 40 21 nd.  f. 58 81 7.8 111 1561 53 23 nd 54
Paviova lutheri 29 67 50 82 28 22 16 1.1 1.7 36 83 113 61 63 67 36 32 43

Chaetoceros calcitrans 55 91 69 73 59 45 23 nd . 859 77 64 114 150 65 23 nd 59
Phaeodactylum ticomutum 5.1 89 64 51 57 32 19 06 00 57 83 96 108 134 70 14 44 51
Skeletonema costatum 59 84 55 79 55 39 13 nd it 55 92 61 113 169 55 21 nd 55
Thalasiossira pseudonana 56 96 67 63 60 36 23 10 04 42 68 66 103 112 70 24 49 50

Dunaliella salina b, . 42 120 45 fr. i nd. f 63 190 1t 165 136 168 nd. fir. nd.
Dundaliella tertiolecta 42 107 53 138 66 41 08 07 nd 26 75 72 75 05 55 25 41 45
Tefraselmis suecica 42 92 56 98 59 35 14 06 nd 53 68 76 75 99 58 25 60 49

Chiorella stigmatophora 38 93 67 134 65 37 14 14 nd 49 79 86 65 85 564 22 52 41

fr. presente en catidades traza; n.d.: no detectado
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ejemplo, el grupo amino libre de la lisina a veces se une a carbohidratos. Esto es
frecuente en el proceso de secado y debe tenerse en cuenta si se usan algas secas
en alimentaciéon animal. La mayoria de losmétodos de anélisis de aminoacidos no
diferencian la lisina disponible de la no disponible, aunque se ha citado un 85%
de disponibilidad para la lisina en Spirulina (Richmond, 1986)

El anélisis de la composicién bioquimica de 16 especies de microalgas
marinas cominmente utilizadas en acuicultura, en las mismas condiciones de
cultivo, mostré que la composicién en aminoécidos de las microalgas fue bastante
similar, aunque T'. chui y T. suecica fueron mas ricas en arginina, mientras que
N. atomus tenia elevados niveles de prolina (Brown, 1991). No obstante, en
general se considera que las diferencias en las cualidades nutricionales de las
microalgas marinas en acuicultura no estdn en la mayoria de los casos relaciona-
das con la composicién de aminodcidos. La composicién en aminoacidos de las
microalgas es bastante similar a la del huevo (considerada de altovalor biol6gico
en nutricién humana)aunque ésta es més rica en metionina y menor en arginina.
Este aspecto es poco claro. Asi pequefias variaciones en la composicién de
aminoacidos no presentan frecuentemente correlacién con grandes diferencias
en su capacidad para la nutricién de un determinado animal. No hay evidencias
claras sobre el efecto de deficiencias en un aminoédcido de una especies microalgal
y su adecuacién como alimento. Asi especies microalgales carentes de un deter-
minado aminoacido dan pobres crecimientos, pero especies con valores bajos de
un aminoacido dan en unos casos buenos resultados y otros malos.

CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos aunque no forman parte principal de los constituyentes
primarios juegan un papel importante. Suelen formar parte del material de
reserva o componentes de la pared celular.

Aparte delos contenidos totales en carbohidratos (Tabla 1), se han realiza-
do pocos analisis sobre la composicién cualitativa de carbohidratos de microalgas.
Los carbohidratos totales estan constituidos porlafraccién de polisacaridos (que
puede constituir desde el 45 al 97% de los carbohidratos totales totales),
monosacaridos y oligosacaridos. Los perfiles de carbohidratos de las especies
microalgales varian ampliamente.

Anadlisis de la composicién de monosacaridos de distintas microalgas
marinas mostraron cierta variabilidad, siendo los principales azicares glucosa,
galactosa, manosa y ribosa, con otros azicares en distintas proporciones (Brown
et al., 1989), sibien las condiciones de cultivo no fueron idénticas en todos los casos.
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Por el contrario, andlisis de 1a composicién de azicares de los polisacaridos
de 16 especies de microalgas marinas utilizadas en acuicultura y cultivadas en
condiciones idénticas mostraron mayores diferencias entre especies y entre
clases, mientras que nohabia apenas diferencias en la composién de aminoéacidos.
La glucosa fue el azicar principal, mientras que la ramnosa, fucosa, ribosa,
arabinosa, xilosa, manosa y galactosa fueron detectadas en proporciones muy
variables (Brown, 1991). Las variaciones en la composicién de aziucares podria
contribuir a las diferencias en el valor nutricional de algunas especies, dado que
los animales digieren los polisacdridos de diferente composicién a diferentes
tasas, aunque es un aspecto poco conocido (Brown et al., 1989).

También existen diferencias en los polisacaridos microalgales. En las
diatomeas predominan la crisolaminarina (glucano B 1->3) y mananos, mientas
que los fitoflagelados contienen glucanos principalmente de glucosa y galactosa.
Las algas rojas acumulan altos niveles de polisacdridos sulfatados.

Muchas microalgas almacenan polisacaridos como productos de reservaen
forma de gréanulos de almidén, y en las Chlorophyceae y Prasinophyceae estéan
siempre dentro de los cloroplastos, aligual que en las plantas superiores. En las
Cryptophyceae el almidén se encuentra entre la envoltura del cloroplasto y la
cubierta de reticulo endoplasmaético que rodea al cloroplasto. En otros grupos
como las Dinophyceae y Rhodophyceae los granulos de almidén estdn libres en el
citoplasma. Los granulos de almidén varian bastante en forma y tamafio. En las
Euglenophyceae encontramos como producto de reserva otro polisacérido, el
paramilén, que forma granulos que estan libres en el citoplasma o alrededor del
pirenoide. En las Chrysophyceae y Haptophyceae existe como material
polisacaridico liquido de reserva la leucosina (crisolaminarina). Aparece en
forma de grandes gotas situadas normalmente cerca del extremo posterior de la
celula.

LIPIDOS

Los lipidos de las microalgas pueden variar desde menos de 1% hasta més
del 40% del peso seco (Paoletti, 1976). Los factores ambientales pueden afectar
tanto a las proporciones relativas de acidos grasos como a la cantidad total de
lipidos, como se verd posteriormente. El mayor aumento de la fraccién lipidica se
produce cuando el nitrégeno es limitante; por ejemplo, en las diatomeas, se
acumula grasa en las células llegando hasta un 80% si la cantidad de nitrégeno
suministrada a los cultivos es baja. Otras factores que pueden influir son luz,
temperatura, ciclo luz-oscuridad (Shifrim y Chisholm, 1980; Piorreck et al.,
1981).
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Tabla 3.- Diferentes fracciones de lipidos presentes en las distintas calses de algas. (*
expresadaen % sobre lamateriaseca. # % sobreel total deli pidos). (modificadade Borowitzka,
1988)

Clase Lipidos totales* Neutros# Glicolipidos# Fosfolipidos#
Cianobacterias 2-23 11-68 12-41 16-50
Chlorophyceae 1-70 21-66 6-26 17-53
Crysophyceae 12-72 - - -
Prymnesiophyceae 5-48 - - -
Cryptophyceae 3-17 - - -
Xanthophyceae 6-16 44 17 39
Rhodophyceae 1-14 41-58 42-59 -
Bacillariophyceae 1-39 14-60 13-44 10-47

Existen notables diferencias en la bioquimica y metabolismo de los lipidos
de las distintas microalgas. Asi, las cianobacterias muestran una variedad
intrinseca en la composicién de acidos grasos, pero la biosintesis de losmismosno
se ve apenas influenciada por factores ambientales. Por el contrario, en las algas
verdes la composicién de dcidos grasos varia mucho en funcién de factores
ambientales y organismos taxonémicamente distintos con frecuencia presentan
una composicién similar al crecer en idénticas condiciones (Materassi et al.,
1980).

Los lipidos y acidos grasos funcionan como componentes de membrana,
como productos de reserva, como metabolitos y como fuentes de energia.

La fraccion lipidica se divide en lipidos polares (fosfolipidos y glicolipidos)
ylipidos neutros (triglicéridos, diglicéridos, hidrocarburos, alquenonas, esteroles
y pigmentos) (Tabla 3). La mayoria de los lipidos microalgales son lipidos polares
(fundamentalmente fosfolipidos y glicolipidos), que son componentes de membra-
na comunes; y los triglicéridos (neutros) que son una reserva de acidos grasos para
la divisidn celular, energia metabélica, mantenimiento de la membrana, sintesis
y una amplia variedad de funciones fisiolégicas. Los triglicéridos pueden llegar
a constituir hasta el 80% del total de lipidos en microalgas eucariotas. Las
cantidades relativas de cada clase de lipido en las células microalgales pueden
cambiar considerablemente con variaciones de las condiciones de cultivo.

Las vias bésicas para la sintesis de lipidos en algas son andlogas a las que
se encontraron en aceites de semilla de plantas superiores; sin embargo, hay
ciertas cepas microalgales que producen acidos grasos tnicos de cadena larga o
altamente insaturados.
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Las principales diferencias con las plantas superiores son: 1) el hecho de
que las microalgas responden a fluctuaciones de las condiciones de crecimiento o
diferentes tipos de estrés con variaciones en la composicién de 4acidos grasos de
sus lipidos;y 2) que, en contraste alas plantas superiores, las células microalgales
que acumulan grasa estdn realizando fotosintesis, lo que significa que la via
completa desde la fijacién del CO, hasta la sintesis de triacilglicerol puede ser
ajustada por la célula. Como bajo todas estas condiciones de estrés la sintesis de
lipidos ocurre cuando la actividad fotosintética decrece, la méxima produccién de
acilglicerol en algas oleaginosas se obtiene en dos pasos: 1) rapido crecimiento
bajo condiciones 6ptimas seguido de 2) imposiciéon de deficiencia en N u otros
factores de estrés con el propésito de conseguir un maximo contenido en lipidos.
Muchos sistemas de microalgas podrian ser competitivos, ya que aunque la
mayoria de los lipidos microalgales tienen una composicién en acidos grasos
similar a la de aceites vegetales comunes, hay varios 4cidos grasos inusuales de
elevado valor que pueden ser sintetizados exclusivamente por una variedad de
microalgas (Becker, 1994).

ACIDOS GRASOS

Constituyen la mayor fraccién de lipidos microalgales, suponiendo del 20
al40% delos lipidos totales. Estan formando esteres de glicerol y se encuentran
en los tri- y diglicéridos, fosfolipidos y glicolipidos. La mayoria de la literatura
muestra estudios del contenido total de acidos grasos, aunque hay algunos datos
sobre perfiles de las distintas fracciones (Fried et al., 1982; Shefer et al., 1986;
Brown et al., 1989; Volkman et al., 1989).

Lamayoriadelos acidos grasos encontrados enloslipidos microalgales son
moéleculasde cadenarecta con unnimero parde atomos de C (generalmente entre
C12y C22) resultado de su biosintesis desde acetato por alfa-adicién. Pueden ser
saturados o insaturados.

Los acidos monoinsaturados suelen provenir de un precusor comun, o por
elongaciéon de la cadena o por beta-oxidacién (Fig. 27a). Los &cidos grasos
poliinsaturados se suelen dividir en familias segin la derivacién a partir de
precursores biosintéticos. Las mas importantes son las familias w3, w6 y 9.
Algunos de los més importantes son:

Nombre sistematico nombre vulgar
serie 6:

9, 12 octadecadienoico (18:2w6) linoleico

6,9, 12 octadecatrienoico (18:3w6) y-linolénico

8, 11, 14 eicosatrienoico (20:3w6) homo-y-linolénico
5, 8, 11, 14 eicosatetraenoico (20:4w6) araquidénico

101



M1cROALGAS: CULTIVO Y APLICACIONES
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Figura 27.- Bioderivacién de los dcidos grasos a partir de sus precursores (modificado de
Christie, 1987).

4,7, 10, 13, 16 eicosapentaenoico (20:5w6) -
serie w3

9, 12, 15 octadecatrienoico (18:3w3) B-linolénico
5,8, 11, 14, 17 eicosapentaenoico (20:5w3) -

7, 10, 13, 16, 19 docosapentaenoico (22:50m3) -
4,7,10, 13, 16, 19 docosahexaenoico (22:6w3) -
serie ®9

5, 8, 11 eicosatrienoico (20:3w9) -

El 4cidolinéleico (18:2 w6) es generalmente el més ampliamente extendido
y estd presente en numerosas plantas y animales. Es un 4cido esencial en las
dietas animales ya que no pueden sintetizarlo. Este 4cido sirve de precursor para
una familia de 4cidos grasos que se forman por desaturacién y elongacion de
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cadena, manteniéndose la estructura w6 (Fig. 27b). De éstos es de particular
importanciael 4cido araquidénico, comoun componente esencial de los fosfolipidos
de membrana y precursor de las prostaglandinas (Fig. 27¢). Estas estan implica-
das en funciones esenciales en el cuerpo, como regulacién dela presién sanguinea,
de la sintesis del colesterol, inflamacién y proliferaciéon celular. Las grasas
saturadas en la dieta asi como el alcohol y otros factores suprimen la formacion
de PGE1. El octadecatrienoico (18:3w6) es un importante intermediario en la
sintesis del araquidénico y constituyente de ciertos aceites de semillas (Chistie,
1987).

En muchas plantas superiores el 4cidolinolénico (18:3w3) es punto final de
la biosintesis. Pero en otros casos, como en algunas microalgas, puede ser el
precusor de otraimportante familia de acidos grasos con estructura w3 (Fig. 27d).
Estos acidos grasos son componentes nutritivos esenciales especialmente en
peces y otros invertebrados. E1 20:5 w3 y el 22:6w3 parecen tener funciones
especiales en los fosfolipidos del tejido nervioso y en el ojo, y el primero es
precursor de prostanoides especificos.

Otra familia de acidos grasos poliinsturados (w9) deriva del 4cido oleico
(Fig. 27e) y parecen importantes en animales con deficiencia en 4cidos grasos.

No obstante se han descrito variaciones respecto a estos esquemas genera-
les desintesis en diferentes especies microalgales, sin que se puedan correlacionar
con grupos taxondmicos, aunque la sintesis de 4cidos grasos hasta el estedrico
parece ser la misma en todas las microalgas estudiadas hasta ahora, excepto en
un dinoflagelado.

Los 4cidos grasos mds importantes desde un punto de vistaeconémico son
algunos de los poliinsaturados, como linoleico (9,12-18:2w6), y-linolénico (9,12-
18:3w6), dihomo-ylinolenico (8,11,14-20:3w6), araquidénico (5,8,1,14-20:4w6) y
eicosapentanoico (5,8,11,14,17-20:5w3). Excepto el linoleico, son raros en plantas
y animales pero ciertas microalgas contienen relativamente grandes cantidades
de algunos de ellos. Algunos de los 4cidos grasos poliinsaturados que se han
encontrado en los lipidos microalgales son importantes farmacos. Son precurso-
res de prostaglandinas, prostaciclinas y leucotrienos, y como tales son interesan-
tes para la industria farmacéutica. Existen patentes para su uso como
antihipertensivos, comotratamientodelahiperlipidemia, parareducirelcolesterol,
como alimentos sanos, etc.

En las tabla 4 se presentan contenidos en acidos grasos de especies
dulceacuicolas de interés comercial y especies marinas usadas en acuicultura.
Lasdiferentes clases de algas pueden mostrar diferentes patrones de distribucién
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de 4cidos grados y hay numerosas variaciones entre especies muy préximas e
incluso dentro de la misma especie en funcién de las condiciones de cultivo. Como
se ve en la tabla, Spirulina platensis puede servir como valiosa fuente de y-
linolénico, dado que el 20-30% de sus acidos grasos lo constituye este compuesto.
Se ha comprobado que el y-linolénico disminuye el colesterol en plasma y se ha
utilizado para el tratamiento de diversas enfermedades.

La rodoficea Porphyridium cruentum es una de las fuentes naturales méas
importantes de araquidénico, que constituye el 36% de sus acidos grasos totales
a 25°C de temperatura de cultivo. A temperaturas maés bajas (16°C) esta propor-
cién puede aumentar hasta un 60% (Arad, 1988).

Otros constituyentes lipidicos:

Los fosfolipidos pueden constituir hasta el 50% de los lipidos totales pero
suele haber una media mucho menor en la mayoria de las especies. Las
subfracciones de fosfolipidos detectadas en la mayoria de las microalgas incluyen
fosfatidilinositol, fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina y
difosfatidilglicerol (Ben-Amotz et al., 1985).

Los esteroles son componentes minimos de la fraccién lipidica (0.2-5.5%)
(Ballantine et al., 1979)

Los hidrocarburos y alquenonas constituyen una fraccién minoritaria. Sin
embargo, en el alga halotolerante Botryococcus braunii pueden alcanzar niveles
de hasta el 15% (Bachofen, 1982).

GLICEROL

Todas las células,incluidaslas microalgas, estdn rodeadas por membranas
que separan el citoplasma celular del medio. Estas membranas son més o menos
permeables al agua pero casi impermeables a los solutos. En este contexto es
esencial paratodaslas células mantener un balance entrela presién osmoética del
interior celular y su medio circundante. Dentro de ciertos limites la célula es
capaz de responder a las fluctuaciones osmoéticas de los ambientes acuaticos
mediante la asimilacién o excreciéon de agua. Como respuesta a elevadas concen-
traciones de sal en el medio, la célula equilibra el aumentode los solutos externos
aumentando la sintesis de solutos dentro del citoplasma y/o aumentando la
asimilacién de solutos desde el exterior.

Las algas representan un grupo de organismos que presentan un amplio
rangodetolerancia a diferentes concentraciones de sal en sus ambientes, que van
desde cantidades milimolares de sal hasta la soluciones saturadas de sal. Con
respecto a esta habilidad para resistir bajas o altas concentraciones de sal, las
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microalgas pueden dividirse en halotolerantes y halofilicas; estas dltimas
necesitansalparauncrecimiento6ptimo, mientras que lashalotolerantes presentan
mecanismos osmorreguladores que le permiten sobrevivir en medios salinos.

El ejemplo més conocido de osmorregulaciéon es el del género Dunaliella,
con diferentes especies y cepas que viven en medios con concentraciones de sal
entre 0.1 y 8 M (saturacién). El componente organico mayoritario que permite
sobrevivir a esta microalga en ambientes extremos es el glicerol, y ya se ha
propuesto la extraccién y comercializacién de este compuesto (Avron, 1992).

Se ha sugerido que existen, ademads del glicerol, otros osmorreguladores:
aminoAcidos, carbohidratos, manitol, manosa, sorbitol, etc, que protegen la
actividad enzimética a elevadas presiones osmoéticas.

Con lo poco que se sabe, es evidente que la fraccién lipidica de las
microalgasse caracteriza por una elevada variabilidad, que puede ser controlada
y modificada por las condiciones ambientales y de cultivo. Las cianobacterias
muestran una variabilidad intrinseca en la composicién de 4cidos grasos apenas
modificable por factores externos, mientras que las cloroficeas responden de
manera acentuada a los cambios ambientales.

Como se ha dicho anteriormente, las microalgas pueden contener cantida-
des significativas de lipidos parecidos a los aceites vegetales y de pescado, que
podrian ser considerados como sustitutos de productos del petréleo, obtenidos por
extraccién directa o por refinamiento. También pueden ser utilizados como
sustitutos de los aceites vegetales, tanto en nutriciéon humana como animal o
directamente en la produccién de plasticos y cosméticos.

Algunos lipidos microalgales pueden utilizarse como surfactantes con
propiedades diferentes a las de los compuestos sintéticos. La ventaja de estos
derivados microalgales (fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina y diferentes galactosil-
diglicéridos) es que son biodegradables.

PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

Los pigmentos forman parte de la fraccién lipidica polar. Las microalgas,
al igual que las restantes algas, contienen 3 grupos principales de pigmentos:
clorofilas, carotenos y ficobilinas. Los principales pigmentos son las clorofilas y
los carotenoides, que suponen del 0.5 al 5% del peso seco de la célula (Ben-Amotz
et al., 1985). Las cianobacterias, algas rojas y criptomonadinas también poseen
ficobilinas.

106



CoMPOSICION BIOQUIMICA

CLOROFILAS

La clorofila a es el pigmento fotosintético primario en todas las microalgas
(incluidas cianobacterias). Los diferentes phyla de algas eucariotas pueden tener
clorofila b, ¢ 6 d como accesorias, mientras que las cianobacterias no poseen mas
que clorofila a, a excepcién de las Prochorales que tienen ademas clorofila b.

En las microalgas y plantas superiores la clorofila forma un complejo con
proteinas in vivo. Los distintos complejos proteina-clorofila tienen distintos
espectros de absorcién dependiendo del tipo de proteina asi como de la clorofila.
Elespectro de absorcién normal a temperatura ambiente muestra solamente una
amplia banda a 675 nm para la clorofila a en rojo. Las clorofilas b, ¢ y d estan
limitadas s6lo a ciertas especies de microalgas; b en Prasinophyceae,
Euglenophyceae, Chlorophyceae; ¢ en Cryptophyceae, d en Rhodophyceae).

La acumulacién de clorofila parece estar intimamente coordinada con el
desarrollo de los tilacoides y la actividad fotosintética. La sintesis de clorofilas,
aunque puede ocurrir en plastos, parece estar bajo control nuclear, y los tltimos
pasos requieren cooperacién entre los genomas nuclear y del plasto para la
sintesis de los componentes estructurales del aparato fotosintético.

Diversos nutrientes tienen un marcado efecto sobre la formaciéon de
clorofilas en microalgas. Deficiencias en hierro, nitrégeno y magnesio inhiben la
sintesis y acumulaclén de cloroflla. La abundancia de carbono orgdnico en el
medio y la altaintensidad luminosa también inhiben la formacién de clorofilas en
algunas microalgas.

CAROTENOIDES

Los carotenoides son moléculas poliisoprenoides que poseen dobles enlaces
conjugados y un anillo de ciclohexano en cada extremo de la molécula. El licopeno
es probablemente el precursor de todoslos carotenoides encontrados en microalgas.

Los carotenoides funcionan como fotoprotectores y pigmentos captadores
deluz (Cohen, 1986). Cada especie algal puede contenerentre 5 y 10 carotenoides
distintos; se conocen unos 60 carotenoides en los distintos phyla algales.

El B—caroteno es un carotenoide tipico que se encuentra en todas las algas
vy plantas superiores. Se encuentra en mayores concentraciones en las algas
verdes. Generalmente supone menos del 1% del peso seco, pero puede acumularse
hasta niveles del 10% en algas halotolerantes como D. bardawil (Ben-Amotz y
Avron, 1989) y D. salina (Borowitzka, 1988). Las mayores concentraciones de —
caroteno se obtienen en condiciones de salinidad e iluminacién elevadas. En D.
bardawil el f—caroteno estd compuesto principalmente como 9cis y todo-trans;la
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acumulacién de f-caroteno y un aumento de la relacién entre el 9cis y el trans
depende de la intensidad de luz pero no de la longitud de onda (Ben-Amotz y
Avron, 1989).

Los carotenoides méas complejos pueden derivar de ciertos esqueletos
carbonados por una progresién de modificaciones quimicas acompafiadas de
cambios en sus estados de oxidacién. La variedad de carotenoides es mayor en
microalgas que en plantas superiores. Algunos grupos de algas tienen nombres
comunes que reflejan su contenido en carotenoides, por ejemplo, las algas pardas,
Phaeophyceae, que contienen varias xantofilas, sobre todo fucoxantina. La
mayoria de los carotenoides son amarillos o anaranjados, pero su color puede
estar enmascarado por la clorofila predominante.

Existen muchos tipos de xantofilas en microalgas. La similitud entre las
Chlorophyceae y las plantas superiores se manifiesta de nuevo por el elevado
contenidoenluteinaen estas algas. Las Rhodophyceae y Cryptophyceae también
contienencantidades considerables de este pigmento. Las otrasxantofilas impor-
tantes son la peridina, que es la xantofila primaria de los dinoflagelados, y
fucoxantina presente en Phaeophyceae y Bacillariophyceae.

Con frecuencia es dificil determinar la banda precisa de absorcién de uno
cualquiera de los carotenoides de microalgas debido a que ademéas de que
normalmente existe mas de un tipo de carotenoide, sus bandas de absorcién
también se superponen con las de las clorofilas. En general, las bandas de
absorcion de los carotenoides in vivo estédn entre 400 y 540 nm.

