Bot. Complutensis N° 15 9-60). Edit. Universidad Complutense., 1989

Una Revision sobre la Biotecnologia
de las Algas

MIGUEL ALVAREZ COBELAS y TOMAS GALLARDO

Departamento de Biologia Vegetal 1, Facultad de Biologia,
Universidad Complutense, E-28040 Madnd.



10 Alvarez Cobelas, M. et al.

Resumen.

AIVAREZ COBELAS, M. & T. GALLARDO. 1989, Una Revisién sobre 1a Biotecno-
logia de las Algas. Bor. Compluiensis 15: 9-60,

En este trabajo se realiza una revision bibliografica sobre 1a Biotecnologia de
las Algas. Esta consiste en el cultivo masivo de las algas en condiciones controla-
das con objeto de usar posteriormente la biomasa producida. La revision empieza
con una breve resefla historica y continua describiendo las necesidades del cultivo
masivo: indculo, tecnologia v medios de cultivo. Posteriormente se revisan las con-
diciones que optimizan los cultivos: radiacion, tiempo de retencion, turbulencia,
pH vy oxigeno disuelto, carbono, nitrégeno y fosforo e interacciones bidticas. Des-
pués se indican las ¢ifras de produccion masiva y se discuten los métodos de reco-
leccion de la biomasa, incluyendo un apartado sobre inmovilizacion de tas algas.
También se describen los usos a los que se dedican las algas producidas: produc-
cion de sustancias, depuracion de aguas residuales, uso en alimentacion animal y
humana, uso como fertilizante. Finalmente, se realiza una breve descripcion de las
experiencias realizadas en Biotecnologia de Algas en Espana.

Palabras clave: Biotecnologia de las Algas, cultivo masivo, usos de la biomasa.
Abstract, -

ALvAREZ COBELAS. M. & T. GALLARDO. 1989. A Review on Algal Biotechno-
logy. Bot. Complutensis 15: 9-60 (in Spanish).

A literature review on Algal Biotechnology is outlined here. Algal Biotechno-
logy deals with algal mass culture in controlled situations in order to further use
the biomass produced. A short historical account is followed by a report on the
needs of mass culture (inoculum, technology and culture media). Afterwards the
conditions optimizing mass cultures are reviewed: irradiance, retention time, tur-
bulence, pH and dissolved oxygen, carbon. nitrogen and phosphorus and biotic
interactions. Productivity values are referred too and the methods of biomass
harvesting are briefly outlined, including a report on algal immobilization.
Biomass applications are also considered, i.e., chemicals, wastewaler treatment,
animal feed and human food. fertilizers. Finally. the Spanish research on Algal
Biotechnology is reported.

Key words: Algal Biotechnology, mass culture, biomass applications.
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INTRODUCCION

Las algas vienen siendo utilizadas por la Humanidad desde antes de
Cristo (CHAPMAN & CHAPMAN, 1980). No nos proponemos, sin embargo,
revisar los detalles de dicha utilizacién. Existe un buen nimero de revisio-
ncs sobre sus distintos aspectos (MICHANEK, 1975; CHAPMAN & CHAP-
MAN, 1980; HOPPE et al., 1979, HOPPE & LEVRING, 1982; LEVRING et al.,
1969; SHELEF & SOEDER, 1980, etc.). aunque ninguna amplia en castellano
—s6lo la dedicada a alimentacion animal de HERRERO et al. (1983)—.

En las dos ultimas décadas se ha ido desarroliando una nueva tecno-
logia aplicada a los seres vivos: la Biotecnologia. A grandes rasgos, la
Biotecnologia consiste en hacer que los organismos trabajen en nuestro
beneficio mediante un conjunto de técnicas que, combinadas con nuestro
conocimiento de la biologia de los scres vivos, orienta la vida de éstos
hacia procesos de interés econémico-social para la Humanidad.

En esta revision describiremos someramente la Biotecnologia de las
Algas. La enorme cantidad de aplicaciones dirigidas es tal que un relato
pormenorizado de las mismas convertiria la presente revision en un libro
de tamaiio considerable. Por ello, restringiremos voluntariamente la exten-
sion del texto. aportando las referencias bibliograficas necesarias para
ampliar aspectos concretos de la Biotecnologia de las Algas. Excluiremos
de la revision, pues, toda la temdtica no estrictamente biotecnologica, es
decir, todo lo concerniente a procesos sin intervencion humana, tales
como producciones masivas en condiciones naturales parte de las cuales
originan grandes arribazones a las costas de todo el mundo, por cjemplo.
En resumen. nos restringiremos al cultivo intensivo de algas y a su aprove-
chamiento ulterior.

La Biotecnologia de las Algas se ha enfocado principalmente hacia las
algas microscopicas. Las algas de mayor porte, como ya hemos sefialado,
llevan siendo utilizadas desde hace mucho tiempo, pero su Biotecnologia
ha avanzado menos comparativamente, por lo que no debe extranar ¢l
reducido espacio que aqui se les dedicara.

No nos extenderemos tampoco sobre las bases ecofisiologicas de esta
Biotecnologia. El lector interesado puede consultar a ese respecto las obras
de MORRI3 (1981), PLATT (1981). LOBBAN & WYNNE (1981), LOBBAN et al.
(1985) y FOGG & THAKE (1987).

A grandes rasgos, la Biotecnologia de las Algas consta de dos fases:
produccion controlada de la biomasa algal y aprovechamiento de dicha
biomasa. En esta rcvision se seguird ese mismo orden, comenzando con la
descripcion de las caracteristicas técnicas de dicha produccion, los factores
que influyen sobre la misma y las cifras que se han alcanzado. Posterior-
mente, se referirdn los usos principales de que es objeto la biomasa produ-
cida:

— obtencidn de sustancias de interés quimico-farmaceutico,
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— depuracion de aguas residuales,
— utilizacion en alimentacion animal y humana,
— utilizacion como fertilizantes,

En Espaiia la Biotecnologia de las Algas presenta una enorme poten-
cialidad que atn ha sido escasamente abordada (RODRIGUEZ LOPEZ ct al.,
1981). Este trabajo pretende, ademads, describir brevemente las experien-
cias espafolas en este campo dc la ciencia aplicada.

RESENA HISTORICA

Los comicnzos de la Biotecnologia de las Algas s¢ remontan a la
IT Guerra Mundial cuando cientificos alemanes empezaron a cultivar
microalgas masivamente para obtener lipidos y proteinas (HARDER &
VON WITSCH, 1942; VON DENFFER, 1949; GUMMERT et al., 1953). Poco des-
pués de dicha conflagracion se iniciaron experiencias similares ¢n la
Unidn Sovictica, EE.UU. y Japon: a principios de fa década siguiente se
celebrd la primera Reunidén Internacional sobre el tema (BURLEw, 1953) y
pocos afios después se efectud la primera revision sobre el tema (TAMIYA,
1957). Paulatinamente. la Biotecnologia de las microalgas ha ido exten-
diéndosc a muchos paises (GOLDMAN, 1979a) y en la actualidad hay expe-
riencias de csta clase en Europa (Inglaterra. Suecia. Noruega, Alemania,
Checoslovaquia. Francia. Bulgaria, URSS, Italia. Holanda, Bélgica, Espa-
na), Asia (Israel, Kuwait. India, Singapur, Tailandia, Japon, Indonesia.
Filipinas, China, Taiwan), América (Canada, USA, Peni. Chile, Cuba,
Brasil), Oceania (Austratia, Nueva Zelanda, Hawaii), Africa (Egipto. Suda-
frica).

La Biotecnologia de las algas macroscopicas ha ido mas retrasada,
aunque su utilizacion extensiva provenga de mas antiguo. Los primeros
cultivos inducidos de algas marinas datan de 1700 (CHAPMAN & CHAP-
MAN, 1980) v tenian lugar en la bahia de Tokyo, pero no fue hasta la déca-
da de 1950 cuando empezaron a conocerse bien los ciclos vitales de las
algas marinas (DREW, 1949) y pudieron introducirse mejoras sustanciales
en los cultivos masivos. En la actualidad la Biotecnologia de las algas
marinas macroscopicas se encuentra bien desarrollada en Asia (Japon.
China, Indonesia, Taiwan, Filipinas) y sdlo rclativamente en otras areas
del globo {Chile, Brasil, Francia, Inglaterra. México, USA).

PRODUCCION MASIVA CONTROLADA

Esencialmente la Biotecnologia de las Algas se basa en su cultivo masi-
vo. Este se realiza en condiciones controladas, con el indculo de la especie
que interese, cn recipientes apropiados de capacidad variable (o en condi-
ciones naturales, caso de las algas bentdnicas marinas) v con diversos
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medios de cultivo, segin los requerimientos de la especie que se desee cul-
tivar.

EL INOCULQO

El mimero de especies que se ha cultivado masivamente hasta ahora es
relativamente grande (Tabla 1), aunque pequefio ain comparado con el
nimero total de especies de algas que se conocen. Como puede compro-
barse en dicha tabla, se han cultivado algas pertenccientes a casi todos los
grandes grupos taxonomicos. El origen de los inoculos suele ser doble:
plantas aisladas de Ia Naturaleza o plantas procedentes, bien de Coleccio-
nes de Cultivo de Algas, bien de cultivos masivos realizados en otros luga-
res. Todos los indculos, en condiciones adecuadas de luz, temperatuia y
nutricntes experimentan un crecimiento exponencial, pero —dado que las
condiciones de cultivo no suelen ser siempre estrictamente controlables—
es importante contar con un inéculo abundante de la especie en cuestion
con objeto de evitar proliferaciones de otras especies no deseadas. Dicho
inoculo abundante suele producirse en ¢l laboratorio en cultivos unialga-
les ya masivos, pero rara vez axénicos. Cuando ¢l cultivo alcanza el final
de la fase exponencial, se pasa a trabajar en condiciones semicontroladas,
con mayores volimenes que se obtienen diluyendo el indculo con medio
de cultivo. Desde esta fase (fase de planta-piloto) se comienza la fase
industrial al aire libre o en el mar abierto.

Un aspecto de la Biotecnologia de las Algas actualmente en auge cs la
seleccion genética de cepas para el cultivo masivo. La genética de las algas
se encuentra aun bastante retrasada con respecto a la de las plantas supe-
riores (GALLAGHER, 1986; VAN DER MEER, 1988). pero en los ultimos afios
se han conseguido algunos resultados muy interesantes. La seleccion de
cepas se realiza mediante técnicas de genética cldsica: mutantes naturales
(Anabaena: KERBY et al., 1988; Gelidium, Gracilaria, Porphyra: VAN DER
MEER, 1987), hibridaciones (Laminaria, Undaria: WU & LIN. 1987) o induc-
cion artificial de mutaciones.

Los mutdgenos que se han probado con éxito han sido la NNG (N-
metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina) y ésteres etilicos o metilicos del acido
mctanosulionico, con los cuales se han inducido mutaciones en Porphyra y
Gelidium (VAN DER MEER, 1987).

La obtencion de mutantes ha permitide, entre otras cosas, cultivar
Spirulina cn agua de mar —un medio de cultivo practicamente gratuito—
(TOMASELLI et al., 1987) o aumentar la fotoproduccién de hidrégeno en
Anabaena (SPILLER & SHANMUGAM, 1986). Las hibridaciones en Lamina-
rig han incrementado muchisimo la produccion de este alga en las costas
de China (ZENG, 1981).

En cualquier caso, CHENEY {1986) recomienda empezar a usar técnicas
ya habituales en genética molecular, tales como fusion de protoplastos,



TABLA 1. Produccién de algas en cultivo masivo. Todas las cifras, en gr. (peso seco) - m~? - dia~'. Se ha procurade ofrecer
los promedios anuales si existen. Todas las cifras se han redondeado al nimero entero mas proximo.

TABLE 1. Algas mass culture productivity (gr. (dry weight) - m 2 - d ). Annual averages are given if available. All
numbers have been approached to their nearest integer.

