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BIOTECNOLOGIA DEL CULTIVO DE
Dunaliella salina
EN EL LITORAL ANDALUZ
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El proyecto de investigacion sobre el desarrollo de tecnologia para la produccién
masiva de microalgas con interés industrial en Andalucia, objeto del Convenio de coo-
peracion suscrito a tal efecto entre la Consejeria de Agricultura y Pesca y la Universi-
dad de Sevilla en junio de 1994, tenia como objetivo final la puesta en marcha de una
planta piloto de cultivo de microalgas en condiciones controladas, que permitiese abor-
dar el desarrollo de tecnologia para la produccion de biomasa de estirpes de interés
comercial, a una escala representativa y siguiendo los procedimientos mas adecuados
para su implantacion en nuestra region, tanto desde el punto de la formulacién biotec-
nologica de la produccion como desde los protocolos mas adecuados para la gestion,
proteccidon ambiental y sostenibilidad del proceso. Se parte de una destacada riqueza
de biotopos acuaticos (marismas y salinas maritimas o de manantial) idoneos para el
aprovechamiento biotecnoldgico de estos medios salinos a través de la produccién de
compuestos de interés, como B-caroteno, glicerol, lipidos o antibioticos, entre otros.
Las posibilidades de las marismas y salinas espanolas se han destacado en este senti-
do como posibles ubicaciones para un aprovechamiento adecuado de recursos natura-
les, como puede ser el caso de la produccién de microalgas.

Estas condiciones de partida justifican el desarrollo de investigaciones que permitan
definir las etapas en que podrian basarse los procesos industriales de dichas produc-
ciones biotecnoldgicas, para evaluar las posibilidades contrastadas del desarrollo de
plantas de produccion a escala industrial, y asi transferir conocimientos entre grupos de
investigacion, empresas y Administracion, a fin de situarnos, regionalmente, en posicion
ventajosa. Las técnicas de cultivo y fos méetodos de produccion biotecnolégica de caro-
tenos u otros compuestos pueden contribuir al desarrollo de un sector de la industria
agroalimentaria, con clara repercusion econdémica y social en la Comunidad Andaluza, asi
como de los sectores acuicola y salineros en las provincias litorales, aquejados de diver-
sos problemas que limitan su potencialidad (escasa diversificacidn de producciones, con-
dicionantes ambientales para el desarrollo acuicola en zonas de marismas y salinas). La
aplicacion de nuevos avances técnicos y métodos bajo los criterios de sostenibilidad
sefalados, pueden resolver parcialmente las limitaciones actuales.

Los objetivos mas concretos del proyecto original eran el ensayo y evaluacion de los
distintos sistemas de cultivo, la seleccién de estirpes de microalgas de interés indus-
trial, prestando atencién preferencial a pigmentas, vitaminas y antioxidantes, y el desa-
rrollo de tecnologia de produccion de estirpes de alto interés, a nivel de planta piloto,
incluyendo el analisis bioeconémico. De acuerdo con los medios humanos y materiales
inicialmente previstos, asi como con las vias de financiacién requeridas, la duracion
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Biotecnologia de microalzas

LAS MICROALGAS Y SUS APLICACIONES

Las microalgas son organismos con estructura procanotica o eucariotica, con una
maquinaria fotosintética capaz de convertir la energia solar en biomasa con una eleva-
da eficiencia, presentando altas tasas de produccién, adaptabilidad a distintas condt-
ciones ambientales y omnipresentes en cualquier medio acuédtico donde exista una
fuente de carbono, nutrientes y luz suficiente, junto con un intervalo apropiado de tem-
peratura (Shelef y Soeder, 1980; Thomias y col., 1984).

Dentro del dominio de la Biotecnologia actual, las microalgas estan consideradas
como organismos muy interesantes para la obtencion de productos naturales. La mayor
parte de esta biomasa de algas se comercializa como alimentos medicinales, en forma
de tabletas y cépsulas, aunque, tanto algunas algas como sus extractos, se incluyen
como suplemento en algunas pastas, vino, refrescos, cereales y cosméticos. También
se utilizan en sistemas de tratamiento de aguas, pudiendo retirar metales pesados,
macronutrientes, etc., del medio acuético (Garnhamy col., 1982; Garbisu y col., 1991).
Las microalgas, a su vez, son esenciales en acuicultura para el cultivo integral de molus-
cos y de estados larvarios de algunos crustaceos y peces. Se utilizan también para el
cultivo de especies intermedias (rotiferos, artemia y copépodos), formando parte de la
cadena alimentaria que tiene lugar en cualquier criadero convencional. Parte de la pro-
duccion se emplea asimismo en la alimentacién de peces tropicales y en avicultura,
para incrementar la pigmentacion (Callegari, 1989; Richmond, 1983, 1986b).

. as

Al =,
\ / T minerales
MICROALGAS i: Terapeitica ==~ OTWem - etetcos
T

\

Energla solar

4 hipercolesterol mia
v

> aves
—_

P Agua Pienso =— peres
S ' T
; v
4 . . 7imas
Regadio 'y 3 <: ¢

Aguas residuales,
domésticas o industriales

- enfos

Energia — > biocc  wstibles



5




El lago Texcoce y los pequenos lagos que circundan el lago Chad, se caracterizan
por una alta alcalinidad (pH 11), lo que hace la vida casi imposible para otros organis-
mos y permife que Spirulina prospere casi como un monocultivo.

La idea de producir microalgas a gran escala tuvo su origen en Alemania en [0S anos
40, donde se llevd a cabo el cultivo en masa de diatomeas, que mostraban la capaci-
dad de acumular cantidades apreciables de lipidos bajo condiciones de laboratorio, en
cultivos con limitacion de nitrogeno (Harder y von Witsch, 1942). Durante estos afios,
también tuvo gran importancia la investigacion sobre el potencial del alga verde Chio-
rella, observandose que podia doblar su biomasa varias veces al dia cuando se cuitiva-
ba en condiciones de laboratorio a alta intensidad de luz. Del mismo modo, se demostrd
que su contenido en proteina bruta era del orden del 50 - 60% del peso seco (Spoehr y
Milner, 1949). La meta principal fue la utilizacion de esta microalga para la produccion
de proteina, intentando mantener la alta productividad obtenida en el laboratorio en sis-
temas de cultivo a gran escala.