FFICOBILINAS

Las ficobilinas, pigmentos solubles en agua, se encuentran en abundancia
sb6lo en cianobacterias y en algas rojas, aunque se han encontrado trazas de
distintos tipos de ficobilinas en especies aisladas de otros grupos algales. Las
cianobacterias contienen fundamentalmente ficocianina y las Rhodophyceae
ficoeritrina. Ambas contienen pequeriias cantidades de aloficocianina. La presen-
cia de estos pigmentos es muy importante para la capacidad de captacién de luz
de estas bacterias y algas. Las ficobilinas captan mucha de la energia dejada por
las clorofilas y carotenoides, haciendo que las cianobacterias y las algas utilicen
maés eficientemente la radiacién solar en la fotosintesis. Esto es posible debido a
la caracteristica absorcién de las ficobilinas: ficocianina en 620 nm, ficoeritrina
en 545 nm y aloficocianina en 650 nm in vivo.

La mayor caracteristica identificativa de una molécula de pigmento es su
espectro de absorcién; sin embargo, los espectros de absorciéon de la mayoria de
los pigmentos cambian con la extraccidon, y se obtienen distintos espectros de la
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misma molécula en diferentes solventes y a diferentes temperaturas. Por tanto,
los espectros de absorcién s6lo pueden compararse cuando se obtienen en
condiciones similares.

ACIDOS NUCLEICOS

La fraccién de 4cidos nucleicos puede variar del 1 al 10%, aunque el rango
usual es 4-6%. La relacion RNA:DNA es aproximadamente 3:1. Cuando las algas
crecen en condiciones favorables la relacién puede ser 50-200:1 (debido a la
sintesis proteica) (Fabregas et al., 1986a, b).

El nivel de acidos nucleicos es mayor en las microalgas (4-7%) que en las
plantas superiores (1-2%), pero es menor que en las levaduras (10-12%) y
bacterias (hasta el 20%).

MINERALES

Lafraccién mineral (cenizas) de las células algales puede proporcionar una
fracciéon importante del peso seco. En general, las microalgas marinas presentan
un contenido en cenizas mayor que el de las especies dulceacuicolas. Hay todavia
menos trabajos sobre contenido mineral en microalgas dulceacuicolas. En
Scenedesmus y Spirulina las cenizas suponen entre el 6 y el 15% del peso secoy
loselementos mas abundantes son el P y el K(Becker y Venkataraman, 1982). En
distintas microalgas marinas se ha encontrado un contenido en minerales entre
6-39%, pero hay muy pocos andlisis detallados. De las especies estudiadas, los
mayores contenidos minerales se dan en las diatomeas (Brown et al., 1989). No
obstante, hay quetener cuidado a la hora de realizar el andalisis de cenizas, sobre
todo en microalgas marinas, ya que la interferencia de las sales del medio puede
dar lugar a sobreestimaciones.

El contenido en minerales es importante en las microalgas marinas que se
utilizan en acuicultura, aunque la capacidad de acumular metales pesados puede
ser una desventaja. Aunque hay pocos trabajos sobre al composicién elemental de
las cenizas, los datos existentes muestran que presentan los elementos requeri-
dos en las dietas de invertebrados, como P, Ca, Mg, Fe, etc. (Brown et al., 1989).
Porello, se hasugeridola incorporacién de microalgas marinas secas en dietasde
peces que puedan sustituir,al menos en parte, la adicién de minerales a la dieta.
Estaincorporacién demicroalgases especialmente efectiva en las dietas de peces

109



MicroALGAS: CULTIVO Y APLICACIONES

Tabla 5.- Contenidos en vitaminas (expresada en mg kg de materia seca) de distintas especies
de microalgas cultivadas. 1: Spirulina platensis, 2.- Spirulina maxima;, 3.- Scenedesnius
obliquus; 4.- Scenedesmus quadricauda; 5.- Chlorella pyrenoidosa; 6.- Tetraselmis suecica,
7.- Isochrysis galbana; 8.- Dunaliella tertiolecta; 9.- Chlorella stigmatophora. (Tomado de
Becker 1994 y Fabregas & Herrero, 1990).

Vitaminas 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Vitamina A 840 225 230 554 480 296 76 825 493
Tiamina (B,) 44 14 8 15 10 322 140 290 146
riboflavina (B,) 37 285 366 27 36 191 300 312 196
piridoxina (B) 3 1.3 25 - 23 28 1.8 22 19
cobalamina (B,,) 7 03 04 11 002 05 06 0.7 0.7
Vitamina C 80 103 20 396 - 1910 119.0 163.2 100.2
Vitamina E 120 - - - - 4218 582 116.3 669.0
acido nicotinico - - 120 108 240 893 777 793 825
biotina 0.3 - 02 - 015 08 1.0 0.9 1.1
acido folico 0.4 - 0.7 - - 3.0 3.0 48 3.1
acido pantoténico 13 - 165 46 20 377 91 132 214

marinos, y asi la mayoria de las necesidades minerales del rodaballo se pueden
cubrir con laincorporaciéon de entre un 3.5y un 5.7% de microalgas secas ala dieta
(Fabregas y Herrero, 1986).

VITAMINAS

Hasta muy recientemente los estudios de vitaminas en microalgas son
escasos y dificiles de comparar debido al efecto de 1a composicién del medio de
cultivo. Hay poca informacién acerca de este particular, posiblemente debido a
que la determinacién de varias vitaminas es bastante dificil. El desarrollo de
métodos por HPLC ha facilitado este analisis, pero los andlisis anteriores,
bésicamente microbioldgicos, eran dificiles de realizar y los resultados estaban
sujetos amuchasinterferencias. Como sucede en plantas superiores, el contenido
en vitaminas varia dependiendo de las condiciones de crecimiento. Ademas de
estas fluctuaciones a causa de factores ambientales, los métodos utilizados para
el secado y procesamiento de la biomasa microalgal reducen la concentracién de
varias vitaminas. Este hecho es especialmente importante en el caso de las
vitaminas B, B,, C y 4cido nicotinico que son termoldbiles y su concentracién
disminuye considerablemente durante el proceso de secado, si se compara con el
material fresco.
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En latabla5serepresentan los valores de vitaminas en distintas microalgas
de aguadulce y marinas. Ademas de la provitamina A, estdn presentes vitaminas
del grupo B (B,, B,, By, By,), biotina, 4cido félico, dcido nicotinico y acido
pantoténico. La biomasa microalgal representa una fuente valida de vitaminas
importantes, lo que mejora sus propiedades nutricionales. Es de destacar el
contenido en f—caroteno (pro-vitamina A) de la microalga marina D. tertiolecta.

VARIABILIDAD BIOQUIMICA

Distintos trabajos han demostrado la importancia de las condiciones
ambientales en la composicién bioquimica de las microalgas, realizados funda-
mentalmente con especies marinas, quedando establecido que la composicién de
una especie determinada se refiere tinica y exclusivamente a unas condiciones de
cultivo precisas. Estos resultados abren asimismo la posibilidad de manipular la
composicién bioquimica microalgal simplemente variando los pardmetros de
cultivo, lo que puede ser una ventaja para la utilizaciéon de estas microalgas en
acuicultura, alimentacién u obtencién de productos, ya que de su composicién
bioquimica dependera en gran parte su valor nutritivo o importancia comercial.

La alteracion de la composicién bioquimica de las microalgas puede permi-
tir obtener mayores rendimientos de productos de interés, o, si la biomasa
microalgal es utilizada en acuicultura, suministrar un alimento més adecuado a
los requerimientos nutricionales de los niveles superiores dela cadena alimentaria,
asicomo optimizar la conversién de nutrientes en biomasa de especies marinas
cultivables de importancia comercial. Dada la variabilidad bioquimica de las
microalgas, el estado nutricional de éstas es mas importante que la especie en si
misma (Goldman, 1976; Wikfors et al., 1984), estado nutricional que depende de
su composicién bioquimica (Becker y Venkataraman, 1982).

Luz

Laintensidad de luz afecta a la composicién bioquimica de las microalgas.
Un primer efecto claramente definido es a nivel de los pigmentos fotosintéticos.
Como ya hemos citado al hablar de parametros de cultivo (capitulo 3) la adapta-
ci6on mas tipica a bajas intensidades de luz es el aumento en el contenido en
clorofilas.

Una célula que se encuentre en condiciones limitadas de luz crecera
lentamente, pero hara que la mayor parte de esa energia luminosa sea asequible
al producir un sistema maés eficiente de captura de luz. La tipica adaptacién a la
sombra, como se observa bajo condiciones de cultivo, implica un incremento de dos
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Figura 28.- Composicion bioquimica (pg/célula) de P. tricornutum en fase estacionaria con
diferentes intensidades de luz (umol fotén m2s').

a diez veces el contenido de clorofila por célula con una menor intensidad de
saturacién (I) y una pendiente inicial més pronunciada. Las células expuestas
a altas intensidades de luz utilizan menos recursos propios para la sintesis de
clorofila y més para la sintesis de la RuBP carboxilasa y quiza otras enzimas de
las reacciones oscuras. Como resultado, dichas células se caracterizan por
mostrar menos clorofila por célula (a veces correlacionada con una disminucién
del tamafio del cloroplasto), una menor pendienteinicial, mayor I, y con frecuen-

cia mayor tasa de fotosintesis maxima (F . ) (Darley, 1982).

En un estudio sobre el efecto de la intensidad de luz sobre la microalga
marina Phaeodactylum tricornutum se observé que ademaés del crecimiento, la
composicién bioquimica microalgal también fue afectada. Al aumentar la inten-
sidad de luz aumenta la concentracién celular de carbohidratos, mientras que
descienden los restantes componentes bioquimicos celulares (Fig. 28). De esta
forma las mayores concentraciones celulares de clorofilas, proteinas, RNA y
lipidos se obtienen en los cultivos que crecen a la mayor intensidad de luz de las
ensayadas (Lépez- Mufioz et al., 1990). El aumento en la cantidad de clorofila al
disminuir la intensidad de luz es un mecanismo fotoadaptativo de las células
(Falkowski, 1980, 1985; Dubinsky et al., 1986).

Laintensidad deluzafecta al esquema de sintesis macromolecular a partir
de CO, fijado fotosintéticamente (Mortain-Bertrand et al., 1987). A intensidades
de luz bajas la incorporacién total de CO, disminuye, descendiendo también el
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Figura 29.- Produccién de los distintos componentes celulares por unidad de clorofila a en
funcién de laintensidad deluz en cultivos de lamicroalgamarina Tetraselmis suecica (Herrero
etal., 1991).

porcentaje de C que es fijado en forma de carbohidratos y aumentando el
porcentaje de C fijado en forma de proteina. A intensidades més altas de luz, la
fijacién de carbono excede a la tasa de sintesis proteica (que es limitada por la
asimilacién de nitrégeno) y el exceso de carbono es almacenado en carbohidratos
(Konopka y Schnur, 1980).

Elefectodelaintensidad deluzseestudié tambiénencultivos de Tetraselmis
suecica, con resultados similares a los obtenidos para P. tricornutum. En funcién
de las variaciones en la composicién bioquimica se calculé la produccién de los
distintos componentes celulares por unidad de clorofila a; las producciones de
proteinas, carbohidratos, lipidos y RNA por unidad de clorofila a se ven afectadas
deforma significativa por la luz, existiendo una relaciénlineal entre cada unade
ellas y la intensidad luminosa (Fig. 29) (Herrero et al., 1991). Se ha citado que
aunque las células a menor intensidad de luz son més eficientes para absorber la
energia luminosa (contienen mas clorofila), sin embargo el rendimiento del
quantum (moles de Oz.einstenios'l) permanece constante, lo cual sugiere que no
pueden utilizar la luz absorbida con mayor eficiencia. Las producciones de los
distintos componentes por unidad de clorofila a demuestran que a mayor inten-
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sidad de luz, aunque la cantidad de clorofila es menor, la luz absorbida se utiliza
mas eficientemente en el crecimiento y la biosintesis.

Estudios sobre el efecto de 1a intensidad luminosa sobre el crecimiento y
composicién bioquimica de I. galbana demostraron que elevadas intensidades de
luz provocan la acumulacién de carbohidratos, mientras que el contenido celular
de lipidos desciende ligeramente. Las variaciones en el contenido celular de
lipidos estaban asociados con cambios en la composicién en &cidos grasos.
Condiciones de elevada iluminacién produjeron un aumento de la abundancia
relativa de palmitico (C16:0) y oleico (C18:1) y un descenso en el porcentaje del
4cido graso polinsaturado C18:4. La distribucién relativa de docosahexanoico
(C22:6) aumenta ligeramente bajo condiciones de elevada iluminacién. Asi la
ratio entre acidos poliinsaturados y saturados decrece cuando cuando I. galbana
crece en condiciones de elevada iluminacién (Sukenik y Wahnon, 1991). Por el
contrario, altas intensidades de luz aumentan el grado de insaturacién de los
4cidos grasos de Scenedesmus (Brown et al., 1989). El mismo efecto de la
intensidad de luz sobre los lipidos se observo en S. platensis; cuando lailumina-
cién pasa de 170 a 870 pmol fotén m™? s'! aumenta la tasa de crecimiento y los
lipidos totales disminuyen perola composicién en acidos grasos no se vié afectada
(Tedesco y Duerr, 1989).

En Nannochloropsis sp., a elevados niveles de irradiancia desciende el
contenido total de carotenoides, pero de un modo desproporcional con respecto a
lareducciéndel contenido en clorofila a; consecuentemente, la relacién carotenoide/
clorofila ¢ aumenta a medida que aumentalairradiancia. El contenido celular en
proteina se mantiene sin cambios, mientras que el "pool" de carbohidratos y el de
lipidos aumentan bajo condiciones de elevada irradiancia (Tabla 6). Asimismo, al
aumentar la intensidad de luz se provoca la variacién de la distribucién celular
de acidos grasos; el porcentaje del 20:5w3 decrece mientras que la distribucién
relativa del 16:0 y del 16:1 aumentaron a medida que aumentaba el nivel de
irradiancia; consecuentemente, la relacion de 4cidos grasos poliinsaturados con
la suma de &cidos grasos saturados y monoenoicos decrece al aumentar la
intensidad de luz (Sukenik et al., 1993).

LonGITUD DE ONDA

Lainfluencia de la longitud de onda en la regulacién de distintas activida-
des enzimaticas se refleja en cambios en la composicién bioquimica. Asi, con luz
azul el carbono fijado en el ciclo de Calvin se dirige a un relativo aumento de la
produccién de proteinas, mientras que con luz roja aumenta la produccién de
carbohidratos. Células de Chlorella cultivadas bajoluzazul contienen un 60% de
proteina perosélo un 15% de carbohidratos, mientras cuando son cultivadas bajo
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Tabla 6.- Variaciones en la composicién celular y la composicién de dcidos grasos de
Nannochloropsis s.p. cultivada con altas y bajas intensidades de luz (Sukenik et al., 1993)

Nivel de irradiacion del cultivo
(umol quanta m2s™1)

35 (Baja irradiancia) 290 (alta irradiancia)

Contenido celular ( pg celi"")

Proteina 4.20 411
Carbohidratos 1.16 1.51
Lipidos 2.62 3.27
Clorofila 0.20 0.07
Carotenoides totales 0.11 0.06
Distribucién de acidos grasos (% peso)
14:0 3.4 3.8
16:0 18.2 36.4
16:1 17.6 25.8
18:0 3.3 3.7
18:1w-9 51 7.6
18:2w-6 6.1 1.2
20:4w-6 7.8 4.6
20:5w-3 37.6 15.9
-3 PUFA/Z(S + M) 0.79 0.21

PUFA: acidos grasos poliinsaturados; S: acidos grasos saturados; M: acidos grasos
monoinsaturados

luz roja la proteina decrece al 30% y los carbohidratos aumentan al 40%
(Grotjohann y Kowallik, 1989)

'VARIACIONES DIARIAS

Las fluctuaciones periédicas de la actividad fisiolégica de las microalgas
producen las consecuentes variaciones en la composicién quimica de las células
microalgales. Asi, en un cultivo de Scenedesmus se encontré que la cantidad de
proteina era mayor siempre por la mafiana y menor por la tarde, mientras que el
contenido en carbohidratos era menor por la mafniana y alto en las tiltimas horas
delatarde. Lavariacién en proteina entrela manana ylatardellegaba aserentre
un 10y un 15 % de la biomasa total (Becker, 1977). En Cyclotella meneghiniana
el pérfil de 4cidos grasos varia alo largo del fotoperiodo, siendo los acidos grasos
saturados la fraccién predominate al comienzo de la fase de luz (Brown et al.,
1989).
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Cuando las células microalgales estdn creciendo en ciclos de luz-oscuridad
lasintesisde proteinas yotras macromoléculas continta en oscuridad a expensas
del carbono y energia almacenados generalmente en los carbohidratos.

TEMPERATURA

No hay demasiados trabajos sobre el efecto de la temperatura en la
composicién bioquimica microalgal. Seha citado suinfluencia enla saturacién de
4cidos grasos y su relacion con estabilidad de las membranas. Asi, elevadas
temperaturas descienden el grado de insaturacion de los Aacidos grasos en
Scenedesmus (Brown et al., 1989).

En Spirulina platensis cambios de temperatura produjeron cambios en la
composicién bioquimica. Con un aumento de la tasa de crecimiento el contenido
de lipidos aumenté, lo que sugiere que el almacenamiento de carbono aumenta a
temperaturas que provocan altas tasas de crecimiento; el grado de saturacién de
los acidos grasos aument6 con la temperatura, si bien el efecto de la temperatura
sobre el contenido en dcidos grasos y el grado de saturacién tuvo una importancia
secundaria.

Como se ha citado anteriormente, la interaccién entre la intensidad de luz
y la temperatura es muy marcada. Ambos factores afectaron de forma significa-
tiva al crecimiento y composicién de pigmentos de 4 especies de microalgas
marinas (Tabla 7). En cuanto al contenido celular en clorofilas, se comportan
respecto a laintensidad de luz como se indicé anteriormente para P. tricornutum,
mientras que respecto a la temperatura, enlas microalgas verdes (T. suecica y D.
tertiolecta) los mayores contenidos de clorofilas se obtienen a bajaintensidad y la
temperatura mas alta de las ensayadas, mientras que en I. galbana y P.
tricornutum se obtienen abajaintensidad y baja tempertura (Lépez Munoz et al.,
1992).

SALINIDAD

La salinidad puede ser importante para la acumulacién de ciertos produc-
tos de interés, como glicerol y PB-caroteno, como ya hemos indicado. Altas
salinidadesaumentan el contenido en f—caroteno de D. salina y de los aminoécidos
esenciales metionina y fenilalanina de la cianobacteria Aphonethece halophytica
(Brown et al., 1989). Por lo demés no tiene mucho efecto sobre la composicién
bioquimica, a no ser que se relacione con otra variable.

NUTRIENTES
La modificacién del medio de cultivo y la eleccién de diferentes puntos del
ciclo de crecimiento para la cosecha es probablemente el modo menos costoso de
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Tabla7.- Velocidad decrecimiento, densidad celular y composicidn de pigmentos fotosintéticos
obtenidos en los cultivos de distintas microalgas cultivadas con diferentes temperaturas e
intensidades de luz (Lopez-Muiioz et al.,, 1992).

16°C 20°C
T. suecica 40pE m2s!  80uE m%s! 40uE m?Zs! 80uE m3s?!
dens.celular (cel 10°ml™) 1.28+0.11 2.12+0.38 4.09+£0.22 9.24+0.25
clorofilaa (pg cel™) 1.63+0.09 1.60+0.12 1.99+0.27 1.43+0.24
clorofila b (pg cel™) 1.00+0.05 0.85+0.08 0.82+0.13 0.62+0.10

L galbana
dens.celular (cel 10°ml™") 12.48+0.49 28.70+0.84 18.92+043  26.59+0.67

clorofila a (pg cel) 1.59+0.04 1.37+£0.02 0.96+0.06 0.71+0.03

clorofila c,+c, (pg cel’h 0.24+0.03 0.18+0.01 0.13+0.01 0.10+0.01
D. tertiolecta

dens.celular (cel 10°mI) 2.05+0.13 3.79+0.05 5.84+0.17 9.36+0.66

clorofila a (pg cel'") 2.36+0.15 2.11+0.09 3.10+0.22 2.17x0.09

clorofila b (pg cel™") 0.64+0.04 0.49+0.03 0.94+0.06 0.59+0.05

P. tricornutum
dens.celular (cel 10°mI) 17.05+0.08 39.35£0.40 28.14x0.32  48.32+1.04
clorofila a (pg cel'") 0.64+0.05 0.26+0.02 0.58+0.03 0.27+0.03
clorofila c,+c, (pg cel’h) 0.23+0.01 0.11+0.01 0.09+0.01 0.05+0.005

obtenervariabilidad enlacalidad delabiomasamicroalgal. Enmuchasmicroalgas
puede alterarse la proporcién de los componentes celulares principales, protei-
nas, carbohidratos y lipidos, modificando la composicién del medio de cultivo
(Myklestad y Haug, 1972; Parsons y Takahashi, 1973; Becker, 1977; Witt et al.,
1981). El contenido y composicién de las fracciones lipidicas y acidos grasos
(Sriharan et al., 1989) y vitaminas (Becker, 1986) depende asimismo de las
condiciones y medio de cultivo.

NITROGENO

Entrelos distintos componentes del medio de cultivo, la fuente y concentra-
cién de nitrégeno son determinantes de importantes cambios en el crecimiento y
composicién bioquimica de una especie microalgal (Utting, 1985; Goldman, 1976;
Kaplan et al., 1986; Vieira y Klaveness, 1986; Vonshak, 1986; Wikfors, 1986).
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Tabla 8.- Efecto de laconcentracion de nitrégeno en el medio de cultivo sobre la composicién
en proteinas y lipidos de distintas microalgas y cianobacterias (modificada de Piorreck et al.,
1984).

Concentracion de nitrogeno(%)

0.001  0.003 0.0l 0.03 0.1

A. Proteina total (% de peso seco)

Chlorella vulgaris 11.1 19.9 28.9 31.2 -
Scenedesmus obliquus 9.43 22.0 33.2 34.4 -
Chlorella vulgaris 6.75 14.5 30.7 31.1 32.2
Scenedesmus obliquus 9.00 8.81 34.0 32.1 32.9
Anacystis nidulans 18.3 33.4 33.9 39.7 46.3
Spirulina platensis 25.8 26.6 334 52.1 47.4
B. Lipidos totales (% de peso seco)
Chlorella vulgaris 41.8 20.2 14.1 11.8 -
Scenedesmus obliquus 33.1 21.7 23.0 22.4 -
Chlorella vulgaris 62.9 42.7 22.0 21.8 22.6
Scenedesmus obliquus 443 50.1 26.9 29.8 21.2
Anacystis nidulans 12.7 13.6 12.0 15.4 14.8
Spirulina platensis 11.2 9.1 12.6 15.5 21.8

Tantoelcontenido proteico (Venkataraman y Nigan, 1979; Boussiba y Richmond,
1980; Rajasekaran et al., 1981; Fabregaset al., 1989a,b) como la fraccién lipidica
(Shifrim y Chisholm, 1980; Cohen, 1986; Fabregaset al., 1989a,b; Sriharanet al.,
1989) varian sustancialmente en funcién del nitrégeno (fuente y/o concentracién)
del medio.

Por ejemplo, Fabregas et al., (1985) encuentran que el contenido en
proteina, clorofilaa yRN Ade Tetraselmis suecicapuede variar hasta un 200% en
funcién de la concentracién de nitrato en el medio de cultivo. Chlorella
stigmatophora aumenta su concentracién de proteina 10 veces con el incremento
de la concentracién de nutrientes (Fabregaset al., 1986). Utting (1985) encuentra
diferencias significativas en el contenido en proteinas, lipidos y carbohidratos de
tres especies de microalgas de interés comercial manipulando el contenido en N
del medio de cultivo. Estas diferencias pueden afectar al valor nutricional de una
especie microalgal en aplicaciones de acuicultura. Desafortunadamente, las
condiciones de cultivoquedan la composiciéon bioquimica celular mas deseableno
sonnecesariamente lasqueproducen maximastasasde produccién.Sinembargo,
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las diferencias en el valor alimenticio dentro de una especie, debido a variaciones
enlas condiciones de cultivo, son generalmente menores quelasdiferenciasentre
especies de alto y bajo valor nutricional.