Pais Alga Produccién Referencia

Cyanophycae

Esparnia Anabaena variabilis 13 GARCIAFONTES et al. (1982)

URSS A. variabilis 4- 7 GRAMOV & PINEVICH (1972)

USA Anabaenopsis sp. 7-15 WEISSMAN et al. (1978)

India Spirulina platensis 8-12 BECKER & VENKATARAMAN (1982)

Israel S. platensis 16-50 RICHMOND & VONSHAK (1986)

México S. platensis 10-15 SANTILLAN (1982)

URSS S. platensis 9-20 GROMOV & PINEVICH (1972)

USA S. platensis 14-21 BEDELL (1985}

Japon Tolypothrix tenuis 6- 8 WATANABE et al. {1959)
Chlorophyceae

Japon Chlorella sp. 21-26 TSUKADA et al. (1977)

Kuwait Chiorella sorokiniana 8-22 PROKOP & FEKRI {1984)

Taiwan Chlorella sp. 20-40 SOONG (1980)

URSS Chlorella sp. 15-25 DODGE (1976)

Espana Chlorococcales 33 VELASCO et al. {1975)

Filipinas Chlorococcales 3-5 RODULFO et al. (1982)

Israel Chlorococcales 16-24 SHELEF et al. (1978)

Singapur Chlorococcales £5-20 GOH (1986}

URSS Dunaliella rertiolecta 20-40 SPECTOROVA et al. {1982)

USA D primolecta 12 THOMAS et al. (1986Db)

USA Micractinium sp. 7-20 BENEMANN et al. (1978)

Alemania Qccidental Scenedesmus obliquus 10-15 SOEDER {1976)
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TABLA 1. (Continuacion).

Pais Alga Produccion Referencia

Bulgaria S. obliguus 17-20 DILOV et al. (1985)

Checoslovaquia S. obliguus 12-16 VENDLOVA (1969)

Egipto S. obliquus 12-16 EL-FOULY et al. (1984)

India S. obliquus 15-20 BECKER & VENKATARAMAN (1982}

Pera S. obliquus 15-25 HEUSSLER et al. (1978a)

Polonia S. obliquus 10-14 VENDLOVA (1969)

Rumania S. obliquus 18-25 VENDLOVA (1969)

Tailanda S. obliquus 12-17 PAYER et al. (1978)
Diatomophyceae

Espafia Chaetoceros gracilis 7-17 LUBIAN (1986)

Inglaterra Phaeodactylum tricornutum 7-13 ANSELL et al. (1963)

USA P tricornutum 22 THOMAS et al. (1984a)

USA Cultivo mixto 13-25 GOLDMAN et al. (1975)
Euglenophyeceae

Italia Euglena sp. 17-22 BALLONI et al. (1980)

Eustigmatophyceae
Esparia Nannochloropsis sp. 5-39 LUBIAN {1986)
USA Isochrysis sp. 48 THOMAS et al. (1984¢)
Phaeophyceae

USA Sargassum muticum 35 GELLENBECK & CHAPMAN {1986)
Prasinophyceae

Canadid Chondrus crispus 30 SHARP (1987)
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TaBLA 1. {Continuacién).

Pais Alga Produccion Referencia
Filipinas Eucheuma striatum 4 PARKER (1974)
Sudafrica Gelidium pristoides 2.5-5 CARTER & SIMONS { 1987)
USA Gracilaria folitfera 18-44 LAPOINTE & RYTHER (1979)
China G. sjostedtii 10-27 LIREN ct al. (1984}
USA G. tikvahiae 22-25 HANISAK & RYTHER (1986)
Taiwan G. verrucosa 4-12 YOUNG MENG (1981)
USA G. verrucosd 6-9 DAUGHERTY & BIRD (1988)
USA Hypnea musciformis i8 LAPOINTE et al. (1976)
Canada Palmaria palmata 10-28 MORGAN et al. (1980)
Francia Porphyridium cruentum 4- 8 THEPENIER et al. (1988)

Xanthephyceae

USA Monallanius salina 14 THOMAS et al. (1984c)

91
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microinyeccion de material genético y vectores como el pldsmido Ti. La
obtencion de protoplastos en algas esta bien documentada (CHENEY, 1986)
para micmbros de Chlorophyceae, Phaeophyceae y Rhodophyceae: inclu-
$0 existen ya algunos datos de fusion entre especies del mismo género o
distinto (Zygnema, Spirogyra, Chlamydomonas, entre Enteromorpha linza y
Monostroma angicava, eic.: CHENEY, 1986). aunque los hibridos resultantes
son poco estables (SAGA et al., 1986). Hasta la fecha, el trabajo mds espec-
tacular de fusion de protoplastos ¢s el de LEE & TAN (1988), quienes
mediante glicol de polietileno inducen la fusion de Porphyridium cruentum
{(Rhodophyceae) v Dunaliella bardawil o D. salina (Chlorophyceae); la fre-
cuencia de fusiones es baja (10 7%) pero el organismo resultante es estable.

Un campo anexo que también cstd siendo explorado activamente en
las algas macroscopicas marinas es la regeneracion a partir de callos
(«callus») o pequefas porciones de tejido (POLNE-FULLER, 1988). Este
aspecto ¢s muy interesante porque permite la produccion masiva de algas
marinas de modo vegetativo, sin necesidad de esporas o fases sexuales en
las cuales la mortalidad es mayor. Se ha descrito la formacién de callos en
algas macroscopicas marinas de los tres grupos principales (CHENEY, 1986).
El éxito de la regeneracion, sin embargo, depende de multiples lactores:
tipo de tejido, morfologia de la regeneracion, condiciones de cultivo, etc.
(POLNE-FULLER et al., 1986).

SISTEMAS DE CULTIVO

Nos referiremos aqui a los utilizados en ¢l cultivo masivo, los de cultivo
en pequefios volimenes no los consideraremos. Pueden ser de dos tipos:
abiertos y cerrados. Los primeros son los mas abundantes y mas antiguos;
los segundos, mds recientes. presentan la ventaja de reducir la contamina-
cion del cultivo por otros organismos no descados (algas competidoras.
parasitos, cpifitos) o sustancias quimicas que puedan resultar toxicas para
el alga en cuestion. Hay una enorme varicdad de diseiios de recipicntes
abiertos para el cultivo masivo, aungue todos sobre el mismo esquema
basico: un paralelepipedo de superficic variable (Fig. 1) y profundidad por
lo general inferior a 50 cms. (RICHMOND & BECKER, 1986). La cubeta pue-
de estar construida con los materiales mas diversos: picdra, hormigén,
cemento, ladrillos, distintos plasticos, arena impermeabilizada con un
plastico, etc. (DODD, 1986). La extensién de las cubetas oscila entre 1 m? y
10 ha (DODD, 1986}

Si de algas planctdnicas se trata. los primeros problemas a resolver en
un cultive masivo son la sedimentacion y la fotoinhibicion de las algas.
Ello sc consigue mediante la agitacion del cultivo. Existen varios sistcmas
de agitacion (Fig. 6) que incluyen palctas rotatorias, hélices, agitacion
manual. pequefias pendientes o inyeccion de gases (aire o dioxido de car-
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bono mez¢lado con aire). La agitacion en muchos de estos sistemas se ve
favorecida si se afiaden divisiones internas en la cubeta de cultivo de modo
que se formen meandros.

En el caso de algas benténicas es preciso afadir al recipiente superfi-
cies de soporte adicional. Las mas antiguas son las cafias de bambu, usa-
das desde muy antiguamente en el cultivo de Porphyra en el Japon (CHAP-
MAN & CHAPMAN, 1980). El proceso suele complicarse porque los ciclos
vitales de estas algas requieren a menudo de distintas superficies. Asi,
Gracilaria tikvahiae necesita conchas de bivalvos para la fijacion de sus
esporas (ZERTUCHE ¢t al., 1988) v alpgo similar ocurre con el estadio
“Conchocelis” de Porphyra (WAALAND et al,, 1986). Una vez desarrolladas
las pequefias plantitas, se intenta su adhesion a cuerdas o redes, manual-
mente (ZERTUCHE et al., 1988) o de modo espontaneo (WAALAND et al.,
1986). Las estructuras de cultivo de las plantas adultas pueden liegar a ser
muy grandes (Fig. 7). En el caso de algunas algas bentdnicas gue viven
sobre sustratos arenosos, como las Gracilaria chilenas, se han desarrollado
varios sistemas para cultivarlas: herramientas en forma de Y griega que
entierran trocitos de talo en la arena o bolsas de pldstico que, enterradas en
la arena, liberan dichos propédgulos al desintegrarse (SANTELICES & UGAR-
TE, 1987).

Los recipientes cerrados se fabrican con algun tipo de plastico transpa-
rente como matertal basico, pudiendo adoptar la forma de invernadero, de
bolsa (Fig. 2) o de tuberia (Fig. 8). En Biotecnologia de algas bentonicas
marinas no suelen usarse lugares cerrados, sino en estadios iniciales (KAIN
& DAWES, 1987) o en condicioncs desfavorables, sicndo el sistema de
invernadero el mas empleado en dichos casos. Entre los inconvenientes de
esta clase de recipientes se cuentan los siguientes: no son totalmente trans-
parentes a la luz, cubriéndose de polvo con facilidad, son de limpieza inte-
rior dificil y resultan mas caros que los sistemas de cultivo abierto (RICH-
MOND & BECKER, 1986).

MEDIOS DE CULTIVO

Las algas no solo necesitan energia luminosa para crecer sino también
clementos nutritivos, fundamentalmente en forma inorganica. La Biotec-
nologia de las Algas. que es —entre otras cosas— un proceso de tipo cco-
nomico. requiere de medios de cultivo baratos y faciles de confeccionar.
También debe tenerse en cuenta que no todas las algas tienen los mismos
requerimientos nutritivos y por ello €stos deben ser tenidos en cuenta antes
de iniciar el cultivo masivo de algun alga determinada.

Existen muchos tipos de medio de cultivo para algas {MCLACHLAN,
1973; NICHOLS, 1973). pero todos tienen el inconveniente de resultar muy
caros cuando se usan para la produccion masiva. En el caso de las algas
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FI1G. §.—Cubetas de cultivo masivo de microalgas al aire libre en el Centro de Investi-
gaciones del Agua (CSIC).

F1G. 1.-Microalgal outdoor mass culture ponds in the Centro de Investigaciones
del Agua (CSIC).
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marinas suele emplearse normalmente agua de mar suplementada en gra-
do variable con sales inorgdnicas de nitrégeno y fosforo.

Para las algas continentales el nimero de medios de cultive empleados
en Biotecnologia es alto y puede decirse que casi cada institucion o empre-
sa tiene el suyo propio. Se han cultivado algas con: agua del grifo suple-
mentada con fosfatos y nitratos (GELDENHUYS et al. 1987}, agua del grifo
con abonos comerciales (BECKER & VENKATARAMAN, 1982), efluentes de
la industria azucarera (TRAVIESO & BENITEZ, 1987), aguas residuales urba-
nas diluidas en grado variable (PICARD et al., 1980). aguas residuales urba-
nas sometidas a fratamiento secundario previo aerobio (VELASCO et al.,
1986) o anaerobio (FIESTAS et al.. 1988), medios desprovistos de nitrogeno
para favorecer a las Cianoficeas fijadoras de nitrogeno atmosférico (GAR-
Cfa FONTES et al., {987), agua de mar tamponada para producir Spirulina
—que no es marina— (MATERASSI et al., 1984), efluentes de la industria
agropecuaria (porcino, GROENEWEG et al., 1980; bovino: TOERIEN & GRO-
BBELAAR, 1980), etcétera.

La salinidad es otro parametro importante en el medio de cultivo de
algas marinas. Asi, por ¢jemplo, el crecimiento optimo de Eucheuma stria-
tum se obtiene con un 35,11 %/w de salinidad (MAIRH ¢t al., 1986), mientras
que ¢l de Gracilaria verrucosa se presenta para un 30 Yo (RUENESS & TA-
NANGER, 1984).

