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RESUMEN

|
El cultivo masivo de microalgas para la produccién de biocombustible alternativo al petréleo, compuestos de
valor anadido (CAVA) con aplicaciones quimicas o farmacéuticas y como fuente de alimento para una poblacién
mundial creciente, sigue siendo uno de los campos mds prometedores de la bioingenierfa y biotecnologfa. Sin
embargo, todavia queda mucho trabajo por realizar en investigacion y desarrollo para optar a todas las mag-
nificas posibilidades que ofrece esta fuente renovable. De este modo, en esta revisién se pretende mostrar los
principios referentes al cultivo de microalgas: su importancia, los problemas tecnoldgicos que todavia quedan

por solucionar, todos los aspectos relacionados con sus tipos y sistemas de cultivo, las fases del crecimiento, las
ecuaciones de la cinética de duplicacién celular, caracteristicas importantes referentes a la seleccién y aislamien-
to de cepas, escalado, métodos de caracterizacién bioquimica (determinacién de clorofilas, proteinas, lipidos,
carbohidratos, silice, etc.) y, finalmente, las especies de microalgas mds relevantes.

PALABRAS CLAVE: microalgas, caracterizacion bioquimica, cultivo, aislamiento, seleccion.

ABSTRACT
|
Massive cultivation of microalgae for the production of alternative biofuels, value added compounds with chemical or
pharmaceutical applications and as a food source for a growing world population remains one of the most promising
fields of bioengineering and biotechnology. However, much work must be done still in research and development to
achieve all the possibilities offered by this renewable source. Thus, this review intends to show the principles concer-
ning the cultivation of microalgae: its importance, technological problems still to be solved, all aspects related to their
types and systems of cultivation, growth phases, kinetics equations for cell duplication, important aspects related to
the selection and isolation of strains, scaling, biochemical characterization methods (determination of chlorophylls,
proteins, lipids, carbohydrates, silica, etc.) and finally the most relevant microalgae species.

KEYWORDS: microalgae, biochemical characterization, culture, isolation, selection.
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INTRODUCCION

Las microalgas son los productores primarios de la cadena alimenticia del ecosistema marino, en el cual se encuentran
organismos de gran importancia econémica y que se hallan sujetos a la disponibilidad de alimentos del ambiente en el
que se desarrollan [1]. Se trata de microorganismos acudticos que dependen de la energia luminica del sol para realizar la
fotosintesis. Esta energfa solar la captan a través de pigmentos fotosintéticos y carotenoides, y asi producen metabolitos
a partir de compuestos sencillos como el diéxido de carbono, sales inorgdnicas y metales solubles en el agua de mar [2].

La primera microalga aislada y mantenida en condiciones axénicas fue la Chlorella vulgaris en 1890, pero no fue
hasta los afios cuarenta cuando se iniciaron los estudios sobre la fisiologia y bioquimica de estos organismos para su
caracterizaciéon. Asi mismo, es cuando se intenta explotar su cultivo a gran escala para una mayor producci(')n. Las
primeras microalgas en ser cultivadas fueron las diatomeas, pero los estudios llevados a cabo al aire libre en una planta
piloto fueron de C. vulgaris [3-4].

En las microalgas se combinan propiedades tales como la capacidad de crecimiento rédpido en cultivo liquido, simplicidad
de requerimientos nutritivos, plasticidad metabdlica, tolerancia a condiciones extremas, capacidad de sintetizar y secretar
algunos metabolitos y potencialidad de manipulacién genética, lo que les confiere mucho interés biotecnolégico [5].

IMPORTANCIA DE LAS MICROALGAS EN LA BIOTECNOLOGIA ACTUAL

Dentro del campo de la biotecnologfa actual, las microalgas estdn consideradas como organismos muy interesantes para
la obtencién de productos naturales con fines energéticos, principalmente para la obtencién de biocombustibles como el
bioetanol o el biometano, biodiésel, principalmente como fuentes de calor y electricidad. Otras aplicaciones comerciales
importantes de las microalgas buscan obtener productos de alto valor afiadido con aplicaciones en la nutricién y salud
humana, incluyéndose como suplemento en pastas, vino, refrescos, cereales, etc., asi como en la cosmética y acuicultura.

Otras aplicaciones estdn enfocadas a sistemas de tratamiento de aguas, pudiendo retirar metales pesados y macro-
nutrientes del medio acudtico [6].

Los cultivos de microalgas, a su vez, son esenciales en acuicultura como fuente de alimentacién en el cultivo integral de
moluscos, de estados larvados de crustdceos y peces. Se utilizan también para el cultivo de especies intermedias (rotiferos, ar-
temia y copépodos), formando parte de la cadena alimentaria que tiene lugar en cualquier criadero convencional. Parte de la
produccién se emplea asimismo en la alimentacién de peces tropicales y en acuicultura para incrementar la pigmentacién [7].

La utilizacién de microalgas como producto de interés alimentario se vio inducida por la calidad de su biomasa, prin-
cipalmente por la ausencia de tejidos y su bajo contenido en materiales estructurales, ya que en su composicién destaca
particularmente un contenido elevado de proteinas, con valores superiores al 50 % del peso seco y un perfil de aminodci-
dos similar al de la harina de soja o pescado y al estdndar de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura (FAO), siendo solo ligeramente deficiente en aminodcidos azufrados y lisina.

Los estudios de digestibilidad llevados a cabo con distintas especies de microalgas han mostrado resultados muy
positivos, comparables con cualquiera de los piensos de uso frecuente para animales, segiin los pardmetros interna-
cionales de nutricién.

El interés alimentario de la biomasa de microalgas reside no solamente en su riqueza proteica, sino también en su
contenido en lipidos esenciales, pigmentos, carbohidratos, vitaminas, minerales, etc., siendo la concentracién de 4cidos
nucleicos (5-10 %) de las mds bajas encontradas en microorganismos [7-8].

En la actualidad, la principal alternativa viable para desarrollar con éxito el cultivo de especies marinas de interés se basa
en el adecuado cultivo y suministro de fitoplancton como alimento [9]. La mayor parte de los criaderos marinos intensi-
vos siguen un modelo simplificado de la cadena tréfica existente en el ambiente natural y disponen de instalaciones para
la produccién de fitoplancton. Con este objetivo, se llevan a cabo cultivos monoespecificos de microalgas marinas que
se utilizan como alimento de moluscos bivalvos y primeros estadios larvarios de crustdceos. Por otro lado, constituyen el
alimento de especies zooplancténicas, tales como rotiferos, copépodos y artemias, que a su vez servirdn como presas para
larvas de peces y estadios larvarios avanzados de crustdceos.
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Las caracteristicas principales que debe reunir una especie de microalga para servir de alimento vivo en acuicultura
son tener un tamafo celular adecuado al sistema de filtracién de los animales que lo consumen (2-20 pm), facilidad de
digestién, composicién bioquimica idénea con relacién a los requerimientos nutritivos de cada especie y nula toxicidad.
También son deseables ciertas propiedades para su cultivo, tales como altas tasas de crecimiento, minimos requerimientos
nutritivos, altas densidades celulares, resistencia a variaciones ambientales, ausencia de bacterias y/o otros pardsitos, etc.
Estas caracteristicas pueden buscarse mediante un estudio sistemdtico de las posibilidades que ofrece la naturaleza para
distintas especies y variedades geogréficas, o bien mediante la induccidn y seleccién de mutantes apropiados.