En general, lasmicroalgas responden a la escasez denitrégenodegradando
preferencialmente una o mas macromoléculas que contengan nitrégeno. Esto da
comoresultadoundescensosignificativodel contenidoennitrégenodelascélulas
(proteinas) y una acumulacién de compuestos de carbono de reserva, como
carbohidratos y/o lipidos (Tabla 8).

En condiciones de deficiencia en nitrégeno se reduce el contenido en
pigmentos fotosintéticos y la tasa de fotosintesis. Lia capacidad de incorporar y
asimilar compuestos de nitrégeno combinado aumenta en estas condiciones.
Durante la escasez de nitrégeno también se observan cambios en las actividades
enzimaéticas, aumentando la actividad de las enzimas que permiten la asimila-
cién del nitrégeno. Los mecanismos de incorporacién de los distintos compuestos
de nitrégeno también cambian durante la limitacién de nitrégeno.

Sibien, el aumento de la concentracién de N aumenta la proteina, el efecto
sobre los lipidos varia segin las especies (tabla 9), sin que haya una tendencia
definida ni siquiera dentro de cada grupo taxonémico. Muchas microalgas
creciendo bajo limitacién de N muestran un incremento en el contenido lipidico.
Sin embargo, algunas especies responden decreciendo los contenidos lipidicos y
producen carbohidratos mejor que lipidos en tales condiciones. Ademés del N
otras deficiencias de nutrientes pueden producir un incremento en el contenido
lipidico. En diatomeas, por ejemplo, lacantidad de lipidos puede aumentar con la
deficiencia en silicio. Se ha citado que a bajos niveles de nitrégeno las cloroficeas
contienen elevados porcentajes de lipidos totales (45% de la biomasa) y siendo el
70% lipidos neutros, como los triglicéridos (conteniendo fundamentalmente
acidos grasos 16:0 y 18:1). Con altos niveles de N, el porcentaje de lipidos totales
esmenor (20%); en este caso predominan los lipidos polares que contienen acidos
grasos polinsaturados C16 y C18.

En Nannochloropsis sp. desciende el contenido en clorofila a y proteina en
respuesta alareduccién del N, mientras aumentan los carbohidratos y lipidos. La
composicién de acidos grasos también es afectada por la concentracién de N. Con
severa deficiencia aumenta el porcentaje de 16:0 a expensas del 20:5w3. Al
aumentar el N aumenta el porcentaje de 20:5w3 y la relacién de acidos grasos
poliinsaturados de la serie w3 a 4cidos grasos saturados mas monoinsaturados
(Sukeniketal.,1993). Enl. galbana,lalimitaciénde N provocé un aumentotanto
de carbohidratos como de lipidos. Las variaciones en el contenido celular de
lipidos se vieron asociadas con cambios en la composicién de adcidos grasos. Al
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Tabla 9.- Efecto de la limitacién de nitrégeno sobre el contenido en lipidos de las principales
especies de microalgas cultivadas (tomada de Borowitzka, 1988).

Contenido en lipidos
(% en peso seco)

Alga No limitada en N Limitada en N

Cyanophyceae
Spirulina platensis 21.8 1.2
Anacystis nidulans 14.8 14.3

Chlorophyceae
Botryococcus braunii 445 542
Chlamydomonas applanata 18.2 32.8
Chlorella pyrenoldosa 13.4 29.2
Chlorella vulgaris 11.8 52.8
C.vulgaris 21.8 57.9
C. luteoviridis 17.5 28.8
C. capsulata 1.7 1.4
Dunaliella primolecta 23.1 16.6
D. salina (UTEX 20C) 253 9.2
Nannochloris sp. 20.8 35.5
Scenedesmus obliquus 22.4 34.6
Tetraselmis suecica 23.4 14.6

Bacillariophyceae

Nitzschia palca 22.2 39.5

Phaeodactylum tricornutum 20.0 24.0

Skeletonema costatum 23.8 30.3

Thalassiosira weissflogii 22.2 24.0
Chrysophyceae

Isochrysis sp. (UTEX 2307) 71 26.0

Isochrysis galbana 23.0 231
Cryptophyceae

Cryptomonas rufescens 12.2 16.8
Rhodophyceae

Porphyridium cruentum 98.0 176.0

descender el N aumentan el C16:0yel C18:1 y desciendeel C18:4 y ligeramente
el C22:6. Asilarelacién de acidos grasos poliinsaturados a 4cidos grasos satura-
dos més monoinsaturados desciende bajo condiciones delimitaciéon de N (Sukenik
& Wahnon, 1991).
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En Spirulina platensis la deficiencia de nitrégeno aumenté el contenido
total de lipidos pero disminuy¢ el contenido en acidos grasos, mientras que la
relacién entre Acidos grasos saturados e insaturados no se vi6 afectada (Tedesco
y Duerr, 1989). El contenido de 22:6w3 de Chaetoceros gracilis o el de 20:5w3 en
I. galbana disminuyen bajo condiciones de limitacién de nitrégeno (Brown et al.,
1989). El contenido de f—caroteno de Dunaliella bardawil o el contenido de
hidrocarburos neutros de Botryococcus braunii aumentan bajo deficiencia de
nitrégeno (Brown et al., 1989)

El efecto de la edad del cultivo (en cultivos con suficiencia de N) es similar
aldela deficienciadenitrégeno, ya quea medida que avanzaelcultivose consume
el N del medio. En realidad cuando se estudian los efectos de la fase de cultivo es
dificil saber suvalorintrinseco o en qué medida se deben al agotamiento de algin
nutriente.

FUENTE DE NITROGENO
Ademas de la concentracion, la fuente de N tiene efecto sobre la composi-
ci6én bioquimica microalgal.

EncultivosdeD. tertiolecta con distintas concentraciones denitrato, nitrito
y urea se observo que la fuente y concentracién de N afectaba a la composicion
bioquimica (Fabregas et al., 1989). Se definen dos tipos de cultivos, en funcién de
que las concentraciones de nitrégeno sean bajas o altas (Fig. 30a, b, ¢); en los
primeros el contenido celular de proteinas y carbohidratos permanece constante,
mientras que la densidad celular aumenta proporcionalmente a la concentracion
de nitrégeno; en el segundo grupo aparece mayor variabilidad bioquimica y los
contenidos celulares de proteina y carbohidratos aumentan con la concentracién
de Nen lasfuentes de Ninorgédnica (y apenas enlaurea) mientrasque la densidad
celulartiende a descender; el contenido delipidos no presenta esta variabilidad.
Las relaciones entre distintos componentes suelen utilizarse como indicadores
del estado fisioldgico en cultivos de microalgas. En este caso (Fig. 304, e, f), las
relaciones proteina/lipidos y proteina/carbohidratos aumentan con la concentra-
cionde N en los cultivos connitratoy nitrito, mientras la relacién proteina/lipidos
permanece constante y la proteina/carbohidratos baja en los cultivos con urea; la
relacion lipidos/carbohidratos disminuye proporcionalmente a la concentracién
de Nen lastresfuentesde N utilizadas. Portanto,lasrazones entre componentes
y su relacién con la actividad fisiolégica dependen de la fuente de N utilizada.

Asimismo, se determind el efecto deestasfuentes de N sobre los contenidos
de f—caroteno,vitamina C yvitamina E en esta misma especie, obteniéndose los
mejores resultados de B—caroteno y vitamina C en los cultivos con urea y nitrato;
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Figura 30.- Contenido celular en proteina (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) y relaciones
proteinas/lipidos (D), proteina/carbohidratos (E) y lipidos/carbohidratos (F) en cultivos de
Dunaliella tertiolecta con distintas fuentes y concentraciones de nitrégeno (Fdbregas et al.,
1989).

sin embargo, los cultivos con urea presentan los valores menores de vitamina E
(Abalde et al., 1992).

En P. tricornutum se estudié el efecto de la fuente de nitrégeno (nitrato,
nitrito, amonio y urea) asi como la fase de crecimiento (Fidalgo et al., 1994). Los
resultados muestran que el contenido en proteina es mayor durante la fase
logaritmica, siendo el principal constituyente, pero desciende al detenerse el
crecimiento, mientras que los contenidos celulares de carbohidratos aumentan
durante la fase estacionaria (Fig. 31). Los contenidos de lipidos descienden en la
fase estacionaria, excepto en los amonios, dénde constituyen la mayor fraccion
frente a los carbohidratos de los restantes cultivos. En los cultivos con amonio
cesa pronto la sintesis de proteinas al no haber crecimiento y el carbono fijado se
dirige a la sintesis de lipidos. En P. tricornutum los carbohidratos son los
productos primarios de reserva, pero pueden ser reemplazados por lipidos en
tiempos largos de limitaciéon de crecimiento. Esto se ha observado en muchas
microalgas, ya que se requiere un tiempo para que se produzcan los enzimas
necesarios para la sintesis de lipidos. Los cultivos con amonio llevan més tiempo
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Figura 31.- Contenido celular (pg cel!) en proteina (PRO), carbohidratos (CHO), lipidos
(LIP), y RNA, de cultivos de Phaeodactylum tricornutum con distintas concentraciones y
fuentes de nitrégeno, en las fases logaritmica (A) y estacionaria (B) de crecimiento (Fidalgo
etal., 1994).

en condiciones de crecimientonoidoneas porloqueyahanllegado a esta segunda
fase de sintesis de lipidos.

Similares resultados se obtuvieron en otras especies, como 7. suecica e I.
galbana. Este tltima especie se hareveladode interés comercial por su contenido
en lipidos, especialmente en determinados acidos grasos. En cultivos de esta
microalga con urea y nitrato, las dos fuentes de N con mejores producciones de
biomasa, el contenido celular en lipidos aumenta a lo largo del periodo de
crecimiento; en la fase estacionaria el agotamiento de los nutrientes da lugar a
una desviacién del C fijado hacia las rutas biosintéticas de productos de reserva;
a diferencia de T'. suecica y P. tricornutum, I. galbana responde rapidamente
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Figura 32.- Contenido celular de lipidos en cultivos de Isochrysis galbana con distintas
fuentes de nitrégeno y en diferentes fases de crecimiento (Fidalgo et al., 1992)

almacenando una elevada cantidad de lipidos en condiciones no idéneas de
crecimiento (Fig. 32). La variacién en funcién de la edad es mayor que en funcién
de la fuente de N. Los contenidos de acidos grasos varian también en funcién de
la fuente de N y edad del cultivo. En los cultivos con nitrato y nitrito se obtienen
los mejores porcentajes de lipidos, sin diferencias significativas. Sin embargo, los
mejores porcentajes de acidos grasos, especialmente de eicosapentaenoico y
docosahexaenoico se obtienen en los cultivos con nitrato (Fidalgo et al., 1993).

CARBONO

La composicién bioquimica celular varia en funcién de los compuestos
orgéanicos adicionados al medio, sobre todo los carbohidratos y las proteinas. El
crecimiento fotoheterotréfico aumenta el grado de insaturaciéon de los acidos
grasosde Scenedesmus sp. (Brownetal.,1989). En Scenedesmuslasuplementacién
con glucosay/o CO,incrementa en todoslos casos el contenidototal de carbohidratos
intracelulares libres y los de los polisacédridos, produciéndose el mayor aumento
con la adicién de glucosa sola; los cambios anivel de monosacéridos individuales
varian en cada caso (Becker, 1994). También se ha descrito el efecto de diferentes
niveles de CO, sobre la composicién de 4dcidos grasos de Chlorella fusca.
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7.- Microalgas en nutricion animal

Se han propuesto y desarrollado numerosas aplicaciones de las
cianobacterias y microalgas en diversos campos tecnolégicos, en cultivo masivo o
continuo, libres o inmovilizadas, vivas o procesadas, algunas de las cuales se
encuentran en plena explotaciéon comercial. Uno de los aspectos conocidos ya
desdela antigiiedad es la utilizacién de microalgas como alimento. Las microlagas
representan una fuente de proteina -SCP- con posibles aplicaciones en nutricién
humana pero principalmente como complemento de piensos animales. Esto es
debido basicamente a sus elevados contenidos proteicos, potenciado por el hecho
de poseer un buen balance de aminodcidos y bajos valores de acidos nucleicos
comparadas con otras fuentes de SCP.

Adiferencia de suutilizacién en acuicultura, paranutricién animalhayque
separar las microalgas de su medio y secar la biomasa, para lo cual existen varios
métodos (capitulo 5). La digestibilidad del producto final varia segiin el proceso
de secado, asi como la composicién y valor nutritivo de la biomasa obtenida. El
efecto mayor es sobre el contenido en vitaminas, y puede asimismo afectar a la
disponibilidad de algunos aminoacidos como la lisina, aspectos que se desarrolla-
rdn mas adelante.

ESTUDIOS NUTRICIONALES

La utilizacién de diferentes tipos de SCP, incluidas las microalgas, tiene
cierta tradicién en algunos lugares (capitulo 2); durante las dltimas cuatro
décadas el mercado se ha ampliado para este tipo de productos, lo que hallevado
a organizaciones internacionales como el PAG (Protein-Calorie Advisory Group)
de Naciones Unidas (1972) 0 laIUPAC (International Union of Pure and Applied
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Chemistry) (1974) a publicar recomendaciones y lineas generales para la utiliza-
cién de estas fuentes no convencionales de proteinas.

Las evaluaciones o tests recomendados para la utilizacién de nuevas
fuentes de SCP son esquematicamente las siguientes (Becker, 1994):

© Caracteristicas generales.

o Descripcién de la cepa de microorganismo y sus propiedades
biolégicas, asegurando su inocuidad y la pureza de la cepa culti-
vada.

o Caracteristicas del sustrato y fuente de suministro de nutrientes y
de otros agentes utilizados durante el proceso de produccién.

o Condiciones de recogida y procesado de la biomasa.

o Constancia y calidad sanitaria del producto.

© Caracteristicas del producto.

o Morfologia microscépica.

o Propiedades fisicas.

o Composiciéon quimica detallada.

© Estudios nutricionales en animales test (roedores).

o Valor bioldgico (BV), utilizacién neta de la proteina (NPU).

o Grado de eficiencia proteica (PER), coeficiente de digestibilidad
(DC).

o Energia digerible y metabolizable.

o Propiedades de la suplementacién.

© Tests de alimentacién de especies animales de referencia.

o Aceptabilidad.

o Evaluacién del méximo nivel de suplementacién en dietas norma-
les.

o Tests de posibles efectos secundarios.

© Anélisis toxicolégicos.

o Andlisis de contaminacién con diferentes compuestos.

o Estudios de pureza bacteriolégica y micolégica.

o Estudios a corto plazo de alimentacién de roedores, cerdos, pajaros,
ete.

o Estudios a largo plazo incluyendo tests de teratogenicidad,
carcinogenicidad y mutagenicidad con dos especies animales
diferentes.

o Estudios de reproduccion.

o Estudios de multigeneracion.

© Estudios clinicos con humanos.
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Los primeros experimentos sistematicos para la evaluacién nutricional de
la proteina microalgal se realizaron con ratas y pollos en los afios 50 y 60, pero
proporcionaronresultados contradictorios. Larazénobviade estas observaciones
divergentes fueron los diferentes métodos utilizados por los investigadores para
procesar las microalgas después de la recogida. El valor nutritivo de las algas,
ademaés de su composicién quimica bésica, depende del tipo del método de secado
despuésdelarecogida. Conlaexcepcién de la cianobacteria Spirulina,lamayoria
de las microalgas tiene una pared celular celulésica relativamente gruesa, que
hace que las microalgas no tratadas no sean digeribles por los no rumiantes.

Las evaluaciones nutricionales que se consideran normalmente son:

Grado de eficiencia proteica (PER)

El método mas simple y el mas comuinmente utilizado para evaluar
proteinas mediante tests de alimentacién animal, es la determinacién del grado
deeficiencia proteica (PER). Estd basado en experimentosde alimentacién a corto
plazo (de 3 a 4 semanas) de ratas recién destetadas. La respuesta a las dietas se
expresa en términos de peso ganado por unidad de proteina consumida por el
animal:

PER=peso ganado (g)/proteina asimilada (g)

Este método s6lonecesita de una medida segura de la proteinaingeridaen
la dieta y el peso ganado, pero necesita que se ajuste estrictamente a determina-
das condiciones: la ingesta de calorias debe ser la adecuada, y la proteina deber
ser suministrada de forma adecuada también, pero no de modo excesivo porque
conelevadosniveles de proteinaenladieta, el pesoganadopuedenoincrementarse
proporcionalmente a la ingesta proteica. Para obtener datos reales es absoluta-
mente necesario que el material testado sea completamente digestible. La
principal fuente de error en este método esté en utilizar la ganancia de peso per
se como el inico criterio de valor proteico. La ganancia en peso no puede asumirse
que represente la ganancia proporcional de proteina corporal bajo todas las
condiciones.

El valor del PER obtenido se compara normalmente con una referencia
proteica como es la caseina. Dada la diferente respuesta a la misma proteina
estandar, los valores asumidos generalmente deben ser corregidos con valores
experimentales.

FER (Indice de transformacion)
alimento consumido (g)/peso ganado (g)
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Valor biolégico (BV)

Es la medida del nitrégeno retenido para el crecimiento y mantenimiento,
y se expresa como el nitrégeno retenido dividido por el nitrégeno absorbido. El
nitrégeno absorbido se define comoladiferencia entre el N ingeridoy el excretado
por el intestino y puede ser utilizado siguiendo la siguiente ecuacion:

BV = (I - (F-Fy) - (U-UI - (F-F,)]

dénde I es el nitrégeno ingerido, U el nitrégeno urinario, F el nitrégeno
fecal, y F; y U, son el N fecal y urinario excretado cuando los animales se
mantienen con una dieta “libre” de nitrégeno. E1 BV calculado a partir de esta
ecuacién tiene encuentalas pérdidasde nitrégeno metabélico (o endégeno). Sino
se hace esta correccion, es decir, si F; y Uj no son considerados, el BV obtenido
se denomina “valor biolégico aparente”. Este método no es muy comin y la
mayoria de los valores para el BV representan el valor bioldgico aparente de
proteina.

Coeficiente de digestibilidad (DC)

A veces también se denomina “digestibilidad verdadera”, expresa la
digestibilidad de la proteina testada, es decir, la proporciéon de nitrégeno del
alimento que es absorbido por el animal y puede ser calculado por la siguiente
ecuacién, usando los datos experimentales obtenidos parala estimacién del BV:

DC = [I - (F-FyII

Utilizacién neta de proteina (NPU)
Este parametro puede representarse por una expresién muy simple:

NPU=N retenido/N ingerido.

Es el equivalente al producto del valor biolégico por el coeficiente de
digestibilidad (BVx DC) y es una medida tantode la digestibilidad de la proteina
de la dieta como del valor biolégico de los aminoécidos absorbidos a partir del
alimento. NPUrepresentala proporcién de N retenido delalimento, mientras que
BV representa la proporcion del nitrégeno absorbido del requerido. NPU puede
estimarse utilizando la siguiente ecuacion:

NPU=BV x DC= (B-B)/1

dénde B esel nitrégeno corporal, medido al final del periodo de estudio en
animales alimentados con ladietatestada, y B, es el nitrégeno corporal medido
al final del periodo de estudio en otro grupo de animales alimentados con una
dieta libre de proteina o con un bajo contenido en proteina.
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Nutricion en aminodcidos

Las diferentes especies animales difieren cuantitativamente y, en parte,
también cualitativamente en sus requerimientos de aminoacidos. Se ha encon-
trado que sise almacena la biomasa microalgal durante prolongados periodos de
tiempo o se trata con calor, los grupos amino libres de la lisinatienden a formar
compuestos con carbohidratos reductores (reaccién de Maillard), haciendo que
este aminodcido no esté disponible para la digestién. Este efecto ha de ser
considerado especialmente con respecto a varios pasos de secado utilizados en el
procesado del material microalgal.

Los datos analiticos sobre la composicién en aminodcidos de la proteina
permite ciertas conclusiones para determinar su valor nutricional. Sin embargo
estas consideraciones presuponen informacién detallada sobre la cantidad de
aminoacidos esenciales requeridos por el consumidor, que son diferentes segtin
las especies, la edad, el sexo, etc.

Dos son los métodos mas cominmente utilizados para estimar la calidad de
una proteina dada en funcién de su composicién en aminodcidos: la calidad
quimica y el indice de aminoacidos esenciales (EAA).

Calidad proteinica (CS)

Es un mecanismo simple, no biolégico, que implica la comparacién de la
composicién de aminodcidos de la proteina que se va a analizar con otra de alta
calidad como es el huevo, la leche o un patrén de referencia. La posicién se calcula
a partir de la siguiente ecuacién:

CS= mgde aminoacidos en 1 g de proteina test x 100
mg de aminodcidos en 1 g de la referencia

El valor menor para cualquiera de los aminoacidos esenciales se designa
como el “aminoacido limitante” y proporciona una estimacién aproximada de la
calidad de la proteina estudiada. En la practica, es preferible que se calcule la
posicién para la lisina, metionina+cisteina y triptéfano, dado que uno de estos
aminodcidos es generalmente el limitante de la mayoria de las proteinas de
cualquier origen.

Indice de aminodcidos esenciales (EAA)

Este método esta basado en la asuncién de que el valor biolégico de una
proteina es funcién de los niveles de todos los aminoacidos esenciales en relacién
con su contenido en una proteina de referencia; en otras palabras, el EAA se
definecomola media delosaminoacidosesenciales en la proteina test en relacién
con la proteina de referencia (huevo).
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El testconsideralos siguientes 10 aminoacidos esenciales:lisina, triptéfano,
valina, isoleucina, leucina, treonina, fenilalanina, metionina y cistina (como
uno), arginina e histidina.

EAA= [(ys,  J1¥S o) X (try, /try o) x (val, /val ) x...x (his,, /his )]/10

test

En general, la calidad proteinica (CS) tiende a infraestimar la calidad de
la proteina porque este método esta basado en un solo aminoacido limitante,
mientras que el EAA proporciona resultados muy préximos a los valores determi-
nados en los tests biolégicos de alimentacién. La proteina algal es a menudo
deficiente en metionina y cisteina; estas deficiencias pueden compensarse con
una suplementacién de esta proteina tanto directamente con el aminoacido
limitante como con proteinas de otra naturaleza rica en estos aminoacidos.

EVALUACIONES NUTRICIONALES

Para una evaluacién de las microalgas como una posible fuente alimenticia
es fundamental el andlisis de su composicién quimica, especialmente la calidad
de su proteina (posicién quimica e indice de aminoécidos). Sin embargo, aunque
estos datos proporcionan importante informacién sobre su valor nutritivo, no
pueden considerarse como sustitutos de las apreciaciones biolégicas dela calidad
proteica en animales, generalmente ratas o ratones.

EsTUDIOS METABOLICOS

Uno de los ensayos biolégicos mas utilizados para estimar la calidad
nutritiva de una proteina es el PER. Ademads de una evaluacién general de la
calidad nutritiva de las microalgas, este método se ha utilizado para demostrar
la influencia de los tratamientos post-recogida sobre la digestibilidad de varias
especies microalgales, asi como para determinar los efectos de la suplementacion
de la biomasa microalgal con distintos aminoacidos en los que puedan ser
deficientes.

En la tabla 10 se muestran algunos datos de PER de diferentes especies
microalgales, observdndose variaciones en funcién del nivel de proteina de la
dieta y del método de secado utilizado. Se puede observar que Scenedesmus
secada en tambor caliente tiene un PER significativamente mayor que los
obtenidos con otros métodos de secado; este PER es menor cuando la microalga
se incorpora en la dieta a un nivel de proteina del 20% que al 10%. Por el contrario
el secado al sol da pobres resultados tanto en Scenedemus como en Chlorella.

En funcién de lo observado en la tabla se puede concluir que aquellas algas
considereadas de mayor valor como fuente de proteina (Scenedesmus, Chlorella,
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Tabla 10.- Valores comparativos del coeficiente de eficiencia proteica (PER) de dietas
realizadas con microalgas sometidas a distintos procesos de secado (parcialmente tomados de
Becker, 1994).