Estos proyectos comenzaron a desarroilarse a finales de los anos 40 en varios pai-
ses, comprobandose que la lluminacién artificial mediante lamparas era demasiado cos-
tosa para la produccion masiva de algas. Por lo tanto, el cultivo de algas a gran escala
debia realizarse a expensas de la luz solar. El traslado de las experiencias basicas
desde el laboratorio a procesos industriales de cultivo en masa de microalgas, dio lugar
a un desarrollo tecnologico que todavia continua. En 1951, el Instituto Carnegie de Was-
hington, interesado en este campo de investigacion, financid la construccidén de una
planta piloto al aire bre en Massachusetts. En esta planta se realizaron una larga serie
de interesantes experiencias que se recogieron en el libro “Algal Culture: From Labora-
tory to Pilot Plant” (Burlew, 1953), donde se presenta gran parte de la problematica del
cultivo y produccion de microalgas, tales como: recoleccion, control de la especie domi-
nante en el cultivo, control de la temperatura, etc.

Otro centro importante en esos anos fue el Instituto Tokugawa de Tokio, en el que se
llevaron a cabo una serie de estudios de laboratorio y plania piloto al aire libre sobre el
cultivo de Chlorella. Se evaluo el coste de produccion de 1 t de alga seca en 520 S USA
aproximadamente, concluyéndose que la biomasa de microalgas no padia competir en
términos de precio con materiales de tipo proteico mas barato, tales como la harina de
soja 0 de pescado (Tamiya, 1957). Sin embargo, aunque la produccién de proteina de
microalgas era econdmicamente desfavorable comparada con los métodos tradicionales,
desde los anos 60 se comercializa con éxito el alga Chlorella en Japon y Taiwan, ya que
esta microalga se admiti6 como producto dietético-medicinal. El tradicional consumo de
algas macroscépicas en el lejano oriente favorecié su aceptacion en el resto del mundo
y Japon se convirtio asi en el primer pais que comercializd una microalga.

La utilizacién de las microalgas como producto de interés alimentario se vio influida
por la calidad de su biomasa, principalmente por la ausencia de tejidos y su bajo con-
tenido en materiales estructurales. En su composicion destaca particularmente un con-
tenido elevado de proteina, con valores superiores al 50% del peso seco y un
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Respecto a los paises productores, Japon es el que tiene una mayor tradicion en la
produccion comercial y consumo de microalgas, por ejemplo, la Heian Chiorefla G.F.C.
Co., Ltd. comenzo a operar en 1969. En 1996 ia cantidad total comercializada en
Japon de Chlorellay Spirulina desecadas fue de aproximadamente 2.000 y 400 t, res-
pectivamente, aunque parte de esta produccion se importd de Taiwan, Estados Unidos
y Tailandia. De hecho, muchas de estas companias japonesas importan el material
microalgal y después lo procesan, empaquetan y distribuyen bajo su marca. Este es el
caso de la ya mencionada produccion de (-caroteno a partir de Dunaliella, de EPA (acido
eicosapentaenoico) y de DHA (acido docosahexaenoico) extraidos de Nannochloropsis
e Isochrysis, respectivamente, en Israel. Desde 1996 existen dos companias que han
comenzado a producir Chlorella heterotroficamente en fermentadores con un rendi-
miento de 100 - 200 t por ano.

En China hay mas de 80 companias productoras de Spirulina, localizadas en las pro-
vincias del sur. En este caso el mercado local es escaso y se destina a la exportacion.

Taiwan es el primer productor de Chlorella (con mas del 50% de la produccién mun-
dial). En la actualidad hay 6 companias productoras de este alga y otras 5 que produ-
cen Spirulina, pero de éstas, al menos tres han tenido que reducir su produccion o
vender sus instalaciones debido a la excesiva oferta.

En Corea se producen microalgas de distintas especies destinadas a la acuicultura.
El resto de paises productores (India, Tailandia, Vietnam, Indonesia y Filipinas) comer-
cializan Chiorella o Spirulina, mayoritariamente para la exportacion y en algunos casos
suministran inoculos y medios de culftivo al mercado interior.

Cyanotech, con una superficie de estanques de 75.000 m* y una produccién de
380 t por ano y Earthrise Farms, con una superficie de estanques de 150.000 m? y
una produccién de 500 t por ano, en Hawaii y California, respectivamente, son los prin-
cipales productores de Spirulina en Norteamérica. Desde 1997, Cyanotech comercia-
liza productos ricos en astaxantina (2% p/p) a partir de Haematococcus, para su uso
en acuicultura. Existen otras pequenas companias en California, como Unisyn, con
una produccion de 12 t de Spirulina al ano y Neutrilite, con una produccion de 1 t de
B-caroteno al ano. Otras companias, en Columbia y Colorado, cuitivan microalgas en
condiciones heterotroficas con extracto de levadura y glucosa, para la produccién de
acidos grasos omega-3. En Chile y Cuba también se produce Spirulina, aungue a una
escala menor.

Por =, en Australia existen dos companias productoras de Dunaliella. Betatene
Ltd. tiene  a superficie de estanques de cultivo sin agitacion de 4.600.000 m? que
producen entre 7 y 10 t de B-caroteno al ano. Esta compania comercializa una gran
variedad de productos tales como:

- Capsulas de B-caroteno a 4 , utilizadas en a industria dietética.
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En los ultimos anos, debido a los posibles cambios climaticos por la emisién de CO,,
se ha despertado un renovado interés por el cultivo a gran escala de algas como con-
sumidoras de CO,. La viabilidad de este sistema de eliminacién de anhidrido carbdnico
depende de la disponibilidad de terreno, agua y otros factores economicos. Se conoce
poco sobre los costes del cultivo de microalgas a gran escala debido a que las estra-
tegias usadas para cultivar, recoger y procesar las microalgas varian de unos sistemas
a otros y depende del tipo de alga. Ademas, los sistemas suelen estar protegidos por
secretos de patente. A partir de la informacion disponible se ha estimado que el coste
de produccion es de 1-2 S por kg de biomasa seca, en sistemas simples donde no se
cuida la pureza del producto y entre 5-10 S por kg en la produccidn de algas para el
mercado alimenticio. El coste del cultivo de microalgas para biocombustible es 0,2 S
por kg (Laws y Berning, 1991).

El potencial agrondmico de algunas microalgas se reconocio por primera vez por
Watanabe y col. en 1951. La inoculacién de campos de arroz con 10 kg de cianobac-
terias por ha puede resultar en la fijacion de 20 a 30 kg de N por ha y por cosecha,
incrementando entre un 10 y un 15% la produccion de grano (Venkatamaran, 1981).
Esta tecnologia se emplea en la actualidad en un 5% de las tierras cultivadas con arroz
en la India. También se ha demostrado que el crecimiento de cianobacterias en suelo
provoca la agregacion del mismo, con un efecto beneficioso sobre la permeabilidad al
agua, aireacion y control de la temperatura.