Con los métodos convencionales de cultivo de microalgas se puede producir fitoplancton de una especie determinada,
o mediante una mezcla de especies (cultivos mixtos), conocidas y controladas, que ofrecen la posibilidad de un mayor
control bioldgico sobre el sistema produccién. Estas circunstancias han llevado a desarrollar una tecnologfa especifica de
produccién de microalgas, orientada particularmente a la alimentacién en acuicultura marina [10], y estas técnicas de
cultivo masivo son muy conocidas en la actualidad. Cuando se satisfacen los requerimientos fisicos y nutritivos se pueden
llegar a alcanzar productividades de biomasa comprendidas entre 5 y 30 g-m™-dia”!, dependiendo de la especie utilizada,
las condiciones ambientales (luz, temperatura, salinidad, pH) y los sistemas de cultivo.

PROBLEMAS DE BIOINGENIERIA PENDIENTES DE RESOLVER EN EL USO DE MICROALGAS

Antes de que la tecnologia de microalgas pueda llegar a ser verdaderamente rentable y sea posible la produccién de
una amplia gama de compuestos a menor coste, numerosos aspectos de bioingenieria deben ser desarrollados para abrir
el camino a una produccién eficaz de bajo coste. Muchos de estos problemas técnicos son la necesidad, a través de la se-
leccién de cepas y técnicas de modificacién genética, de aumentar la productividad al menos en dos veces en la cantidad
de biomasa y del producto objetivo.

Otra necesidad fundamental por medio del cultivo y la investigacién en bioingenierfa es la reduccién de costes que
permitan el cultivo de monocultivos, prevenir invasiones de herbivoros de zooplancton y reducir el coste de los equipos
de produccién clave, tales como estanques, fotobiorreactores, clarificadores y digestores. Es necesario también permitir
mediante investigacion en bioingenieria la recoleccién efectiva de microalgas y la recuperacion de productos de interés
sin secar la biomasa [11].

Una forma de acelerar el desarrollo con éxito de tecnologias de microalgas, a pesar de estos obstdculos, es intentar em-
plear cepas de microalgas que tengan atributos fisioldgicos o propiedades fisicas que reduzcan al minimo o eviten algunos
de los problemas centrales mencionados anteriormente. Uno de los factores mds importantes en el desarrollo con éxito
de estas tecnologfas es el acceso a cepas resistentes que crezcan rdpidamente, estén adaptadas para el entorno de sistema
de cultivo planificado, y naturalmente, que produzcan altos niveles de un producto o productos deseados. Igualmente
los procesos encaminados a la valorizacidn de las distintas fracciones de la biomasa (proteinas, carbohidratos y lipidos)
actualmente no estdn bien establecidos técnicamente. El problema aparece a nivel econémico, ya que el coste asociado a
la produccién y recuperacién de la biomasa, sumado al coste del propio proceso de aprovechamiento de la biomasa, hace
que el proceso en su conjunto no sea viable desde el punto de vista econémico [11-12].

CULTIVO DE MICROALGAS

Histéricamente las colecciones de cultivos de microalgas se han utilizado principalmente para la investigacién y la
enseflanza. El rdpido desarrollo de aplicaciones comerciales de las microalgas actualmente requiere aumentar dichas
colecciones y diversificar los protocolos de control de calidad. La funcién principal de las colecciones actuales es la
preservacién de poblaciones de microalgas de identidad conocida y de calidad, y el suministro de pequenos voliimenes
de estas cepas a los usuarios que las soliciten a un coste reducido.

Los administradores de los cultivos utilizan protocolos microbiolégicos estdndar, tales como las técnicas asépticas y
observaciones microscépicas para el manejo de las microalgas, teniendo en cuenta sus necesidades especiales para la luz y
el diéxido de carbono. Las colecciones de cultivos intentan incluir la mayor diversidad posible debido al amplio interés
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cientifico y comercial que representan. Sin embargo, ninguna coleccién mantiene una representacién equitativa de todos
los grupos importantes debido a que algunas microalgas son dificiles de mantener en cultivo y algunos grupos represen-
tan un mayor valor que otros.

Las colecciones de agua dulce generalmente mantienen un nimero desproporcionado de cianobacterias, algas verdes y
diatomeas, ya que estos grupos son los mds intensamente utilizados en la investigacién cientifica, y son los mds amplia-
mente explotados comercialmente. Las colecciones de cultivos de algas marinas pueden ser mds diversas, incluyendo, por

ejemplo, algas del grupo de las criptofitas, dinoflagelados y algas haptofitas [13].

TIPOS DE CULTIVO

El desarrollo de un método de cultivo de microalgas depende de los requerimientos y exigencia de la calidad de los
elementos mencionados en las diversas etapas en las que deben ser suministrados. El método empleado en el cultivo
segiin la forma de cosecharlo se clasifica en cultivo discontinuo, continuo y semicontinuo. En el cultivo discontinuo
o por lotes, la poblacién va pasando por las distintas fases de crecimiento, ajustindose generalmente a una funcién lo-
gistica, produciéndose cambios fisioldgicos de la poblacién a medida que transcurre el tiempo de cultivo. Los procesos
discontinuos operan en sistemas cerrados de manera que el sustrato se afiade al comienzo del proceso y los productos son
retirados solo al finalizar este. Generalmente el uso de estos cultivos es para fines de bioensayo o bien para transferencia
a volimenes mayores. Estos tipos de cultivo tienen la ventaja de ser ficiles de manejar y son adecuados para estudiar las
cinéticas de crecimiento y los pardmetros que inciden en el crecimiento celular. El cultivo continuo es aquel en el que se
mantiene la fase exponencial durante un largo periodo de tiempo, y las caracteristicas quimicas del medio, la temperatura
y la luz son sostenidas en un valor constante. La ventaja de estos cultivos es que las muestras tomadas a distintos tiempos
son idénticas. Para ello hay que afadir continuamente nutrientes en la misma medida que son retirados del medio, para
mantener los pardmetros de crecimiento y poblacién celular a nivel constante. Para mantener cultivos continuos, todos
los factores de crecimiento deben mantenerse constantes y la densidad del cultivo se controla manteniéndola a concen-
tracion constante. Sin embargo, el cultivo semicontinuo es la combinacién de los dos métodos anteriores. 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 con medio de cultivo fresco. En sistemas de energfa luminica eficiente se puede recoger tres veces por
semana hasta el 90 % del volumen de cultivo a altas concentraciones celulares [14-15].