Proteina
Alga (%) Procesado PER
Caseina 10 2.50
Scenedesmus obliquus 10 DD 1.99
S. obliquus 10 SD 1.14
S. obliquus 10 Cocida-SD 1.20
S. obliquus 10 FD 1.12
S. obliquus 20 DD 1.68
S. obliquus 20 SD 1.41
S. obliquus 20 Cocida-SD 1.52
S. obliquus 15 SD 0.87
S. obliquus 10 Cocida 8 min 1.78
Chilorella sp. 10 Cruda 0.84
Chilorellasp. 10 Autoclavada 1.31
Chlorella sp. 10 DD 1.89
Chlorella sp. 10 FD 1.66
Chlorella sp.+0.2% met 10 FD 2.20
Chlorella sp. 15 SD 0.68
Chlorella sp. 20 Secada al aire 1.52
Spirulina sp. 10 SD 1.78
Spirulina sp. 20.5 SD 2.10
Dunaliella bardawil 10 DD 0.77

Nota: DD, secado en tambor; SD, secado al sol; FD, liofilizado.

Spirulina) tienen una alta calidad nutricional, proporcionada por un procesa-
miento adecuado del material. La calidad de esta proteina es elevada si se
compara con otras proteinas vegetales y es aproximadamente el 80% respecto a
la caseina.

Aunque la estimacién del PER es el método més utilizado para evaluar la
calidad de las proteinas tiene ciertas limitaciones. Por tanto, deben utilizarse
otros métodos més especificos para evaluar el valor nutritivo de la proteina
microalgal. Aplicando estudios del balance nitrogenado es posible distinguir
entre la digestibilidad del material proteico y la cantidad de nitrégeno retenida
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Tabla 11.- Valores comparativos del valor bioldgico (BV), coeticiente de digestibilidad (DC)
y utilizacién neta de proteina (NPU) de diferentes dietas realizadas con biomasa microalgal
sometida a distintos procesos de secado (parcialmente tomados de Becker, 1994).

Alga Procesado BV DC NPU
Caseina 87.8 95.1 83.4
Huevo 94.7 94.2 89.1
Scenedesmus sp. AD 60.6 51.0 31.0
Scenedesmus obliquus DD 81.3 82.8 67.3
S. obliquus SD 721 72.S 52.0
S. obliquus Cocida-SD 71.9 771 55.5
Chlorella sp. AD 52.9 —_ 31.3
Chlorella sp. DD 71.6 79.9 571
Chlorella sp. Extrato de proteina 79.9 83.4 66.2
Spirulina sp. Cruda 63.0 76.0 48.0
Spirulina sp. Stewed 51.0 740 38.0
Spirulina sp. SD 77.6 83.9 65.0
Spirulina sp. DD 68.0 75.5 52.7

Nota: DD, secado en tambor; SD, secado al sol; FD, liofilizado.

paraalmacenamiento y/o anabolismo. Porello, deben realizarse determinaciones
del valor biolégico, coeficiente de digestibilidad, utilizacién neta de la proteina,
etc.

Losresultadosdel valor biolégico, coeficiente de digestibilidad y utilizacién
neta de la proteina de distintas microalgas confirman la importancia del proceso
desecadosobreelvalor nutritivo(Tabla 11). En este caso Scenedesmus secada en
tambor caliente también presenté mejor calidad nutricional que la secada por
otros métodos, con un valor préximo a la caseina; sin embargo, el valor de la
utilizacién neta de la proteina (NPU) es menor en este alga que en la proteina de
referencia, lo que indica que al menos un aminoacido es limitante. Los mismos
resultados se obtienen con Chlorella, si bien la extraccién y utilizacién de la
proteina pura de Chlorella damejores resultados quelautilizacién de la biomasa
microalgal completa. Los datosdelosbalancesde N paraSpirulina confirman que
esta microalga, con su pared celular delgada y fragil, no presenta serios proble-
mas a la hora de ser utilizada su proteina, e incluso el simple secado al sol es
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suficiente para obtener valores aceptables.

Aunque existen diferencias entre las cepas y especies analizadas, es
evidente que la biomasa microalgal presenta buenas cualidades como nueva
fuente de proteina. Desechando los valores extremos, después de un adecuado
procesado de la biomasa la calidad media de la mayoria de las microalgas
analizadas fue igual o incluso superior a la de otras proteinas vegetales conven-
cionales de alta calidad. Este hecho ha sido repetida einequivocamente confirma-
do por una larga serie de investigaciones diferentes e independientes, que
analizan varios pardmetros metabdlicos en diferentes especies animales.

Los andlisis de aminodcidos esenciales de muchas proteinas microalgales
muestran deficiencia en algunos de ellos, especialmente en aminodacidos azufrados,
cistina y metionina. Debido a ello, se han relizado distintas experiencias suple-
mentando las dietas microalgales con diferentes aminoacidos esenciales, con lo
que se obtienen valores del PER més préximos alosdela caseina. Elefecto de la
suplementacién con metionina parece que varia dependiendo de las diferentes
especies (Tabla 12). Cuando las deficiencias de aminodcidos azufrados se solven-
tan mediante la suplementacién con metionina, la biomasa seca de Scenedesmus
proporcionavalores de PER préximos alos de la caseina (Becker y Venkataraman,
1982), aunque otros auores encuentran resultados diferentes (Grosset al., 1982).
Sin embargo, la suplementacién con metionina, lisina o histidina, por separado
0 en combinaciones de los tres, no aumenta el PER de Spirulina, lo que parece
indicar que en esta microalga estos aminodcidos no son limitantes (Herndndez y
Shimada, 1978). Otra especie de importancia en los tltimos afios ha sido
Dunaliella, debido a su capacidad de producir y acumular grandes cantidades de
B—caroteno y glicerol. Trasla extraccion de estos productos queda un residuo con
un 65% deproteina, cuya calidad,en funcién del valor del PER (0.77), es muy baja.
Esto indica que varios aminodcidos estan en concentraciones limitantes; los
andlisis de aminodcidos mostraron concentraciones limitantes de isoleucina,
triptéfano y lisina, y las determinaciones del PER suplementandola proteina de

Dunaliella con estos aminodcidos deficientes mejoran significativamente (Tabla
12) (Mokady y Cogan, 1988).

ESTUDIOS DE REGENERACION DE PROTEINAS

Otrotipo de evaluaciones nutricionales son los estudios de regeneracion de
la proteina. Este proceso determina el valor nutritivo de las proteinas mediante
una deplecién seguida de una replecién de las reservas proteicas de animales
adultos. Existen correlacionessignificativasentrela ganancia en peso durante la
repleciénylaregeneracion delaproteinadela sangre, higadoo cadaver,haciendo
que la recuperacién de peso sea por si sola una buena medida del valor nutritivo
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Tabla 12.- Efecto de la suplementacién de aminodcidos sobre el PER obtenido en dietas
realizadas con distintas microalgas (A: Gross et al, 1982; B: Herndndez y Shimada, 1978; C:
Mokady y Cogan, 1988).

Proteina
Dieta (%) PER Ref.
Caseina 10.0 2.50 A
Scenedesmus 10.0 1.90 A
Scenedesmus + met (0.05%) 10.0 2.20 A
Scenedesmus + ile (0.05%) + met (0.05%) 10.0 2.20 A
Spirulina 19.6 1.78 B
Spirulina + met (0.29 %) 19.6 1.35 B
Spirulina + met (0.29 %) + lis (0.27%) 19.6 1.21 B
Spirulina + met (0.13 %) + his (0.13 %) 22.0 1.65 B
Spirulina+ met (0.13%) + his (0.13 %) 22.0 1.40 B
Dunaliella 10.0 0.77 C
Dunaliella + lis (0.5%) + met (0.25%) 10.0 2.20 C
Dunaliella + met (0.25%) + ile (0.07%) + try (0.05%) 10.0 1.33 C
Dunaliella + lis (0.5%) + ile (0.07%) + try (0.05%) 10.0 1.55 C
Dunaliella + lis (0.5%) + met (0.25%) + ile (0.07%) 10.0 2.15 C
Dunaliella + lis (0.5%) + met (0.25%) + try (0.05%) 10.0 2.00 C

his: histidina; ile: isoleucina; lis: lisina; met: metionina; thr: treonina; try: tirosina.

(Becker, 1994). La deplecién puede realizarse mediante la alimentacién de los
animales de experimentacion (generalmente ratas) con dietas libres de proteina,
hasta que han perdido un 25% de su peso corporal inicial. Para las estimaciones
del valor nutritivo generalmente son suficientes 7 dias de replecidn, es decir, de
alimentacién con la proteina test. Este principio de deplecién/replecién ha sido
utilizado como indice para evaluar la calidad de proteinas convencionales, pero
hay pocos trabajos acerca de la evaluacién de las proteinas algales basadas en el
mismo.

Datos sobre regenarcién de proteinas en ratas alimentadas con Spirulina
y Scenedesmus, comparados con la caseina, mostraron que la magnitud de la
regeneracién de losenzimas hepaticos y proteinas séricas después de la deplecién
puede atribuirse a la calidad y nivel de las proteinas de la dieta. En los diferentes
grupos animales ensayados, la regeneracién de la actividad enzimatica fue mas
pronunciada con una dieta de caseina quecon las dietas microalgales, aunque los
animales alimentados con Spirulina+Metionina alcanzaron valores préximos a
los del grupo alimentado con caseina (Anusuya-Devi et al., 1979; 1983b).
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Estudios de digestibilidad

Las proteinas microalgales (a excepciéon de las de cianobacterias) dan
pobres resultados si se utilizan como células intactas en la alimentacién de
animales monogéstricos y en humanos. Para aumentar la disponibilidad nutri-
tiva de estas proteinas se han investigado métodos mecénicos, enziméaticos y
quimicos para degradarlas células. En estos estudios se examina la digestibilidad
delaproteinamediantelasimulacién del sistema enzimatico pepsina/pancreatina/
tripsina en experimentos in vitro. La digestibilidad varia en funcién de la especie
ydentrode esta dependiendo del proceso de secado. En Scenedesmus obliquus la
mejor digestibilidad se obtiene cuandoel proceso de secado es portamborcaliente,
siendo el secado al sol el que proporciona menor digestibilidad (Becker y
Venkataraman, 1982). La influencia del proceso de secado en la digestibilidad de
la proteina es mucho menor en Spirulina, con valores muy préximos entre el alga
secada al sol y liofilizada (Becker y Venkataraman, 1984), 1o que se relaciona con
el hecho de que su pared celular no es de celulosa, sino de mucopéptido. En los
estudios de digestibilidad deben considerarse asimismo los carbohidratos. Dado
que es muy costoso extraer y aislar proteinas algales para su utilizacién,
normalmente se incorporan las células completas como alimento o en los piensos.
Estosignificaqueademads dela proteina otros compuestos, comolos carbohidratos,
fibra, etc. pueden afectar a la digestibilidad total. En las microalgas, los
carbohidratos estdn en forma dealmidoén, celulosa, azicaresy otros polisacaridos.
Ademéds de los estudios sobre la digestibilidad de proteinas, Becker y
Venkataraman (1982) estudiaron la digestibilidad de carbohidratos en S. obliquus
y Spirulina sp. Los estudios de digestibilidad in vitro se basaron en la amilolisis
enzimdtica con c—amilasa y la subsecuente estimacién colorimétrica de la
cantidad de maltosa liberada durante el proceso; para la simulacién géstrica,
antes de la amilolisis se llevan a cabo preincubaciones con HCI y pepsina-HCI.
Estos tratamientos liberan el almidén que pudiese estar ligado y que no podria
ser atacado por la c—amilasa. En Scenedesmus obliquus la digestibilidad de los
carbohidratos varié en funcién del método de secado, siendo méas baja en la
biomasa sin tratar y maxima en las muestras secadas en tambor caliente. Por el
contrario, en Spirulina no sedetectdlaliberacion de maltosa en los ensayos de o—
amilolisis, incluso tras largos periodos de incubacién, lo que se ha atribuido a su
bajo contenido en almidén y a que la o—amilasa no sea efectiva frente al tipo de
carbohidratos que presenta esta especie.

A pesardequeparecequeno existen problemas de digestibilidad utilizando
lascélulasmicroalgales secas enteras,debetenerse en cuentaqueloscarbohidratos
pueden causar otros problemas gastrointestinales como la flatulencia o
estrefiimiento, que s6lo pueden establecerse mediante experimentos in vivo.
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ESTUDIOS DE SUPLEMENTACION

Uno de los principales objetivos de la produccién de la biomasa microalgal
es la obtencién de una fuente alternativa de proteinas en preparacién de piensos
para la alimentacién de varias especies animales y como posible fuente de
proteina para el hombre. Por ello tras los estudios nutricionales en animales de
ensayo, hay que evaluar la calidad nutritiva de las microalgas en otras especies
animales y/o el hombre. Uno de estos aspectos se refiere a la utilizacién de la
microalgas como complemento nutricional, mas que como dunica fuente de
proteinas.

Los cereales constituyen el mayor aporte de proteinas en la dieta de gran
parte de la poblacién mundial, y son generalmente deficientes en varios
aminodacidos. Distintos estudios demuestran que puede mejorarse su calidad
nutritiva suplementdndose directamente con los aminodcidos deficientes, con
proteinas convencionales o con fuentes no convencionales de proteinas. En este
sentido, las microalgas constituyen fuentes apropiadas paramejorarla calidad de
estos alimentos, en funcién de su composicién de aminoacidos.

Hundley e Ing (1956) fueron probablemente los primeros en ensayar la
posibilidad de suplementar alimentos convencionales con preparaciones
microalgales y aminodcidos. Encontraron que la adicién de Scenedesmus sp.
mejoraba significativamente el valor nutricional de la harina y el pan, y este
efecto se podia atribuir al suplemento de lisina que supone. Mds recientemente,
varios autores han estudiado las propiedades de la suplementacién de diferentes
cereales con Scenedesmus sp. y Spirulina sp., alimentando con estas mezclas a
ratas y estimando los valores de PER y NPU (Bourges et al., 1971; Anusuya Devi
y Venkataraman, 1983a; Narasimha et al., 1982; Venkataraman et al., 1977b).
Parte de estos resultados se recogen enla tabla 13, donde se observa como mejora
la calidad nutritiva de distintos cereales suplementdndolos con microalgas.
Similares se obtuvieron al suplementar maiz con Spirulina (Bourgesetal., 1971).

No hay duda de que la adicién de microalgas tiene un efecto positivo sobre
la calidad nutricional de muchas proteinas convencionales. Sin embargo, la
cuestion estd en la forma en la que el consumidor puede hacer uso de estas
cualidades de las algas, ya que pueden presentarse problemas de aceptabilidad.
Para superar estos obstdculos y popularizar la utilizacién de las algas como
complementodeladieta, se harecomendadoque el material debe ser incorporado
en recetas comunes y preparaciones de alimentos tipicas de cada regién en
particular (Becker, 1994).

Unadelasnumerosas posibilidades de esta conexién es la incorporacién de
las algas al pan y otros productos de panaderia, si bien los productos pueden
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Tabla 13.- Datos de valores nutitivos de distintas dietas de cereales suplementadas con
microalgas (parcialmente recogida de Becker, 1994).

PER

Dieta Proteina (%) NPU
Caseina 10.0 2.50 54.4
Maiz 7.0 1.23 30.5
Arroz 5.8 2.05 —
Trigo 10.0 1.13 —
Cebada 10.0 — 58.0
Spirulina 10.0 — 52.7
Spirulina + maiz (1:1) 10.0 1.72 34.7
Spirulina + maiz (3:1) 10.1 1.80 37.2
Spirulina + trigo (1:1) 14.5 1.96 48.4
Spirulina + trigo (1:3) 10.8 1.74 411
Spirulina + maiz + arroz (2:2:1) 10.0 1.95 451
Spirulina + arroz ( 1:1) 9.0 2.27 —
Spirulina + arroz (1:3) 8.0 2.21 —_
Spirulina+ trigo (1:1) 10.0 1.74 —
Spirulina + trigo (1:3) 10.0 1.34 —
Spirulina + cebada 10.0 — 61.2
Scenedesmus 10.0 1.99 —
Scenedesmus + arroz (1:1) 9.3 2.44 —
Scenedesmus + arroz (1:3) 8.5 2.21 —
Scenedesmus + trigo (1:1) 10.0 1.90
Scenedesmus + maiz (1:3) 10.3 1.52 —
Scenedesmus + trigo + arroz (1:1:1) 9.5 2.20 —

adquirir un color marrén-verdoso que los hace poco apetecibles (Nigam et al.,
1985).

Se ha observado quelautilizaciéon de algas en polvosecoanivelesdel 5-15%
en alimentos tradicionales no presenta problemas y se han incorporado en
diferentes preparados y comidas dietéticas. El color oscuro que producen estas
microalgas puede ser reducido (Nigam et al., 1990).

En conclusién, las proteinas microalgales tienen un patrén de aminoacidos
con deficiencias marginales en aminodcidos que contienen azufre y generalmente
concentraciones supraéptimas de lisina. Las combinaciones de microalgas con
cereales y otros ingredientes alimenticios basicos servirian para mejorar la
calidad nutricional de varios alimentos comunes.
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ESTUDIOS TOXICOLOGICOS

Los ensayos nutricionales no son suficientes para la evaluacién de una
nueva fuente de proteina, y deben completarse con andlisis toxicolégicos que
garanticen su seguridad. Antes de que un nuevo producto se declare apto para el
consumo, debe pasar una serie de tests toxicolégicos detallados que prueben su
inocuidad. Esto se aplica especialmente a las fuentes no convencionales de
proteina, en cuyo grupo estdn las microalgas. Ademaés de los andlisis quimicos y
sanitarios, estas evaluaciones toxicolégicas incluyen estudios de alimentacién a
corto y largo plazo con ratas y otras especies animales, estudios multi-
generacionales,estudiosteratogénicos y mutagénicos asicomo estudios preclinicos
y clinicos con humanos PAG, 1972; IUPAC, 1974).

El que una biomasa algal sea utilizable como alimento o pienso esta
determinado por diversos factores relacionados con la calidad nutritiva y la
seguridad toxicolégica. La seguridad de todas las clases de proteinas no conven-
cionales dependeran de los organismos seleccionados, la calidad de los sustratos
utilizados y las condiciones de crecimiento.

Como parte de la caracterizacién toxicolégica de la biomasa microalgal, el
material tiene que ser analizado para determinar la presencia de compuestos
toxicos tanto sintetizados por las propias células microalgales como acumulados
apartirdel ambiente. Estas toxinas pueden dividirse en dos categorias: biogénicas
y no biogénicas.

De acuerdo con esta clasificacién, las toxinas biogénicas son aquellas
sintetizadasporlascélulasoformadasatravésde la descomposicién de productos
metabdlicos. El segundo grupo retine a los contaminantes ambientales y otras
sustancias, lamayoriade ellas de origen antropogénico, que pueden entraren los
cultivos de microalgas procedentes del exterior y que son absorbidos y acumula-
dos porlas células algales. Mientras que laaparicion de toxinas biogénicas es una
caracteristica intrinseca del propio organismo, las contaminaciones con toxinas
no biogénicas pueden evitarse en la mayoria de los casos utilizando técnicas de
cultivo apropiadas, asi como una manipulacién correcta de la biomasa y la
eleccién de las zonas de cultivo en dreas no contaminadas.

TOXINAS BIOGENICAS:

Acidos nucleicos: el contenido en acidos nucleicos es una de las mayores
limitaciones para el uso de este tipo de biomasa, porque son unafuenteimportan-
te de purinas, que al metabolizarse producen principalmente acido trico, con lo
que elevadas cantidades de acidos nucleicos pueden llevar a un aumento de los
niveles de acido trico; esto puede provocar piedras en el rifién u otro tipo de

138



MICROALGAS EN NUTRICION

nefropatia. Debido a este posible problema, el PAG (1975) recomienda que la
ingestién de acidos nucleicos procedentes de fuentes no convencionales no supere
los 2 g/persona/dia, con una cantidad total de acidos nucleicos, procedentes de
todas las fuentes, que no exceda los 4 g/persona/dia.

Feldheim (1972) realiz6 una serie de estudios en Tailandia sobre la
incidencia del consumode Scendesmus enlos niveles de dcidotiricode voluntarios
humanos, encontrdndose que el consumo de microalgasno alterabala concentra-
ciéon normal de acido tdrico en plasma. Resultados similaresfueron obtenidos por
Kofranyi (1978), que establecié que la cantidad de acidos nucleicos en las
microalgas norepresenta riesgos para la salud siempre queestas se consuman en
cantidades razonables.

Feoforbidos: En 1977 se observé en Japén que personas que consumian
Chlorella desarrollaban una inflamacién fotosensible de la piel. Estas irritacio-
nes fueron provocadas por la degradacién de la clorofila en productos feoférbidos
y sus ésteres, a causa de la formacién de peréxidos de los &cidos grasos
(araquidénico) en las membranas celulares. El primer paso para la formacién de
los feoforbidos es la pérdida del Mg** de la molécula de clorofila que lleva a la
formacién de la feofitina. Los feoférbidos se forman por accién de la clorofilasa,
después de que se retire la cadena de fitol. La clorofila resiste en cierta medida
el tratamiento térmico y puede seguir activa en células algales secadas a
temperaturasmoderadas. Ademés, la actividad de este enzima seveincrementada
con la humedad, que puede producirse a causa de un insuficiente proceso de
secado oun almacenamientoinadecuado. También se ha establecido que el etanol
utilizadoduranteel procesado de Chlorellaestimulala actividad clorofilasa. Para
inactivar este enzima se recomienda el calentamiento intensivo a 100°C durante
al menos 3 minutos.

Ficotoxinas: Algunas especies de microalgas producen diferentes tipos de
ficotoxinas. Estas especies no pueden utilizarse en alimentacién. Para determi-
nar la presencia de estas toxinas se realizan ensayos en laboratorio que incluyen
inyecciones intravenosas e intraperitoneales y administracién oral de extractos
microalgales a animales de experimentacién. En algunos casos se produce la
muerte del animal en unos minutos y en otros al cabo de 48 horas. En funcién de
esto, las toxinas se pueden clasificar en tres grupos: VFD ("Very Fast Death
Factor"), que actia en 3 minutos; FDF ("Fast Death Factor"), que mata en unas
2 horas, y SDF ("Slow Death Factor""), que causa la muerte en un intervalo de 4
a 48 horas. Se ha descrito numerosas veces que en los lagos, los "blooms" de
microalgas pueden conducir a la muerte de peces por las toxinas liberadas al
medio por las algas, o bien indirectamente por productos de degradacién de las
algas, como por ejemplo la hidroxilamina. Son, asimismo, bien conocidas las
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toxinas producidas por los dinoflagelados marinos (toxina diarreica y toxina
paralitica), que no causan dafio a los peces ni a los moluscos pero se acumulan en
ellos y sillegan al hombre le pueden producir graves dafios e incluso la muerte.
Las cianobacterias Microcystis, Anabaena y Aphanizomenos también producen
exotoxinas.

Debido a la existencia de estas microalgas téxicas, debe siempre determi-
narse en los cultivos microalgales a gran escala la presencia de ciertas toxinas,
yasean producidas porlasalgasen cultivo o por otros microorganismos que hayan
podido contaminar el cultivo; a este respecto debe tenerse en cuenta que existen
cepas toxicas de determinadas especies de cianobacterias que morfolégicamente
son iguales a las no téxicas, y pueden contaminar los cultivos. Sin embargo, en
ningun caso se ha detectado presencia de toxinas en los cultivos masivos de
microalgas de utilizacién comercial (Becker, 1994).

TOXINAS NO BIOGENICAS:

Metales pesados: Es bien conocido que practicamente todos los
microorganismos pueden acumular metales pesados. Ademés de acumularse en
lacélula duranteeltiempodecultivopuedenintroducirse enlabiomasa microalgal
en el proceso de recogida. Asi, en condiciones alcalinas y en presencia de iones
fosfato y sulfato de los nutrientes, los iones cadmio y plomo del medio forman
compuestos poco solubles que precipitan o flotan adhiriéndose a las particulas
pequenias; estas particulas serdn recogidas con la biomasa algal y procesadas con
ella. Elriesgode contaminacién puede reducirse lavando el concentrado algal con
agua acidulada o agentes complejantes.

Para minimizar el riesgo de contaminacién por metales pesados deben
utilizarse nutrientes de calidad adecuada, ya que muchos fertilizantes contienen
impurezas con niveles inaceptables de ciertos metales pesados.