Paralelamente a los avances conseguidos en el campo de la biotecnologia de micro-
algas, la aplicacién de dicha tecnologia se ha ido expandiendo desde la década de los
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instalaciones para la produccién de fitoplancton. A este fin, se llevan a cabo cultivos
monoespecificos de microalgas marinas que se utifizan como alimento de moluscos
bivalvos y primeros estadios larvarios de crustaceos, que por ofro lado, constituyen el
alimento de especies zooplanctonicas, tales como rotiferos, copépodos y artemias, que
a su vez serviran como presas para las larvas de peces y estadios larvarios avanzados
de crustaceos.

Las caracteristicas que una especie de microalga debe reunir para servir de ali-
mento vivo en acuicultura son: a) tamano celular adecuado (2-20um) al sistema de fil-
tracion de los animales que lo consumen; b) facilidad de digestion; ¢) composicion
bioguimica idénea en relacion a los requerimientos nutritivos de cada especie; d) nula
toxicidad. Al igual que para otras aplicaciones, también son deseables ciertas propie-
dades para su cultivo, tales como altas tasas de crecimiento, minimos requerimientos
nutritivos, altas densidades celulares, resistencia a las variaciones ambientales, ausen-
Cla de bacterias y/o otros parasitos, resistencia a alguna variable extrema que impida
el crecimiento de competidores, etc. Estas caracteristicas pueden buscarse mediante
un estudio sistematico de las posibilidades que ofrece la naturaleza para distintas espe-
cies y variedades geograficas, o bien mediante la induccion y seleccién de mutantes
apropiados.

Aunque tedricamente existen alternativas como microcapsulas, piensos a base de
proteina vegetal 0 animal, etc., la utilizacion de ciertas microalgas o de sus derivados
(pigmentos carotenoides anadidos a los piensos), para aumentar la calidad comercial
(color, sabor) de algunos productos acuicolas (salménidos y langostinos) se encuentra
en i idable expansion. Cor ‘0s métodos convencionales de cultivo de  zroalgas se
puec : proc Ic © oplancto e una especie deter ~ada (¢ ivos monoa jales), o bien
de una mezc a de especies {cultivos mi "), conocidas y ¢~ troladas, que ofrecen ia
posibilidad de un mayor cortrol microbio gico sobre + ¢ = 1 de produccion. B as
circunstancic . "an llevac . desarrollar una tecnologia especi za de produccion de
microalgas, ri...;ada partic. ‘armente a la alimentacidon en acJgic  re erina, utilizan-
do tér car . oo Wobas .. o oo inas, en ge eral caracterizadas por . sencillez y
economia de rustos —en re.. idn ala hayor  fisticacion de las instalaciones y proce-
sos de r vo que se cc ideran pa . otras af caciones b:otecnoldgicas—, asi como
por el empleo de cifarer 25 especies representativas del fitoplancto:: marino, depen-
diendo de ¢ '~ 05 organismos a alimertar sean neces, moluscos o crustaceos (De Pauw
y Persoone, 1988) y de la calidad nutritiva de las algas (Brown y col., 1989).

Las técnicas del cultivo masivo de fitoplancton marino para acuicultura se conocen

bienenla: .. ’idad (Ri * 1ond, 1986a; Laing y Dyak, 199 ' "~ ‘o se satisfacen los
requerimier.tos . :0s y n tritivos se ¢ 3¢ 17a  productividades de biomasa comprend-
dasentre 5y3Cgm 2, deper. > w2 isconoaese 0 s {luz, terpera-
tura, salinidac, pifj, oo aespecie  zaday. Js¢i :masde ). ~xisten metodos
de cultivo exti "sivos e intensivos.  los pri «ros, a p dduce .. 3 ane a partir ¢ei
crec ‘~ntc  ~~blacion natu es croa zasr s as e .acion del agua.

-

s's emas intensivos de proc :cid~ se emplean i M es e cL o0 crecientes,
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Polisacaridos. Su aplicacién industrial para la obtencidn de productos tradicionates
como almidén, alginatos, agar o goma arabiga, ha estado restringida hasta hace poco
tiempo a materias primas extraidas de plantas y algas macroscopicas. Estos productos
pueden estar sujetos a fluctuaciones tanto en cantidad como en calidad de la materia
prima, ocurriendo a veces, que las propiedades reologicas de los mismos cambian, difi-
riendo de las requeridas. La produccion de polisacaridos de origen microbiano puede
proporcionar una alternativa valida a las fuentes convenciones, ya sea a través del desa-
rrollo de productos con propiedades analogas a los ya usados o incluso con mejores
caracteristicas reoldgicas (Thepenier y Gudin, 1985; Sutherland, 1986).

Por lo general, se considera que la sintesis de un polisacarido exocelular (EPS) es
una estrategia metabdlica para la supervivencia y crecimiento de ciertos microorganis-
mos, especialmente bajo condiciones ambientales extremas o como respuesta a pre-
siones selectivas de la naturaleza, siendo su funcion desconocida en algunos casos
(Moreno vy col., 1998; Vincenzini y col., 1990). Entre las funciones mas frecuentemen-
te adscritas a los EPS se encuentran las de proteccion frente a la desecacion (Barclay
y Lewin, 1985; Flaibani y col., 1989), agentes quelantes de cationes esenciales para la
vida celular (Dudman, 1977) y adhesion celular a superficies solidas (Barclay y Lewin,
1985).

Los polisacéridos tienen la capacidad de modificar las caracteristicas reolégicas de
sistemas acuosos, caracterizandose por formar soluciones altamente viscosas a baja
concentracion, o por la formacion de geles. Una ventaja del uso de polimeros micro-
bianos es la posibilidad de manipular f0s cultivos para obtener productos con las pro-
piedades deseadas (Sutherland, 1986). Otra aplicacion menos conocida de estos
polisacaridos microbianos es su utilizacion en la preconcentracion, adsorcion, detec-
ci6n y eliminacion de iones metalicos de aguas residuales donde, a veces, la concen-
tracion de metales pesados es elevada en zonas de alta contaminacion, llegando a
concentraciones que pueden alterar el medio ambiente (Plude y col., 1991). Del mismo
modo, pueden emplearse en el acondicionamiento y recuperacion de suelos para su uso
agricola (Flaibani y col., 1989).