Es obvio que algunos de estos medios de cultivo condicionan la aplica-
cion posterior de la biomasa producida. No se puede alimentar a seres

F1G. 2.—Cultivo de microalgas para acuicultura marina en bolsas cerradas y verticales
(Foto, cortesia de Luis Lubian).

F1G. 2.—Microalgal mass culture for marine aquaculture in vertical plastic bags
(Photograph is a courtesy of Luis Lubian).

FI1G. 3.—Scenedesmus acutus en cultivo con condiciones nutritivas optimas (A) y en
condiciones de déficit de fosforo (B).

F1G. 3. —Scenedesmus acurus growing in a balanced culture (A) and in a culture with
phosphorus depletion (B).

FIG. 4.—Aspecto de un cultivo masive de Chlorococcales al aire libre en el Centro de
Investigaciones del Agua (CSIC).

F16G. 4. —Appearence of Chlorococcales mass outdoor culture in the Centro de In-
vestigaciones del Agua (CSIC).

FI1G. 5.—Scenedesmus inmovilizado sobre lentejas de alginato en el Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas, La Habana (Cuba).

F16. 5.—Alginate-inmobilized Scenedesmus in the Centro Nacional de Investigacio-
nes Cientificas, La Habana (Cuba).
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F1G. 6.—Principales sistemas de agitacion en los cultivos masivos. Modificado de
RICHMOND & BECKER (1986).

F1G. 6.—Muin agitation devices in algal mass cultures. Modified from RICHMOND &
BECKFR (1986).

humanos directamente con algas que hayan crecido con agua residual o
fertilizar suelos con cultivos de algas de salinidad elevada. por ejemplo.

CONDICIONES DE CULTIVO

Los principales factores determinantes de la produccion masiva de
algas son los siguientes:
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F1G. 7.—Sistema de cultivo de algas bentdnicas marinas en mar abierto. Modificado
de KAIN & DAWES (1987).

F1G. 7.—Offshore benthic marine algae cultivation facility. Modificd from KAIN &
DAWES (1987).
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Radiacién

Resulta dificil independizar los efectos que sobre el crecimiento masivo
de las algas provocan la temperatura y la luz. Se sabe que cn invierno los
cultivos al aire libre crecen menos. pero se ignora si se debe a la menor ilu-
minacién, a la inferior temperatura o a un efecto de ambas.

La radiacion fotosintéticamente activa de saturacion bajo la cual hay
limitacién luminosa es muy variable, dependiendo de cada especie y de su
¢stado fisiologico, pero en promedio puede situarse ¢n lorno a los 100
LE - m™ - seg”' {HARRIS, 1986). Hacia mediados de febrero en la latitud
de Israel va se alcanza esa cifra y. pese a ello, las producciones masivas de
microalgas alin resultan suboptimas (SHELEF et al., 1978). En cste caso,
puede concluirse que la limitacion se debe a la temperatura. HEUSSLER
(1985) menciona para Pert el caso complementario: cubierta la cubeta de
cultivo en invierno con un pldstico transparente que contribuia a su calen-
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Fi1G. 8. —Cultivo de Spirulina en fotorreactores cerrados. Las tuberias son de vidrio
transparente y el baiio donde se encuentra esta termostatizado. Modificado de Bocc1
et al. (1988).

FI1G. 8.—=Spirulina culture in closed photoreactors. Pipes are made of transparent
glass and the water bath contraining them is termostatized. Modified from BOCCI

et al. (1988).
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tamiento. la produccion de microalgas ascendid. Este es el motivo de la
instalacion de la mayor parte de las experiencias de produccion masiva de
algas en las zonas mas cdlidas y de mayor insolacion del globo: las limita-
ciones al crecimiento de la escasa radiacion son mucho menores.

En las algas macroscopicas se dan distintos optimos luminosos, a me-
nudo paralelos a los térmicos. Asi, Gracilariu conferta presenta sus Optimos
de crecimiento por debajo de los 1000 uE - m=2 - seg! (FRIEDLANDER
et al., 1987); G. secundara, sin embargo, no ve saturado su crecimicnto a
1450 mE - 1™ - seg ! (LIGNELL et al., 1987).

Por otro 'ado, los optimos térmicos de las algas varian segin la especic.
Asi, las Chlorococcales mas utilizadas (Chlorella y Scenedesmus) ofrecen
producciones maximas entre los 20 y los 252 C (BECKER & VENKATARA-
MAN, 1982). mientras Spirulina necesita termaperaturas mas elevadas. Noso-
tros hemos observado un comportamiento similar de Osciflatoria frente a
Chlorella en ¢l laboratorio. En cl caso de las algas benténicas marinas
sucede otro tanto; por ejemplo, ¢l optimo de crecimiento de Gracilaria
verrucosa cepa G-16 s¢ encuentra a 24° C (BiRD, 1988), mientras que cl de
Laminaria brasiliensis se halla a 16° C (YONESHIGUE & OLIVEIRA, 1987) y el
de Chondrus crispus. a 20° C (SIMPSON & SHACKLOCK, 1979).

En ¢l otro extremo del espectro. hacia cl ultravioleta, s¢ presenta la
influencia fotoinhibidora de la radiacion. Es poco probable que dicho
fendmeno se produzca en cultivos masivos de algas planctonicas bicn
agitados, pues la turbulencia generada por la agitacion determina que
todas las algas pasen bastantes periodos en la oscundad o en zonas de luz
escasa y asi la fotoinhibicidon no se produce (HARRIS & PICCININ, 1977).
De todos modos, es bien conocido ¢l hecho de que las Cianoficeas fotoin-
hiben a intensidades luminosas menores que las Cloroficeas (RICHARD-
SON ¢t al., 1983). A intensidades elevadas las Cianoficeas producen alrede-
dor de un 25 % menos que las Cloroficeas: a intensidades bajas, aproxima-
damente lo mismo (WEISSMAN et al., 1978). Que sepamos, apenas hay
datos sobre foioinhibicion en coltivos masivos de algas bentomicas muii-
nas, si bien los datos sobre el crecimiento en dichas algas rara vez incluyen
medidas fotosintéticas; solo en Ascophvlium nodosum se ha apreciado fo-
toinhibicion a intensidades luminosas de 800 uE - m= - seg~' (LIGNELL
& PEDERSEN, 1986). La fotoinhibicién de algas bentdnicas marinas cn
poblaciones naturales estd bien documentada (RAMUS, 1981),

La produccion masiva de microalgas reduce considerablemente la pe-
netracion de la luz en el cultivo. Seguin nuestros datos, para prodacciones
de 30 g (peso scco) - m~ - dia”! se tienen constantes de extincién de la
luz de 60-80 m !, es dccir, penctraciones de la luz de 7-5 ¢m. lo cual ¢s
comun a los sistemas de cultivo masivo de microalgas (SHELEF et al., 1978;
VONSHAK & RICHMOND, 1985). Fenémenos andlogos de autosombreado
s¢ han apreciado con algas bentdnicas marinas; en Gracilaria secundata
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biomasas de 3 kg -+ m"? producen extinciones de la luz de 153 m™!
(LIGNELL ¢t al., 1987).

Con objeto de estimular ¢l efecto multiplicador de la radiacion intermi-
tente sobre la produccion de algas, conocido desde hace tiempo (KOK,
1953), s¢ han descrito sistemas sencillos generadores de turbulencia y de
trayectorias erraticas que exponen las algas a la luz con frecuencias de 0,5-
| Hz (LAWS ct al., 1983); los resultados parecen prometedores, toda vez que
dichos autores han conseguido incrementos en la eficiencia fotosintética
(véase mas abajo) del orden del doble de los medidos en los controles.

La radiacion luminosa ejerce también otros efectos menos conocidos
sobre los cultivos masivos. Asi. por ejemplo, ¢l porcentaje de adhesion al
sustrato de las esporas de Porphyra yezoensis aumenta con la radiacion (Lt
SHI, 1984},

Tiempo de retencion

Se conoce desde hace tiempo el fendmeno de la ingestion lujosa de
nutrientes en microalgas (KETCHUM, 1939) y macroalgas (RYTHER et al.,
1981). Por ello, no es preciso tener operando continuamente el sistema de
aprovisionamiento de medio de cultivo para lograr ¢l crecimiento de las
mismas en los cultivos masivos. Sin embargo, como quiera que los nu-
trientes acaban agotindose, se hace necesaria la renovacion periodica del
medio. El tiempo transcurrido entre cada suministro de medio nuevo es ¢l
tiempo de retencion si el sistema se halla en equilibrio dindmico. Lo ideal
es que dicho periodo sea igual al que las algas precisan para consumir efi-
cientemente los nutrientes suministrados: un plazo mas breve sucle climi-
nar algas en pleno crecimiento por el rebosadero, un plazo mas largo pro-
voca una deficiencia nutritiva y la aparicion de distintas malformaciones
en las microalgas (ORON ct al., 1981); nosotros hemos observado también
teratologias en cultivos masivos sometidos a limitacién nutritiva (Fig. 3).
Es dificil, no obstante, acertar con el tiempo de retencion idonco porque ¢l
metabolismo de las algas no depende s6lo del medio de cultivo, sino tam-
bién de cada especie concreta y de su historia previa en dicho medio
{(DROOP, 1983). BENEMANN et al. (1978) estiman el Optimo en cuatro dias,
al igual que ORON & SHELEF (1982), aunque seftalan que si la radiacion es
inferior a 200 ly - dia"!, dicho periodo debe alargarse.

Para algas macroscopicas marinas apenas hay datos sobre la impor-
tancia de este pardmetro, pero el tiempo de renovacién del medio de culti-
vo suele programarse para una semana (DAUGHERTY & BIRD, 1988
LIGNELL ct al., 1987). De todos modos, LAPOINTE & RYTHER (1979) indi-
can que el crecimiento masivo de Gracilaria foliifera aumenta inversamente
con el tiempo de renovacién del agua, lo cual también ocurre en G. tikva-
hiae (DE BUSK & RYTHER, 1984; FuJita & GOLDMAN, 1985).
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Otro aspecto importante relacionado con el tiempo de retencion es la
densidad del cultivo. Como hemos visto en el apartado anterior, las densi-
dades elevadas extinguen con mucha facilidad la luz que recibe el cultivo y
hacen que este aspecto resulte limitante de la produccion masiva. Se debe,
pues, regular la densidad cclular en ¢l cultivo a fin de controlar el auto-
sombreado y ¢llo puede conseguirse jugando con el tiempe de retencion
(HARTIG ct al.. 1988).

Turbulencia

La turbulencia en la masa de cultivo ¢s fundamental para la produc-
cion masiva de microalgas. Aunque por el hecho de su escasa profundidad
los cultivos sean practicamente isotermos y, por tanto. sc encucntren bien
mczelados v sean turbulentos, las algas sedimentan igualmente, si bien
con lentitud mayor que en una fase laminar (REYNOLDS, 1984). Resulta
preciso, pues, afadir alguna clase de agitacién artificial que, produciendo
turbulencia, impida la sedimentacion. La turbulencia, ademas, favorece la
produccion puesto que las algas no se encuentran en todo momento en
supcrficie y, asi, evitan la fotoinhibicion, aprovechandosc del efecto opti-
mizador de la radiacion intermitente (véase ¢l apartado de radiacion). En
efecto, en experiencias realizadas en el mar (MARRA, 1978) v en lagos
{JEWSON & WOOD. 1975) en las cuales se evaluaba la produccion primaria
del fitoplancton en botellas dispucstas en un sistema girateric que las
hacia moverse por toda la columna vertical a la misma escala temporal
que los movimientos del agua, la produccion practicamente duplicaba la
de los controles fijos.