Compuestos organicos: Los mas importantes son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos y los bifenilos policlorados. La mayoria de ellos son de
origen antropogénico, muy téxicos y carcinégenos. Existen pocos datos analiticos
sobre su concentracién en cultivos microalgales, aunque se ha detectado la
presencia de algunos de ellos en algunos cultivos de Scenedesmus obliquus y
Spirulina platensis (Payer y Runkel, 1978; Durand-Chastel, 1980). La presencia
de estos compuestos en las microalgas depende de factores ambientales, basica-
mente del grado de contaminacién de la zona donde se encuentre la unidad de
produccién microalgal.
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ESTUDIOS TOXICOLOGICOS CON ANIMALES

Las condiciones de seguridad para la utilizacién de las microalgas en
alimentacién dependen del organismo seleccionado, sustrato o medio de cultivo
utilizado y las condiciones de cultivo. La seguridad del producto final debe
determinarse por ensayos nutricionales y toxicolégicos establecidos por el PAG
(1972). Las microalgas que reunan las condiciones de seguridad y valor nutritivo
pueden ser utilizadas en alimentacién.

Los resultados de los estudios toxicolégicos realizados con distintas espe-
cies microalgales estan dentro de los limites recomendados por el PAG. Los tests
toxicolégicos e histopatolégicos demuestran que las microalgas no presentan
problemas de seguridad para utilizarlas como alimento, si los métodos de
procesamiento son adecuados y se suministran en la cantidad correcta.

Entrelaspruebasrealizadas paraestudiarsutoleranciaydigestibilidad se
alimentaron ratas con Scenedesmus acutus como unica fuente de proteina, a
niveles del 10-15% en la dieta, durante 12 semanas. El aumento de pesofue mayor
enlas algas alimentadas con Scenedesmus al 15%. Esta dieta no presenté ningtin
efecto significativo toxicolégico o histopatolégico. Aunque la alimentacién con
dieta microalgal fue sélo durante tres meses, los datos obtenidos del anélisis de
orina y de los tests hematoldgicos, toxicolégicos e histopatolégicos han indicado
que esta nueva fuente de proteina no es dafiina. Los andlisis de orina no indican
ninguna anormalidad. No aparecen azucares, sales biliares, pigmentos ni cuer-
pos ceténicos en la orina; lareaccion de ésta es alcalina y se detectaron pequetias
cantidades de albimina en todos los grupos. En el examen microscopico se
detectaron algunos cristales de fosfato célcico y de triple fosfato en todos los
grupos. Todos los 6rganos de lasratas alimentadas con microalgas y los controles
fueron examinados histopatolégicamente y mas detalladamente el higado y el
rifién. No aparecié vacuolizacién celular o distorsién de las células, ni se detecta-
rondepésitos decristalesde colesterol. Noaparecieron diferencias en el contenido
en hemoglobina ni en el nimero de glébulos rojos entre animales sometidos a las
diferentes dietas. E1 niumero de leucocitos fue ligeramente inferior en las dietas
microalgales respecto a las de caseina, aunque en el porcentaje diferencial las
proporciones relativas de las distintas células fueron similares. Los niveles de
colesterol en el higado fueron menores en animales con dietas microalgales,
mientras que los niveles de colesterol en suero fueron similares. Este efecto
hipocolesterolémico es reproducible, con lo que podria hallarse un efecto terapéu-
tico de las microalgas. La actividad de los enzimas hepéaticos succinico-
deshidrogenasa y alanina-amino-transferasa fue similar en las ratas alimenta-
das con dietas microalgales y en los controles. La disminucién en los niveles de
estos enzimas puede reflejar deficiencias dietarias o sintomas de toxicidad, pero
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las dietas microalgales parecen no afectar a la actividad de estas enzimas. La
electroforesis en gel no mostré ninguna diferencia entre las proteinas del suero
de los animales con dieta algal y los controles. Resumiendo, la alimentacién con
Scenedesmus a niveles del 10 o el 15% en la dieta durante tres meses no causa
ningun efecto toxicolégico en los animales test (Venkataraman et al., 1980).

Se realizaron experiencias de 12 semanas en alimentacién de ratas con
Scenedesmus secada por distintos procesos. El secado en tamborimplica un mejor
consumo de la dieta y da resultados similares a la caseina, mientras que secada
al sol o por coccién es pobremente consumida y da poco aumento de peso, sin
embargo estas iltimas producen un aumento del pesorelativodel higado, corazén
y rifiones, aunque las observaciones histolégicas de estos érganos, junto con el
bazo, no muestran ninguna anormalidad (Becker y Venkataraman, 1982).

Chung et al., (1978) han realizado experiencias de alimentacién de ratas
hembra con Spirulina como unica fuente de proteinas, desde el momento del
destete hasta que tuvieron su segunda camada. Todas las hembras alimentadas
con microalgas concibieron, tuvieron camadas y éstas lactaron satisfactoriamen-
te. El tamaifio de las camadas y el peso al nacer fue ligeramente superior en el
grupo alimentado con microalgas respecto al control de caseina. Las tasas de
crecimiento después del destete de estas camadas también fueron normales. Las
observaciones histolégicas delhigado,rifiones, corazén, pulmones, bazo, estéma-
go, intestino, testiculos y nédulos linfaticos no mostraron anormalidades en los
machosderata alimentados con Spirulina durante dos semanas. Los higados de
ratas hembra que fueron alimentadas con Spirulina desde el destete hasta que
sus camadas fueron destetadas, fueron también histolégicamente normales.

Se realizaron también estudios de alimentacién a largo y multigeneracién.
Asi, se alimentaron ratones machos yhembras durante 7 generaciones, cada uno
hasta las 80 semanas de edad, con dos tipos de dietas: una dieta control y otra
dieta en la que el 20% del contenio bésico se sustituy6 por Scenedesmus. Los
parametros que mostraron diferencias significativas fueron los siguientes: peso
corporal, esto es, crecimiento (+10%); supervivencia de hembras (+50%); tamario
de la camada (-11%); peso nacimiento por cachorro (+4%). En hembras viejas el
peso relativo del higado (+15%) asi como los pesos absolutos de bazo (+19%) y
rifiones (+13%) aumentaron con la dieta microalgal. Segtin los autores, la adicién
de casi un 20% de harina de microalgas en una dieta equilibrada implica una
considerable alteracién de los nutrientes individuales y en el contenido en fibra
bruta. Esto puede ser la causa de las alteraciones en el peso de érganos que se
caracterizan por un metabolismo intensivo. En los estudios hematolégicos, la
unica diferencia detectable entre los grupos test y control fue una reduccién del
3% en el contenido de hemoglobinay en el hematocrito en las hembras alimenta-
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das con microalgas. Investigaciones histopatolégicas mostraron un aumento
estadisticamente significativo de la amiloidosis hepdtica en hembras de las dos
ultimas generaciones alimentadas con microalgas (Ueberschaer y Schulz, 1977),
si bien los ratones tienen cierta predisposiciéon a la amiloidosis. Todas estas
diferencias entre el grupo control y el algal no se observaron cuando se repitié la
experiencia con ratas hasta la quinta generacién (Payer et al., 1980). Los efectos
sobre la amiloidosis no fueron observados en experiencias anteriores ni tampoco
pudieron reproducirse en ensayos posteriores destinados especificamente al
estudio de sus causas, tratandose de casos aislados que pudieron deberse a
errores de ensayo o a mala calidad del preparado microalgal (Pabst et al., 1978).

Otra experiencia se realizé utilizando Spirulina como unica fuente de
proteina utilizando ratas macho en etapa de maduracién sexual (Contreraset al.,
1979). No se observaron diferencias significativas entre los pesos de testiculos,
pituitaria o glandula prostatica ventral de las ratas alimentadas con Spirulina
y las del grupo control. Todos los animales tuvieron un desarrollo normal del
sistema reproductivo, segtin se dedujo de los pesos de los érganos, histologia
testicular y niveles de hormonas reproductoras.

Otro tipo de ensayos de toxicidad son aquellos que tratan de evaluar la
posible toxicidad dérmica aguda de las microalgas. Para esto se trataron ratas
hembras adultasdermalmentecon 0, 0.5, 1y 2 gde Scenedesmus y Spirulina, por
kilogramo de peso corporal. Se hizo una pasta con el polvo microalgal y agua que
se aplicé a la piel del lado dorsal, que habia sido previamente afeitada. Después
de 24 horas de exposicién se lavé la zona con agua y jabon y se sec6. Ninguno de
los animales tratados present6 signos de eritema o edema en la piel durante las
24 horasnien el periodo de observacién de 2 semanas. La piel fuenormaly el pelo
comenzé a salir normalmente, siendo la tasa de crecimiento del pelo también
normal. Ninguno de los animales mostré efectos patolégicos o sintomas de
envenenamiento (Krishnakumari et al., 1981).

Posteriormente se llevaron a cabo estudios de toxicidad oral aguda con
ratas y pollos. Se metieron enjaulasindividualesratashembrasadultasalas que
se administré oralmente, mediante catéter, dosis de Spirulina y Scenedesmus,
por separado, de 0, 200, 400 y 800 mg de microalga por kg de peso corporal.
Ninguna de las ratas presenté ningun signo significativo de anormalidad. No
hubocambios en los pesos corporales o en los pesos de los 6rganos comparados con
el control, ni se observaron cambios histolégicos en los 6rganos vitales. Estos
resultados indican que dosis de 800 mg/kg de peso corporal no ejercen ninguna
toxicidad sobre ratas (Krishnakumari et al., 1981).

Una experiencia similarserealizé con machosadultosde Gallus domesticus,
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con un peso corporal inicial entre 1120 y 1480 g. Se le administraron oralmente
Scenedesmus y Spirulina, por separado a dosis de 0, 10, 20 y 35 g/kg de peso
corporal. Ninguno de los gallos mostré sintomas de intoxicacién o anormalidad.
E1 peso corporal y los pesos de los 6rganosfueron comparables a los controles, no
apareciendo cambios histolégicos discernibles en los animales tratados (Becker
y Venkataraman, 1982). De estas experiencias se deduce que Scenedesmus y
Spirulina no ejercen ningun efecto nocivo sobre ratas o gallos cuando se adminis-
tran en cantidades masivas.

Experiencias similares se realizaron con la microalga verde Micratinium
incorporandola en distintas porporciones en la alimentacién de pollos, codornices
yratones (Yannaiy Mokadi, 1985). Los pollos se alimentaron durante 7 semanas
sin que se manifestasen diferencias en el crecimiento ni anormalidades. Las
codornices se alimentaron durante 4 semans, al cabo de las cuales el ntimero de
huevos por hembra fue algo menor en aquellas que habian sido alimentadas con
la dieta microalgal, aunque el peso de los huevos y de los polluelos al nacer fue
similar. En el caso de los ratones alimentados con la microalga no se observaron
anormalidades en el crecimiento o el comportamiento reproductor.

MICROALGAS EN ALIMENTACION DE AVES DE CORRAL, CERDOS Y
RUMIANTES

El objetivo preliminar de la mayoria de los proyectos de investigacién es
utilizar labiomasa microalgal como pienso animal. Estos estudios tienen interés
comercial especialmente con respecto a la maxima cantidad de microalgas que
pueden ser suministradas en sustitucién de las fuentes convencionales de
proteina (harinas de pescado, soja, etc.) sin causar efectos negativos en los
animales. Paraevaluar el potencial de las microalgas como pienso es importante
distinguir entre la utilizacién por vertebrados monogéastricos y rumiantes, ya que
los primeros no son capaces de digerir el material celuldsico, especialmente en las
cloroficeas,impidiendo la digestién del contenido proteico celular por los enzimas
proteoliticos.

Numerosos experimentos nutricionales demuestran claramenteelvalorde
muchas microalgas como suplemento proteico para peces, rumiantes, cerdos y
pollos.

Aves de corral

La mayoria de los estudios llevados a cabo sobre la posible utilizacién de
microalgas en nutricién animal se han realizado con aves de corral; dichos
estudios hanllevado ala conclusién de que la incorporacién de microalgas en las
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dietas suministradas a las aves presenta numerosas ventajas a la hora de ser
utilizadas de forma comercial en los piensos. La capacidad de estas aves de
excretar acido uirico permite la adicién de elevadas concentraciones de algas en
la dieta sin que por ello aparezca dafio alguno en los animales (Becker, 1994).

Los primeros trabajos se realizaron con Chlorella seca (a 21°C y vacio)
estudiando su utilizacién como fuente nutritiva para pollos; una dieta basal de
soja se suplementaba con Chlorella y aminodcidos. La sustitucién de la soja por
una cantidad igual de Chlorella produjo un aumento del crecimiento y mejoré la
eficiencia alimenticia, lo que se atribuyé al contenido en riboflavina de la
microalga, ademas de otras vitaminas (Combs, 1952). Trabajos posteriores
concluyen que el valor nutricional de Chlorella como pienso para los pollos es
similar al de laharinade soja (Arakawa et al., 1960). Cuando seincluye Chlorella
en el pienso de las gallinas ponedoras, la yema del huevo contiene més pigmento,
especialmente f—caroteno yxantofilas, quelayema deloshuevosdelas ponedoras
alimentadas sin esta microalga.

En otros estudios sobre el valor de la proteina de varias microalgas
(Scenedesmus, Chlorella y Spongiococcum) para el crecimiento del pollo se
observé que las dietasmicroalgales daban peores resultados que las dietas de soja
suplementada con metionina utilizadas como control. Entre las tres especies, la
mezcla de Chlorella y Scenedesmus dié mejores resultados que las dietas de cada
una de ellas por separado (Leveille et al., 1962).

También se han llevado a cabo estudios de alimentaciéon de gallinas
ponedoras con dietas de Chlorella de hasta 120 g de algas por kg de dieta. No se
han encontrado diferencias en la tasa de produccién de huevos, en el peso del
huevo,laconversiéon del alimento, etc,, entrelos controles ylas aves alimentadas
condietas algales. Enlas ponedoras estas dietas pueden serutilizadas comoinica
fuente de proteina, mientrasque en los polluelos esnecesario otro aporte proteico
(Lipsten y Hurwitz, 1980).

Otros autores han encontrado que grandes cantidades de algas
(Scenedesmus) enlas dietas de pollos causan un descenso del crecimiento, que se
corresponde con la proporcién de algas de la dieta (Brune y Walz, 1978).
Basdndose enresultados similares, comoeldescensoenel crecimientodelasaves
tras la adicién de elevadas cantidades de Spirulina sp. y Scenedesmus sp.
reemplazando laharina de pescado en los piensos, se recomendé quela proporcién
de algas nunca exceda el 5% del total del pienso suministrado (Becker, 1994).

En otra experiencia se utilizaron Scenedesmus, Oocystis, Chlorella +
Euglena y Micratinium en la alimentacién de polluelos, en sustiticién de la
proteina de soja, a niveles del 25 y 50%, durante 4 semanas. Los resultados
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demostraron que todas las especies microalgales probadas podian sustituir
satisfactoriamente al 25% de la proteina de soja. Al aumentar la cantidad de
microalgas en las dietas, el crecimiento de los pollos disminuia (Mokady et al.,
1980).

Paraelucidarel valor nutritivo de la proteina algal purificada, se utilizaron
fracciones libres de lipidos de Spirulina sp. y Scenedesmus obliquus como tinica
fuente de proteina en la alimentacién de pollos (Brune, 1982). Esta biomasa libre
delipidosdio resultados similares e incluso mejores que las algas enteras. En este
caso fue posibleutilizarlosextractos microalgales comotuinicafuente de proteinas
sin producir retardo en el crecimiento de los animales. Este resultado sugiere la
posibilidad de que losefectos depresivos del crecimiento que pueden aparecer con
dietas en las que se suministran algas no tratadas, puede ser causados por un
elevado contenido en lipidos, especialmente dcidos grasos poliinsaturados de
cadena larga en la biomasa microalgal (Becker, 1994).

Mientrasquelamayoriadelosautoresintentansuplementarla sojaconlas
algas,Reddyetal. (1978) examinaron la alimentacién de pollosdesdela 1* ala 5*
semana con Scenedesmus obliquus (con un nivel de proteina del 5%) enlugar de
la harina de pescado, con y sin suplemento de metionina, y utilizando como
referencia un pienso comercial. Losresultados indicaron que estasdietaspueden
ser utilizadas en sustitucién de la harina de pescado.

Existe poca informacién disponible acerca del valor nutricional de otras
microalgas diferentes a Chlorella, Scenedesmus y Spirulina. Se han realizado
estudioscon especies pococomunesenestecampo,comoFuglena sp.y Synechocystis
sp. que habian crecido en aguas residuales (Lincoln y Hill, 1980). Los resultados
obtenidos no muestran datos acerca de una toxicidad especifica; sin embargo, los
autores indicaban que Synechocystis podia llegar a ser téxica bajo determinadas
condiciones de cultivo. Concentraciones por encima del 10% proporcionaron
buenos resultados, mientras que cuando la proporcién algal llegaba al 15 o 20%
se producia una reduccién del crecimiento de las aves.

Cerdes

Los cerdos han sido elegidos en distintos puntos como animales que
potencialmente puedenser alimentados con microalgas. La utilizacién de distin-
tos porcentajes de una mezcla de Chlorella y Scenedesmus como suplemento no
tuvo ningun efecto (Hintz y Heitmann, 1967). La utilizacién de harina de
Spirulina como aditivoenla alimentacién de cerdos se ensayé en experiencias de
larga duracién (Fevriery Sevet, 1975); cerdos dedocediasfueronalimentadoscon
una dieta con un 12% de Spirulina hasta los 42 dias, y a las hembras se les
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administré a continuacién una dieta con un 5% de esta microalga hasta los tres
anos. No se observaron diferencais significativas enlos pesos corporales, edad de
la primera concepcién y nimero y peso de las camadas en la primera y segunda
lactancia, en comparacién con sistemas de alimentacion estandar. Se estudié el
valor biolégico de Scenedesmus en la alimentacién de cerdos de 20 kg de peso,
comparandolo con otro grupo alimentado con alfalfa, bajola base de igualdad de
nitrégenoenla dieta. Laalimentacién con unadieta con un 12% de microalgas fue
aceptable, compatible y con un buen valor biolégico (Brune y Walz, 1978).

Ademads de los experimentos con Chlorella y Scenedesmus, poco se ha
investigado sobre la utilizacién de Spirulina enla alimentacién a largo plazo de
cerdos. Una de las pocas investigaciones llevadas a cabo con esta cianobacteria
fue realizada por Fevrier y Sevet (1975). Aunque en este estudio no se observé
ningun problema asociado a la utilizaciéon de Spirulina en la alimentacién de los
cerdos, los autores recomendaron que la incorporacion de esta especie debe
restringirse a un nivel que no exceda el 25% del total de proteina de la dieta,
especialmente en los animales jévenes, dado que cantidades més elevadas
pueden conducir a un aporteinsuficiente de sustanciasdigestibles quereducirian
el crecimiento y la eficiencia del pienso.

Spirulina maxima, Arthrospira platensis y Chlorella sp. fueron suminis-
tradasacerdosde 4 a8 diasreemplazandoal 33% de laproteina desojadela dieta
basal. Después de 26 semanas no hubo diferencias significativas en la ganancia
de peso entre los animales alimentados con la dieta basal y los alimentados con
las dietas microalgales. No hubo signos de diarrea, pérdida de apetito, toxicidad
o datios histopatolégicos en el tracto gastrointestinal (Yap et al. 1982).

Reuniendotodalainformacién disponible, puede concluirse quelabiomasa
microalgal presenta unabuenacalidad nutricional paraserincorporada al pienso
utilizado en la alimentacién de cerdos, proporcionandoel material necesariopara
un buen crecimiento. Puede reemplazar a las proteinas convencionales como la
soja o la harina de pescado, sin que ello influya en la aceptabilidad del alimento
por parte de los animales. Otra de las ventajas de la utilizaciéon de la biomasa
microalgal en la alimentacién de cerdos y otros animales se basa en las propieda-
des antibacterianas de las algas, que no se encuentran en otras dietas estandar
(Becker, 1994)..

Rumiantes

La forma mas simple de utilizacién de la biomasa microalgal en la alimen-
tacion animal es como biomasa no seca, sin necesidad de tratamientos especificos
posteriores. Esta biomasa sin tratar sélo puede ser suministrada a los rumiantes
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¥, sin embargo, hasta ahora se han hecho pocas evaluaciones con estos animales,
debido sobre todo a la gran cantidad de biomasa que se requiere.

Se estudié el valor nutritivo de microalgas en la alimentacién de corderos,
ovejas y ganado vacuno. En rumiantes el coeficiente de digestibilidad de las
microalgas fue del 73%, mucho mayor que el 54% obtenido en cerdos. Corderos
alimentados con microalgas y alfalfa presentaron una ganancia de peso mayor
que con alfalfa sola (Hintz et al., 1966).

En Bulgaria se han realizado estudios de alimentacién de ganado vacuno
con biomasa microalgal fresca, sin tratar (Ganowskietal.,1975); se alimentaron
becerros con cultivos concentrados (2-3x 108 células/ml) de Scenedesmusobliquus
durante 3 semanas. En este estudio se observé un aumento de la digestién
intestinal sobre el total del proceso digestivo, sin que ello facilitase la digestién
del pienso, ya que las diferencias observadas entre el control y los animales
experimentales son minimas.

En algunas ocasiones, las microalgas se recogen por floculacién con alumi-
nio. En los rumiantes existe una secreciéon endégena intensiva de f6sforo en el
estdmago que puede ser mayor que la cantidad de fésforo ingerida; sin embargo,
elevadas cantidades de aluminio ingerido con el pienso podrian causar un
descenso de las reservas corporales de fésforo. Este hecho debe tenerse en cuenta
a la hora de utilizar algas floculadas con aluminio en la alimentacién de
rumiantes (Becker, 1994).

MICROALGAS MARINAS

Casi todas las experiencias sobre la utilizacion de microalgas en nutriciéon
animal (a excepcién de la acuicultura) se realizan con microalgas de agua dulce
v hay muy pocos datos sobre la calidad nutritiva de microalgas marinas.

Sehadeterminadoel valornutritivo,en funcién del PER,en cuatroespecies
de microalgas marinas: Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana, Dunaliella
tertiolecta y Chlorella stigmatophora, cuyo contenido proteico y composicién de
aminodcidos las hacia adecuadas para su utilizacién en alimentaciéon (Fabregas
y Herrero, 1986). Los mejores valores del PER se obtuvieron con Dunaliella
tertiolecta (Tabla 14) (Herrero et al., 1993). El PER de esta microalga compara
favorablemente con los de otras especies de agua dulce, como Scenedesmus y
Spirulina, para las que se citan diferentes valores del PER en funcién del método
de procesado utilizado para romper la pared celular. Esta microalga carece de
pared celular lo que probablemente hace su proteina mds facilmente digerible
para animales monogastricos. Paralelamente se realizaron andlisis de 6rganos,
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Tabla 14.- Alimento consumido, peso ganado, coeficiente de eficiencia proteica (PER) y
eficiencia de conversién de alimento (FCE) de ratas alimentadas con dietas de caseina y
distintas microalgas marinas con un nivel de proteinas del 12% durante 4 semanas (n= 10)
(Herrero et al. 1993).

Dieta Peso ganado Alimento consumido PER_ . FCE
Caseina 94.7243.79 274.3+11.99 2.50 2.89
T. suecica 46.18+5.28 293.6+23.99 1.14 6.35
I. galbana 41.24+4.19 264.9+12.99 1.13 6.42
D. tertiolecta 82.8214.10 289.9+11.66 2.07 3.50
C. stigmatophora 40.51+£5.88 261.6+£20.41 1.13 6.45

recuentos sanguineos y determinaciones en plasma para determinar los efectos
toéxicos, sin que aparecieran anormalidades respecto ala dieta control de caseina.
Sin embargo, si se produjo un descenso de triglicéridos y en algunos casos de
colesterolen lasratasalimentadas con microalgas marinas respecto alcontrolde
caseina. Los resultados obtenidos mostraron un descenso significativo de los
niveles de colesterol, triglicéridos y CPK en ratas alimentadas con la microalga
marina Dunaliella tertiolecta.

A partir de estos resultados, seelige esta especie para estudiar su potencial
hipocolesterolémico en ratas adultas en las que previamente se induce una
hipercolesterolemia mediante una dieta estdndar rica en colesterol y sales
biliaresdurante 14 dias. Esta dieta provoca un espectacularaumentode colesterol
y fosfolipidos pero sin efecto significativo sobre el contenido en trigliceridos. A
continuacién se hacen 3 grupos de ratas que se alimentan durante 14 dias uno con
una dieta a base de D. tertiolecta y los otros dos con dietas estandar preparadas
con caseina(proteinaanimal) ysoja (proteina vegetal). Los estudiosnutricionales
se completan con los correspondientes andlisis de plasma y de los érganos
internos de los animales con el fin de advertir posibles alteraciones secundarias
producidas por la alimentacién con D. tertiolecta. Las tres dietas producen un
descenso de colesterol, pero el descenso producido por la dieta microalgal es
significativamente mayor que el producido por las otras dos (Fdbregas et al.,
1994). Este efecto parece deberse no al contenido de 4cidos grasos de la dieta, sino
al efecto de la composicién de aminoacidos de las proteinas de la dieta sobre el
metabolismo lipidico (Fabregas et al., 1994).