Algunas microalgas tienen la capacidad de modular la produccion de polisacarido
exacelular en respuesta a factores externos {Tease y Walker, 1987). En el caso de la
microalga roja unicelular Porphyridium, se ha descrito que, bajo condiciones de cultivo
definidas, pueden acumularse en el medio cantidades importantes de un peculiar polk-
sacérido sulfatado con atractivas propiedades comerciales, habiéndose registrado dis-
tintas patentes sobre el producto, sus aplicaciones y el sistema de produccion
(Anderson y Eakin, 1986). Este polisacérido sulfatado tiene especial interés préactico por
el parecido, en su estructura quimica y propiedades fisicas, a la carragenina de las
algas rojas macrofitas. Actualmente, se ha llegado a automatizar la produccidn de poli-
sacarido en esta microalga mediante el empleo de células inmovilizadas, observandose
que, en condiciones adecuadas de cultivo, la excrecion de este polisacarido por célu-
las de Phorphyridium puede alcanzar tasas del orden de la mitad de la velocidad de
produccidn de su biomasa. La estimacion del costo de produccion sugiere que puede
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FACTORES QUE AFECTAN AL CULTIVO DE MICROALGAS

La viabilidad y el mantenimiento de los cultivos de microalgas a la intemperie esta
condicionada, en principio, por dos factores medioambientales que son practicamente
incontrolables: temperatura e irradiancia. Por el contrario, existen otros factores biold-
gicos y tecnologicos con gran influencia sobre la productividad de los cultivos de algas,
cuya optimacion debe considerarse en el disefio y operacion de plantas de cultivo en
masa. De hecho, la carencia de un conocimiento profundo de los principios bioldgicos
subyacentes al cultivo de microalgas representa una de las principales limitaciones al
desarrollo de la biotecnologia de estos organismos, que requeririan previamente una
caracterizacion bioquimica, fisiolégica y ecolégica mas exhaustiva. Asi, deben ade-
cuarse las técnicas de cultivo, tratando de controlar en lo posible los pardmetros
ambientales y nutricionales. Los nutrientes deben estar presentes a concentraciones no
limitantes para el crecimiento, y la turbulencia de la suspensién debe ser adecuada para
que las células aprovechen en forma 6ptima tanto los nutrientes como la energia solar
incidente.

En el cultivo de microalgas al aire libre se han de establecer condiciones en las que
las células utilicen de forma o6ptima la luz solar incidente, para asi maximizar la pro-
ductividad. Entre los factores a considerar, densidad celular, agitacion y profundidad
son de especial importancia a este respecto (Fontes y col., 1987; Goldman, 1979;
Moreno y col., 1995; Richmond, 1983, 1988).

Finalmente, cuando el objetivo del cultivo de microalgas es la obtencion de un pro-
ducto especifico, se han de optimar tanto la produccion como las técnicas de separa-
cion, extraccion y purificacion de los compuestos de interés, sin olvidar que no siempre
las condiciones de méaxima productividad en biomasa se corresponden con las de
mayor rendimiento en el bioproducto deseado (Richmond, 1983, 1988; Benemann y
col., 1987).

A la hora de seleccionar microalgas para su cultivo a la intemperie debe prestarse
especial atencién a una serie de caracteristicas, tales como alta velocidad de creci-
miento, amplia tolerancia a temperatura e irradiancia extremas, calidad de biomasa,
facilidad en la recoleccion de las células y cualquier otra caracteristica selectiva de
interés, teniendo también muy en cuenta las condiciones ambientales imperantes en la
zona donde se ubique el cultivo. Por otra parte, hay que establecer condiciones que
beneficien especificamente el crecimiento del alga seleccionada. A este respecto,




debe considerarse el empleo de estirpes de microalgas autéctonas de la zona en que
se realicen los cultivos y que posean amplia tolerancia a una serie de condiciones que,
a su vez, sean restrictivas para el desarrollo de otras algas o depredadores (Rich-
mond, 1983; Vonshak, 1987; Callegari, 1989; Guerrero y Losada, 1991). Debido a
estas restricciones, de las mas de 30.000 especies de microalgas conocidas, so6lo
unas pocas se cultivan-a escala comercial. Este problema puede resolverse parcial-
mente con la implantacién de fotobiorreactores cerrados de escala comercial, en los
que el control absoluto del proceso y la restriccion de contaminaciones externas puede
permitir el crecimiento masivo de casi cualquier especie que produzca un compuesto
de interés (Olaizola, 1999).
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Los estanques abiertos tienen una serie de inconvenientes, entre 10s que destaca la
dificultad de controlar 1a temperatura de la suspension celular. La profundidad del cultivo
no puede reducirse por debajo de 12 - 15 cm a fin de evitar reducciones drasticas en el
flujo y la turbulencia, lo que implica utilizar grandes volumenes por unidad de superficie
(120 - 150 | m™). Esto determina que la concentracion de biomasa en el cultivo sea baja,
con el consiguiente impacto en los costos de recoleccion de las células y en la posibilidad
de contaminacion externa. A pesar de todo, el sistema abierto de tipo intensivo, con agi-
tacién e inyeccién de CO,, es el mayoritariamente utilizado en plantas de produccion de
microalgas por las distintas companias establecidas comercialmente (Richmond, 1990).

£l sistema abierto de tipo extensivo utiliza grandes extensiones de terreno (entre 5
y 50 ha), sin agitacion mecanica, con una orientacion tal que la turbulencia ocasiona-
da por los vientos predominantes en la zona permitan una cierta homogeneizacion y
movimiento de la masa liquida. El medio de cultivo es de tipo basal, con adicion de
fuentes de nitrégeno y fésforo, aunaue no anhidrido carbénico. Logicamente, la velo-
cidad de crecimiento de las microalgas y la densidad de los cultivos son mas bajas que
en los sistemas intensivos. La tecnologia extensiva (también conocida como semi-
intensiva) se ha puesto en practica comercialmente sélo en Australia, por las companias
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E-tre los compue:  § con interés comercial obtenidos a partir de microalgas sobre-
salen los carotenoides, que eden pres  irse e .an dades ‘al 2" s en algunas

especies, las cuales repre .. 1 oo bIC Cgew . Onea de estos pigmentos. Los
carctenoides aparecer de ~ 12 versa en ‘odos .. .iismos fotosintéticos y de

forma esporadica en ¢ :L 1asvac 1S no fotosi  icas y en eucariontes. En términos
evolutivos, 'z 2zpacid: * de sintes de carntenoides parece haberse desarrolladc i
cialmente en bacterias “atotrd” = 5 anoxiganicas y en ¢ Hactorias (Pierson y Olson,
1989 " | euca ‘ontes, la capacic id para sinte'zar =z ~ i ~=bi¢ aparecer como
resultado de. _ " iblecimiento de zirmbiosis cor a ter . o ~or cloroplastos (Stanier,
1970). Los . ..o son capaces de sfetize toscc pac TS, ur e sipueden
modificarl  Horox le .. O somariiztivnes transforiéndolos en vitamina Ay reti-
noles (Jc wmsony Scwgec L., OR,.
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Garotenoides

Cric .. EV )

La biosintesis de carotenoides probablemente comenzo en las bacterias fotosiniéti-
cas anoxigénicas, y fue evolucionando a través de pequenos cambios estructurales
para aprovechar mejor el espectro de la luz. Un acontecimiento de extrema importan-
cia en la evolucion de los carotenoides fue el desarrollo del fotosistema Il, que permitio
la utilizacion del agua como donador de electrones en la fotosintesis liberando oxigeno.
Como consecuencia, el O, empez6 a acumularse y la atmésfera cambid de reductora a
oxidante. Esta aparicion gradual del oxigeno en la Tierra tuvo, probablemente, tremen-
das consecuencias en la diversificacion de los carotenoides y la adaptacion a una nueva
funcién como sistema de proteccién frente a oxidaciones. Durante la transicion de un
ambiente anaerobio a un ambiente que contenia O,, los carotenoides pudieron jugar un
importante papel como rudimentarios sistemas antioxidantes, acoplandose a las espe-
cies reactivas de oxigeno.