En los tanques de cultivo de algas bentdnicas marinas este aspecto de
la turbulencia no ha sido considerado adn, pero debe tenerse en cuenta si
la altura de los mismos supera el metro, pucs pucden desarrollarse estrati-
ficaciones que afecten a la distribucién homogénea de los nutrientes en la
columna vertical. En Macrocystis, por ¢jemplo, dada la longitud de los
talos, cste aspecto es muy importante (NORTH ct al., 1981).

Oxigeno disuelto y pH

El control de uno y otro son fundamentales en los cultivos masivos de
microalgas. puesto que ejercen una influencia indirecta, pero importante,
sobre los procesos de crecimiento. Asi, el oxigeno producido por las algas
durante la fotosintesis puede llegar a hallarse en una concentracién tan
elevada que inhiba aquélla (inhibicidén por producto final, llamada en este
caso «efecto Warburg») v la produccidn del cultivo disminuya. Este riesgo
se reduce si se agita el cultivo, con lo cual se favorece el paso del oxigeno a
la atmosfera y. de cse modo, decrece su concentracion en el agua.
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Hay otro efecto desfavorable para los cultivos de algas planctonicas, en
el cual intervienen la luz y el oxigeno: la fotooxidacion. El oxigeno es un
clemento téxico para los organismos, quienes se protegen de él de muy dis-
tintas maneras. Las algas utilizan como proteccion los carotenoides, la
superéxido dismutasa y otras moeleculas que se combinan con el oxigeno
en exceso, pero con intensidades luminosas elevadas, sobresaturacion de
oxigeno y ausencia de diéxido de carbono en el cultivo se produce el feno-
meno de fotooxidacion que mata las algas del cultivo y es capaz de acabar
con éste en muy poco tiempo (RICHMOND, 1986b). Este fendmeno es espe-
cialmente delicado en el caso de los cultivos masivos de Spirulina (R1ICH-
MOND & GROBBELAAR, 1986); otras algas, como Punaliella, ticnen medios
para adaptarse mejor a la fotooxidacion, tales como la acumulacion masi-
va de B-caroteno, hecho gue permite una aplicacion biotecnoladgica adicio-
nal (véase mas abajo).

Por otro lado, las algas también respiran; cs decir, consumen oxigeno y
lo hacen tanto en la luz como en la oscuridad. En la luz el fendmeno se
denomina fotorrespiracion (TOLBERT, 1974) y puede llegar a ser una causa
importante de destruccion o excrecion del carbono organico recién forma-
do durante la fotosintesis (FOGG, 1983). Este aspecto rara vez ha sido con-
siderado en los cultivos masivos de algas, pero no por ello deja de tener su
interés por cuanto reduce efectivamente la produccion.

La concentracion de oxigeno en el cultivo también es importante de
noche, cuando no hay fijacion de carbono, ya que entongces las algas exclu-
sivamenle respiran y, teniendo en cuenta su clevadisima densidad, pueden
llegar a agotar el oxigeno disuelto y provocar situaciones de anoxia, tam-
bien perjudiciales (BECKER & VENKATARAMAN, 1982).

El pH es otro aspecto delicado del cultive masive porque la ingestion
del carbono inorginico por las algas aumenta el pH del medio y desplaza
el equilibrio hacia los carbonatos. Las algas no usan los carbonatos, con lo
cual pueden encontrarse limitadas en su crecimiento por el carbono
(RICHMOND & GROBBELAAR, 1986). En cultivos masivos de algas bentdni-
cas marinas cstos aspectos no se han estudiado.

Carbono

Las principales fuentes de carbono inorgdnico para el cultivo masivo
de algas son cl dioxido de carbono libre y el bicarbonato. Energéticamente,
para las algas resulta mas barato el primero puesto que aquél penetra por
difusion en la c¢élula, micentras que el bicarbonato lo hace por transporte
activo (RAVEN, 1980). Por ello, cuando se trata de optimizar la produccion,
parcce mas aconsejable el anadir CO..

Generalmente. en ¢l cultivo masivo de microalgas con medio sintético
se aporta didxido de carbono mezclado con aire, ya que ¢l contenido del
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aire en CO; es muy bajo (0,036 % en volumen). Las proporciones del
nutricnte varian segun los distintos autores, pero suelen situarse entre el
0,3y cl 5% en volumen (WEISSMAN ¢t al., 1978; HEUSSLER, 1985). Los estu-
dios que se han realizado sobre la forma de administracion del CO; a los
cultivos masivos son varios ((GOLDMAN et al., 198]1; MARKL & MATHER,
1985; VASQUEZ & HEUSSLER, 1985) y no parece haberse propuesto todavia
un sistema eficaz y de bajo coste econémico. El método mas cominmente
empleado consiste en inyectar CO; meZclado con aire en tuberias que
desembocan en tubos perforados situados ¢n ¢l fondo de estanques de cul-
tivo. pero parece ser que, dependiendo de la perforacion de dichos tubos,
pueden presentarse problemas porque las burbujas pequenas inducen la
flotacidn de las algas y la reduccion, por tanto, de la produccion y las gran-
des con un 1 % de CO- en aire producen narcosis en las células (GOLDMAN
et al., 1981).

Aunque la mayor parte de las algas prefiere ¢l didxido de carbono
como fuente inorganica para el ciclo de Calvin, pueden usar altemativa-
mente el bicarbonato, ya que se ha comprobado que poseen anhidrasa car-
honica, enzima catalizadora de la reaccion CO-—CQO;H ™ en sistemas bio-
logicos, habiéndose observado un transporte facilitado de CO:~H~ a tra-
vés de las membranas de las microalgas (SHELP & CANVIN, 1980). En el
caso de escascz de CO; y presencia de bicarbonato, las algas no verian
limitado su crecimiento porque: 1) el aprovisionamiento de CO: a los culti-
vos es mas rapido de lo que ellas necesitan (GOLDMAN et al., 1974a). 2} la
anhidrasa carbonica se produce ¢n mayor cantidad cuando la presién par-
cial de COs es baja (REED & GRAHAM, 1977},

Todo lo precedente se refiere al caso de un medio sintético de cultivo
para crecimiento masivo de microalgas. Si el medio fuere agua residual,
muy rica cn carbono organico, la mineralizacion del mismo debida a las
bacterias gencra el CO» necesario para las algas. Hay un género de algas
ampliamente utilizado en cultivos masivos que. sin embargo, preficre el
bicarbonato como fuente de carbono inorganico. Se trata de Spirulina, gru-
po de organismos residente en ambientes con elevada concentracion sali-
na, aunque no de cloruros, como las masas de agua circundantes al lago
Chad (ILT18, 1974), los lagos carbonatados etiopes (TALLING et al., 1973) o
el evaporador solar situado en el lago Texcoco de México («El Caracol»:
SANTILLAN, 1982). Spirulinag precisa unos 16 g - 17! de bicarbonato para
crecer optimamente (ZARROUK, 1966).

BECKER & VENKATARAMAN {1982) han usado como fuente de carbono
suplementaria los residuos de factorias azucareras y, aungue su efecto
sobre el crecimiento es inferior al del COs, podria ser una buena fuente
adicional a la par que una manera de reutilizar dichos residuos. Otra fuen-
te de carbono que han usado dichos autores ha sido la bosta de las vacas.
transformada en CO» mediante un digestor anaerobio. En Perit (HEUSS-
LER et al., 1978a) s¢ han usado los residuos de las alcoholeras —ctanol de
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pobre calidad - como fuente de carbono tras su transformacidon en CG, en
un digestor anacrobio.

Algunas cepas de microalgas del género Chlorella también se han culti-
vado masivamente en la oscuridad, teniendo como fuente de carbono aci-
do acético o glucosa (SOONG. 1980).

En los cultivos masivos de algas microscopicas marinas esta cuestion
del carbono no ha sido muy estudiada (DE BUSK & RYTHER, 1984), pero las
investigaciones precedentes indican que la aportacion de carbomico vy bi-
carbonato (controlando ¢l pH mediante acido clorhidrico) multiplica la
produccion por cinco respecto a los controles en Gracilaria tikvahiae (DE
BUSK & RYTHER, 1984). De todos modos. dado ¢l pH del agua de mar y el
gran poder tamponador de ésta, la mayor parte de la especiacion carbona-
da sc encuentra en forma de bicarbonatos (STUMM & MORGAN, 1981} y los
problemas con ¢l CO; anteriormente reseitados para las microalgas no ¢s
verosimil que sc produzcan.

Nitrogeno y Fdsioro

Dc nuevo agui queremos hacer la distincion entre si ¢l medio de cultivo
¢s sintético 0 no. En ¢l primer caso. tenemos una enorme variedad de
medios de cultivo aptos para casi cualquier grupo de algas que deseemos
cultivar. Para esta clase, la fuente de nitrogeno mas usada sueie ser el nitra-
to. pero en aquéllos que se emplean para el cultivo masivo de microalgas
tiene preferencia la urea. En efecto, a pesar de que la fuente preferida de
nitrogeno por las algas es el amonio sobre el nitrato (MORRIS. 1974), ¢l
consumo de uno u otro desplaza el pH hacia la acidez o la alcalinidad. res-
pectivamente, v si se desea tener un optimo del pH para el crecimiento,
parcce mas aconsejable la urea, la cual en ese sentido es inocua (GOLD-
MAN et al., 1982).

Si el medio de cultivo no es artificial, lo mas probable es la presencia de
amonio y urea simultdneamente, puesto que esa clase de medios suelen ser
aguas residuales de distintos origenes organicos y la degradacion de las
proteinas presentes en ellas producira, entre otros compuestos, dichas
fuentes de nitrégeno en gran cantidad. En ¢sc caso, debe tenerse cuidado
con las concentraciones de amonio debido a la toxicidad del amoniaco
para las algas a concentraciones superiores a los 2 mM y pHs por encima
de 8 (ABELIOVICH & AZOvV, 1976), valores frecuentes en las aguas residua-
les. Normalmente suele solventarse dicho problema cultivando las algas
gue crecen espontaneamente en las mismas, mejor adaptadas a las pecu-
liares condiciones de agquel medio que otras cepas provenientes de colec-
ciones de cultivo. En relacion con esto, RODULFO et al. (1982) han observa-
do que las cepas autoctonas producen mds que las importadas de alguna
coleccion.
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Para las algas macroscopicas marinas en cultivo masivo se usa prefe-
rentemente ¢l nitrato, que es la forma nitrogenada mas abundante en el
mar {SVERDRUP et al., 1942), aunque no se desdefie €l amonio. SHACK-
LOCK ¢t al, (1975) afiaden nitrato amonico a los cultivos masivos de Chon-
drus crispus. PARKER (1974) observa aumentos del crecimiento de Eucheu-
ma spinosum del 40-50 % respecto a los controles, afiadiendo sulfato amo-
nico ¢n la zona de cultivos. Y la acuicultura a gran escala de Laminaria
japonica ha usado intensivamente el sulfato amonico como fertilizante
(ZENG, 1981).

Un caso especial de fuente nitrogenada es el nitrogeno molecular pre-
sente ¢n el aire, utilizado por las Cianoficeas fijadoras. Que sepamos, al
aire libre han sido cultivadas en USA (WEISSMAN et al., 1978), URSS
(GrOMOV & PINEVICH, 1972), India (BECKER & VENKATARAMAN, 1982),
China (SHANG, 1988) y Espana (GARCIA FONTES et al., 1987).

En cuanto al fosforo, poco se puede decir en relaciéon con lo que nos
ocupa. En los medios sintéticos la forma mas usada es el ortofosfate. En
algas bentdnicas marinas estg aspecto tampoco se ha considerado dema-
siado.

Pero mids importante que el nitrogeno y el fosforo aislados es la rela-
cion entre ellos, sobre todo si se trabaja con cultivos discontinuos o con
tiempos de retencion largos. Hace tiempo va se descubrio el balance de
nutrnentes considerado Optimo para el crecimiento de las algas planctoni-
cas (REDFIELD, 1958), situdndose en 16:1 (N:P, en atomos); sin embargo,
mas recientemente se ha observado gue cada especie precisa de un valor
propio (RHEE & GOTHAM, 1980) aunque, quizi, no excluyente.