SISTEMAS DE CULTIVO

Hoy en dia se han desarrollado diferentes sistemas de cultivos microalgales: sistemas abiertos y sistemas cerrados. En
los sistemas abiertos, el cultivo estd expuesto a la atmésfera y los pardmetros fisico-quimicos son dificilmente contro-
lables. En cambio, en los sistemas cerrados, cominmente denominados fotobiorreactores, existe un minimo o ningtin
contacto con la atmésfera. Estos reducen el riesgo de contaminacién y mejoran la reproducibilidad de las condiciones
de cultivo entre otras ventajas [16]. Los fotobiorreactores son dispositivos técnicos cerrados disefados para producir
microorganismos fotosintéticos en colaboracién con los requerimientos éptimos de luz, pH, CO,, mezclado, tempera-
tura, etc. Ademds, existen diferentes disefios para este, adoptando asi una gran variedad de configuraciones y modos de
operacién. Dentro de los mds comunes se encuentran los de placa delgada y los tubulares, encontrando dentro de estos
los horizontales e inclinados [17]. Son muchos los factores que van a influir en el crecimiento del cultivo, y muchas de las
variables son susceptibles a ser modificadas, como son: la temperatura, la salinidad, el pH, el grado de exposicién a la luz,
la longitud de onda, la cantidad de aireacién, turbulencia y mezclado, asi como el suministro externo de CO, y la canti-
dad de nutrientes y vitaminas del medio de cultivo [16]. Los fotobiorreactores se consideran ventajosos frente a sistemas
abiertos debido a la facilidad para cosechar la biomasa, el mantenimiento del cultivo sin contaminacién y el control de
las condiciones de cultivo. Entre las principales desventajas de estos sistemas cerrados resaltan el elevado coste inicial en
la inversién del capital, el mantenimiento y la limpieza. Por tanto, dependiendo del posterior uso que se le quiera dar a
los cultivos, se opta por un sistema u otro [18].
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Para el cultivo de cualquier especie a escala comercial, debe realizarse una caracterizacién inicial completa de estas para la
puesta a punto de su cultivo, teniendo en cuenta valores como el tamafio, la tasa de crecimiento, los valores nutricionales y
su contenido en pigmentos. Esta caracterizacién ha de ser realizada previamente a escala de laboratorio con un menor volu-
men de cultivo (1-3 litros). El mantenimiento de las colecciones de estirpes tipo y el adecuado cultivo de los indculos que
garantizan su pureza y asepsia representan el primer nivel en esta estrategia de produccién, siendo especialmente importante
la buena calidad de estos in6culos para obtener una produccién masiva éptima en fases posteriores con un alto rendimiento
y calidad en su composicién bioquimica. La composicién de cada especie (proteinas, carbohidratos, dcidos grasos esenciales,
pigmentos, etc.) varfa mucho de unos grupos a otros, aunque ciertas caracteristicas dependen mds de las condiciones de cul-
tivo que de la especie, observdndose que dentro de esta especie las variaciones en composicién celular durante el crecimiento
pueden ser mayores que las encontradas entre distintas especies cultivadas en condiciones similares [1]. Otro factor que hay
que tener en cuenta es el modo de cultivo (discontinuo o por lotes, continuo o semicontinuo).

FASES DE CRECIMIENTO

Las fases de crecimiento de un cultivo tipico de microalgas son cinco, que se definen por el ndimero de células pre-
sentes en un tiempo (edad) determinado y por las condiciones generales del cultivo: fase de latencia, fase de adaptacién
o inicial, fase exponencial o desarrollo logaritmico, fase de declinacién de la fase exponencial, fase estacionaria y la fase
de declinacién o muerte [19]. En las fases de latencia, adaptacién o inicial el incremento o densidad celular es poco, ya
que es una fase de adapracién de las células a las nuevas condiciones del medio. Muchas enzimas metabdlicas llegan a ser
inactivas y las concentraciones de materiales celulares caen a niveles que afectan a la divisién de la célula, y por ello antes
de reanudar el crecimiento las microalgas necesitan un corto periodo de tiempo para aclimatarse a su medio acudtico.
Ortro factor que contribuye a la fase inicial es el requerimiento de alcanzar los niveles mdximos de compuestos especificos
antes de que la fase exponencial comience. Esta fase puede durar entre 1 y 3 dfas, dependiendo del tamano y del estado
del indculo. En la fase exponencial o desarrollo logaritmico, la divisidn celular se incrementa en funcién del tiempo. El
incremento de la poblacidn existente se debe a que las células estdn asimilando los nutrientes en el medio y su proceso
de reproduccién asexual es activo. La fase exponencial puede presentarse del segundo al tercer dia después de inoculado
el medio. En la fase de declinacién de la fase exponencial, como su nombre indica, la division celular es lenta cuando los
nutrientes han sido consumidos y su carencia limita el crecimiento, por lo que puede llegar a durar de uno a dos dias, en
los que la edad del cultivo alcanza su valor méximo. En la fase estacionaria el factor limitante (carencia de nutrientes) y la
velocidad de crecimiento estdn equilibrados, es decir, las densidades celulares se mantienen relativamente constantes por
un periodo relativamente prolongado. Esta fase es muy corta en grupos de cultivo donde los nutrientes son consumidos
y no reemplazados. Por tltimo, en la fase de declinacién o muerte, las células sufren la completa limitacién por escasez
de nutrientes y la densidad celular comienza a caer rdpidamente liberando aztcares, proteinas y lipidos, los cuales son
aprovechados en algunos casos por bacterias oportunistas que se alimentan de ellos desplazando a la poblacién que se
mantiene viva pero que rdpidamente colapsa.

FACTORES LIMITANTES EN EL CULTIVO DE MICROALGAS

Un cultivo microalgal solo crecerd en un medio de cultivo si contiene todos los nutrientes necesarios en una forma
disponible y si son adecuados el resto de los factores ambientales. Para el estudio de la cinética microalgal el método
de cultivo més simple es el cultivo discontinuo, en el que el microorganismo crece a partir de una limitada cantidad de
medio hasta que se agota un nutriente esencial o se acumulan productos téxicos hasta niveles que inhiben el crecimiento.
En un sistema discontinuo el cultivo pasard por una serie de fases provocadas por dichos factores limitantes [19]. Clara-
mente, los factores ambientales, como la luz, la temperatura, el estado de los nutrientes y la salinidad, no solo afectan a
la fotosintesis y a la productividad de la biomasa celular sino también al patrén, la ruta y la actividad del metabolismo
celular y la composicién celular de forma dindmica. Los efectos sobre el metabolismo tienen implicaciones de largo al-
cance y consecuencias biotecnolégicas [20].
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Dada la naturaleza fotosintética de las microalgas, los factores que afectan a la fotosintesis afectardn del mismo modo a
la composicién bioquimica de estas, ya sea en respuesta de un factor limitante o al uso excesivo de algtin otro. Se ha de-
mostrado que la exposicién continua de las microalgas a la luz tiene un efecto inhibitorio sobre su capacidad fotosintética
y también se ha descubierto que existe una interaccién de la temperatura con la luz para que se presente este fendmeno.
Sin embargo, las microalgas necesitan de un periodo de luz y oscuridad, es decir, el tiempo de exposicién a la luz es mds
importante que su intensidad [21]. Frecuentemente los regimenes de luz y oscuridad son usados dentro de un orden para
simular las condiciones mds usuales en la naturaleza y obtener una sincronizacién en la division celular, lo que repercute
también en los ritmos bioquimicos y por lo tanto en la produccién de nutrientes. El efecto de la luz sobre la composicién
bioquimica de algas fotosintéticas estd controlado en gran parte por el proceso de fotoaclimatacién. En este proceso, las
células de las microalgas se someten a cambios dindmicos en su composicién, junto a alteraciones en las propiedades
ultraestructurales, biofisicas y fisiolégicas para aumentar la fotosintesis y el crecimiento de las microalgas [20].