Existen importantes semejanzas entre los carotenordes de bacterias, plantas y algas
lo que sugiere una ruta inicial universal que divergid en las Ultimas etapas de la sintesis,
originando la variedad estructural hoy existente (Imhoff, 1992).

Los carotenoides estan distribuidos de manera universal, apareciendo en los tres
grandes taxones de vida en la Tierra. Asi, se sintetizan en distintos grupos de Eubacte-
rias, incluyendo todas las bacterias fototroficas v aigunas heterotréficas, en un grupo
de Archaebacterias, las halobacterias, y, por supuesto, en los Eucariotas, produciéndo-
se en todas las plantas, algas fotosintéticas y en algunos hongos (Johnsan y Schroeder,
1995). Por su trascendencia, hay gue destacar gue los animales no pueden sintetizar-
los y han de ingerirlos en su dieta.

La distribucion de los carotenocides varia de unos grupos a otros. Asi, todos los caro-
tenoides de origen animal proceden de los carotenoides vegetales ingeridos en algun
punto de la cadena alimenticia y que, una vez incorporados, sufren procesos de oxida-
cidn o reduccidn para originar otros carotenoides y vitaminas (Schiedt, 1989). Las plan-
tas tienen un complemento limitado y uniforme de pigmentos (o y B-caroteno,
zeaxanting, luteina, violaxantina y neoxantina). Se localizan en los cromoplastos asocia-
dos, de forma no covalente, a proteinas. Las bacterias producen diversos pigmentos
poco frecuentes del tipo Cs,, Cus vy Csp y, generaimente, carecen de los carotenoides
tipicos de plantas y algas tales como B-caroteno, luteina y epodxidos. En hongos, los
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Iscierizacion en 2 . 0s tejidos (Johnson y col., 1996). Lo que parece = 0 es que .
iasa de acumulac.1. del pigmento es mucho mayor si se trata de B-caroteno obtenido
a partir de Dunali. 2, tar 0 ¢ forma de polvo de alga co 3 extracto, que si es de
origen sintético (Ber, mc z £ rc ., 1989D).

Se conoc-- dis* tos ac*ores que afec i aladispo ad delB-c  "_10 de Duna-
D Asibun eae - - 0 ido~ pidos enia Gofa, mejora L iHsorcio  Je
-caroteno, aumentando sus v es en plasma e higado. Esto se na relac.. 3¢ .or el
papel del isémero 9-cis como agente que faciiita Iz incorporauio~ de B-caroter.o er ias
micelas de grasa que se forman en el infestino, mejorando as su absorciér Aokady vy
Ber. Amciz, 1991). Por ofra parte, la concentracion de B-caroteno en plasma es mayor
er 1wjeres que en hombres, posiblemente debido a su dJlilizacion para la obt~ ¢ ~ de
ve  0l, ya que los reguerir . s de este compuesto son mayores e - ° ( en
I iares v e ", 1988).

En la siguiente .« 2seec ~ >~ osrecar: osde .. ., ._..)sdelos
©odes, | toape s - pre o le cancer.



Mecanismo propuesto

Confirmacion biologica

Efecto

Conversion metabdlica a
retinoides

In vitro, en animales y
humanos

Modula la expresion génica de
factores asociados a la prolife-
racion celular y 12 diferencia-
cion, via acidos refinoicos

Modulacion del baiarce
oxidativo

In vitro, en animales y
humanos

Inhibe los danos oxidativos al
ADN.

Inhibe la peroxidacion de lipi-
dos, manteniendo la integri-
dad y fluidez de la membrana.
Mejora la respuesta inmune.
Regula la expresion de genes
sensibles al estado redox
intracelular, implicados en
carcinogenesis

Modulacion de la expresion In vitro Induce la formacion de “gap

génica de conexina 43 junctions”, inhibiendo la trans-
formacion neoplasica

Modulacién de la expresion En animales [nhibe la sintesis endégena de

génica de la enzima HVG-CoA colesterol, limitando fa prolife-

reductasa racion celular y fa transforma-
cién maligna

Modulacion de la actividad de En animales Inhibe la activacion metaboli-

enzimas que metabolizan ca y/o0 aumenta la detoxifica-

xenobidlicos cién de carcindgenos
potenciales

Interaccion con receptores In vitro Induce la diferenciacion celular

nucleares especificos o
receptores de la superficie
celular

El «-caroteno puede ser un antioxidante incluso mas efectivo que el B-caroteno
(Murakoshi y col., 1992). Recientemente se ha demostrado que la astaxantina previene
canceres del aparato urinario (Tanaka y col., 1994), al parecer inhibiendo Ia prolifera-
cion celular y modulando la respuesta inmune.

En los tejidos oculares se producen danos por radiacion de longitudes de onda com-
prendidas entre 295 y 450 nm, debido a la aparicidn de 'O, . Estas alteraciones pue-
den reducirse aumentando la presencia de carotenoides (Zigman, 1993).
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PRODUCCION BIOLOGICA DE CAROTENOIDES

- LuTeina

La luteina o su extracto es la principal fuente de pigmentacion en pollos y huevos.
Es también el carotenoide mas habitual en los peces (Simpson y col., 1981). Es fre-
cuente mezclar luteina y zeaxantina para obtener la intensidad de color deseada en la
yema de huevo (Marusich y Bauernfeind, 1981). La luteina presente en la harina de alfal-
fa o de gluten de maiz se utiliza comercialmente en avicultura. Otra fuente comercial de
luteina son las flores de caléndula (Nelis y de Leenheer, 1991). En la actualidad se estan
estudiando procesos microbiolégicos para producir luteina, existiendo algunas patentes
para su produccion a partir de Chilorella, Chlorococcum, Chiamydomonas y Spongio-
coccum. La compania Hoffmann - La Roche ha patentado la produccion de luteina a par-
tir de Chiorella pyrenoidosa, pero nunca se ha comercializado (Nelis y de Leenheer,
1991). Se han publicado producciones de 294 mg de luteina por litro de cultivo, comer-
cializados bajo la marca A-Zanth, a partir de Spongiococcum excentrum (Marusich y
Bauernfeind, 1981).