149



8.- Microalgas en acuicultura

Si los elevados costes hacen prohibitivo el amplio uso de microalgas como
alimento animal, actualmente la inicasalida comercial de las microalgas es en
la acuicultura, para el cultivo de larvas de moluscos y crustdceos y ciertos peces.
El desarrollo de estos cultivos implica la produccién diaria de sustanciales
voliumenes de determinadas especies de microalgas marinas.

La acuicultura es una de las dreas de més rapido desarrollo en el campo de
la produccién alimenticia y las microalgas son el punto de partida biolégico para
elinicio del flujo de energia en las cadenas alimenticias acudticas masimportan-
tes. A pesar de los muchos esfuerzos realizados para reemplazar las microalgas
por dietas inertes, la acuicultura depende todavia de su produccién y utilizacién
como alimento vivo para animales acuaticos comercialmenmte importantes. De
hecho, el cultivo masivo de estas especies representa un auténtico cuello de
botella para el desarrollo de los sistemas de acuicultura.

Especificamente, lasmicroalgas son un componente esencial dela dietade
moluscos bivalvos marinos (ostras, almejas, vieiras, mejillones, etc),laslarvasde
algunos gasterépodos marinos (abalones), larvas de crustaceos (Penaeus), algu-
nas especies de peces (ej. tilapia, carpa plateada) y finalmente zooplancton. Este
ultimo sirve como alimentovivo para alimentar los juveniles de numerosos peces
de agua dulce o marina y crustaceos. El zooplancton mas cominmente utilizado
sonrotiferos (Brachionus), copépodos (Tigriopus),cladéceros (Daphnia)y Artemia.
Las microalgas también se utilizan para alimentar larvas del crustédceo de agua
dulce Microbrachium y juveniles de algunos peces marinos como la dorada.
Aunque no son esenciales en la dieta, los suplementos algales incrementan
significativemente la supervivencia de las larvas (De Pauw y Persoone, 1988).
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CAPACIDAD NUTRITIVA

Los factores que inciden en la capacidad nutritiva de las microalgas en
sistemas de acuicultura son:

e Tamaifio adecuado en funcién de la especie que vayan a alimentar.

e Pared celular. La mayoria de las microalgas poseen pared celular,
aunque algunas carecen de ella. Su composicién, grosor y tamaiio es importante
en la calidad nutritiva de una especie, ya que suele estar relacionada con la
digestibilidad.

e Movilidad. Las especies méviles suelen ser preferibles a las especies
inmoviles, ya que estas ultimas suelen sedimentar en el fondo de los tanques con
lo que dejan de estar disponibles para el animal en cultivo.

e Composicién quimica. Si una microalga es ingerible y digerible, su valor
nutricional dependera de sucomposicién bioquimica (Webby Chu, 1983). En este
contexto, no sélo la composicién mayoritaria, sino también la composicién y
concentracién de aminodcidos, asi como la composicién de los lipidos, son de
primordial importancia en el valor nutricional de las microalgas. Esta composi-
cién bioquimica varia con las condiciones de cultivo (temperatura, iluminacién,
composicién del medio, etc.) (Capitulo 6).

Ademas de estos factores, la presencia de bacterias, asi como determinados
productos extracelulares juegan también un papel importante en la nutricién.

SELECCION DE CEPAS PARA ACUICULTURA

El principal problema asociado con el uso de microalgas en acuicultura
(fundamentalmente marina) es la falta de conocimiento tanto sobre el valor
nutricional de las microalgas (De Pauw y Persoone, 1988), como de los requeri-
mientos nutricionales de los consumidores de las mismas. Las microalgas cons-
tituyen la fuente de materia, energia y factores de crecimiento para estos
organismos. Su crecimiento y desarrollo estéan influenciados por la disponibilidad
y accesibilidad microalgal (tamaiio, forma y densidad), asi como por su composi-
cién bioquimica, la cual determina el contenido calérico y la presencia o ausencia
de compuestos esenciales o toxicos (Yufera y Lubian, 1990).

La razon exacta por qué unas especies son buenas fuentes de alimento y
otras no, o no tanto, no ha sido todavia bien definida, existiendo muchas
explicaciones contradictorias en la literatura. No obstante, se han establecido
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algunos criterios nutricionales. Las microalgas no deben de ser téxicas, deben
tener una talla apropiada para ser ingeridas, una pared celular digerible, y
aportar los constituyentes bioquimicos esenciales. Asi, los moluscos bivalvos no
pueden digerir células con paredes celulares demasido gruesas, mientras si los
rotiferos. El tamanio celular afecta a las eficiencias de filtracién e ingestién. La
mayoria de las especies de bivalvos retienen eficientemente particulas de 2 a 12
um, atuncuandolaslarvas utilizan también eficientemente particulasde 1l a2 um
(Yafera y Lubian, 1990). La actividad filtradora depende del tamario celular y
densidad de células en el sistema de cultivo (Yufera y Lubian, 1990), siendo
afectada ademaés porlacalidad de la biomasa microalgal (Laing y Millican, 1986)

Sehan sugerido distintos factores para explicar porqué unas especies son
mejores que otras parala alimentaciéon de moluscos, ademas del tamario celular,
como composicion de pared, digestibilidad y composicién bruta, siendo estos
criterios utilizados en la seleccién de cepas microalgales para acuicultura.

Respecto a la composicién bioquimica hay que tener en cuenta distintos
constituyentes, relaciondndolos siempre con los conocimientos sobre requeri-
mientos nutritivos de las distintas especies.

Enlo que se refiere a la proteina, las larvas de moluscorequierenentre un
30 yun 60% (en peso seco)deproteinaen sudietamicroalgal para obtener buenos
crecimientos (De Pauw y Persoone, 1988). En el caso de los crustaceos, las
microalgas con un contenido proteico entre el 30 y el 60% del peso seco han sido
utilizadas satisfactoriamente en la alimentacién de estados larvarios de langos-
tino. Las necesidades de proteinas de varios estados del desarrollo de diferentes
especiesdelangostinohan sido establecidasmediantedietas artificialesentreun
30 y un 50%. Los peces necesitan entre un 40 y un 60% de proteina en su dieta.
Las necesidades especificas de proteina dependen del habitat (agua dulce,
estuario, mar) y de si el animal es omnivoro, herbivoro o carnivoro.

Sin embargo, no existe una clara correlacion entre el contenido proteico
(expresado como % del peso seco del microalga) y su valor nutritivo. Por ejemplo,
Dunaliella salina presenta una proporcién mayor de proteina que Chaetoceros
calcitrans, pero presenta un valor nutritivo menor cuando se utiliza sola. Webb
& Chu (1983) sugieren que la concentracién celular de proteina (cantidad de
proteina/unidad de volumen celular) es una medida mejor que la proteina
expresada como porcentaje del pesosecocelular,y que unaelevada concentracion
de proteina en un microalga esta relacionada con una satisfactoria calidad como
alimento. Sin embargo, los resultados de otras investigaciones sugieren que esta
correlacion es pobre. Isochrysis galbana y Pavlova lutheri, ambas consideradas
como adecuadas para la alimentacién de moluscos, presentan valores medios de
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Tabla 15.- Amino4cidos esenciales para maricultura (Tomada de Brown er al. 1989).

Aminoacidos Bivalvos Crustaceos Peces Intervalos en algas
Treonina 6.9 3.8 5.0 3.6-6.2
Valina 5.0 5.6 59 4.2-71
Metionina 2.4 3.7 1.8 1.6-3.2
Isoleucina 4.0 59 6.3 2.9-51
Leucina 7.7 7.8 8.0 6.7-10.2
Fenilalanina 3.7 56 4.6 2.8-6.0
Lisina 4.8 8.4 7.7 5.1-12.0
Histidina 1.3 29 3.4 1.4-3.6
Arginina 5.9 9.1 6.5 57-11.3
Triptéfano 0.4 41 n.d 0-1.7
Prolina 15 6.6 10.9 3.2-6.7

concentracion d e proteina bajos, mientras que Dunaliella tertiolecta (conun alto
valor proteico) utilizada en dietas monoalgales da resultados pobres en gran
numero de moluscos (Brown et al., 1989). De esto se deduce que son importantes
también otrosnutrientes; las dietas mixtas, ademas, son mas adecuadas con el fin
de proporcionar todos los nutrientes necesarios en la acuicultura de moluscos.

Algunos aminoécidos son esenciales para las especies cultivadas (Tabla
15). Se define como nutriente esencial aquel que no puede ser sintetizado en
cantidad suficiente para cubrir las necesidades del individuo, pero que puede ser
suministradoenladieta. Puede serimportante suministraralgunos aminoéacidos,
aunque no son estrictamente esenciales. Por ejemplo, lacisteina puede producir-
se a partir de la metionina (un aminoacido esencial), pero la provisién adecuada
de cisteina en la dietareduciréd lanecesidad de metionina en la misma. De forma
similar, la adicién de tirosina en la dieta reduciré las necesidades de fenilalanina.

Generalmente, se ha encontrado que la proteina de la dieta con un patrén
de aminoacidos esenciales similar al de los animales o proteinas de huevo
presenta un elevado valor nutritivo para alimentacién animal. Asi, la fuente de
proteina puede variar en términos de unindice de adecuacion. Paralas microalgas,
se define como la composiciéon porcentual del aminoacido esencial en el alga,
dividido por la composicién del mismo aminoécido en los tejidos corporales del
animal que esté siendo alimentado, multiplicado por 100. Se calculd este indice
para una serie de microalgas potencialmente aplicables al cultivo de Mytilus
californianus, presentando valores en orden descendente de la calidad proteica
predecida (Webb y Chu, 1983). Se ha encontrado alguna correlacién entre los
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indices de aminodcidos limitantes y valores alimenticios calculados. T suecica,
Paulova lutheri e I. galbana presentaron valores altos en el indice (mantienen
buenos crecimientos) mientras que Chlorella sp. y P. tricornutum presentaron
valores bajos en el indice (apenas mantienen el crecimiento) (Brown et al., 1989).
Como conclusién, puede decirse que la importancia de la composicién en
aminoacidos de las microalgas utilizadas como alimento en acuicultura es, de
momento, poco clara y son necesarios mas estudios para evaluar su papel.

Sehaintentado correlacionarel contenidoen carbohidratos delas microalgas
con su valornutritivo para los moluscos bivalvos; contenidos entre un 5 y un 30%
dan buenos resultados en loque a crecimiento se refiere. Los niveles 6ptimos de
carbohidratos enladietadelarvasde Penaeus japonicus se han establecido entre
el 15y el 25% del peso seco de la dieta. Valores similares se han establecido para
la mayoria de los peces. Enright et al. (1986) atribuyen los buenos resultados de
la microalga Rhodomonas sp. en la alimentacién de juveniles de Ostrea edulis, a
su elevado nivel de carbohidratos por célula. Estos y otros autores han encontra-
do, sin embargo, que las dietas de alta calidad también pueden deberse a altos
niveles de acidos grasos poliinsaturados 22:6m3 y 20:5®3.

Parsonsetal.,(1961)sugirieron que lacomposicién en carbohidratoseraun
factor sustancial que determina en buena medida el valor nutritivo de un algay
postularon que el alto contenido en glucosa tanto de Pavlova lutheri como de
Skeletonema costatum las hace ideales como alimento de diferentes organismos.
Sin embargo, esta correlacién fue refutada por Webb & Chu(1983), que puntua-
lizaron que otras dietas microalgales con niveles de glucosa similares permiten
diferentes crecimientos de larvas de ostra. Por ejemplo, Chaetoceros calcitrans
proporcioné excelentes resultados en la alimentacion de larvas y semilla de
Crassostrea gigas, y presenta un nivel bajo-intermedio de glucosa, si se compara
con otras microalgas.

Laimportancia de los carbohidratos en la dieta se demostr6 en los crusta-
ceos. Abdel-Rahman et al., (1979) mostraron que los juveniles de P. japonicus
crecianmasrapido condietasartificialesque conteniandisacaridosy polisacaridos
que con dietas que contenian monosacaridos. Los monosacaridos como la glucosa
son absorbidos rapidamente desde el estémago y liberados en la hemolinfa,
provocandoniveles de glucosaen sangre anormalmente altos. Sinembargo, los di-
¥ polisacaridos se digieren lentamente, lo que conduce a una liberacién gradual
de monosacaridos en la hemolinfa y una utilizacién mas eficiente de los mismos
como fuente energética.

El tipo de carbohidratos también podria ser critico en las dietas de peces.
Degani et al. (1986) alimentaron anguilas europeas (Anguilla anguilla) con
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Degani et al. (1986) alimentaron anguilas europeas (Anguilla anguilla) con
dietasisonitrogendasque contenian carbohidratos dedistinta naturaleza. Obser-
varon marcadas diferencias en las tasas de crecimiento de los distintos grupos;
por ejemplo,las anguilas alimentadascon una dieta suplementada con harina de
trigo como fuente de carbohidratos crecieron cuatro veces mas rdapido que las
anguilas alimentadas con una dieta suplementada con almidén de patata. Las
diferencias en las tasas de crecimiento se atribuyeron al diferente grado de
utilizacién de las fuentes de carbohidratos.

Los lipidos de la dieta constituyen las fuentes de energia metabdlica y de
metabolitos especificos que son esenciales para el crecimiento de los animales
(4cidos grasos, fosfolipidos, esteroles, hidrocarburos y alkenonas). Waldock y
Nascimento (1979) encontraron que las diferencias en la tasa de crecimiento de
larvas de Crassostrea gigas no se correlacionaban con la cantidad total de lipidos
dela dieta microalgal (que varian entre 5 y 23%), aunque las larvas mds grandes
(conmejorcrecimiento)contenian el porcentaje mas alto(en peso) de triglicéridos.
Las dietas que proporcionan los mejores crecimiento de peces y crustédceos
generalmente presentan entre un 10 y un 20% de lipidos. Sin embargo, altos
niveles de lipidos en la dieta dan como resultado altos niveles de lipidos en el
animal, que se depositan como grasa en las visceras durante el crecimiento.

Elaspecto masimportante deloslipidosen nutricién animales el contenido
y proporciones entre los dcidos grasos microalgales. Para la semilla de moluscos
bivalvos son esenciales los acidos grasos poliinsaturados de la familia w3,
especialmente el 20:5w3 y el 22:6w3 (Langdon y Waldock, 1981). Las microalgas
que no contienen estos dcidos grasos proporcionan crecimientos pobres yaquellas
que presentan al menos unode ellos dan mejores resultados (Tabla 16). El papel
fisiolégico de estos 4cidos grasospoliinsaturados, despuésde su incorporacién en
los fosfolipidos, es lade mantener laintegridad y permeabilidad dela membrana.

Las dietas microalgales que proporcionan los crecimientos animales maés
satisfactorios presentan una concentracion celular (masa por unidad de volumen
celular)de los acidos grasos 20:503 y 22:6w3 entre 1y 20 fg/pm? (1 fg/pm? = 1 mg/
ml). Las microalgas con concentraciones de acidos grasos poliinsaturados meno-
res a 0.5 fg/um? a menudo se asocian con crecimientos animales pobres cuando se
suministran como dietas unialgales (Brown et al., 1989). Sin embargo,los niveles
minimos de acidos grasos poliinsaturados necesarios para las diferentes especies
y para los diferentes estados de crecimiento de la misma especie ain no se
conocen.

Las necesidades de las diferentes especies de crustdceos no son uniformes,
pero 18:2w6, 18:3w3, 20:5w3 y 22:6w3 son todos muy importantes. Las larvas y
juveniles de langostino necesitan acidos grasos ®3, particularmente 20:5w3 y
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Tabla 16.- Contenido en dcidos grasos esenciales para bivalvos de distintas imicroalgas
marinas y especies de bivalvos alimentadas con ellas.

PUFA Buen crecimiento
Alga 22:6w3 20:5w3 Otros y supervivencia
I. galbana + + 18:2w6 Mytilus edulis
18:3w3 Crassostrea virginica
18:4w3 Ostrea edulis
Mercenaria mercenaria
l. sp. T-ISO + trazas 18:4w3 C. virginica
O. edulis

M. mercenaria
Tapes semidecussata

P. lutheri + + 18:4w3 M. edulis
O. edulis
C. virginica
C. gigas
M. mercenatria
C. calcitrans + + 20:4w6 O. edulis
C. gigas
C. virginica
M. mercenaria
T. semidecussata

C. gracilis trazas + 20:4w6 O. edulis

P. tricornutum + trazas + M. edulis
O. edulis

Th. pseudonana + + + C. virginica
O. edulis
M. edulis

M. mercenaria
Tapies japonica
T. suecica trazas + 16:4w3 C. gigas
18:2w6 O. edulis
18:3w3 M. edulis
18:4w3
D. tertiolecta - - 16:4w3
18:3w3

N. atomus trazas + 16:4w3
18:2w6
18:3w3
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Tabla 17.- Requerimientos cualitativos en vitaminas para el cultivo de especies utilizadas en

maricultura (Tomada de Brown et al. 1989).

Bivalvos Crustiaceos Peces

tiamina tiamina tiamina
riboflavina riboflavina riboflavina
piridoxina piridoxina piridoxina
cianocobalamina cianocobalamina cianocobalamina
biotina biotina biotina

acido nicotinico
acido pantoténico
colina

acido nicotinico
acido pantoténico
colina

acido nicotinico
acido pantoténico
colina

inositol inositol inositol

acido ascorbico acido ascorbico acido ascoérbico
n.r f3-caroteno n.r.

vitamina A n.r. vitamina A
vitamina D vitamina D n.r.

vitamina E vitamina E vitamina E
vitamina K n.r. vitamina K

22:6w3. Losniveles 6ptimos de estos 4cidos grasos poliinsaturados estan en torno
al 1% (Castell, 1983).

Los requerimientos de acidos grasos poliinsaturados esenciales en peces
parecen estar determinados por su ambiente, sus habitos alimenticios y su
posicién en la cadena alimenticia. Los peces de aguas frias generalmente necesi-
tan més acidos grasos poliinsaturados que los peces de aguas més calidas, para
mantenerlafluidezde lasmembranascelulares a bajastemperaturas. Laslarvas
de peces marinos responden mucho mejor a los 20:5w3 y 22:6w3 que a los 18:3»3
y 18:2w6 (Dabrowski, 1984). Se ha establecido que los requerimientos de 4cidos
grasos poliinsaturadosenlos pecesvarianentreel 1y el 2% del peso seco. El papel
nutricional de los w6 en peces marinos, crustidceos y moluscos bivalvos no se
comprende en profundidad, aunque algunas especies de agua dulce también los
necesitan.

Los esteroles son importantes como constituyentes de la membrana y como
precursores de sales y 4cidos biliares y hormonas esteroideas (Cowey y Sargent,
1972). Se ha determinado la biosintesis de novo de esteroles en algunas especies
de moluscos bivalvos (M. edulis y M. californianus). Sin embargo, los moluscos
bivalvos tienen una capacidad limitada para la biosintesis de esteroles y necesi-
tan que sean administrados en la dieta para obtener buenos crecimientos y

168



MICROALGAS EN ACUICULTURA

supervivencia, aunque los niveles éptimos requeridos no han sido determinados.
Lasfaseslarvarias,juveniles y adultasdecrustaceos necesitanun suplemento de
esterolesen ladietapara el normal desarrollo, porqueno los pueden sintetizar de
novo. Algunos crustéceos, como los copépodos y camarones, también necesitan el
aporte de esteroles en las dietas microalgales, y aunque las microalgas contienen
diferentes proporciones de esteroles, el total de la fraccion de esteroles es
convertida por estos animales en colesterol y demosterol (Brown et al., 1989).

El B—caroteno (pro-vitamina A) es esencial para los crustdceos. Como
precursor de la vitamina A presumiblemente podria contribuir también a la
nutricién de peces y bivalvos, perohaypocotrabajorealizadoen este aspecto. Las
xantofilas de las microalgas de la dieta se incorporan en el exoesqueleto de los
camarones y langostas (como astaxantina) y en la carne de los salménidos (como
cantaxantina y astaxantina). Estos compuestos juegan un papel muyimportante
en la pigmentacién, pero otras posibles funciones apenas han sido definidas
(Goodwin, 1984).

Los requerimientos en vitaminas de moluscos bivalvos no son bien conoci-
dos (Tabla 17) y generalmente sélo hay datos cualitativos. Los requerimientos se
han determinado a partir de dietas totalmente artificiales, no microalgales, de
composicién quimica precisa, sin determinar los niveles de estas vitaminas. Se
conocen mas los requerimientos de crustédceos y peces (Kanazawa, 1985; Chu et
al.,1987). En algunos crustédceos laslarvas requieren mas cantidades de algunas
vitaminas que los juveniles (Kanazawa, 1985). En el caso de peces, los requeri-
mientos de vitaminas difieren marcadamente incluso entre especies muy proxi-
mas; ademads, es dificil demostrar deficiencias vitaminicas, ya que la flora
intestinal aporta vitaminas, lo que enmascara la incapacidad del animal para
sintetizarlas. En cualquier caso, los peces y crustaceos tienen requerimientos en
vitaminasbastante similares(Tabla 17). Un aspecto a tener en cuenta es que una
vitamina puede estar presente en una célulamicroalgal peroligada y de formano
disponible para el animal a alimentar; por ejemplo, los rotiferos son incapaces de
utilizar cianocobalamina ligada de Dunaliella sp, pero cubren sus necesidades a
partir de la cianocobalamina soluble excretada por el alga (Scott, 1981).

ESPECIES MAS UTILIZADAS EN ACUICULTURA

Existen unas 40 especies de microalgas utilizadas comtinmente como
alimento en acuicultura marina (Tabla 18). Dentro de las diatomeas, las especies
maés utilizadas son Skeletonema costatum, Chaetoceros spp. y Phaeodactylum
tricornutum. Las dos primeras tienen un gran valor nutricional, mientras que P.
tricornutum, aunque es mas facil de cultivar, su valor nutritivo es menor. Las
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Tabla 19.- Clases y géneros de microalgas cultivadas como alimentos para especies de

animales cultivadas en acuicultura (Parcialmente tomada de Pauw & Persoone, 1988).

Clase Género Organismos alimentados
Bacillariophyceae Skeletonema Peneidos, moluscos
Thalassiosira Peneidos, moluscos
Phaeodactylum Peneidos, moluscos, Artemia
Chaetoceros Peneidos, moluscos
Nitzschia Artemia
Haptophyceae Isochrysis Peneidos, moluscos, , Artemia
Chrysophyceae Monochrysis Moluscos, Artemia, Brachionus

Prasinophyceae

Tetraselmis

Peneidos, moluscos, Artemia
Brachionus

Chlorophyceae Dunaliella Moluscos, Artemia, Brachionus
Chlamydomonas Moluscos
Chlorella Moluscos, Artemia, Brachionus
Scenedesmus Brachionus, Artemia
Nannochloris Moluscos, Brachionus,
copépodos
Brachiomonas Moluscos
Cyanophyceae Spirulina Peneidos, moluscos, Artemia,

Brachionus

diatomeas se utilizan tanto para cultivos de zooplancton como para moluscos; en
estos ultimos parece que tienen un papel importante en la maduracién
gametogénica y puesta.

Entre las haptoficeas y crisoficeas, las dos especies més importantes son
Isochrysisgalbanay Monochrysis lutheri, consideradas como basicas para la cria
larvaria de moluscos bivalvos.

La prasinoficea Tetraselmis suecica es una delas microalgas mas utilizadas
en acuicultura por sus excelentes cualidades nutritivas y su 6ptimo crecimiento.