La temperatura es un factor ambiental muy importante por su gran influencia en el desarrollo de las microalgas. La
mayor parte de los organismos del fitoplancton tienen un rango de crecimiento éptimo de 18 a 25 °C, pero existen
especies que crecen a temperaturas alejadas de este rango. El efecto de la temperatura sobre la composicién bioquimica
afecta principalmente a dos mecanismos distintos: la tasa de dependencia de la temperatura de las reacciones quimicas y
bioquimicas, y la dependencia de la temperatura para la fijacién fotosintética de carbono en varios tipos de macromolé-
culas, como por ejemplo las proteinas, los hidratos de carbono y los lipidos [22].

El pH es uno de los factores mds importantes en el cultivo microalgal. Las membranas plasmdticas no son libremente
permeables a los iones hidrégeno e hidroxilo, y por tanto las concentraciones de hidrogeniones intracelulares y extracelulares
no estdn necesariamente equilibradas y existe un gradiente de concentracién de hidrogeniones a través de la membrana. Las
microalgas representan una clara dependencia respecto al pH del medio de cultivo y diferentes especies varfan ampliamente
en su respuesta a él. Independientemente, cada microalga presenta un pH éptimo para su crecimiento (7-8) y un descenso
suele ser letal. En cambio, las microalgas suelen soportar mejor, hasta cierto limite, los incrementos del pH [23].

Por otra parte, la salinidad o presencia de sales inorgdnicas disueltas en el medio en el cual se desarrollan las microalgas
puede afectar potencialmente al crecimiento de estas, ya sea por su composicion elemental, ya sea por la presién osmdtica
ejercida por dichas sales. A pesar de todo, las microalgas tienen la capacidad de adaptarse a la presién osmotica del medio
ajustando su concentracién interna de solutos y, de esta manera, ponerse en equilibrio con su medio externo [22]. Una su-
ficiente agitacién del medio de cultivo es necesaria e incide directamente en el cultivo. Cuando las condiciones ambientales
son satisfactorias, la agitacién constituye el requisito mds importante para la obtencién de altos rendimientos de biomasa
microalgal. La agitacién produce el movimiento del agua, lo que implica una serie de efectos positivos tales como una dis-
tribucién homogénea de las células y los nutrientes dentro del cultivo, una mejora de la distribucién de la luz en las células
que asegura que permanezcan fotosintéticamente activas, y que estas sedimenten en el fondo del recipiente de cultivo, pro-
duciendo una estimulacién general del metabolismo celular; por tltimo, se previene una estratificacion termal [20].

SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO, AISLAMIENTO Y ESCALADO

Se han desarrollado diferentes medios para el cultivo de microalgas que van desde las férmulas para enriquecer el agua de mar
natural, hasta el uso de medios artificiales que permitan resultados constantes en contraste con los resultados tan variables que
brinda el uso del agua de aquel, que entre otros factores depende del lugar donde se colecta esta y del tiempo de su almacena-
miento. Por lo tanto, la utilizacién del medio de cultivo basado en la férmula de Guillard F/2, optimizado para el cultivo de
microalgas unicelulares (fitoplancton), es muy comtn porque los medios artificiales brindan resultados constantes [24].

El uso de la micropipeta permite ser selectivo en cuanto a que se aislen las especies que uno mismo elige. Es la técnica mds
directa para obtener una cepa monoespecifica y se utiliza para obtener cultivos clonales, o sea, cultivos iniciadores con una sola
célula o entidad microalgal [25]. Cuando no se cuenta con pipetas capilares, una manera de preparar micropipetas es colocar en
la llama de un mechero la parte final de la pipeta Pasteur y, con la ayuda de una pinza, alargar esta hasta obtener una fina pipeta
capilar. Una vez obtenido un niéimero suficiente de micropipetas, se coloca sobre un portaobjeto una gota de medio estéril a la
cual se le agrega una pequena gota de la muestra de agua original con una micropipeta. Por observacién al microscopio, se lo-
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caliza la zona con la menor cantidad de célulasy se aspira con la micropipeta una pequefa cantidad del liquido para traspasarlo
a una nueva gota de medio estéril, “lavando” de esta forma el cultivo y haciéndolo menos denso. Posteriormente, se repite esta
misma operacion hasta que en toda la gota se vea que existe solo una célula, aspirdndola totalmente del portaobjeto y transfi-
riéndola a una placa multipocillo con 350 pl de cultivo estéril y colocindolo en condiciones favorables para el crecimiento. Tras
una semana de crecimiento se lleva a cabo un escalado al 25 % del volumen desde tubos de ensayo de 10 ml hasta Erlenmeyers
de 100 ml y 250 ml, y finalmente hasta balones de laboratorio de 1.000 y 3.000 ml, esperando 7-10 dias para el crecimiento en
cada escalado. Cada recipiente se llena con medio de cultivo con un volumen igual al inéculo tomado para el escalado.

CINETICA DE CRECIMIENTO CELULAR

La densidad celular (células/ml) puede evaluarse de forma sencilla empleando la técnica de contaje directo [19] a través
del microscopio éptico mediante un hematocitémetro o cdmara de Neubauer. Por lo tanto, el cdlculo de la velocidad de
crecimiento celular se puede representar grificamente mediante el logaritmo neperiano de la concentracién celular (/2X)
en funcién del tiempo, como se indica en la ecuacién (1):

InX=InX+nt (1)

Donde X es el nimero de células, p la velocidad de crecimiento y ¢ el tiempo. A partir del cdlculo de la velocidad de
crecimiento celular se pude calcular el tiempo de duplicacién o #, a partir de la ecuacién (2) siguiente.

7,= (In 2)/p )

COMPOSICION BIOQUIMICA DE LAS MICROALGAS

La biomasa de fitoplancton se puede estimar mediante la determinacién de la concentracién de pigmentos fotosin-
téticos en una muestra de cultivo transfiriéndose a una cubeta y realizando una medida espectrofotométrica, segtin la
Asociacién Americana de Salud Pablica (APHA) en los Métodos Estdndares para el examen de agua y aguas residuales
[26]. La lectura de la densidad éptica a 664, 647 y 630 nm se utiliza para determinar las clorofilas a, b y ¢, respectiva-
mente, la absorcién a 750 nm es una correccién para la turbidez, la absorcién a 650 nm mide la fluorescencia variable, y
la absorcién a 510 y 480 nm determina los carotenoides, de modo que se obtienen unos valores de absorcién adicionales
dentro de la banda de absorcién de todas las clorofilas.