— ZEAXANTINA

Las plantas superiores, algunas algas, cianobacterias y bacterias tienen la capaci-
dad de producir zeaxantina. De todas ellas, Flavobacterium parece ser la mejor fuente
para producir este pigmento (10 - 40 mg I') habiéndose registrado varias patentes
{(Ninet y Renault, 1979). También se han desarrollado procesos para producir zeaxanti-
na mediante manipulacién genética, introduciendo genes de Erwinia implicados en la
biosintesis de este carotenoide en el genoma de Saccharomyces cerevisiae.

— RHODOXANTINA

Este carotenoide estz distribuido ampliamente en hojas, peces y plumas de pajaros
(Nelis y de Leenheer, 1989). También se ha detectado en la bacteria Pseudomonas extor-
quens donde los niveles de pigmento dependen de la fase de crecimiento y del estado
nutricional, siendo maximos en fase estacionaria, utilizando glicerol y nitrato aménico como
fuentes de C y Ny en condiciones de limitacion de Mgz y O, (Downs y Harrison, 1974).
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EL ALGA Dunaliella
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Parece mas correcto hablar de individuos grandes e individuos pequefios, en vez de
|6venes y adultos como fueron designados originariamente (Teodoresco, 1905), por-
que, independientemente de su tamano, se reproducen por division longitudinal, man-
teniendo la movilidad celular durante el proceso de division. También pueden
reproducirse de manera sexual (Lerche, 1937). Las células hijas originadas mantienen
la morfologia tipica y la ultraestructura de sus células parentales. Cuando se exponen a
condiciones gue inducen la reproduccién sexual (baja concentracion salina, baja tem-
peratura o ausencia de nutrientes), ambos tipos de células responden de manera dife-
rente: 10s individuos grandes son capaces de conjugarse directamente, mientras que
los pequenos experimentan un estado de maduracidn previo, la etapa “palmeloide”. En
este estado la mancha ocular se desorganiza y 10s flagelos quedan embebidos en una
capa de mucilago. Algunos autores consideran gue este estado es una estrategia para
facilitar la supervivencia en condiciones desfavorables de crecimiento (Montoya y Olivera,
1993). Cuando se anade medio fresco, las nuevas células adquieren la capacidad de
actuar como gametos. Estos son morfoldgicamente similares a las células vegetativas
pero con el cloroplasto menos desarroliado. La conjugacion es lateral y la germinacion
del zigoto origina de 4 2 8 nuevos individuos (Figura 13).

Algunos datos indican que los individuos grandes derivan de los pequenos: en una
replicacion donde se parte exclusivamente de individuos pequenos, al cabo de 4 - 5 dias
de cultivo aparecen los dos tipos de células (Leonardi y Caceres, 1994). Ademas, el
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de N. Esto altera la composicion general del alga, disminuyendo el contenido en lipidos
y proteinas y aumentando el de carbohidratos. El contenido en B-caroteno pasa del 0,5
al 5% (Ben-Amotz, 1987)

Fésforo. Dunaliella requiere concentraciones de fosfato inorganico inferiores a 0,1
mM para desarrollar un crecimiento optimo. Este organismo puede acumular fosfato
hasta alcanzar contenidos intracelulares de fosforo de 0,5 M. Cuando las células se
transfieren a un medio sin este elemento, son capaces de utilizar sus propias reservas
durante varios ciclos de division celular antes de que el estado deficitario empiece a ser
patente.

La presencia conjunta de calcio y fosfato en los estanques de cultivo, particular-
mente cuando el pH esta por encima de 8, provoca la precipitaciéon de fosfato calcico
y la floculacion de las algas, disminuyendo su crecimiento (Sukenik y Shelef, 1984). Por
esta razén es aconsejable mantener baja la concentracion de fosfato en los estanques
de produccion, controlando frecuentemente sus niveles.

Sulfato. Dunaliella requiere concentraciones de sulfato en torno a 2 mM para obte-
ner maximo crecimiento. Cuando el sulfato es limitante en el medio de cultivo, la divi-
sion celular se detiene, aumenta el tamano de las células y se estimula la acumulacion
de B-carotenc. Puesto que este compuesto es relativamente abundante en el agua de
mar (alrededor de 30 mM) y en el agua corriente, no es necesario anadirlo. Cuando est
presente a muy altas concentraciones en el medio de cultivo y en presencia de calcio,
puede precipitar y reducir el crecimiento del alga.

Magnesio. Se requiere aproximadamente 1 mM de este elemento para un creci-
miento optimo, sin llegar a ser téxico incluso a 150 mM. Dunalfiella es capaz de acu-
mularlo hasta valores del orden de 300 mM. EI magnesio esta presente en el agua del
mar a una concentracion proxima a 50 mM. Si el pH sube por encima de 9 puede pre-
cipitar como hidroxido de magnesio 0 carbonato de magnesio.

Otros nutrientes. Dunaliella necesita 1 mM de potasio para desarrollar un creci-
miento 6ptimo, pero es capaz de acumularlo intracelularmente hasta una concentracion
de 200 mM. El agua de mar contiene K™ a una concentracion de 10 mM, y por tanto no
es necesario anadirlo a los estanques de produccion. £l calcio se necesita a una con-
centracién en el medio de cultivo de 0,1 mM (el agua de mar contiene 10 mM), sin
embargo, cuando el pH es superior a 8, puede precipitar en forma de distintas sales.
E! medio de Dunaliella, normalmente contiene FeCl; en forma de complejo quelado con
EDTA a una concentraciéon de 1 mM, no habiéndose detectado sintomas de toxicidad a
valores superiores a 50 mM. Por Gitimo, son esenciales cuatro micronutrientes: man-
ganeso, cinc, cobalto y cobre a concentracion micromolar (5, 1, 0,1 y 0,01, respecti-
vamente). En cualquier medio de cultivo que contenga sal comercial o agua de mar, no
es necesaria la adicidén de estos elementos, pues su contenido excede a los requeri-
mientos del alga.
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Dunaliella predomina en aguas saladas que contienen mas de un 10% (2 M) de sal.
Ejemplos tipicos de este monocultivo de Dunaliella son el Mar Muerto en Israel (Nissen-
baum, 1975), el Lago Rosa en Australia (Borowitzka, 1981) y el Gran Lago Salado en
Utah, USA (Felix y Rushforth, 1979).