Para algas bentdnicas marinas se sabe poco de la importancia del
cociente nutritivo N:P en cultivos masivos. Sin embargo, fertilizaciones
NO;:PO,en la proporciéon molar 10:1 permiten a Fucheuma uncinatum cre-
cer Optimamente en ¢l verano, a pesar de las altas temperaturas, perjudi-
clales para ella (ZERTUCHE et al., 1987).

Interacciones bidticas

La de un cultivo masivo de algas tiene lugar con: zooplancton, parasi-
tos, cpiflora, epifauna, bacterias y otras algas.

El zooplancten puede ser un factor importante en la produccion masi-
va por su consumo de ias microalgas. Segiin BENEMANN et al. (1978), los
tiempos de retencion cortos inhiben el desarrollo del mismo, pero dichos

antnreg enelen near ademde mantallac can narne de 150 micrac nara alimi-
AUIOTES SUCICH USar dGCIIlas pallldnds CON poros de 10V MHLTds Pdia Cililiil

narlo de sus estanques de cultivo. LINCOLN et al. (1983) controlan la pre-
sencia de Rotiferos (Brachionus rubens) y Cladoceros (Diaphanosoma bra-
chivrum) anadiendo una solucién de hidréxido amonico hasta alcanzar
concentraciones de 20 mg - 1 ! en nitrégeno, las cuales matan a los ani-
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males, pero no afectan a las algas. Por otro lado, se sabe que las amebas
destruyen los cultivos de Spirulina en poco tiempo (WAGENER & de Luca,
1987). ARAD (1988) comprueba que incluso un Dinoflagelado (Gymaodi-
nium sp.) preda sobre Porphyridium en cultivos masivos de esta Rodoficea.
Otro fenomeno que puede reducir la produccion masiva de microalgas es
el desarrollo de parasitos de las mismas en los cultivos. BENEMANN et al.
(1978) detectan la presencia de flagelados incoloros infectando las colo-
nias de un cultivo masivo de Scenedesmus, cuyo resultado es la practica cli-
minacion de toda la poblacion del alga. HEUSSLER et al. (1978b) men-
cionan también una infeccién por el mismo organismo, un hongo del
género Aphelidium, y proponen un modelo matematico basado en la dina-
mica predador-presa para predecir ¢l momento en que debe aplicarse un
pesticida al cultivo. SOEDER (en HEUSSLER et al., 1978b) indica que en
Dortmund se les presentaron infecciones del hongo Chyiridium y de bacte-
rias en cultivos masivos de Scenedesmus. MERINO et al. (1985) recomiendan
karatane, antracol y maneb (distintos tiocarbamatos) como los pesticidas
mejores, mas econdmicos ¢ inocuos para las algas que inhiben el desarro-
llo de pardsitos.

En el caso de las algas bentdnicas marinas, la presencia de epifauna y
epiflora sobre los talos en cultivo ocasiona una serie de trastornos al creci-
miento del cultivo. Asi, en Gracilaria verrucosa se ha comprobado que la
epifauna afecta negativamente al crecimiento, pero mejora la calidad del
agar producido (CANCINO et al., 1987). En Gracilaria tikvahiae 1a coloniza-
cion de los frondes por epifitos y epizoos acaba con el crecimiento masivo
del alga cuando el cultivo se realiza a bajas intensidades luminosas
(ZERTUCHE et al., 1988).

Las enfermedades debidas a bacterias se han investigado en Laminaria
Japonica, donde hasta la fecha se han identificado dos distintas (ZENG,
1981). La primera incide sobre lasesporas produciendo esporofitos malfor-
mados que, cuando son adultos, se desprenden de las cuerdas de cultivo; la
enfermedad se debe a la presencia de SH: en el medio de cultivo, el cual
permite el desarrollo de bactenas reductoras de sulfatos v productoras de
sulfuros, como Micrococcus. El remedio ha sido esterilizar ¢l cultivo de
esporas antes del trasplante a mar abierto.

La otra enfermedad de L. japonica estd producida por micoplasmas, los
cuales determinan la aparicién de talos con rizoides insuficientemente
desarrollados y frondes anormalmente entrelazados (ZENG, 1981). El trata-
miento con tetraciclinas parece contiolar la enfermedad.

En Fucheuma también se ha detectado otro trastorno diferente, llama-
do «ice-ice», que consiste en la deposicién de un polvillo blanco sobre los
frondes de la planta, con la consiguiente pérdida de pigmentos y descom-
posicion y fragmentacion ulteriores de [os talos. La causa de esta enferme-
dad no se conoce bien aun, pero las bacterias no parecen ser el factor prin-
cipal. sino uno coadyuvante (UYENCO et al., 1981).
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La competencia con otras algas en ¢l cultivo masivo de un alga deter-
minada ha sido escasamente estudiada, pero también sc produce. Por
ejemplo, una cepa de Chlorella se instala en los cultivos masivos de Spiruli-
na y reduce la produccion de ésta al competir por los nutricntes. El reme-
dio para evitarlo consiste en mantener el pH a valores elevados (11 aprox.).
lo cual inhibe el crecimiento de dicha cepa de Chlorella (RICHMOND &
GROBBELAAR. 1986).

LA PRODUCCION MASIVA DE ALGAS

Hay un hecho importante que debe resaltarse en relacion con la pro-
duccion masiva de algas (Fig. 4), el cual sc desprende en buena parte de
todo lo anterior: la produccion es el resultado de un proceso sinérgico
entre distintos factores que interactian entre si y con las algas, como, por
ejemplo, la turbulencia y la luz, la fuente de nitrégeno y el pH, el zooplanc-
ton y el ticmpo de retencidn, la luz y los epifitos, etc. Por lo tanto. si se
desea cultivar algas en cantidades masivas, es preciso atender no sélo a
cada factor concreto, sino también a las interacciones entre ellos.

Las producciones de algas en cultivo masivo varian considerablemente
(Tabla 1). Los avances tecnologicos no han hecho sino incrementar dicha
produccion paulatinamente hasta un limite definido por un factor: la efi-
ciencia de la transformacion fotosintética (GOLDMAN, 1979b). En el au-
mento de este factor se basa en buena medida el futuro de la Biotecnologia
de las Algas (RICHMOND. 1987).

Los valores de produccion mencionados en la bibliografia son muy
dispares (Tabla 1), buena parte de ellos han sido conseguidos durante
periodos breves y cn las épocas mas favorables del afio (GOLDMAN, 1979a).
El promedio mundial de produccion masiva de microalgas se¢ halla entre
los 15y 25 g (peso seco} - m™2 - dia™'y las eficiencias maximas, en torno
al 4-6 % (BENEMANN et al., 1978), aunque haya autores que citen valores de
hasta el 10 % (GOH. 1986).

Comparativamente, el nimero de datos de produccion masiva de algas
macroscopicas es menor porque la estimacion de la produccion se realiza
de otro modo. Las cifras disponibles. sin embargo, indican rangos compa-
rables con los de las microalgas. No hemos encontrado datos sobre eficien-
cias.

I.a Tabla 2 presenta las producciones promedio de distintos producto-
res primarios de la Biosfera, incluyendo la produccion masiva de algas con
objeto de permitir comparaciones. Aparentemente. las algas cultivadas se
encuentran entre los vegetales mas productivos, aungue deben hacerse
notar las unidades usadas aqui (Tm - Ha™' - ano !)con las cuales sc han
uniformizado los valores de la tabla. En electo. conocidos son los proble-
mas dec cscala que impiden —por ahora— cultivar las algas en grandces
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TABIA 2. Produccién de distintos productores primarios [Tm. (peso se-
co) - Ha ! - aio~!] presentes en diferentes ecosistemas comparados con la produc-
cion de algas en cultivo masivo.

TaBLE 2. Productivity of primary producers [Tm (dry weight) - Ha Loy I living
in different ecosystems as compared with algal mass productivity.

Productor Produccion Referencia
Cultivos masivos de atgas 30-60 GOLBMAN (197%a)
Fitoplancton marino -7 WASSINK (1975)
Fitoplancton dulceacuicola 0.5-1.5 WASSINK (1975)
Algas bentonicas marinas 12-15 WASSINK (1975}
Fanerogamas dulceacuicolas 7-11 WASSINK (1975)
Plantas del desierto 0.1-0.2 WASSINK (1975)
Tundra 22-45 WASSINK (1973)
Praderas 4-13 WASSINK (1975)
Bosque templado 5-20 WASSINK (1975}
Bosque tropical 25-70 WASSINK (1975)
Arroz 20-22 LOOMIS & GERAKIS (1975)
Trigo 18-30 LOOMIS & GERAKIS (1975)
Maiiz 16-29 LOOMIS & GERAKIS {1975}
Cereales (Comunidad de Madrid) 2- 4 CABELLOS & SANCHO (1983)

superficies (RICHMOND. 1987): por ello. los datos de dicha tabla han de
considerarse aun preliminares en cuanto concierne a la produccion masi-
va de algas.

RECOLECCION DE LA BIOMASA PRODUCIDA

Una vez alcanzado el estado estacionario de la produccion. suele reco-
lectarse parte de la biomasa producida. La proporcion de biomasa que se
retira del proceso depende de las condiciones de cultivo, flundamentalmen-
te de los tiempos de retencion utilizados.

En ¢l caso de las algas bentonicas la recoleccion ¢s muy simple, puesto
que las algas estin ligadas a un sustrato y, retirando éste del mar. se reco-
gen las algas adheridas. Sino estuviesen fijas. como es el caso de Gracilaria
0 Chondrus en los cultivos a pequetia escala, la recogida sc realiza manual-
mente.

El proceso se complica cuando se trata de algas planctonicas y se pre-
tende separarlas del agua donde han crecido. Existen multiples métodos
de separacion, pero ninguno de ellos resulta idoneo, bien por su ineficacia,
la duracion del proceso. bien por su coste. Los métodos propuestos hasta la
fecha son los siguientes: filtracion. centrifugacion. floculacion y sedimen-
lacion.
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Normalmente, la biomasa obtenida se encuentra en el agua en una
concentracion que oscila entre 200-500 mg (peso seco) - 17, Las técnicas
habituales consiguen, como maximo, concentrarla dos érdenes de magni-
tud mas (RICHMOND & BECKER, 1986).

La filtracion requiere mano de obra abundante y cambio frecuente de
los filtros (BECKER & VENKATARAMAN, 1982). La filtracion es algo mas efi-
ciente si el cultivo era de algas filamentosas. como Spirulina.

La centrifugacion es, quiza, el método mas eficaz, aunque sigue siendo
¢l método mds caro. si bien se han propuesto recientemente sistemas de
centrifugacion de menor coste (RICHMOND & BECKER. 1986).

La sedimentacion puede ser un método utilizable en el caso de las
Diatomeas, cuya densidad es apreciablemente mayor que la dei resto de
las algas planctonicas (REYNOLDS, 1984), pero el resto de las algas cultiva-
das masivamente no scdimenta con {acilidad y €l método es poco eficaz
(RICHMOND & BECKER, 1986). De todos modos, el métedo estd insuficien-
temente explorado, ya que se sabe que los cultivos envejecidos sedimentan
mads deprisa (OLIVER et al., 1981), habiendo sido este hecho cxperimentado
ya en cultivos masivos de Scenedesmus (LAVOIE & DE LA NOUE, 1987).

La floculacion es, por ahora, el método mas aceptado. Esta floculacion
puedc ser espontinea (autofloculacidn) o inducida por algin agente qui-
mico (floculacién guimica). La autofloculacion suele conseguirse median-
te cambios subitos en ¢l ambiente que rodea a las células; un aumento ¢n
el pH. por ejemplo, induce una riapida sedimentacion en cultivos masivos
de Scenedesmus (RICHMOND & BECKER, 1986). El uso de algas mas genui-
namente bentdnicas permite sedimentaciones mas veloces, precedidas o
no de {loculacidn: es el caso de Oscillatoria amphibia (AIVAREZ COBELAS
et al.. 1984) o Phormidium sp. (DE LA NOUE & PROULX. 1988).