Para realizar la cuantificacién de la biomasa en base seca, partiendo de una densidad celular de 2 x10¢ cel/ml en el
caso de las microalgas haptdfitas, como Iochrysis galbana, o de 4 x10° cel/ml, en el caso de las diatomeas, se procede a la
realizacién de la liofilizacién de un litro de cultivo madre para cada especie, previa centrifugacion con agua destilada para
la eliminacién de la sal presente en el medio de cultivo. Una vez obtenido el liofilizado se procede a pesar la muestra en
una balanza de precisién [27].

Normalmente, para la determinacién de proteinas primero se realiza un proceso de extraccién, el cual consiste en un
tratamiento con hidréxido de sodio a una concentracién especifica en un bafio de agua con una temperatura conocida.
De este modo, se pretende solubilizar las proteinas particuladas por medio de la ruptura de la pared celular [27]. La cuan-
tificacién se realiza por el método descrito por Lowry, que consiste en la interaccién que se produce entre la proteina y los
iones cobre en disolucién alcalina, lo que provoca la reduccién del reactivo Folin-Ciocalteu y cuyo rango de deteccién es
de 02 100 pg de proteina [28-29]. El estdndar de proteinas recomendado para realizar la curva de calibrado es la alblimi-
na de bovino, a partir de una disolucién patrén de 100 pg/ml. Se realizan disoluciones diluidas a una concentracién de
75,50, 25, 10, 5 y 0 pg/ml, y se coloca 1 ml de cada una de las disoluciones diluidas y de la disolucién patrén en siete
tubos por quintuplicado. Finalmente, hay que realizar una regresion lineal para obtener la ecuacién de la recta, tomando
como variable dependiente la concentracién de proteina y como independiente la absorbancia.
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Los carbohidratos se suelen extraer de una disolucién de dcido tricloroacético al 5 %, y posteriormente se procede a
la cuantificacién por medio del método de Dubois, que consiste en la formacién de compuestos furfurales en medios
fuertemente 4cidos que con el fenol forman un complejo colorido medible. Al igual que en el caso de las proteinas se
determina el factor de dilucién, aunque para este componente se considera un rango entre el 20 y 30 % de carbohidratos
[30]. La dilucidn se realiza adicionando los mililitros de 4cido tricloroacético y se calienta la muestra en un bafio de agua
a una temperatura de 80-90 °C durante tres horas y se deja enfriar. La metodologia que debe seguirse consiste en colocar
en un tubo de centrifuga de 1 ml del extracto que contiene la muestra de carbohidratos y 1 ml de la disolucién de fenol
al 5 %, y se deja reposar 40 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregan de forma continua 5 ml de
4cido sulfdrico concentrado, dejando que el dcido se deslice lentamente por las paredes del tubo y se homogeneice con la
ayuda de una varilla de vidrio. Se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga a 3.000 rpm durante
30 minutos. Finalmente, se lee la produccién de color a una longitud de onda de 490 nm. El estdndar de carbohidratos
recomendado para la curva de calibrado es glucosa anhidra a partir de dos disoluciones patrén de 40 y 10 pug/ml. Se
realizan disoluciones diluidas a una concentracién de 15, 7,5, 5, 2,5, 1,5, 0,5 y 0 pug/ml y se coloca 1 ml de cada una
de las disoluciones diluidas y de la disolucién patrén en 9 tubos por quintuplicado. Finalmente, se realiza una regresion
lineal para obtener la ecuacién de la recta tomando como variable dependiente la concentracién de carbohidratos y como
independiente a la absorbancia.

Los lipidos de las algas se clasifican en neutros (triglicéridos, diglicéridos, monoglicéridos, esteroles, ceras, ésteres de
esteroles y hidrocarburos) y liquidos polares (principalmente fosfolipidos, glicolipidos, carotenoides y clorofilas). La
complejidad de los lipidos algales requiere métodos especificos para el fraccionamiento, purificacién y determinacién
de clases individuales y de especies moleculares de lipidos. Los métodos mds populares para determinar la fraccién de
lipidos de las microalgas son la extraccién y determinacién gravimétrica mediante el método de Floch [31], el método
de Bligh-Dyer [32], el método de Bigogno [33] y el método de extraccién por Soxhlet adaptado del método de Franz
Soxhletin para muestras algales [34].

El silice se suele cuantificar mediante extraccion en diatomeas a partir de 0,1 g de cultivo microalgal liofilizado. En primer
lugar, se transfiere la muestra a una mufla hasta alcanzar una temperatura de 550 °C, y posteriormente, una vez enfriada la
muestra, se aflade una disolucién de NaOH al 50 % hasta evaporar la disolucién. Después de que la muestra se enfrié a tem-
peratura ambiente, se afiaden 25 ml de agua destilada y se deja en reposo por una noche. Finalmente, el contenido se afora a
50 ml. Una vez extraido el silice, se procede a la cuantificacién por medio del método de Elliott y Snyder, el cual consiste en la
reaccién del 4cido silicico con el dcido molibdico, lo que genera 4cido silicomolibdico con la forma oxidada de coloracién ama-
rilla y la reducida de color azul. La forma reducida se obtiene al tratar la muestra con 4cido sulféniconaphthol-amino [35-36].
La metodologia que se suele seguir consiste en 5 ml de alicuota, a los que se le afaden 29 ml de dcido acético al 20 %, 10 ml
de disolucién de molibdato de amonio (54 g/1), 5 ml de 4cido tartdrico al 20 %, 1 ml de disolucién reductora formada por 2
g de sulfito de sodio y 0,4 g de dcido sulfénico-naphthol-amino, aforados a 25 ml con agua destilada y 25 g de bisulfito sédico
disueltos en 200 ml de agua destilada. Estas dos disoluciones se mezclan y se aforan a 250 ml. Después de afiadir la disolucién
reductora, se afora de nuevo a 50 ml con 4cido acético al 20 %, y se espera cinco minutos entre la adicién del molibdato de
amonio y el dcido tartdrico. Las muestras se mezclan y se dejan en reposo durante 30 minutos para que finalmente se pueda
determinar la absorbancia en un espectrofotémetro a 650 nm de longitud de onda. El estdndar de silice recomendado para
realizar la curva de patrén es SiO, grado reactivo y se realiza a partir de una disolucién patrén de 10 mg/l de silice. Se prepa-
ran disoluciones diluidas a una concentracién de 1,8, 1,2, 0,6 y 0 mg/l y se coloca 1 ml de cada una de las disoluciones y la
disolucién patrén en 5 tubos por quintuplicado. Finalmente se realiza una regresion lineal para obtener la ecuacién de la recta,
tomando como variable dependiente la concentracién de silice y como independiente la absorbancia.