Este alga presenta una considerable capacidad de adaptacion a distintas concen-
traciones de sal, creciendo en medios conteniendo desde 50 mM de NaCl (menos salk-
nos que el agua de mar) hasta casi 5,5 M de NaCl (limite de saturacion de esta sal),
considerandose el organismo eucarionte conocido con mayor tolerancia a sal.

Aungque varia con las especies, el crecimiento es éptimo a concentraciones de NaCl
proximas a 2 M (figura 14).
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Cambio de volumen / alteracion de la membrana plasmatica » cambios de pH / redis-
tribucion de ABA - inhibicién de H'-ATPasa - apertura de los canales de Ca® / entrada de

Ca* / elevacion del Ca* citosolico - incremento de los niveles de ABA » efectos sobre el
metabolismo (activacion de enzimas).

Cuando el alga se cultiva en medios con distintas concentraciones de sal se obser-
va que la concentracién intracelular de glicerol es proporcional a la concentracion de
sal en el medio de cultivo (Ben-Amotz y Avron, 1980).

En cultivos abiertos en el exterior, la produccién de glicerol esta limitada por la radia-
cion solar disponible y por la capacidad de crecimiento del alga. Asi, la productividad
es maxima en verano (8 g de glicerol m dia™), pudiéndose duplicar estos valores si se
consiguen las condiciones Optimas de cultivo (Ben-Amotz y Avron, 1980). En {a actuali-
dad, el glicerol se produce mayoritariamente a partir de derivados petroguimicos. Su
precio en el mercado es de 5 $ el kg, aunque esta sujeto a las fluctuaciones en el pre-
cio del crudo. La mayor parte de este glicerol se emplea en cosmética (19%), tabaco
(12%), alimentos y bebidas (10%), celofan (10%), poliuretano (7%), explosivos (4%) vy
otros. Hasta la fecha no se ha intentado su produccion comercial a partir de cultivos de
Dunaliella.
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temperatura, pH extremo, deficiencia en nutrientes, concentraciones sub-letales de Cu
y Pb, etc., tiende a aumentar la produccion de B-caroteno (Ben-Amotz y Avron, 1990).
En ausencia de N y baja temperatura de cultivo, la induccion es maxima y répida. Con-
siderando que la falta de nitrogeno inhibe la produccion de clorofila como parte de su
efecto inhibidor sobre la biosintesis de proteinas, el mantenimiento de una biosintesis
activa de carotenoides protege a las células con poca clorofila de los danos letales de
la luz. La baja temperatura estimula la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados
(Mendoza y col., 1996) y de 9-cis B-caroteno. Las propiedades fisico-quimicas de la
forma 9-cis B-caroteno difieren de las de la forma todo-trans B-caroteno. Este Ultimo es
practicamente insoluble en aceite y cristaliza con facilidad a baja temperatura, mientras
que el 9-cis B-caroteno es mucho mas soluble en solventes lipofilicos y cristaliza con
mucha dificultad. Por tanto, para poder sobrevivir a bajas temperaturas, Dunaliella pro-
duce mayores cantidades de la forma cis que actlan in vivo como un solvente oleoso
que previene la cristalizacion de la forma trans (Ben-Amotz, 1996).

Aunque el B-caroteno se acumula muy rapidamente cuando las células se encuentran
en situaciones sub-optimas, no ocurre igual a la inversa. Cuando células ricas en caro-
tenoides se transfieren desde un medio con alta salinidad a un medio con salinidad nor-
mal, el contenido en B-caroteno desciende de modo gradual, a diferencia de lo que
ocurre con Haematococcus pluvialis (Borowitzka y col., 1984).

La biosintesis de carotenoides en Dunaliella sigue la misma ruta, con los mismos
sustratos e intermediarios que en otros organismos eucarioticos y plantas. El acido
mevalonico, a través de isopentenil difosfato, geranil difosfato y geranilgeranildifosfato,
forma fitoeno que, tras algunos pasos de desaturacion y ciclacion, da lugar a B-carote-
no (Goodwin, 1988). Aun no se han identificado las reacciones de isomerizacion que dan
lugar a la forma 9-cis. También se desconocen las enzimas o complejos enzimaticos
responsables de la masiva acumulacion de B-caroteno en Dunaliella. Hasta el momento
se han identificado 3 genes asociados a esta acumulacidn, regulados de manera coor-
dinada en respuesta a altas intensidades de luz: fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa y la
proteina asociada a los globulos de B-caroteno (Katz y col., 1995; Pick, 1998).

La alta irradiancia induce cambios notables en el sistema fotosintético, tales como
un descenso en el contenido de clorofila, una reduccién de tamano celular y cambios
en la composicion de pigmentos del sistema antena. Del mismo modo también se pro-
duce un incremento en la proporcion entre centros de reaccion del fotosistema Il y ele-
mentos captadores de luz (Harrison y col., 1992). También se ha identificado un gen
activado transcripcionalmente por alta luz (cbr), que esta estrechamente relacionado
con las proteinas inducidas por luz de forma inmediata {elip). El producto de este gen
se localiza en los complejos Il (Levy y col., 1992). Se trata de una proteina asociada a
zeaxantina y que también se induce a baja temperatura (Krél y col., 1997). Por tltimo,
la alta irradiancia provoca la conversion de violaxantina a zeaxantina, 10 que presumi-
blemente funciona como mecanismo para disipar el exceso de energia radiante (Gilmo-
re y Yamamoto, 1993). Todos estos cambios revierten a baja intensidad de luz.
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La formacion de estas estructuras para aimacenar 3-caroteno y la biosintesis de 2ig-
meiilo, son pt  esos interdependientes, ya que si se bloquea ¢ sinfesi= de triaci ice-
r¢ amdk . se inhibe la sobreproduccion de B-caroteno. Adenias, cuando se e **
si :tiando & pigmento de forma masiva, la . ‘ividad acet” CoA carboxilasa (e~ 1a
regu 1dora de 2 biosintesis de l'pidos) esta muy . . 1€ ac 3 (Rabhar y col., 1998).