La floculacién quimica se ha conseguido mediante multiples floculan-
tes distintos. El mayor inconveniente de la misma, aparte del coste de la
sustancia, radica en el uso posterior de la biomasa, pucs sucle impedirlo
(caso de usos nutritivos o como fertilizantes). Las sustancias que s¢ han
probado han sido muy variadas: sulfato de aluminio, cloruro férrico, dis-
tintos polielectrolitos y quitosan (RICHMOND & BECKER. 1986). Este ulti-
mo ha sido usado en las experiencias realizadas en la India (BECKER &
VENKATARAMAN, 1982) y ticne como ventaja ¢l ser un producto de origen
organico y, por tanto, digerible en nutricién animal o util para la fertiliza-
cion.

Por otro lado, un medio donde la floculacion no parcce eficaz es cl
agua marina, donde se ha comprobado que las dosis de tloculante precisas
para decantar el 90 % de la biomasa deben aumentar linealmente con la
salinidad del medio (SUKENIK et al., 1988). El inconveniente se obvia usan-
do policlectrolitos y floculantes inorganicos o un pretratamicnto ¢n ozono
seguido de floculacién inorgdnica.
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INMOVILIZACION

Como ya hemos visto, la separacion de las microalgas respecto al me-
dio en que viven es ¢l aspecto menos logrado de toda la Biotecnologia de
las Algas. Por ello, a scmejanza de los bacteridlogos (FLETCHER & MARS-
HALL. 1985). en microalgas ha comenzado a emplearse recientemente la
inmovilizacion de las algas sobre (o en el interior) de una matriz solida
—orgdnica o inorgdnica— Los materiales de soporte son muy variados,
pero en gencral ticnden a ser de escasa densidad y amplia superficie de
contacto, Los principales utilizados han sido: agares, alginatos (Fig. 5).
carrageninas y poliuretano, entre los organicos (ROBINSON et al., 1986), y
silice {DARNALL et al., 1986a} o silicatos micronizados (sepiolita: FIESTAS
et al., 1988), entre los inorganicos. Las algas que se han inmovilizado sobre
soporte orgdnico pertenecen a los principales grupos de algas planctonicas
usados en Biotecnologia (ROBINSON ct al., 1986); sobre silice se ha inmovi-
lizado Chierella (DARNALL ct al., 1986a); sobre silicatos, solo Phormidium,
pero no Chivrella o Scenedesmus (datos inéditos). FATTOM & SHILO (1984),
muestran que la hidrofobicidad es la causa de la adhesion en las Cianofi-
ccas bentdnicas Phormidium u Oscillatoria, pero la causa de la adhesién en
algas plancténicas aun no se conoce bien (TAMPONNET et al., 1988). Las
técnicas mas habituales de inmovilizacion en agar o alginatos se describen
en LUKAVSKY et al. (1986) o en LARA & GARCIA GUERRERO (1985).

Los usos que se han propuesto para las algas inmovilizadas son analo-
gos a los de'las algas sin inmovilizar (ROBINSON et al., 1986), es decir, pro-
duccion de sustancias, depuracion de aguas, uso como fertilizantes, etc. El
crecimiento de las algas inmovilizadas cs similar al de las no inmoviliza-
das (datos inéditos en Phormidium inmovilizado sobre sepiolita) o ligera-
mente mas lento (ROBINSON ct al., 1988). Otros aspectos comparativos los
revisa CoODD (1987).

La scparacidn de las algas inmovilizadas es muy rapida por decanta-
¢ion, cuando deja de airearse el cultivo.

Un tnconveniente de la inmovilizacion suele ser que al cabo de varios
meses, aunque siguen ejecutando eficazmente sus funciones vitales, las
algas empiezan a desprenderse espontdneamente del soporte, fendomeno
conocido con el nombre de «goteo» y que no se cita en las revisiones sobre
¢l tema, aunque quicenes trabajen en él lo comenten.

DESHIDRATACION DE LA BIOMASA

Como es bien sabido. las algas pueden presentar un 90 % o mas de su
peso total en forma de agua. Antes de cualquier aplicacion comercial, es
preciso deshidratarias, obtener biomasa seca. El método mds antiguo v el
mas barato ¢s el secado solar, que viene tradicionalmente siendo utilizado
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desde la antigiiedad con las algas marinas (CHAPMAN & CHAPMAN, 1980).
Este sistema también se ha usado con las algas microscopicas del género
Spirulina (BECKER & VENKATARAMAN, 1982). Pero el método mads emplea-
do, aunquc mas costoso, ¢s el de tambores de secado en caliente. en el cual
el liquido que contiene las algas previamente concentrado cs vertido sobre
unos rodillos calentados artificialmente que van desecando paulatinamen-
te la biomasa y la convierten en fino polvillo (RICHMOND & BECKER.
1986).

PRODUCCION DE SUSTANCIAS DE INTERES QUIMICO-FARMACEUTICO

El que las algas poscen y producen gran cantidad dce sustancias aprove-
chables por ¢l Hombre es un lugar comin en los textos de Botanica Gene-
ral y dicha produccion sc halla bien documentada cn la monografia de
CHAPMAN & CHAPMAN (1980). Aqui nos ocuparemos de las sustancias
que se originan en condiciones controladas de cultivo masivo.

Un problema que debe sopesarse en ¢l cultivo orientado hacia la pro-
duccion de sustancias es que buena parte de éstas se maximizan en situa-
ciones de «stress», ¢s decir, suele haber una relacién inversa entre produc-
cion del alga y produccion de la sustancia de interés. por lo cual la estrate-
gia debe ser una solucion de compromiso si desea optimizarse la produc-
cion de una sustancia concreta.

Las algas benténicas marinas producen tres tipos principales de polisa-
caridos: alginatos {Feoficeas), agarces y carrageninas (Rodoficeas) (Tabla
3). La quimica de estos compuesios no la revisaremos aqui; el lector intere-
sudo puede consultar los trabajos de PERCIVAL (1979). PAINTER (1983) v
MILLER (1987} en lo concernicnte 4 este dspecto.

Las proporciones y la calidad de dichos compuestos en las algas culti-
vadas varian dependicndo de la especie (de la cepa. incluso). de las condi-
ciones de cultivo y de Ja estacion del afio ¢n que se haga la recoleccion de
las afgas (COTE & HANISAK, 19806). Asi, por ejemplo. la produccion de agar
en Gracilaria sp. ¢s mayor a salinidades del 17 9% que en salimidades mads
genuinamente marinas y menor cuando las plantas crecen a 320 C que
cuando lo hacen a 24° C (BIRD. 1988). La fuerza del agar (su calidad) resul-
ta mayor. sin embargo. u 32° C vy salinidades del 33 %o0; ¢l enriquecimiento
de los cultivos con nitrogeno mejora la calidad del agar originado (cf. tam-
bién BIRD et al., 1981, para G. tikvahiue), pero las salinidades bajas inhiben
el cfecto benelicioso del enriquecimiento del medio con nitrégeno. En
general, la calidad del agar ¢s mayor cuando las variaciones ambicntales
son menores (DAUGHERTY & BIRD, 1988). El enriquecimiento en nitroge-
no también aumenta la calidad del gel en otras Graciluriae (CRAIGIE ¢t al.,
1984). Incluso se ha obtenido un mutante de G. rikhavice con mcjor calidad
de agar que el de las poblaciones naturales (CRAIGIE et al.. 1984). En cuan-



TABLA 3. Porcentaje de polisacaridos de interés comercial (respecto al peso seco) y fuerza del gel (en gr. em?) de distintas
algas marinas en cultivo masivo. La fuerza del gel de calidad comercial, en torno a 200 gr. cm? (FRIEDLANDER & LIPKIN, 1982).

(1): distintas cepas.

TABLE 3. Polysaccharide fraction (percentaje dry weight) and gel strength (gr. cm™?) of marine algae growing in mass cultu-
res. Commercial gel strength is around 200 gr. cm™ (FRIEDLANDER & LIPKIN, 1982). (1}: different strains.

Alga Porcentaje Fuerza del Gel Referencia
Apar
Gracilaria bursapastoris 17-19 123-163 HOYLE (1978)
G. coronopifolia 27-28 10- 16 HOYLE (1978)
G. cf. conferta 3i-41 52-249 FRIEDLANDER et al. (1987)
G. edulis 28-44 128-182 DURAIRATMAN (1987)
G. edulis 31-40 31-119 THOMAS & KRISHNAMURTY (1976)
G. tikvahiae 'V 23-32 35-280 COTE & HANISAK (1986)
G. cf. verrucosa 17 204 FRIEDLANDER & LIPKIN {1982)
Gracilaria sp. cepa G-16 17-30 465-965 RIRD {1988)
Prerocladia capillacea 28.5 448 FRIEDLANDER & LIPKIN (1982}
Alginatos
Sargassum muticum 12-21 _ GELLENBECK & CHAPMAN (1986)
Undaria pinnatifida 35-40 — PEREZ et al. (1988)
Carrageninas

Chondrus crispus 44-60 — SHACKLOCK et al. {(1983)
Echeuma striatum 52-33 — TIAN et al. (1988)
Hypnea cornuta 33 36 FRIEDLANDER & LIPKIN (1982)
H. musciformis 31 49 FRIEDLANDER & LIPKIN (1982)
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to a la influencia de la alternancia de generaciones, parece no haber dife-
rencias en el porcentaje y la calidad del agar entre gametofito y esporofito
en Gracilaria (HOYLE. 1978); sin embargo, en Undaria pinnatifida el porcen-
taje de polisacaridos es superior en el esporofito (PEREZ ¢t al., 1988).

En Hypnea musciformis ¢l porcentaje de carrageninas es inversamente
proporcional a la tasa de crecimiento y menor cuando se fertilizan los cul-
tivos (GUIST et al.. 1982). Este fendémeno se conoce con el nombre de
«Neish cffect» y fue observado por primera vez cn Chondrus crispus
(SHACKLOCK et al., 1975), donde la acumulacion de carragenina se ve favo-
recida a temperaturas superiores a las de su ptimo crecimiento (SIMPSON
& SACKLOCK, 1979). El tamafio apreciable de las algas bentonicas marinas
Y, pot tanto, su ¢xposicion al medio de cultivo determinan gue los conteni-
dos en polisacaridos de las distintas porciones de las mismas suelan ser
diferentes (SACKLOCK et al., 1975; TIAN ct al., 1988).

Otra Rodoficea, ¢sia planciénica y microscopica, que también produce
polisacaridos es cl género Porphyridium. La composicion quimica de los
mismos no se conoce aun con detalle (ARAD, 1988), pero se trata de com-
pucstos sulfatados y tienen aplicaciones industriales andlogas a las de los
polisacanidos de las algas macroscopicas marinas (RAMUS, 1986). La pro-
duccion de dichos compuestos se ve favorecida en condiciones de carencia
de sustancias nitrogenadas. lo cual s¢ ha comprobado tanto en cultivos de
células libres (ARAD, 1988) como de células inmovilizadas (THEPENIER ct
al., 1985). La composicién de los polisacaridos varia con la fase del cultivo
(ARAD; 1988). pero en un cultiveén fasé estacionaria su proporcién se
halla entre un 20-40 % de la biomasa (THEPENIER et al.. 1988).