Para la extraccién y determinacion del contenido de clorofilas totales de la biomasa se utiliza el método espectrofoto-
métrico propuesto por Hansmann [37] y se realizan los cdlculos segtin la férmula siguiente (ecuacién (3)), propuesta por
Jeffrey y Humphrey [38].

g _ 11.85 * A664 - A’;{SU - 1.54 IA647 - A750 - 0.08 - A630 - A?SU v
Chla ,u,T = v 3)
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Donde A, A, A,y A, es la densidad 6ptica medida a las longitudes de onda indicadas en nm, v es el volumen
del extracto y Vel volumen de agua filtrada en litros. La metodologia de este método consiste en medir un determinado
volumen de muestra a través de un filtro de microfibra de vidrio (GF/F). Se introduce el filtro en el tubo donde se reali-
zara la extraccién y se afade en el tubo con el filtro una cantidad aproximada de 5 ml de disolucién de acetona al 90 %.
Se tapan los tubos con papel de aluminio para mantenerlos en oscuridad y se colocan los tubos en bafio de agua y hielo
sonicando 30 segundos. Posteriormente se realiza una pausa de 10 segundos y se vuelve a sonicar otros 30 segundos. Se
debe mantener en frio, entre 0 y 4 °C, y en oscuridad durante 12-24 horas, pudiendo agitarse el tubo un par de veces.
Finalmente se centrifuga durante 5-10 minutos a 3.000 rpm y se mide después con el espectrofotémetro. Es importante
utilizar cubetas de vidrio y llenarlas con el extracto hasta 3% partes para medir la absorbancia a 630, 647, 664 y 750 nm.

Por tltimo, se aplica la ecuacién (3) para obtener los resultados de clorofilas.

MICROALGAS IMPORTANTES EN BIOTECNOLOGIA AZUL

Las microalgas marinas constituyen la base de la cadena nutritiva en el cultivo de moluscos, peces y crusticeos. Ademds,
sirven de alimento a especies intermediarias utilizadas como presas vivas en acuicultura [1]. Otras aplicaciones comercia-
les de las microalgas buscan obtener productos con aplicaciones en el campo de la nutricién o la salud humana.

Dentro del género Lsochrysis (Reino Chromista, Divisién Haprophyta, Clase Coccolithophyceace, Orden Isochrysidales,
Familia Lsochrysidaceae), encontramos Isochrysis galbana, una especie de microalga unicelular de color pardo amarillento
con forma ovoide y con didmetros de entre 3 y 6 um. Presenta formas méviles provistas de dos flagelos méviles y formas
inméviles. Isochrysis galbana es muy importante en la industria de la acuicultura, ya que se utiliza como alimento de larvas
de moluscos bivalvos y larvas de camarén, dados sus altos valores de crecimiento y contenido de proteinas (26-47,2 %)
y lipidos, especialmente el dcido graso docosahexanoico (DHA). Su contenido de carbohidratos y lipidos se incrementa
con el desarrollo del cultivo, mientras que las proteinas se incrementan tinicamente en las tltimas fases y los 4cidos grasos
poliinsaturados alcanzan sus valores mds altos en la fase estacionaria tardia [21].

En el grupo de las diatomeas destacan las diatomeas del género Chaetoceros (Reino Chromista, Divisién Bacillario-
phyta, Clase Mediophyceae, Orden Chaetocerotales, Familia Chaetocerotaceae) tales como Chaetoceros calcitrans y Haetoce-
rus gracilis, ambas diatomeas céntricas de vida solitaria y de tamafos de 4 a 6 pm sin incluir las setas. Las caracteristicas
principales de este género son la presencia de plastos marrones o amarillos cargados de fucoxantina o beta-caroteno y su
cubierta celular compuesta de silice y formada por dos valvas (frastulos), las cuales se separan para formar células nuevas
durante la divisién vegetativa [2]. En cuanto a su composicién bioquimica, Chaetoceros calcitrans, por ejemplo, presenta
un alto contenido de 4cidos grasos poliinsaturados (EPA y AA, no tiene DHA) vy altas vitaminas C y E. Por este motivo,
esta microalga ha sido utilizada en acuicultura marina como alimento vivo, dado su valor nutritivo, principalmente para
moluscos y crustdceos. Ademds, en cultivos tiene la capacidad de generar buenas densidades celulares, lo que la hace una
especie muy ideal para una produccién a gran escala [39].

Odtras especies que destacan por ser de las més cultivadas con fines de alimentacién en acuicultura son Zesraselmis chuii,
Tetraselmis suecica, Nannochloropsis gaditana y Dunaliella salina, debido a sus propiedades nutricionales y a su facilidad
para mantener su cultivo, lo que también permite una produccién masiva de tales especies.

El género Tetraselmis (Reino Plantae, Divisién Chlorophyta, Clase Chlorodendrophyceae, Orden Chlorodendrales y Familia
Chlorodendraceae) incluye un conjunto de microalgas unicelulares flageladas y méviles de color verde (a causa de la presen-
cia de clorofila ay b). Zétraselmis esté considerada como el alga flagelada marina mds ficil de cultivar a gran escala y se utiliza
como alimento para larvas de moluscos y crusticeos con un valor nutritivo considerable. Las células tienen forma comprimi-
da eliptica, casi esférica. El extremo anterior presenta una invaginacion de la cual salen 4 flagelos iguales en 2 pares opuestos.
La célula contiene un tdnico cloroplasto en forma de copa (muy raramente 2 cloroplastos), en general con un pirenoide
central. Solo presenta una mancha ocular, situada en uno de los lados aplanados de la célula y su posicién varia dependien-
do de la especie. La divisidn es asexual en la fase no mévil y se realiza por divisidn celular binaria, momento en el cual las
células pierden el estado mévil y las dos células hijas ya estdn completamente flageladas antes de la liberacién de la teca [20].
Tetraselmis chuii'y Tetraselmis suecica presentan caracteristicas que pueden considerarse pricticamente iguales para la realiza-
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cién de sus cultivos y posterior explotacién. Ambas presentan un uso extenso en el cultivo de crustdceos, moluscos y, como
eslabdn primario en la cadena alimentaria, larvas de peces que, como la dorada, son criados en piscifactorfas. Las microalgas
de distintas especies se comercializan actualmente en algunos paises como complementos alimenticios y como ingredientes
de diferentes alimentos (pasta, sopa, pan, arroz, bebidas, cereales y condimentos). Estudios recientes han demostrado que
1 suecica'y 1. chuii pueden ser utilizadas para el consumo humano, tal y como ocurre en otras especies, fundamentalmente
con Chlorella sp., cuyo consumo es una prictica extendida en Norteamérica. Se ha realizado de forma comparativa el perfil
de aminodcidos que contienen las especies de microalgas 7. chuii, 1. suecica'y Chlorella pyrenoidosa, mostrando un contenido
de aminodcidos similar. Ademds, se realizé un andlisis de contenido microbiolégico patégeno para confirmar que, en el caso
de las especies de Tetraselmis, se encontraban debajo del limite establecido por la Unién Europea para los productos alimen-
ticios, que se sitda en <10 ufc/g [40]. 7. suecica presenta una forma generalmente oval, con 4 flagelos isodindmicos que salen
de una invaginacién apical que se observa en la porcién anterior de la célula y que estd ubicada en la misma direccién en la
que avanza. Su tamafo celular es de 8 a 10 pm de didmetro [41]. T suecica es una de las especies mds utilizadas en acuicul-
tura y es considerada una excelente fuente de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga [42]. Esta especie se emplea para
alimentar rotiferos y cultivos plancténicos y larvas de teledsteos marinos [43]. En cultivos heterotréficos, 7. suecica tiene una
composicién celular proximal de proteina del 10,5 %, 51,9 % de carbohidratos y 14 % de lipidos [44]. Cuando se aplican
diferentes tasas de renovacion (del 10 al 50 %), el contenido de proteina varfa desde un 13 a un 22 %, el de carbohidratos
desde un 6 a un 42 % y el de lipidos se mantiene mds constante, con un contenido que va desde 8,9 hasta el 10,8 % [45].
Otros autores que han producido biomasa de esta microalga en cultivo semicontinuo obtuvieron una composicién del 45
% de proteina, 13 % de carbohidratos y 32 % de lipidos [45], observandose ademds que el contenido de los dcidos grasos
alcanzaba un promedio del 4,6 % del peso celular, donde el 2 % corresponde a 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA) [46].
1. suecica, ademds de ser rica en proteinas, lipidos y carbohidratos, contiene o.-tocoferol (vitamina E), carotenoides (como
fucoxantina y B-caroteno) y, como toda planta verde, clorofila. La cantidad de todos estos componentes también variard
en funcién de las condiciones y el sistema de cultivo [47]. 7. chuii fue aislada por primera vez en el afio 1959 por Butcher
en las costas de Gran Bretafa y posteriormente ha sido aislada en diferentes partes del mundo, incluida la Bahia de Cadiz.
1" chuii presenta una morfologia muy similar a 7 suecica. Presenta un pirenoide intraplastidial, el polo anterior lobulado
y cuatro flagelos apicales iguales dispuestos en parejas enfrentadas. Son células ovoides de 12-14 x 9-10 pum con estigma y
vacuolas pulsdtiles [48]. Su contenido en proteinas, hidratos de carbono y minerales es alto y las proteinas contienen 4cido
glutdmico, 4cido aspdrtico y leucina como aminodcidos mds abundantes, y todos los aminodcidos esenciales. El calcio es el
elemento mds abundante en el liofiliizado dentro del grupo de los minerales, siendo también abundantes los cloruros y el
sodio. Las grasas representan el 6,7 % del liofilizado, y aproximadamente el 50 % de los 4cidos grasos son poliinsaturados
(PUFA), siendo el 4cido linolénico el mds abundante. Los resultados para la cantidad de hidratos de carbono totales en
porcentaje rondan el 31,6 % [40].