Entre las cloroficeas se pueden citar a Dunaliella spp. y Chlamydomonas
Spp., ambas con tasas de crecimiento elevadas, pero sedimentan facilmente y no
parecen tener una alta calidad nutritiva debido a deficiencias en su composicién
en dcidos grasos esenciales. Con Chlorella spp. losresultados son contradictorios;
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en Japén es ampliamente utilizada para el cultivo de rotiferos, sin embargo en
moluscos se han obtenido pobres resultados debido a que no pueden digerir la
pared celular compuesta de celulosa, incluso en algunos casos se han descrito
fenémenos de toxicidad. Con Nannochloris los resultados son igualmente diver-
sos debido también en parte a su confusa situacién taxonémica, integrando hasta
hace poco tiempo microalgas pertenecientes a distintas clases.

APLICACIONES

La produccién de microalgas es un método indispensable para el cultivo
comercial de larvas de moluscos, crustdceos y ciertos peces. Las microalgas se
pueden utilizar directamente en la alimentacién de una especie de importancia
comercial como alimento vivo o indirectamente como alimento para especies
zooplancténicas, como Brachionus plicatilis o Artemia,que a suvezson utilizadas
en la alimentacién de larvas. Generalmente, una sola especie de microalga es
incapaz de satisfacer todos los requerimientos nutritivos de la especie a alimen-
tar,normalmentedebidoacarenciasen compuestos esenciales,como aminodcidos
o0 acidos grasos, por lo que se utilizan mezclas de varias especies (Stromgren y
Cary, 1984; Enright et al., 1986a; Albentosa et al., 1993).

Otro tipo de utilizacién es, una vez secas, incluirlas en piensos; de esta
forma se han obtenido buenos resultados, por ejemplo en el cultivo de peces
(Sandbank y Hepher, 1978), Artemia sp. (Sorgeloos, 1974) o semilla de ostra y
almeja (Laing y Gil-Verdugo, 1991).

Otraaplicaciénindirectadelas microalgasenacuiculturaesla estabilizacién
de estanques. Se ha demostrado que la adicién de microalgas a los tanques de
cultivo mejora el crecimiento y supervivencia de larvas de rodaballo (Ramos,
1978), produciéndose este efecto asimismo paralarvas de otras especies (Howell,
1979; Juario y Storch, 1984). El efecto positivo de la adicién de microalgas a los
tanques sobre el ritmo de crecimiento y supervivencia se ha atribuido al mante-
nimiento de la calidad del agua por la accién de las microalgas -produccién de
oxigeno y utilizacién de amonio- (Seymour, 1980), asi como a la excrecién de
factores de crecimiento (Brown et al., 1989).

CULTIVO DE MOLUSCOS

El desarrollo de la acuicultura de moluscos fue seguido de un interés
creciente en la produccién masiva de determinadas microalgas marinas para
utilizarlas comoalimento en estos sistemas, puesto que actualmente constituyen
la principal fuente de alimentacién que permite el desarrollo larvario. Las algas
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unicelulares vivas producidas en cultivo contienen todos los elementos propios
para satisfacer las necesidades alimenticias de los estados iniciales de bivalvos
cultivados.

Entre las especies mas efectivas en la nutricién de larvas destacan:
Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana, Thalassiosira pseudonana, Chaetoceros
calcitrans, Monochrysis lutheri, Dunaliella tertiolecta.

Son numerosos los factores aleatorios que perturban la planificacién de la
produccién intensiva de estas microalgas. Esto ha llevado a algunos autores a
intentar conseguir otros alimentos, como féculas, levaduras, anterozoides de
Fucus, algas liofilizadas o microcdpsulas enriquecidas, sin que en ningun caso se
hayan obtenido resultados superiores a los de las dietas microalgales (Haven,
1965; Epifanio, 1982; Langdon, 1982; Laing, 1987).

Aunque en principio fue materia de controversia, la tendencia generaliza-
da en acuicultura es la utilizacién de dietas microalgales mixtas, pues muchas
especies potencialmente validas presentan carenciasimportantes en determina-
dos factores de crecimiento (Brown et al., 1989; Yufera y Lubidn, 1990).. Este tipo
de alimentacién es de gran importancia en cultivos comerciales ya que el cultivo
de larvas con dietas mixtas asegura un crecimiento rapido y un alto indice de
metamorfosis (Utting, 1986; Tan Tiu et al., 1989). Por otra parte, semillas
alimentadas con dietas de altovalor alimenticio crecieron més deprisa y tuvieron
una mortalidad menor cuando setransplantaron a mar abierto (Laing y Millican,
1986). Esto hace pensar que el alimento ingerido por las larvas puede tener
influenciaenlavitalidad de las semillas. La dietamicroalgal puede ser sustituida
parcialmente o enriquecida con materia orgdanica microencapsulada (Laing,
1987) o microalgas secas (Laing y Gil-Verdugo, 1991), pero ello puede estimular
un alto crecimiento bacteriano (Laing, 1987; Brown et al., 1989).

Se han observado diferentes grados en el comportamiento de las larvas de
bivalvos referidos al alimento. Laslarvas yjuveniles de ostra requieren el aporte
de acidos grasos esenciales (Langdon y Waldock, 1981; Thompson y Harrison,
1992) y el ntimero de microalgas utilizadas en su alimentaciéon es por ello
restringido. Microalgas como la diatomea Phaeodactylum tricornutum, de bajo
valor nutritivo para juveniles de ostra (Walne, 1970; Enrightetal.,1986b), es sin
embargounalimento aceptable paralarvasde ostra (Wilson, 1978; Ferreiroet al.,
1990) yjuveniles de almeja y mejillon (Walne, 1970). Por otra parte, la semilla de
las almejas Tapes semidecussata y Mercenaria mercenaria puede cultivarse con
dietas microencapsuladas enriquecidascon un 15% (en peso) de microalgasvivas,
mientras las ostras O. edulis, C. gigas y C. virginica requieren al menor un 60%
de la dieta como microalgas vivas (Laing, 1987).
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En cuanto al alimento de adultos no es muy diferente del de las larvas de
la misma especie, s6lo que al ser de mayor tamaifio son menos exigentes y menos
selectivosalahora deelegir su alimento, ysueleutilizarseaguade marnofiltrada
directamente o enriquecida con microalgas cultivadas (Millican y Helm, 1994).

Alahorade seleccionar las algas unicelulares utilizadas como alimento por
una especie determinada de bivalvo debemos tener en cuenta tres criterios:

1.- Talla. Es un parametro limitante que viene determinado por la especie
debivalvo considerada y porla edad delosindividuos. Asi, el eséfagodelaslarvas
no permite la ingestién de particulas de més de 10 nm. La toma de alimento es
importante y se traduce en un crecimiento acelerado (Winter, 1978; Webby Chu,
1982).

2.- Calidad nutricional. Depende del tipo de molusco en crecimiento y de su
estado dedesarrollo. Existen distintosfactores queincidenenlacalidad nutricional:
presencia o ausencia de pared celulargruesa,la composicién quimica global de las
microalgas, la naturaleza de los lipidos, especialmente los acidos grasos, movili-
dad (no sedimentan) y ausencia de toxicidad (De Pauw, 1981; Brown et al., 1989).
Unadelasclaves para el buen crecimiento delaslarvas, asicomo de los adultos,
estriba en la disponibilidad y equilibrio de 4cidos grasos. Experiencias con
distintas microalgas en la dieta muestran que, atin siendo dificil identificar las
diferencias criticas nutricionales entre las dietas de microalgas, aquellas que
presentaban mejores resultados tenian altos niveles de dcidos grasos 22:6w3 y
20:5w3 (Langdon y Waldock, 1981), asi como altos niveles de glicidos (Enright et
al., 1986a,b) y acidos grasos saturados (Thompson y Harrison, 1992).

3.- Facilidad de produccién de cultivo. Es muy importante para la produc-
cién diaria de grandes cantidades de microalgas. Es por esto que en cultivos
masivos de moluscos se utilizan especies resistentes (Laing y Ayala, 1990).

En resumen, las mejores algas unicelulares son aquellas que tienen un
tamaifo inferiora 10 pm y un valor nutritivo adecuado. No deben ser téxicas y dan
mejor resultado las especies méviles, debido a que no sedimentan, y las que
carecen de pared celular gruesa por ser méas facilmente digeridas.

En el cultivo de larvas o semilla es necesario mantener una racién diaria
(mg microalgas/individuo/dia) que sostenga una tasa de crecimiento alta, y que
aumentara progresivamente con el desarrollo del individuo. El niimerode células
algalesingeridas porindividuoy dia aumenta con el tamaifio de la larva o semilla
(Walne, 1974). De esa forma, el volumen de cultivo microalgal que serd necesario
producir dependerd del nimero de individuos por litro de agua en los tanque de
cultivo, tamarfio de los mismos y ntimerode células algalesrequerido, que es a su
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vez funcién del tamafio de la célula (ver més adelante).

Un factor importante a tener en cuenta es la concentracién del alimento,
intentando establecer qué concentraciones son las adecuadas para obtener un
crecimiento 6ptimo.

En relacién a esto, dos conceptos importantes a tener en cuenta son los de
tasa de filtracién (volumen de agua filtrado en unidad de tiempo) y tasa de
ingestion (ntimero o biomasa de microalgas ingeridas en la unidad de tiempo) y
su variacién en funcién de la utilizacién de cultivos concentrados o diluidos
(Winter, 1978; Yufera y Lubidn, 1990; Riisgard, 1991)..

Cultivos concentrados: al aumentar la concentracién de alimento se
produce un aumento de la tasa de ingestion y un descenso en la tasa de filtracién.
La tasa de ingestién aumenta con la concentraciéon de particulas hasta un
maximo, por encima del cual se hace independiente. Como no todo el alimento
filtrado puede seringerido, ya que hay unalimitacién marcada por esa capacidad
deingestion, una cierta parte se debe expulsar, lo que se puede realizar bien por
medio de los cilios o bien en forma de pseudoheces. En cultivos muy densos, sin
embargo, la tasa de ingestién desciende. Existe también una relacién entre la
tasa deingestién y el tamafode las microalgas cuando se mantiene constante su
densidad, de manera que la maxima ingestion calculada, nimero de células/dia,
disminuye con el incremento en el tamario de las microalgas. La tasa de ingestion
estd modulada por cambios en la tasa de filtracién.

Cultivos diluidos: a concentraciones mas reducidas de alimento las
larvas pueden responder aumentandola actividad filtradora para conseguir una
mayor ingestion. Si la concentracién de alimento es muy diluida se produce un
crecimiento muylentoy de hecho concentraciones demasiado bajas impiden que
las larvaslleguen a la etapa de fijacion.

Finalmente, debe tenerse en cuenta que la informacién relacionada con el
analisis bioquimico tanto de las especies microalgales utilizadas como de las
larvas a lo largo de su desarrollo, puede ser lo mas determinante a la hora de
correlacionar una dieta dada con la evoiucién del cultivo (Enright et al., 1986b;
Utting, 1986; Thompson y Harrison, 1992; Albentosa et al., 1993).

ARTEMIA

Artemia sp. es un primitivo crustdceo braquiépodo que se caracteriza por
presentar un cuerpo alargado y carecer de caparazoén rigido. En estado adulto
tiene aproximadamente un tamafio de 10-12 mm.

Artemia es un crustaceo filtrador y basa su alimentacién en la captura de
bacterias, algas unicelulares, pequenos protozoos y detritos finamente divididos
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presentes en el medio acudtico en que vive, mediante una constante actividad
filtradora a través de los telopoditos de sus toracépodos. El dispositivo filtrador
de Artemia retiene cualquier tipo de particulas en suspensién del medio, ya sean
de origen inorgédnico u organico. Se trata de un proceso continuo y no selectivo.

Existen cepas bisexuales y cepas partenogenéticas, en ambos casos las
hembraspuedenpresentarreproduccién ovipara(alalcanzarelestadode gastrula,
el embrién es rodeado por una cdscara y es depositado en el medio en forma de
quiste) y ovovivipara (la hembra libera nauplios al medio). El producto de la
reproduccion ovipara proporciona enormes ventajas ya que los quistes son
embriones deshidratados einactivos que estan rodeados porunacubierta quitinosa
que les confiere gran resistencia.

La capacidad de formar embriones resistentes es lo que ha hecho que
Artemia sp.sea elanimal zooplancténico mas cultivado,ya que permite mantener
un alimento vivo en condiciones excepcionales de conservacién, transporte y
almacenamiento, que, previa inmersién en agua de mar, reinicia su actividad
metabdlica y a las 24 h alcanza el estado de nauplio.

El nombre de la especie, Artemia salina L., carece de validez taxonémica
desde que se comprobé la existencia de aislamiento reproductivo entre distintas
poblaciones, porlo que estas poblaciones de Artemia sp. procedentes de diferentes
lugares se designan como cepas. Las diferentes cepas presentan distintas carac-
teristicas y, como consecuencia, se seleccionan unas u otras segun el uso que se
vaya hacer de ellas. En este terreno, Espafia presenta un gran potencial ya que
se han descubierto gran variedad de poblaciones de Ariemia sp. en diferentes
localidades.

Artemia sp. es esencial para el desarrollo de la acuicultura ya que todavia
nose ha encontrado un alimento adecuadoquelo sustituya en la alimentacién de
especies marinas y dulceacuicolas en cultivo (lenguado, rodaballo, lubina, dora-
da, camardn, langostino, bogavante, etc.).

Lademanda mundial de quistes de Artemia sp.en 1980 fue de 46 toneladas
aproximadamente, en 1985 aumenté a 85toneladasy se espera que en el afio 2000
la demanda de quistes alcance las 170 toneladas debido al creciente desarrollode
las plantas de cultivo de peces y crustéaceos.

Las caracteristicas de Artemia sp. que la hacen tan adecuada para la
alimentacién en acuicultura son:

e crecimiento rapido, ya que en condiciones 6ptimas crece de larva a
adulto en menos de 2 semanas, aumentando 20 veces en longitud y 500
veces en peso (Reeve, 1963).
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e puede ser cultivada en un amplio rango de salinidades (Gamallo, 1992).
e hay cientos de cepas naturales de Artemia con distintas caracteristicas.

® puede reproducirse de dos formas: reproduccién viva o produccién de
quistes.

e los quistes pueden ser tratados como un material inerte y en condiciones
adecuadas pueden ser almacenados durante afios, manteniendointacta
su viabilidad (Verischele et al., 1990).

e lamanipulacién necesaria para provocar la eclosién de los quistes es un
proceso muy simple y econémico mediante el cual, en pocas horas, se
obtiene gran numero de presas vivas de tamarfio adecuado.

e tiene alta tasa de fecundidad (més de 100 quistes o nauplios cada 100
dias) y un largo periodo de vida, que puede pasar de los seis meses.

e ¢l cultivo de los nauplios de Artemia sp. hasta el estado adulto es muy
sencillo y nos permite obtener con un gasto minimo gran cantidad de
biomasaconunostamanosadecuadosalaalimentacién delos diferentes
estados de desarrollo de la especie a cultivar

e dado que es un filtrador de particulas no selectivo, se puede considerar
la posibilidad de alimentacién mediante preparados econémicos o ferti-
lizantes (Verischele et al., 1990).

® puede crecer en altas densidades con éxito (més de 100000 animales por
litro) en agua de mar.

® los adultos poseen un alto valor nutritivo, su exoesqueleto es muy fino
(menos de 1 nm) y el 60% de su peso seco consta de proteinas ricas en
aminodcidos esenciales (Claus et al., 1979). Contiene ademas significa-
tivas cantidades de vitaminas, hormonas, carotenoides, etc. (Gallagher
y Brown, 1975; Soejima et al., 1980).

e Artemia sp. puede ser utilizada como un vector para suministrar a las
larvas de especies comerciales sustancias que son fundamentales para
su desarrollo; esto se consigue proporcionando a Artemia sp. estas
sustancias disueltas en su medio de cultivo o bien microencapsuladas;
al pocotiempoyalasha asimilado y puede ser suministrada como presa
a las especies en cultivo.

Cultivo
Las condiciones de cultivo influyen directamente sobre la tasa de creci-
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miento que, junto con el sistema de cultivo empleado, determina los rendimien-
tos.

Losfactores a tener en cuenta para el cultivo de Artemia sonlos siguientes:

e Temperatura:tieneunaincidenciaimportante enlos procesosdeeclosiéon
de los quistes y en las distintas fases de desarrollo (Wear y Haslett,
1986). Su importancia es capital en el tiempo de gestacién y de genera-
ciéon (Wearet al.,1986). No obstante, Artemia puede crecer en un amplio
rango de temperaturas, variable segtin las distintas cepas.

e Salinidad: Artemia es una especie eurihalina. Sin embargo, un impor-
tante efecto de la salinidad en el ciclo de vida de Artemia se produce
sobre el metabolismo de los quistes (Wear y Haslett, 1986). Los quistes
de Artemia inician su mecanismo de eclosién cuando la salinidad del
medio decrece por debajo de un cierto valor, dependiente de la cepa. A
salinidades superiores a este valor los quistes nunca eclosionan, puesto
que no se hidratan suficientemente, requisitoindispensable para que se
inicie el metabolismo de eclosién.

e Jluminacién: aunque la intensidad luminosa puede afectar negativa-
mente la velocidad de crecimiento de larvas de Artemia como resultado
de la mayor actividad natatoria de las mismas debido a su fototactismo
positivo, su papel es mucho méas destacado en los procesos
desencadenantes de la eclosién de los quistes. La intensidad luminosa
estd en relacién inversa con el nimero de nauplios o de quistes en cada
puesta (Sorgeloos et al., 1986).

e Concentracion de oxigeno: afecta al modo de reproduccién y puede ser
deletérea para las larvas cuando es continua, pudiendoinclusoreducir
el grado de crecimiento (Von Henting, 1971).

e Alimentacion: A pesar de que Artemia es un filtrador no selectivo y
obligadode particulas, ciertas caracteristicas son criticas en la seleccién
de una apropiada dieta para el cultivo de la misma (Verischele et al.,
1990):

% tamano de particula, que debe ser menor de 50 pm,

% digestibilidad y valor nutritivo,

% escasa solubilidad, que debe ser minima para reducir el
deterioro del agua de cultivo.

Artemia se puede cultivar con éxito dentro de un amplio rango de dietas
vivas e inertes: microalgas, macroalgas, levaduras, harina de trigo, harina de
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pescado, arroz, etc. (Shimaya et al., 1967; Sorgeloos, 1973; Sorgeloos et al., 1980;
Gamallo, 1992).

Las microalgas constituyen la mejor dieta viva para Artemia aunque no la
maés econémica. A pesar de que su valor nutritivo estéd relacionado con la cepay
origen geografico de la Artemia ala que sirven de alimento, sus caracteristicas en
cuanto a tamario, facilidad de cultivo y obtencién de altasdensidades celulares en
cultivo las hacen insustituibles en los propdsitos de cultivo de Artemia. Se ha
ensayado el valor nutritivo de distintas especies de microalgas bien en dietas
monoalgales o en combinaciones de varias especies (Gamallo, 1992).. Las mayo-
res tasas de crecimiento de Artemia se presentan cuando se alimentan con
microalgas de granreserva energéticay proteica. Por el contrario, las microalgas
con alto contenido en cenizas y escasas reservas proteicas y lipidicas causan una
tasa de crecimiento menor.

Sin embargo, la produccién masiva de microalgas constituye un punto
critico en los sistemas de acuicultura, lo que ha replanteado su utilizacién en
formade suspensiones homogeneizadas por ultrasonidos, congeladasoliofilizadas,
o la utilizacién de dietas inertes (De Pauw y Persoone, 1988).

Parala produccién a gran escala de adultos las materias primas naturales
secas resultan menos costosas que las microalgas vivas y, a diferencia de éstas,
pueden almacenarse largos periodos de tiempo. Varios productos de desecho
agricola, como salvado de arroz, soja o maiz, o de bioindustrias, como suero en
polvo, se han revelado como una fuente adecuada de alimentacién para cultivos
de Artemia, aunque todas estas materias primas necesitan de un tratamiento
apropiado para ajustar el tamaifio de particula (Dobbeleir et al., 1980; Sorgeloos
et al., 1980; James et al., 1981). El objetivo de la utilizacién de dietasinertes de
bajo coste es rentabilizar la produccién de grandes biomasas de Artemia de cara
a su comercializacién o utilizacién.

Como Artemia es un filtrador continuo el crecimiento méas rapido y la
conversién mas eficiente de alimento se obtienen con densidades de alimento
constantes. La transparencia del medio es un parametro til para determinar la
dosis 6ptima de alimento.

En general, las técnicas de cultivo implican los siguientes requisitos:

% agitacion del cultivo para asegurar la distribucién homogénea del alimento.

% oxigenacién del medio para permitir el desarrollo del cultivo a elevadas
densidades. Las particulas alimenticias deben ser mantenidas en sus-
pensién para que puedan ser filtradas, paraelloserecurreala agitacién
del medio por aireacién con lo cual también se mantienen niveles de
oxigeno adecuados.
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% posibilidad de automatizacién para impedir cambios drasticos de las
condiciones de cultivo.

En general, para el cultivo de Artemia sp. se parte de lotes homogéneos de
quistes que sehidratan manteniéndolos durante 24 horasenaguaaunasalinidad
de 15-30 g/l, con aireacién por burbujeo e iluminacién inicial, necesaria para
activar el mecanismo de eclosién. El proceso se desarrollard a la méxima
velocidad con una temperatura del agua entre 20 y 25 °C.

En estas condiciones, en 24 horas aproximadamente, los quistes viables
han eclosionado y los nauplios han de separarse de las cubiertas vacias, quistes
no viables y otros residuos transfiriéndolos a un medio limpio. Durante las
siguientes 24 horas no es necesario proporcionar alimento a los nauplios porque
su sistema digestivo todavia no es funcional (boca y ano permanecen cerrados),
mientras consumen su reserva de vitelo.

Enmuchasocasiones es conveniente utilizarlos nauplios recién eclosionados,
pues su contenido energético es superior debido a la presencia del vitelo. Aunque
no se les proporcione alimento, si es posible aumentar su valor nutritivo adicio-
nando al medio sustancias que pueden ser incorporadas a través de los tejidos
corporales (4cidos grasos poliinsaturados, antibiéticos, aminoacidos, etc.).

ROTIFEROS

Los rotiferos son animales acudticos de menos de 2 mm de longitud. Son
filtradores y su extremo anterior estd modificado en un aparato rotatorio ciliado,
cuyo movimiento origina corrientes que atraen a los microorganismos de que se
nutren. La especie més cultivada es Brachionus plicatilis,que se encuentra tanto
en aguas salobres como en el mar y es fundamental para la alimentacién de fases
larvarias de crustdceos y peces.

Las principales ventajas que ofrece Brachionus plicatilis para su cultivo
son (Pourriot, 1990):

% su pequefio tamafio (100-300 nm), lo que permite alaslarvas de peces y
crustédceos ingerirlos cuando todavia no pueden ingerir nauplios de
Artemia.

*s su alimentacién facil y econémica a base de microalgas y/o levadura o
dietas inertes.

% su alta velocidad de reproduccién bajo determinadas condiciones de
cultivo, pudiendo duplicarse la poblacién en menos de un dia.

% su resistencia a amplias variaciones de salinidad y a temperatura y
densidades de cultivo muy elevadas.
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Brachionus plicatilis es un filtrador y puede ser alimentado con una
variedad de alimentos tales como microalgas, levaduras, bacterias, dietas iner-
tes, microcapsulas, etc. (Coveset al., 1990; Yufera y Lubian, 1990). El tamario de
la abertura de la boca del rotifero determina el tamafiomédximo de las particulas
ingeridas, siendo éste de 30 nm para B. plicatilis (Pourriot, 1990).

Brachionus plicatilis exhibe una selectividad en la filtracién (Chotiyaputta
y Hirayama, 1987). Esta selectividad llega a preferir microalgas en la fase
exponencial que las de decrecimiento; esto es de gran importancia por las
implicaciones dietéticas que lleva consigo en cultivos de larvas. La eleccién de
microalgas en fase exoponencial se supone debida a una mayor facilidad de
digestion con respecto a las células en decrecimiento, ademéas de aportar una
mayor calidad nutricional al rotifero.

La tasa de ingestién en rotiferos cambia con la temperatura, salinidad y
concentracién de comida (Pourriot, 1990; Yufera y Lubidn, 1990). En este ultimo
caso, a medida que se va aumentando la concentracién de alimento, se aumenta
la tasa de ingestion de B. plicatilis, pero llega un momento que aunque se
aumente la concentracién el rotiferono ingiere mas comida por unidad de tiempo,
llegandose al estado de saciedad, por lo que se debe tener en cuenta en cultivos
masivos para que no se produzca desperdicio del alimento. El alimento debe
suministrarse, en cultivos industriales, a una alta concentracién inicial o bien
varias veces al dia, para mantener una alimentacién continua en orden a
mantener el metabolismo y reproduccién del rotifero.