Porphyridium también puede producir otras sustancias de elevado inte-
rés eccondmico: acidos grasos (araquidonico y eicosapentanoico: AHERN et
al., 1983) y ficoeritrinas (BOROWITZKA, [986). Los primeros son precurso-
res en la sintesis de prostaglandinas y de sustancias farmacoldgicas que sc
usan ¢n el tratamiento de ataques cardiacos (THEPENIER et al., 1988).
micntras que las segundas tienen aplicaciones en las industrias alimenta-
ria y cosmética (COHEN, 1986). La optimizacion de la produccién de unos
u otros productos depende de las condiciones de cultivo. Asi, en cultivos
estacionarios y deficientes ¢n nitrogeno, se optimiza la produccion de poli-
sacaridos (20-40 % de la biomasa): la concentracidn de pigmentos aumenta
(5-10 % de la biomasa) cn cultivos en crecimicnto exponencial que crezean
a bajas intensidades luminosas y a temperaturas suboptimas (THEPENIER
et al., 1988). Dependiendo de la temperatura y de la concentracion de célu-
las en el cultivo se optimiza la produccion de acidos grasos. que pucde lle-
gar a un 2.5 % del peso seco del alga: con bajas concentraciones celulares
predomina el eicosapentanoico v con elevadas, el araquidénico: a bajas
temperaturas hay mas eicosapentanoico y con altas temperaturas el acido
araquidonico es el dominantec (COHEN et al., 1988).

Otros productos que se extraen de las algas marinas incluyen antibioti-
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cos, manitol, yodo, potasa, vitaminas, etc. (véanse CHAPMAN & CHAPMAN,
1980; HOPPE ¢t al., 1979; HOPPE & LEVRING, 1982), pero ~que sepamos-
sicmpre s¢ han extraido a partir de poblaciones naturales, nunca en culti-
vo controlado.

Chlorella es producida masivamente en Taiwan y Japon por industrias
privadas para la obtencion de un factor de crecimiento que favorece cl de
las bacterias del acido lactico; dicho factor viene dado por un conjunto de
sustancias presentes en las células y se usa en la industria alimenticia
(SONG, 1980). En el afo 1977 Taiwan produjo mas de 1.000 tm de Chlorella
seca mediante crecimicnto masivo autétroto y heterdtrofo. Gran parte de
dicha produccién sc¢ utiliza en la industria dietética y para ciertos trata-
mientos médicos (SOONG, 1980).

El alga microscopica mds cultivada para la obtencion de sustancias
quimico-farmaceiticas es, sin duda, Spirulina. El motivo de ello es la cleva-
da concentracidn de proteinas que contiene (hasta mas del 70 % de la
biomasa seca: DURAND-CHASTEL, 1980). El cultive masivo de Spirulina ha
sido muy ¢studiado en muchos lugares del mundo. aunque la informacion
mas completa la ofrecen los israelies (VONSHAK & RICHMOND, 1988). Las
mayores factorias que se hallan operando en la actualidad se encuentran
en México (Sosa Texcoco), California (Earthrise Farms), Japon (Nippon-
Spirulina), Taiwan (Blue Continent Chlorelia), Bangkok (Siam Algae) vy
Hawaii (Cyanotech: VONSHAK & RICHMOND, 1988); la produccion de las
mismas se cifra entre las 30 y las 300 tm anuales d¢ peso seco vy la superficic
dedicada al cultivo entre 2-12 ha (Fox, 1986). Pero Spiruling, ademas, con-
ticne ficocianina como pigmento accesorio €n concentraciones que pue-
den alcanzar el 20 % de su peso seco; este pigmento favorece la superviven-
cia de las ratas con cancer de higado (RICHMOND, 1986a). Spirulina cs tam-
bién una buena fuente del acido graso llumado linolénico (1 % de su peso:
BECKER & VENKATARAMAN, 1982),

Otra microalga quc estd siendo muy cultivada masivamente es la Clo-
roficea Dunaliella. Los principales productos originados por este alga son
el glicerol y ¢l fB-caroteno, El primero lo produce D, bardawil en condicio-
nes hipertdnicas (BEN-AMOTZ et al.. 1982} y puede llegar a acumularfo en
un 40 % de su peso seco. El B-caroteno se produce en situaciones de defi-
ciencia nutritiva y elevada radiacion incidente {(véanse los comentarios al
fenomeno de fotooxidacion mencionado mas arriba; BEN-AMOTZ &
AVRON. 1983). En D. salina, sin embargo. las maximas producciones de B-
caroteno se obtienen con adicion de nutrientes (MOULTON et al., 1987). El
B-caroteno es un precursor de la vitamina A y sc emplea, ademas, en la
industria alimentaria como colorante.

Otra Cloroficea que produce sustancias valiosas es Borryococcus braunil,
la cual acumula hidrocarburos hasta en un 80 % de su peso seco (BACHO-
FEN, 1982). Que sepamos, aun no se ha cultivado masivamente (cf. CASA-
DEVALL et al., 1985). pero si ha sido inmovilizada (BAILLIEZ et al.. 1985). El
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mayor inconvenicnte para su btotecnologia reside cn su lento crecimiento
(BELCHER. 1968).

La obtencion de amonio se ha experimentado en cultivos masivos de
Cianoficeas fijadoras de nitrogeno. En efecto. Anabacna variabilis, por
cjemplo. reduce el nitrdgeno molecular a amonio, pero el blogueo de la
incorporacion del amonio a los aminoacidos mediante un inhibidor de la
glutamino-sintetasa induce la expulsién del amonio al medio de cultivo
donde se encuentran creciendo las Cianoficcas (GARCIA GUERRERO et al.,
1982). El inhibidor mas usado es la L-metionina D,L-sulfoximina (MSX).
pero el inconveniente del proceso ¢s que resulta caro a escala industrial
por el clevado precio del blogucante y. ademads, cs (oxico para las algas
(KERBY ct al.. 198%). Este inconvenicente ha sido resuelto por KERBY et al.
{1988) mediante la seleccidon de mutantes no sensibles a la MSX y que son
resistentes a la etilendiamina. un andlogo del amonio: su nitrogenasa no s¢
halla reprimida por ¢l amonio v ¢l que producen lo cxcretan. Estas expe-
riencias también se han efectuado con dnabacna azollae, un simbionte del
helecho Azolla caroliniana (BROUERS et al., 1988) y en Cianoficcas inmovi-
lizadas (LARA & GARCIA GUERRERO, 1985).

Una parte del proceso fotosintético tinaliza con la produccion del agua.
Recientemente ha comenzado la fotoproduccion de hidrogeno en cultivos
de algas en los cuales el oxigeno se combina con algin agente quimico,
desactivando la hidrogenasa v produciendo hidrogeno. Este clecto se ha
consecguido en Spiruling (GU & WANG. 1984). Anabaena (SPILLER & SHAN-
MUGAM. 1986) y Scenedesmus (ROSENKRANS & KRASNA, 1984).

Otra sustancia que se ha obtenido de las algas es ¢l metano. introdu-
ciendo la biomasa cn un digestor anaerobio y permitiendo la reduccion
del carbone organico de la misma a metano. La digestion de Sargassum
muticum, por ¢jemplo, origina 0.02-0.18 m® (mectano) - kg™ de biomasa
volatil de algas (peso seco sin cenizas). Graciluria tikvahiae en digestion
anacrobia produce 04 m* - kg ' de gas (60 % de metano: HANISAK, 1981) y
Enteromorpha prolifera, 0,6 m* - kg ' (57 % de metano: SCHRAMM & LEHN-
BERG, 1984). Estas cifras son comparables a las de la digestion de otros
tipos de biomasa (KLASS, 1984).

Finalmente, hay un gas cuya produccion por las algas cs cnorme, pero
que hasta ahora apenas se ha aprovechado (BENOIT, 1964} el oxigeno. En
China un cultivo de Scenedesmus de 31 1 puede producir 301 - ! de oxige-
no (SHANG, 1988).

DEPURACION DE AGUAS

Las algas. ademads de radiacion solar, necesitan nutrienles parda crecer.
En las aguas residuales de origen organico (urhanas, agricolas, ganaderas)
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las sustancias nutritivas de carbono, nitrogeno vy fosforo son muy abun-
dantes. bicn en forma organica o ya mineralizadas por las bacterias y
convertidas en inorganicas. Muchas algas pueden usar la materia organica
como sustancia nutritiva. pero la materia inorganica en las aguas residua-
les sucle ser un componente importante. Por todo ello, es factible el creci-
miento masivo de muchas especies de algas en agua residual pretratada
(VELASCO ct al., 1986) 0 no (ABELIOVICH, 1986). De hecho. esta clase de tra-
tamiento lleva utilizandose en condiciones controladas desde hace mas de
treinta anos (QOSWALD & GOTAAS, 1957) y paulatinamentc va siendo mejo-
rado (DE PAUW & VAN VAFRENBERGH, 1981). Se trata de un proceso bara-
10 y complementario a otras depuraciones; seria un tratamicnto posterior
al sccundario aerobio (por bacterias de lodos activos) o anaerobio (por
bacterias anaerobias cn digestores cerrados) que generan algas como sub-
producto, susceptibles de aplicarse a otro uso.

El proceso, sin embargo, no sc circunscribe solo a la ingestion de nu-
tricntes o materia orgdnica por las algas. Estas indirectamente desencade-
nan otros procesos que contribuyen a la depuracion. Su fotosintesis origi-
na oxigeno como uno de los productos tinales, ¢l cual contribuye a la oxi-
dacién de la materia orgdnica. Ademas, la ingestion de carbono inorgani-
co desplaza ¢l equilibrio carbonico-bicarbonatos hacia los carbonatos, au-
mentando ¢l pH del medio y llegando éste en ocasiones hasta cifras proxi-
mas & |[. Dicho aumento del pH inducce la formacion de carbonato calci-
co. poco soluble en agua {(STUMM & MORGAN, 1981), el cual precipita for-
mando un compicjo con el fosfato (OTSUKI & WETZEL. 1972); de ese modo
se retira fosforo del agua libre, depurdndola. Ademas, los pH elevados
inducen la disociacion del ion amonio, formando amoniaco y un protén
(TRUSSEL. 1972); ¢l amoniaco —gas-- pasa a la atmosfera, con lo cual tam-
bi¢n se elimina nitrogeno del agua residual.

Las algas empleadas en ¢l (ratamiento de aguas residuales han sido
tanto plancténicas como benténicas, macroscopicas 0 microscopicas, ma-
rinas o dulccacuicolas, inmovilizadas o no (Tabla 4). La depuracion ¢s
bastante rapida y efectiva y depende en gran medida del tiempo de reten-
¢ion, puesto que tiempos de retencion largos (diez dias) practicamente
agotan ¢l ortolosfato y ¢l amonio en el agua libre (VELASCO et al., 1986).

Las algas pucden adsorber también metales pesados, formando com-
puestos organometdlicos (MOUCHET, 1986). En Chlorella vulgaris se ha de-
mostrado la adsorcion de cobre. zine. mercurio, plata v oro (DARNALL et
al., 1986b). pero el alga no los ingiere. Modificando ¢l pH de la solucidn, es
posible liberar los metales pesados de las células (DARNALL ct al., 1986a),
sicndo éste un proceso que adin no se ha puesto ¢n prictica en cultivos
Masivos, pero que puede ser muy util para depuracion de aguas residuales
industriales o recuperacion de metales nobles muy diluidos en aguas co-
rrienites (GREENE, 1986).



TABLA 4. Depuracién de aguas residuales mediante algas en porcentaje de reduccién. C: carbono inorganico. DBQ: demanda
bioquimica de oxigene. DQC: demanda quimica de oxigeno. N: nitrogeno inorganico. P: fosforo inorganico. ST: sdlidos tota-
les. (1): algas inmovilizadas sobre quitosan.
TABLE4. Algal sewage water treatment {as percent efficiency). C: inorganic carbon. PBO: biochemical oxygen demand. N:
inorganic nitrogen. P: inorganic phosphorus. ST: total solids. (1): chitosan immobilized algae.