El género Dunaliella (Reino Plantae, Division Chlorophyta, Clase Chlorophyceae, Orden Chlamydomonadales, Familia
Dunaliellaceae) incluye un conjunto de microalgas unicelulares que difieren extraordinariamente en tamafo y forma.
Sus dimensiones oscilan entre 8 y 25 um de largo y entre 5 y 15 pm de ancho. Pueden ser ovoides, alargadas o esféricas,
con una papila apical bien definida cuando se trata de individuos pequefios y ovoides, o elipticas con un estrechamiento
en la parte central y una papila apical muy pequena o ausente cuando las células son grandes. Son méviles, debido a la
presencia de dos flagelos apicales de igual longitud [49]. La célula contiene un gran cloroplasto en forma de copa con
un pirenoide simple embebido en la pared basal. Este pirenoide estd rodeado de grdnulos de polisacdridos que son el
producto de reserva. Su principal caracteristica morfoldgica es la ausencia de una pared celular rigida de polisacdridos
que hace que el alga seca sea ficil y completamente digerible para los animales y humanos. La célula estd incluida en
una delgada y eldstica membrana plasmdtica y una envuelta mucidica. Por tanto, es capaz de responder répidamente a
cambios osmoticos, alterando su forma y volumen celular. Esta falta de pared celular rigida incrementa su sensibilidad
a fuerzas de tensién externa e impone algunas limitaciones a la manipulacién de los cultivos. Independientemente de
su tamafo, se reproducen por divisién longitudinal, manteniendo la movilidad celular durante el proceso de divisién.
También pueden reproducirse de manera sexual. Ademds, el nimero de células grandes aumenta gradualmente durante
la fase logaritmica de crecimiento que alcanza su mdximo en la fase estacionaria. Los cistos son células redondeadas, de
color rojo y gran tamafo que pierden los flagelos y por tanto su movilidad [50]. Estos cistos vegetativos tienen lugar en
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cultivos en fase estacionaria, con reducida salinidad, ausencia de nitrégeno y presencia de sulfatos. La intensidad lumino-
sa no parece ejercer ningtin efecto. Sin embargo, la baja temperatura aumenta su formacién [51]. Especies de este género
se cultivan para su utilizacién como fuente de alimento en acuicultura debido a su alta composicién celular en proteinas,
carbohidratos y lipidos, asi como su tolerancia a los diferentes medios de cultivo [52]. Dunaliella salina es la fuente algal
mis rica en beta-caroteno y glicerol [53]. Esta alga es halotolerante y suele ser cultivada en estanques abiertos, donde la
temperatura es moderada y la irradiencia, elevada. Estos pardmetros propician condiciones de alta salinidad perfectas
para el crecimiento 6ptimo de Dunaliella salina, entre un 6 y un 12 % de NaCl. Esta alta concentracién de sal reduce
el nimero de especies predadoras, lo que limita el fallo del cultivo o exterminio de este. Puesto que D. Salina sobrevive
en un medio inorgdnico simple, el crecimiento de organismos no fotosintéticos, tales como bacterias y hongos que no se
puedan alimentar de la propia alga, estd seriamente limitado [52]. D. Salina tiene una composicién celular aproximada
de 50-60 % de proteinas, 30-40 % de carbohidratos y 6-8 % de grasas, aunque esta composicién cambia con el medio
y las condiciones de cultivo. El contenido en proteinas es mayor en los primeros estadios del crecimiento. Sin embargo,
las células rojas, ricas en carotenoides, tienen solo un 30 % de proteinas, un 11 % de carbohidratos y un 18 % de lipidos
[54]. Dunaliella contiene, ademds de clorofila a y b, una amplia variedad de carotenoides y xantofilas: alfa caroeno, beta-
caroteno, cys-landa caroteno, luteina, anteraxantina, biolaxantina, zeaxantina y neozantina, siendo el beta-caroteno y la
luteina los mds abundantes. En condiciones de crecimiento seleccionadas, D. salina acumula grandes cantidades masivas
de beta-caroteno (aproximadamente el 10 % del peso seco del alga) ademds de glicerol (20-40 %). Aparte de las altas
concentraciones de pro vitamina A (b-caroteno), Dunaliella contiene tiamina, pirodoxina, rivoflavina, 4cido nicotinico,
biotina y tocoferol, siendo alguna de estas vitaminas excretadas al medio [55]. Esta alga presenta una considerable capaci-
dad de adapracién a distintas concentraciones de sal, crece en distintos medios y contiene desde 50 mM de NaCl (menos
salinos que el agua de mar) hasta casi 5,5 M de NaCl (limite de saturacién de esta sal), considerdndose el organismo
eucarionte conocido de mayor tolerancia a la sal. El mecanismo por el cual se adapta a estas variaciones se denomina
osmorregulacién. El crecimiento éptimo se da a concentraciones aproximadas de 2 M de NaCl.