La densidad de microalgas tiene un marcado efecto en el crecimiento,
existiendo para las distintas especies microalgales una minima densidad para
obtener el maximo rendimiento en rotiferos, ain cuando algunos autores sefialan
que aunque se sobrepasen mucho las densidades estandar esto no parece afectar
al rotifero. Lo cierto es que a altas densidades de microalgas pueden producir una
inhibicién del crecimiento (Hirayama et al., 1979; Yufera et al., 1983). Asimismo,
se pueden originar variaciones importantes de pH y concentracién de O, que
inciden negativamente sobre el rotifero. Se han obtenido distintas respuestas
respecto a supervivencia, tasa de crecimiento y fecundidad con distintas densida-
des de microalgas (revisado en detalle por Yufera y Lubian, 1990).

CorEPODOS

Los copépodos son crustiaceos de unos pocos mm de longitud, de cuerpo
generalmente corto y cilindrico. El cultivo masivo de copépodos para alimento
aun no dispone de una técnica adecuada. La especie més cultivada es Tigriopus
Jjaponicus, que algunos autores consideran como posible sustituto de la Artemia.
Los copépodos se alimentan fundamentalmente con microalgas aunque se han
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ensayado otros sistemas alternativos (macroalgas, soja, etc.). El inconveniente de
los copépodos es que viven préximos al fondo y las paredes del recipiente de
cultivo, y se desplazan con movimientos muyrapidos, lo que los hace inaccesibles
para las larvas. Los nauplios de copépodos son pelagicos y presa facil para las
larvas. Sin embargo, es muy dificil mantener en condiciones controladas un
cultivo de copépodos.
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9.- Otras aplicaciones

En contraste con las macroalgas, las algas microscépicas apenas han sido
explotadas comercialmente. Las mas de 30000 especies de microalgas represen-
tan portantounrecurso natural practicamente inexplotado. Hay muchas venta-
jas en la produccién de microalgas con propdsitos econémicos, que se pueden
resumir en (Cohen, 1986; Richmond, 1990):

1. El cultivo de microalgas es un sistema biolégico eficiente de utilizacién
de la energia solar para producir materia orgdnica. Muchas microalgas crecen
maés rapido que las plantas terrestres y es posible obtener mayores rendimientos
anuales de biomasa.

2. Bajo ciertas condiciones, muchas especies de microalgas pueden acumu-
lar en altas concentraciones compuestos de interés comercial, como proteinas,
lipidos, almidén, glicerol, pigmentos naturales o bioplimeros (Burlew, 1953;
Richmond, 1983; Cohen, 1986).

3. El ciclo vital de la mayoria de las microalgas se completa en unashoras,
lo que hace que la mejora y seleccion genética de las especies sea relativamente
facilyréapida. Este hecho es particularmente cierto paralas cianobacterias y sera
un punto de especial importancia en la biotecnologia microalgal.

Se han propuesto y desarrollado numerosas aplicaciones de las
cianobacterias y microalgas en diversos campos tecnolégicos, en cultivo masivo o
continuo, libres o inmovilizadas, vivas o procesadas, algunas de las cuales se
encuentran en plena explotacién comercial. Entre estas aplicaciones se incluyen:

e Biomedicina y farmacologia: ademads de su utilizacién en dietética o el
tratamiento de heridas, algunas microalgas presentan efectos
hipocolesterolémicos, actividades antibacterianasy antifangicas y acti-
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vidades antitumorales (Cohen, 1986; Borowitzka 1988a,b; Pesando,
1990; Giiven et al., 1990)

e Industria quimica y alimenticia: produccién de sustancias de interés
comercial, tales como vitaminas, pigmentos, fitol, aminodcidos,
polisacaridos, glicerol, enzimas, promotores del crecimiento en indus-
trias de fermentacién; ceras, biosurfactantes, fosfolipidos y lecitinas,
4cidos grasos esenciales y prostaglandinas, o la utilizacién de los lipidos
algales para la produccién de fueles liquidos (Borowitzka 1988a,b;
Cohen, 1986; Richmond, 1990).

e Tratamiento de aguas: tratamiento de aguas residuales; detoxificacién
bioldégica y control de metales pesados en aguas naturales o en aguas
industrialmente contaminadas (Oswald, 1988; Lincoln y Earle, 1990;
Maeda y Sakaguchi, 1990; Greene y Bedell, 1990).

e Agricultura: utilizacién de la biomasa microalgal como biofertilizador
(Becker y Venkataraman, 1982; Venkataraman, 1986).

Algunas de estas aplicaciones se resumen a continuacion.

POSIBLES USOS TERAPEUTICOS DE LAS MICROALGAS

EFECTO DE HIPOCOLESTEROLEMIA

En el curso de distintos experimentos con ratas utilizando microalgas como
fuente de proteina, se observé que lasratas alimentadas con dietas microalgales
siempre mostraban niveles mas bajos de colesterol. Esta observacién preliminar
condujo al disefio de experimentos para establecer el efecto hipocolesterolémico
delasdietas con microalgas(AnusuyaDevietal.,1979).Seutilizaronratas macho
adultas alas que seindujouna hipercolesterolemia adicionando colesterol y sales
biliares a la dieta. Se utilizaron 3 dietas: una control de caseina al 10% y dos con
microalgas al 10 y 15% del nivel proteico. Las ratas alimentadas con caseina
presentaron un nivel de colesterol en suero més alto que las alimentadas con
dietas microalgales. La reduccién de colesterol fue ya significativa con la dieta
microalgal al 10% y la dieta al 15% redujo ain mas este nivel. Los niveles de
colesterol en higado fueron, asimismo, menores en las ratas alimentadas con
dieta microalgal.

RolleyPabst(1980)estudiaron el efectohipocolesterolémicode Scenedesmus
en ratas, encontrando que el nivel de triglicéridos en plasma de animales
alimentados con lamicroalgafue menor que en los controles. La dieta enriquecida
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con microalgas impide, asimismo, una excesiva deposicién de colesterol en el
higado.

COMIDAS NATURALES O DIETETICAS A BASE DE MICROALGAS

En los ultimos 40 afios se ha investigado el uso potencial de microalgas en
la dieta humana. En un ensayo realizado en Pertd (Gross et al., 1982) nifios y
adultos sanos recibieron diariamente 5 y 10 g respectivamente de harina de
microalgas (Scenedesmus acutus) en su racién diaria; los andlisisde sangre, orina
v heces, asi como las pruebass de alergia, al principio y al final del estudio,
demostraron la buena aceptacién de las microalgas sin ningin dafio detectable.
Scenedesmusfuetambién bien aceptada por nifios ligeramente malnutridos, cuya
ganancia de peso fue significativanebte mayor que la de un grupo control. En otro
ensayo, bebés hospitalizados con una severamalnutricién recibieron acompanan-
do a su dieta terapeutica convencional una racién diaria de 0.49 g de proteina
algal por kg de peso; los datos psicomotrices y antropométricos asi como los
andlisis de sangre demostraron mejoria en el estado de los nifios, y el aumento de
peso fue significativemente superior en los nifios alimentados con el alga.

Spirulina se ha administrado a nifios desnutridos (Ramos, 1973) y adultos
(Sautier y Temolieres, 1975) con resultadios satisfactorios. Similares resultados
fueron descritos por Fox (1986) y Miao (1987). Spirulina se utiliza también para
corregir la malnutricién en vitamina A y para mantener bajos niveles de azicar
en sangre. Spirulina en polvo tienen el contenido proteico mayor de cualquier
alimento natural (60-70%), mucho mayor que el pescado (15-20%), judias (35%),
leche seca (35%), cacahuetes (25%), huevos frescos (12%) o cereales (8-14%)
(Henrickson, 1989). Ademas de la proteina, la composicién de Spirulina en polvo
contiene un 20% de carbohidratos, 5% de grasa, 7% de minerales y 3-6% de
humedad (Henrickson, 1989). Spirulina es, por tanto, una fuente de proteina
libre de colesterol, con bajo contenido en grasa y bajo contenido calérico, a
diferencia de la carne (rica en grasa). Su contenido en vitaminas y dcidos grasos
de Spirulina refleja otro importante ventaja como alimento humano. Esto hace
que después del uso inicial de Spirulina como depresor del apetito, actualmente
reciba atencién por sus caracteristicas nutricionales tinicas; se vende principal-
mente como comida dietética en forma de polvo, granulos o “flakes” asi como en
tabletas y cdpsulass

Lo mismo puede decirse para Chlorella que se vende comercialmente como
“healthy food” en Japén y Taiwan. Las microalgas en tabletas se utilizan mucho
en Japén y otros paises occidentales como alimentos dietéticos. En Japén se
consumen tabletas de Chlorella como preparados multivitaminicos; también se
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consume una hierba medicinal, compuesta de Chlorella liofilizada en un 55%, que
se utiliza como remedio contra numerosas enfermedades.

Fuente de B-caroteno

Un caso especial de algas en dietas animales es el de satisfacer los
requerimientos de retinol en ratas con Dunaliella bardawil ya sea seca o en
extracto graso (Nagasawa et al., 1989). Los efectos de Dunaliella como fuente de
B—caroteno sobre la reproduccién y crecimiento corporal fueron estudiados por
Nagasawa et al., (1989) en ratones, concluyendo que la reproduccién y el
crecimiento corporal mejoraban por el B—carotenode Dunaliella. Anteriormente,
Ben-Amotz et al. (1986) demostraron que D. bardawil seca reemplaza con éxito
al retinol sintético en una dieta de pollos. Ratas alimentadas con D. bardawil
acumulaban en el higado 9-cis-B—caroteno y todo-trans-f—caroteno en una ratio
similar a la del alga.

TRATAMIENTO DE HERIDAS

Compuestos farmacetticos con Spirulina como ingrediente activo produ-
cen una cicatrizacién aceleradade heridas (Clementet al.,1967b). El tratamiento
se realizé con cremas, ungiientos, soluciones y suspensiones. Por otra parte, se
demostré que Spirulinay sushidrolizadosenziméticos promueven el metabolismo
de la piel e impiden la queratinizacién (Yoshida 1977).

TRATAMIENTO DEL CANCER CON FICOCIANINA

El pigmento azul ficocianina, que puede constituir aproximadamente el
20% del peso seco de Spirulina, se extrajo y se suministré oralmente a ratones
inyectados con células tumorales de higado (Iijima et al., 1982). La tasa de
supervivencia del grupo tratado fue significativamente mayor que la del control.
Después de 5 semanas la supervivencia del grupo control fue del 25%, frente al
90% en el grupo tratado. Después de 8 semanas no quedaba ningin ratén vivo de
los 20 del grupo control, mientras que el 25% del grupo tratado permanecia vivo.
Estudios adicionales mostraron que la actividad linfocitaria del grupo tratadofue
mayor que la del grupo control y la de un grupo normal de ratones. Segtn Iljima
et al. (1982) la ficocianina puede estimular de forma generalizada el sistema
inmunitario, proporcionando proteccién frente a distintas enfermedades. Estos
resultados dieron lugar a dos patentes respecto al uso de ficobilinas como agente
antitumorales, asi como paraeltratamientode ilcerasy hemorroides (Dainippon
Ink & Chemicals and Tokyo Kenkyukai, 1983).
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EXPERIENCIAS CON EL VIRUS DEL SIDA

Varios productos derivados de cianobacterias son activos in vitro contra el
virus del SIDA. Los productos activos se identificaron como glucolipidos pero no
se ha deescrito, hasta ahora, ni su modo de accién, ni el componente activo.

PROTECCION ANTICANCERIGENA POR §3-CAROTENO

Se ha demostrado que un elevado consumo de vitamina disminuye el riesgo
de cancer (Peto et al., 1981), pero no es la vitamina A procedente de fuentes
animales sino el B—caroteno lo que se correlaciona con una tasa menor de cancer
(Shekelleetal.,1981). Sehan estudiadolos efectosdelamicroalga Dunaliella rica
en B—caroteno en la tumorogénesis mamaria deratones. La suplementacién de la
dieta con D. bardawil inhibié significativamente la tumorogénesis (Nagasawa et
al., 1989). Asimismo se ha sugerido que cepas de Spirulina con alto contenido en
B—caroteno podrian reducir los riesgos de cancer si se consumen en cantidades
apropiadas; demostrandose que extractos algales con este pigmento inhiben la
carcinogénesis oral experimental (Schwartz et al., 1988).

AcCIDO r—LINOLENICO (GLA) Y ESTIMULACION DE PROTAGLANDINAS

Spirulina es una fuente natural concentrada de acido y-linolénico, que
constituye aproximadamente el 1% de su peso seco. El acido y-linolénico estd
implicado en la sintesis y metabolismo de las prostaglandinas, estando la
prostaglandina PGE, asociada con muchos aspectos fundamentales del organis-
mo, como laregulaciénde la presién sanguinea, sintesisde colesterol, inflamacién
yproliferacién celular. Generalmentela PGE1se forma a partir del 4cidolinoleico
de la dieta, que es primeramente convertido a y-linolénico, éste a dihomo-y—
linolénico y éste finalemente da PGE1 (Cohen 1986). Las grasas saturadas y el
alcoholinhibenla sintesis de prostaglandinas. La deficiencia en 4cidoy-linolénico,
y subsecuentemente de PGE1, puede estar relacionada con muchas enfermeda-
des degenerativas.

PRODUCTOS DE INTERES

PIGMENTOS

Bajodeterminadas condiciones las microalgas pueden acumular pigmentos
en la célula alcanzando concentraciones considerables. Los pigmentos més
importantes son las ficobiliproteinas (ficocianina y ficoeritrina) asi como una
gran variedad de carotenoides. Entre los carotenoides estdn el f-caroteno,
zeaxantina, astaxantina y luteina, con numerosas aplicaciones industriales, por
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ejemplo, colorantes alimentarios, potenciadores del color en salménidos, en la
yema de huevo, etc. Estas aplicaciones se potenciarian si se pudiera reducir
significativamente el precio de estos productos.

Otro pigmento de valor comercial es la clorofila. Se ha patentado un
productoqueutiliza clorofila de Spirulina como potente desodorante (Yamaguchi,
1981).

En cuanto a las ficobiliproteinas, se ha patentado la extraccién de la C-
ficocianina de Spirulina para obtener un pigmento azul que se utiliza en la
industria cosmética (Dainippon Ink. and Chemicals Inc., 1981); como no es
soluble en agua no se extiende por efecto de 1a humedad.

ACIDOS GRASOS

Los 4cidos grasos mas importantes son los poliinsaturados y de éstos los
esenciales. Para el hombre éstos son linoleico, araquidénico, linolénico y
eicosapentaenoico. A excepcién dellinoleico, los otros son raros tantoen aliementos
de origen animal como vegetal, sin embargo estdn presentes en cantidades
relativamente grandes en algunas microalgas. Un ejemplo, es Porphyridium
cruentum que, como se ha citado (capitulo 4), es particularmente rica en acido
araquidénico, precursor de prostaglandinas (Ahern et al., 1983). Otro 4cido graso
inportante es el y-linolénico.

HIDROCARBUROS, CERAS Y ESTEROLES

Otros productos que se pueden obtener de microalgas son los hidrocarbu-
ros. En Dunaliella salina méas del 30% de los lipidos totales son hidrocarburos
ciclicos y Botryoccocus braunii tiene un contenido en hidrocarburos de aproxima-
damente el 20% durante el crecimiento exponencial, aumentando hasta el 80%
del peso seco en condiciones desfavorables de crecimiento (Bachofen, 1982)

Muchas especies de microalgass verdes contienen mezclas complejas de
esteroles; el chondristerol de Scenedesmus obliquus o de Navicula pelliculosa
puede utilizarse como materia prima para la sintesis de hormonas como la
cortisona (Hoppe, 1979).

POLISACARIDOS

Lamayoria de las microalgas producen polisacdridos, algunos de los cuales
tienen aplicaciones industriales. Dos especies de Porphyridium, P. cruentumy P.
aerugineum, se utilizan comercialmente para la produccién de polisacdridos,
debido a que producen grandes cantidades de polisacdridos extracelulares bajo
condiciones definidas. Estos polisacaridos son de elevado peso molecular y con
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una viscosidad bastante alta y pueden competir con otros gelificantes (Percival y
Foyle, 1979;Savins, 1978). Pueden competir comercialmente con las carragininas,
alginatos y agarosa de las macroalgas, asi como con otros productos de bacterias
heterotrofas u hongos (Arad, 1988; Gudin, 1988).

Otro polisacdrido de importancia comercial es el almidén, que puedellegar
a suponer el 50% del peso seco en una cepa termofilica de Chlorella (Pirt y Pirt,
1977).

ENzivMas

La fosfofructoquinasa de Spirulina platensis es especifica para el ATP y
puede utilizarse para determinaciones de ATP. Asimismo varias especies contie-
nen endonucleasas derestriccién (Richmond, 1990). Célulaslibres e inmovilizadas
de Chlorella vulgaris y Anacystis nidulans tienen actividad aminoécido-oxidasa
(Wikstrom et al., 1982), que aumenta conluzroja. La superéxido dismutasa se ha
purificado de Spirulina y Porphyridium y estas microalgass pueden ser una
fuente de este enzima (Cohen, 1986).

AMONIO Y AMINOACIDOS

Ramos et al. (1987) y Guerrero et al. (1982) introdujeron el concepto de
produccién fotosintética de amonio por las cianobacterias. Alterando quimica-
mente la via de asimilacién de amonio puede conseguirse una fotoproduccién
efectiva de amonio a partir de nitrato o de nitrégeno atmosférico, lo que hace
posible la generacién industrial de amonio mediante este sistema fotobiolégico.

Determinados aminoacidos, como metionina, lisina, triptéfano, acido
aspartico yacido glutamico, son de gran demanda como componentes nutritivos
en alimentacién animal y/o humana. Se ha citado que algunas microalgas, como
Chaetoceros debile,liberaal medio d&minodcidos libres hata una concentracién de
900 nM (Hammer y Eberlein, 1981). Con manipulacién genética apropiada seria
posible obtener especies microalgales que acumulen aminoacidos en su célula o
los excreten al medio (Borowitzka, 1988).

BIOFLOCULANTES

Las cianobacteriass bénticas, fijas al sustrato, no pueden escapar de las
condiciones ambientales desfavorables, por loque susupervivencia y crecimiento
depende de un complejo conjunto de adaptaciones a las condiciones cambiantes
que prevalecen en el punto en donde se encuentran. Estas adaptacionesincluyen
la produccién de floculantes extracelulares capaces de sedimentar o flocular
particulas de arcillaen suspension, permitiendo asi quelaluzllegue alainterfase
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del bentos en aguas turbias. Se ha descrito la produccién de floculante por una
cepa de Phormidium en la fase estacionaria de crecimiento (Fattomm y Shilo,
1984), asi como por Anabaenopsis circularis (Bar-Or y Shilo, 1988). Las
cianobacterias producen diferentes tipos de floculantes, que pueden tenerimpor-
tantes aplicaciones industriales, en el tratamiento de aguas asi como en la
clarificacién y sedimentacién de coloides en industrias quimicas y de alimenta-
cién.

ANTIBIOTICOS Y VITAMINAS

Muchas especies microalgales producen sustancias con actividad antibiética
(Cohen, 1986; Borowitzka, 1988). S. obliquus se ha utilizado en el tratamiento
postoperatorio de la superficie de coagulacién; se han descrito actividades
antiviricas y antifingicas en la diatomea Asterionella notata; esta microalga,
junto con cuatro diatomeas mads, Chaetoceros lauderi, C. pseudocurvisteus, C.
socialis y Fragilaria pinnata, tienen una significativa actividad antifingica
(Pesando et al., 1979).

Se ha atribuido actividad antibiética a extractos de numerosas microalgas:
Chlorella, O.danica,Stichococcus mirabilis, Protosiphon botryoides, C. reinhardii
yAsterionella japonica.Se consideraquelabuisquedade actividad antibacteriana,
antifingica y antivirica en microalgas no ha hecho mas que comenzar, pero los
resultados obtenidos presentan un prometedor futuro.

La mayoria de las especies microalgales producen y requieren vitaminas,
algunas de interés comercial. En general, las microalgas pueden sintetizar la
mayoria de las vitaminas (Borowitzka, 1988), algunas de las cuales alcanzan
precios elevados como suplementos dietéticos. Algunas microalgas producen
significativasscantidades de vitamina E, que tiene un importante mercado como
antioxidante.

MICROALGAS COMO FUENTE DE ENERGIA

El mejor sistema de biofotolisis que produce hidrégeno libre se basa en
cultivosen condicioneslimitantes denitrégenode cianobacterias con heterocistos
(Benemann y Weare, 1974). Aunque los rendimientos obtenidos no permiten de
momento una aplicacién practica, existe ya una patente para la produccién de
hidrégeno de C. reinhardii (Yoshiharuet al., 1983). Otro aspecto desarrollado ha
sido la produccién de metano a partir de biomasa de microalgas por digestién
anaerobia (Cohen, 1988). Sin embargo, el desarrollo de métodos eficientes de
utilizacién no biolégica de la energia solar, ha hecho que pierda interés la
utilizacién de microalgas en la produccién de energia.
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BIOFERTILIZANTES

Segun Venkataraman (1986), el concepto de utilizar cianobacterias como
fertilizantes para fijar nitrégeno en campos de arroz fué desarrollado en la India
en 1939 por De, quien se dié cuenta de que el crecimiento de cianobacterias en el
suelo lo fertilizaba. Esta observacion fue posteriormente confirmada por Singh
(1942) y Watanabe et al., (1951). A partir de estos conocimientos se desarrollan
trabajos para potenciar el desarrollo delas cianobacterias fijadoras endégenas de
un suelo, asi como ensayos de inoculacién de cepas seleccionadas en un suelo.

Un "bloom" de cianobacterias puedetenerel efecto de 15-25 kg de nitrégeno
por hectarea (Watanabe, 1984). El potencial, sin embargo, es mucho mayor, y se
cree que latasa defijacion denitrégeno en cultivos exteriores de Anabaena puede
dar un rendimiento de més de 3 Tm de nitrégeno por hectareay aiio (Fonteset al.,
1987).

Noobstante,lautilizacién de cianobacterias como biofertilizantes presenta
también importantes problemas, derivados sobre todo de la incapacidad de
industrializar el proceso para producir buenos inéculos a un precio competitivo.
A estose suma, en ocasiones, el desconocimiento de las condiciones ambientales
en los ecosistemas dénde se aplican (fundamentalmente en arrozales), lo que
puede conducir a una fuerte inhibicién de las cianobacterias inoculadas.

TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Muchos tipos de aguasresiduales, de origen doméstico, animal o industrial,
constituyen un medio apropiado para el crecimiento de microalgas, que crecen
rapidamente en esos medios, convirtiendo la energia solar en materia organica
celulary produciendo calor. Este calor es beneficioso ya que acelera el tratamien-
to microbiolégico aerobio y anaerobio de los residuos y al mismo tiempo acelera
la muerte de especies patégenas que puedan estar presentes en el agua. La
actividad fotosintética proporcinaoxigenoparala oxidacién microbiolégica de los
residuos, y la incorporacién fotosintética de CO, sube el pH del agua residual
hasta un valor letal para muchas bacterias y virus patégenos (Richmond, 1980).
Estos hechos determinaron la utilizacién de microalgas en el tratamiento de
aguas residuales, iniciada por Oswald (1975). El proceso esencialmente consiste
en que los producos finales de la oxidacién bacteriana del residuo se incorporan
enlasmicroalgasyéstas puedenretirarse del agua yutilizarse condistintosfines,
mientrasqueel oxigeno producido es utilizado porlasbacteriass parala oxidacién
de méas materia orgdnica. Estos sistemas que combinan microalgas y bacterias
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paraun tratamiento controlado e intensivo se denominan estanques de alta tasa
de oxidacién (HROP) (Stengel, 1979).

Un problema de operatividad de estos sistemas de tratamiento se debe ala
dificultad de establecer criterios estdndar, ya que hay grandes variaciones en el
tipo de efluente, calidad del agua, clima, etc., que inciden en el régimen de
funcionamiento deunaunidad de este tipo (Abeliovich, 1986). Debido a ello, estos
sistemassélose estan utilizando anivel experimental, sin que se hayan producido
desarrollos a nivel industrial.
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