Tiempo de

Alga Tipo de agua Depuracion retencion Referencia
Cianoficeas Residuo de azucarera 87 DBO 8-10 dias BALLONI ¢t al, (1980)
70N
100 P
Chaetoceros + Phaeodactylum Residual urbana +agua 94-95 N 2 dias GOLDMAN et al. (1974b)
de mar(1:3) 52-64P
Chiorococcales Residual urbana 64 DBO 4 dias BENEMANN et al. (1980)
24 DQO
74N
Chlorococcales Residual porcino diluido 68 DQO 5-10dias GROENEWEG et al. (1980)
94 NH4
93 PO4
Chlorococcales Residual urbano 73N 3-4 dias SHELEF et al, (1980)
96P
Chlorococcales + Cianoficeas Residual urbano con 51-60 C 4 dias VELASCO et al. (1986)
pretratamiento aerobio 81-50 NH4
7390 P
Chondrus crispus Residual cultivo de ostras 8795 N — GOLDMAN et al. (1974b)
47-60 P
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ALIMENTACION ANIMAL Y HUMANA

Probablemente el primer uso de las algas fuera para alimentacion hu-
mana (CHAPMAN & CHAPMAN, 1980). En Japon las algas benténicas mari-
nas componen una parte importante de la diecta (NiSIZAWA ct al., 1987).
Las algas de agua dulce no son consumidas masivamente como alimento
mas que en algunas zonas de Africa o América, pero las cultivadas apenas
se emplean con ese objeto (BECKER, 1986). En general, su valor nutritivo es
clevado, pero presentan problemas de digestibilidad debide a su pared
celular de celulosa (BECKER & VENKATARAMAN, 1982), aunque ¢l tipo de
deshidratacion (véase mas arriba) puede favorecer la digestibilidad: asi, las
algas secadus en tambores calientes se digieren mejor que las secadas al
sol (BECKER & VENKATARAMAN, 1982). De todos modos, la importancia de
las algas microscopicas en la dieta no debe menospreciarse; en especial,
Spirulina sc considera como una posible gran fuente de proteinas para los
paiscs hambrientos del globo (FOX, 1988). En ¢l primer mundo Spirulina se
consume bastante en pastillas para reducir el apetito. Scenedesmus, por
otro lado, se ha probado con nifios desnutridos a razon de ] g diarios en
la dieta sin ninguin tipo de rechazo corporal y con una ganancia neta de 28
gramos de peso diarios frente a una dieta sin Scenedesmus (GROSS et al.,
1978).

Las algas microscopicas se han usado cn alimentacion animal abun-
dantemente. En particular, la alimentacion de primeros estadios de consu-
midores primarios en acuicultura marina (Rotiferos, Moluscos, Crusta-
ceos) se realiza a base de microalgas (WEBB & FU LIN, 1982; LUBIAN, 1986)
pertenceicntes a distintos grupos taxonomicos: Phaeodactyium (Diatbmea),
Isochrysis (Crisolicea), Tetraselnmis {Prasinoficea), Nannochloris (Cloroficea)
son los principales géncros dedicados a cste menester (DE PAUW, 1981). La
mayor parte de los cultivos de microalgas continian realizandose en bol-
sas cerradas y nunca en sistemas de mayores dimensiones al aire libre; este
aspecto sc considera como el principal «cuello de botella» de la acuicultu-
ra de Moluscos. ya que impide la extension de la misma a superficies
mayores (PERSOONE & CLAUS, 1980). El crecimiento de los Moluscos ¢n
fases post-larvarias debe, pues, realizarse con fitoplancton natural y no
cultivado, pues las necesidades de biomasa algal son tan grandes quc los
cultivos masivos no son atin competitivos (DE PAUW, 198]); otra alternati-
va aun escasamente desarrollada consiste en inducir florecimientos de
fitoplancton natural mediante adi¢ién controlada de nutrientes en las bal-
sas donde engordan los Moluscos (DE PAuw, 1981).

Las algas microscopicas de agua dulce (Scenedesmus) también se han
producido en sistemas integrados para alimentar carpas (SHELEF & AZOv,
1987) y parecen reunir las caracteristicas que se esperan de ellas (SAND-
BANK & HEPHER. 1978), siempre y cuando se hallen en concentraciones
del 50-80 % de la dieta total (MESKE & PFEFFER, 1978), la digestibilidad de
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las proteinas de las algas ¢std en torno al 70-80 % dcl picnso dc peces
(SANDBANK & HEPHER, 1978).

También se han usado las microalgas en la alimentacion de ganado
porcino {BECKER, 1986). Anabaena y Spirulina se han dado como alimento
a gallinas; los animales crecian mads que los controles y los huevos presen-
tan una yema mas roja (SHANG, 1988). YANNAT & MOKADI (1985) demues-
tran que los pollos alimentados con una dieta con el 15 % de Micractinium
que ha crecido en agua residual urbana crecen v se reproducen hien y son
perfectamente seguros para el consumo humano. La administracion de
Spiruling a ratas en proporciones de hasta el 30 % de la dieta no supuso
cambios en el crecimiento, el peso o la fertilidad durante tres generaciones
respecto a los controles (CHAMORRO et al., 1985).

Por otro lado, las algas pardas Ecklonia y Ascophyitfum se han adminis-
trado como complementos de la dicta a gallinas v cerdos con resultados
ncgativos {(MURAKAMI et al.. 1984).

FERTILIZANTES

El uso de las algas bentonicas marinas como fertilizante es tambisn
antiguo (CHAPMAN & CHAPMAN, [980). aunque ya hace tiempo quc sc
haya abandonado este uso en las agriculturas industrializadas.

Las algas planctonicas no han sido excesivamente utilizadas en este
sentido. pero resultan un fertilizante barato y de simple aplicacion, va que
concentran en su interior nitrogeno y (osforo y pueden administrarsc a los
cultivos mediante riego.

La mayor parte del uso como fertilizante se ha llevado a cabo en Asia.
Las experiencias se han realizado con Cianoficeas fijadoras de nitrégeno
atmosférico, cultivadas masivamente ¢ inoculadas en los campos de arroz
donde siguen viviendo y anaden nitrégeno organico a los cultivos. En
China se han obtenido incrementos del 10-20 % respecto a los campos no
fertilizados de este modo (SHANG, 1988). En la India se han obtenido resul-
tados similarcs (VENKATARAMAN, [986).

LA BIOTECNOLOGIA DE LAS ALGAS EN ESPANA

El desarrollo de la Biotecnologia de las algas en Espafna ¢s aun inci-
piente, pero a nuestro juicio ¢l luturo parece halagiieno debido al clima
favorablc de que se goza en muchas porciones de la Peninsula Ibérica y a
que ¢l rendimiento economico ¢s evidente.

El principal uso dc las algas cultivadas masivamente en Espafia ha
sido la acuicultura marina. Las microalgas se llevan usando varios anos
para la alimentacion de Motuscos (GUERRERO et al., 1981), Crusticeos y
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Rotiferos. tanto en Organismos de la Administracion como en Empresas
Publicas vy Privadas. En los Centros del Instituto Espanol de Oceanografia
(La Coruia, Vigo, Mar Menor), en los Institutos de Investigaciones Pes-
queras del CSIC (Torre de la Sal. Puerto Real, Vigo) y en el Centro Experi-
mental de Vilaxoan (Xunta de Galicia, Villagarcia de Arosa, Pontevedra)
s¢ producen masivamente microalgas marinas con dicho objetivo. Existe,
ademas, una buena coleccidon de cepas susceptibles de utilizarse en culti-
vOS masivos que conserva y mantiene Luis Lubian (del Instituto de Cien-
cias Marinas de Andalucia, CSIC, en Puerto Real, Cadiz). Las principales
cmpresas que cultivan masivamente microalgas para acuicultura marina
son las siguientes: Acuinova {(Almeria), Culmarex (Murcia). Cupimar, Pe-
mares (Cadiz, cf. LUBIAN, 1988 y LUBIAN & CANAVATE, 1987), Esteros de
Canela. Maresa (Huclva). Pescanova (Pontevedra), Prodemar {(La Corufia)
y Tinamenor, S. A. (Santander) (CENTRO DE DOCUMENTACION EN ACUI-
CULTURA. 1987).

Las algas bentdnicas marinas, cuyas arribazones se emplean masiva-
menle en la industria de agares, alginatos v carrageninas (Gomas Mari-
nas. 5. A., La Corufa; Hispanoagar, Burgos), no se han cultivado masiva-
mente hasta ahora. Existe una patente para cultivos de algas estoloniferas,
como Gelidium, en ¢l mar (SEOANE, 1984), cuyos primeros resultados resul-
tan alentadores. .

En cuanto a produccion de sustancias, sélo se ha intentado en Scvilla
en el Instituto de Bioguimica Vegetal y Fotosintesis, en el cual se ha culti-
vado masivamente 4nabaena variabilis para producir amonio (GARCIA
[FONTES et al.. 1987); la produccion de amonio también la han conseguido
en algas inmovilizadas sobre alginatos (LARA & GARCIA GUERRERO, 1985).
Ademas, en la actualidad se encuentran en las pruebas preliminares para
el cultivo masivo de Anabaenopsis, otra Cianoficea fijadora de nitrogeno
atmosférico. alga muy rica en el pigmento ficoeritrina. También posecen
una importante coleccion de cepas.

La depuracion de aguas residuales con microalgas se ha intentado a
escala masiva en ¢l Centro de Investigaciones del Agua (CSIC, VELASCO et
al.. 1985, 1986) con fondos de la extinta CAICYT. Los resultados fueron
buenos y se disponia de una planta-piloto cuando se acabo la financia-
cidn. A escala de laboratorio, en el Instituto de la Grasa y sus Derivados
(CSIC, Sevilla) se han usado microalgas —inmovilizadas sobre silicatos—
para depuracion de aguas residuales pretratadas anaerébicamente, con
resultados también meritorios (FIESTAS et al., 1988).
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ESPECIES DDE ALGAS CITADAS EN LA REVISION

Cyanophyceae

Anabaena variabilis Kiitz. 1843,

A. azollae Strasb. 1884.

Spirulina platensis (Nordst.) Geitl. 1925,
Tolypothrix tenuis Kiitz, 1843,

Chlorophyceac

Chlorella sorokiniana Shih, et Krauss 1965,
Dunaliella bardawil Masyuk 1969,

D. primolecta Butcher 1957.

D. salina Teodoresco 1905,

D. tertiolecta Butcher 1959.

Enteromorpha linza (L.) J. Agardh 1883,

E. prolifera (0. F. Miill) J. Agardh 1883,
Monaostroma angicava F. R. Kjellman 1883,
Scenedesmus obliguus (Turp.) Kiitz, 1833,

Diatomophyceae

Chaetoceros gracilis Schiitt 1895,
Phaeodactylum tricornuium Bohlin 1897
Haptophyceae

Isochrysis galbana Parke 1949,

Phaeophyceae

Sargassum muticum (Yendo) Fensholt 1955
Undaria pinnaifida (Harvey) Suringar 1873,

Prasinophyceae

Tetraselmis suecica {Kylin) Butcher 1959.
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Rhodophyceae

Chondrus crispus Stackh. 1797.

Fucheuma cottonii Weber van Bosse 1928,

E. striaturm Weber van Bosse 1928.

E. uncinatum Setch. et Gardn. 1924,

Gelidium pristoides (Turn.) Kiitz. 1843,

Gracilaria bursapastoris {S. G. Gmelin) Silva 1952
G.conferta (Schousb.) I. Feldm. et G. Feldm. 1942,
G. coronopifolia J. Agardh 1852,

G. edulis (S. G. Gmelin) Silva 1952

G. foliifera (Forskaal} Boerg, 1932,

G. secundara Setch. et Gardn. 1937.

G. sjostedrii Kylin 1930.

G. rikvahiae McLachlan 1979,

G. verrucosa (Huds.) Papenfuss 1950.

Hypnrea cornuta (Kiitz) I. Agardh 1851

H. musciformis (Wulfen) Lamour. 1813.
Laminaria japonica Areschoug 1851.

Palmaria palmata (1) O. Kuntze 1891.

Porphyra yezoensis Ueda 1932

Porphyridium cruentum (8. F. Gray) Nig. 1849,
Prerocladia capillacea (5. G. Gmelin) Papenfuss 1955.

Xanthophyceae

Monallantus salina Bourr. 1958,
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