Nannochlorapsis (Reino Chromista, Divisién Ochrophyta, Clase Chrysophyceae, Orden Eustigmatales, Familia Mono-
dopsidaceae) se considera un género con gran potencial en la industria debido a su facilidad para acumular altos niveles
de dcidos grasos poliinsaturados. Ademds muestra caracteristicas prometedoras que pueden permitir la manipulacién
genética dirigida a la mejora genética de las cepas actuales. Actualmente se emplea como una fuente de alimento rico
en energfa para rotiferos y larvas de peces [56-57]. Este género incluye un conjunto de microalgas unicelulares tanto de
aguas dulces como salobres. Presentan forma esférica de un didmetro de 2 a 3 pm, y una ultraestructura muy simple con
elementos estructurales reducidos en comparacién con otros taxones [58], no siendo méviles y no presentando ninguna
caracteristica morfoldgica distintiva. Por ello, es muy complejo distinguir cualquiera de las especies por microscopia
optica o electrénica. La caracterizacion se realiza principalmente por el gen rbel y el andlisis de las secuencias del ADN
ribosémico de 18S [59]. Presentan clorofila a pero carecen totalmente de la b y c. Sin embargo, contienen una alta gama
de pigmentos accesorios tales como la astaxantina, zeaxantina y cantaxantina [60]. Nannohloropsis gaditana es una es-
pecie picoplancténica marina con células pequenas (2-4 pm de didmetro) esféricas un poco ovoides y no flageladas. El
cloroplasto sin pirenoides ocupa la mayor parte de la célula, contiene una serie de laminillas paralelas formadas por tres
tilacoides cada una y carece de laminilla envolvente [55]. El cloroplasto y el reticulo endoplasmdtico son continuos con la
envoltura nuclear. N. gaditana se aislé de muestras de agua de la Bahia de Cddiz y desde entonces se mantiene en cultivo
en las condiciones especificadas por Lubian [61]. El tamano y forma de las algas es susceptible de variacién dependiendo
de las condiciones de cultivo y a lo largo de su crecimiento. Las células de V. gaditana presentan una forma elipsoidal de
3,5-4 x 2,5-3 um cuando la poblacién algal estd en fase de crecimiento activo y en estas circunstancias pueden distinguir-
se de las de V. oculata y N. salina. Las restantes caracteristicas morfoldgicas son similares en las tres algas. Son inmdviles,
desprovistas de flagelos y poseen un cromatéforo sencillo parietal de color verde pdlido que ocupa gran parte de la célula.
El citoplasma es fuertemente baséfilo y presenta una gran acumulacién de lipidos. Ademds, se observa frecuentemente la
presencia de un glébulo extraplastidial, de color rojo, sobre todo en cultivos envejecidos. La pared celular es lisa y forma-
da de una sola pieza, aunque en N. gaditana esta es mds gruesa y resistente que en otras especies. En ningtin caso se han
detectado zoosporas ni formas de resistencia y la reproduccién se realiza exclusivamente mediante fisién binaria de las
células [62]. N. gaditana presenta clorofila a, b-caroteno, violaxantina como carotenoide mayoritario y vaucheriaxantina.
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Estos pigmentos, junto a otros carotenoides secundarios, entre los que se encuentran la cantaxantina y la astaxantina,
también son comunes en N. oculata 'y N. salina. La diferencia fundamental entre ellas concierne a la presencia constante
de alfa caroteno en V. gaditana, mientras que las otras dos especies carecen de este pigmento [63]. Los cultivos de estos
organismos tienen color verde durante la fase exponencial del crecimiento pero conforme envejecen se vuelven amarillen-
tos y llegan a ser de color naranja-rojo. Este cambio ocurre mds rdpidamente en ausencia de nitrégeno o frente a una alta
radiacién luminica y es entonces cuando se hace especialmente patente en las células el glébulo coloreado. V. gadirana es
autétrofa y no requiere vitaminas para su crecimiento. Si se le suministra nitrato, nitrito, amonio o urea como fuentes de
nitrégeno a una concentracién en el medio de cultivo de 0,5 mg de N/litro, se obtiene un crecimiento éptimo con los tres
primeros compuestos, mientras que este es sensiblemente menor con urea. Ademds de fosfato inorginico, pueden utilizar
glicerofosfato como fuente alternativa de f6sforo, ya que poseen actividad fosfatdsica alcalina [64]. Frente a factores como
la salinidad, temperatura e intensidad luminica, se puede afirmar que toleran un amplio rango de salinidad y que la inten-
sidad saturante de luz es bastante baja en comparacién con otras algas. Esto se debe probablemente a la presencia de una
sola clorofila, lo que confiere una menor estabilidad al aparato fotoquimico en presencia de altas intensidades de luz [64].

Las cianobacterias del género Arthrospira (Reino Eubacteria, Divisién Cyanophyta, Clase Cyanophyceae, Orden Oscillato-
riales, Microcoleaceae) se conocen como Espirulina cuando se comercializan como suplemento dietético. Son organismos
de estructura filamentosa multicelular (alga verde azulada) formados por células cilindricas de 6-12 pm de didmetro [65].
Esta especie de microalga estd suponiendo una revolucién en la industria alimentaria debido a su uso junto con otras es-
pecies como una fuente de sustancias con alto valor nutritivo de dcidos grasos, aminodcidos esenciales y vitaminas que son
complementos excepcionales para la alimentacién humana y pueden aportar grandes beneficios para las personas. Por este
motivo, cada vez se suscita mayor interés en su investigacion, y su aplicacién se dirige al campo de la biotecnologfa aplicada a
la alimentacién. Las especies Arthrospira (Espirulina), Chlorella spp., Dunaliella salina y Aphanizomenon estan aprobadas para
uso humano en paises como China, Estados Unidos, Alemania o Australia, principalmente en suplementos alimenticios o
aditivos. Los géneros de microalga (Chlorella y Arthrospira) tienen un alto valor nutritivo que les hace importantes candi-
datos para ingredientes activos para alimentos que puedan reforzar las carencias nutricionales de colectivos deficitarios en
defensas, tales como nifios, ancianos, o en situaciones especiales de estrés o enfermedad para otros colectivos poblacionales.
La espirulina es una microalga que puede alcanzar un alto contenido proteico del 70 %, ademds de dcidos grasos esenciales,
minerales y vitaminas. Es ficil de multiplicar, su produccién es econdmica y estd considerada un superalimento consumido
por atletas de nivel olimpico y alimento de los astronautas. Sesenta gramos bastan para alimentar a una persona por dia,
con 10 gramos diarios se puede sobrevivir [66]. La industria de la alimentacién estd invirtiendo mucho en investigacién y
desarrollo en este campo. De hecho, actualmente en Espafa ya se pueden encontrar recetas de alta cocina con espirulina y
chlorella como ingredientes. Pueden comprarse pastillas de alto valor nutricional de estas especies, asi como galletas y todo
tipo de alimentos realizados con estas microalgas. Todos estos avances indican claramente una gran expansién de esta indus-
tria y otorga al campo del cultivo de microalgas un futuro cada vez mds prometedor como fuente nutricional.
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