Se hanpr ‘0als  ishipéic ~ para explicare p~zldel -~ Jlos de B-caro-
tenc. Una sug >r .2 1 acu ulac.  del pigmento es v sacicnaci ¢ un pot e
efecto protec” . e "ra 3 »h.. deoxige 0s - - generado por ‘aclore. . g
altas ™ a” ¢ . Sinenbargo, 11 sroscopic - ¢ * e 'irevelado « selaacu 3
ctén me. va ¢ 3-caroteno se loce "aen ' dacic  r¢”.odal _a gran ¢ wee a
entre ..o Ul sylaclorcfle odce zads e '0s HacoiC s, no | >r il woa rel "ada
efic.. 2deloxi arasinglete © 2 - “cfreproduc’y, a opwriac of a Otra
hipdtesis nveserta a s gldbh s 2" rotenoco . né acén e esc e IS car-

bonados i "z thi m ot o T osC Terecim 0 (Bow o3 2m ~wzka,
1988), pernse ademc 'oqu Ou 3 pueder zer~ ot tar ' caro
tenoenosc adoen. W 0ES Lo oTCIACIO . ttesi~  as aceptada
en' ¢ "Je'd deslaque sugiere que tgobi s B¢ 7 oypreil el a.. f o3
fre.te. S ... provocados por rac as - o dad.e Lor ik L3S cre-
cimi. . las, actug docc ) ~ap” oo, T2 ¢ I iac .

efec . we 0Odelar nazui 7~ espec "oror g .. vestaar  Mladopc s
v IS PE rieas drevi T T2 quier  Tace . L. . 0tesi secooyace tdcs
evi encas: a ~© ~eyD " " odeo . 2,3% capacescmant ™ ‘A tharct-
nO Jerencui )¢ exnc 2" _nahcles eracal v oy, 3,18 _1ecci n-
2anafotoir ik T ogl L oecl o Lf Y A A 2anc o, ' de
oncaquesc D¢ Ld_op.e 0w ,85C2, 3 Lao Ty 0¢ e o
teccn . " Eag.. €.0 i ores z» Pt opayceol, 775 Se 3d s
b ye. L0 L cosroade ~E 0 ICens . . 0o e o
R N B U 2USE (S ST g o-ma o0, 03sr o wdo ansB-
ar 1oy or a - as, i 7 | OO Gl
T [ /AN ol et o L. o rporicsrta s
.25 enoredos ~oral tor on de es’ Lo a7y, 180

e se cerd Soaxperime 3, L L Lo BLLS AC vus o N o~ oradas art '
“ el e pC ager.>s ~ 'cOS SOn apaces e cic ¢t a0 3 b Tintesis de B-caroiz
no - . elle " 2nezy Pick, .293). Quedae ~ - " sl esto ocuire de

forma natural.

gy






" OTECI ~ .OGIA
DEL CULTIVOT "~ 77 _
1aliella salina






“lconceptocenred  i0nde  r v o CC Pl MK arés hict ~ ogico

Prov. 1@ J. 3 .. sonwe VE IS socato coter ico, it onciAr e e sado
poté C .., oM c.o SOOrenr cesoSy ' a ©oseSa eyt o
ac comoc Yor daddecapra arac~ ancac . " ¢ caso (2 - produccién
de -cer »m.a~ -deDu ~ =g, oSia " “¢cui 6c¢  anere ' pendien-
teer st~ 3, smelyEe o5 L tase faal e oo os 7C vpri Jhios de ins 80
y se ase~taba en »straba~ - s © '3 teratura durarie os aiios 60 en Rusia
y Ucra~ia (MassyL ., 1973; Massyuk v Ab¢ ‘a, 1969), e los gue se descr 2 a
Dunal la como vno de los or. 1ismos " acscuados parael. .o 1acvoen

esta g abiertos al exte.” . S czpac. 2 para prosperar €. 11ed.0s ~on ¢ "1s
conce ‘raciones de s0dio, .. ...0,l¢ CIO Y SUS respec 3sa i ies, ¢ Jy

« 'fato, « .7onas desc.. .ascc ¢ 1 1¢ 1ciasolar,en ~ sstlabrrgrite mrae
rasexl.c.. . -5 sde CivoiC 10 2 este alga 'a méas o "ac va pata S es-
tudiosos de la biotecnologia y para capitalistas av 'ICs,

' 5 wvesi'gaciones sobre Dunaliella se incrementaron durante los afos 70, cen-
t- ¢ se esnecic mente en la yre Cacionyer. .7 7 _ia o afotosit esis. A
final de los anos /0 los grupos de inves ~ cién ¢ Israc. , Au: ral 1, conscie.tes del
potencial cc ercial del B-caroteno, ob v 3ron apoyo fi anciero  -allevar a cabo los
primeros estudios en condiciones con 0 idas al exter » \Ren-Ar ot~ y Avron, 1980;
Borowitzka y col., 1984). Desde los anos 80, varias cor % as, ¢ *oridades guber-
namentales e industrias har *ido grandes capitales er a prodiiccion de B-carote-
no natural a partir de Dunaliella.

En Australia, Lesley Borowitzka, al frente del grupo de investigacién del “Roche’s
Algal Biotechnology”, establecid las condiciones dptimas de cultivo para la produccion
de biomasa y B-caroteno a escala de laboratorio. Los primeros experimentos en tan-
ques abiertos se realizaron en un invernadero construido en la azotea del edificio de la
compania Roche en Sidney, en una instalacion constituida por estanques de fibra plasti-
ca de 200 | calentados a 25-30°C, que utilizaba medio de cultivo mineral y cultivos axé-
nicos procedentes de laboratorio, aislados originalmente de lagos salados de Australia.
El principal problema de estos cultivos era la contaminacién por otros organismos. Los
estudios continuados en este sistema desembocaron en la actual planta industrial del
lago Hutt.
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4. Requerimientos especificos del cultivo, tales como: seleccion de estirpes alta-
mente productivas, diseno y construccion del sistema, agitacion, profundidad,
aporte de CO, y control de pH, contaminantes, etc.

5. Recogida de la biomasa y preparacion del B-caroteno para su comercializacion.
6. Estudio econémico y mercado potencial.
Aunque todos los factores mencionados se encuentran interrelacionados, analizare-

mos de manera independiente el efecto de cada uno de ellos en el diseno final de la
planta para la produccién de B-caroteno.



ar

I

~

N

—e

o

e o

v

o rc

A

Y

~

3C

el



las temperaturas, ya que segun nos alejamos de la costa la amplitud media anual va au-
mentando, en lineas generales, er. el eje SO-NE, con diferencias debidas a la proximidad
del mar y a la al:tud. Las temperaturas medias anuales mas bajas aparecen en las areas
mas interiores, como resultado de una estacion invernal acusada. Como regla general,
las temperaturas i.enden a aumentar de norte a sur y de oeste a este, con grandes dife-
rencias debidc 2 razones orograficas, siendo Granada y Malaga las capitales mas fria y
calida, respectivamente, aunque el litorz! granadino comparta las favorables condiciones
de la costa mediterranea. En general, son las zonas costeras ias que gozan de un régi-
men térmico mas calido y, también, mas uniforme.

Las méaximas diferencias entre temperatura 1 ayr axima, en ce =ral, 0S¢ en-
tre "2y 16 <, tolerable hat u.. ::nteparaelcul. ~de crz 5 s £5:a varia-
cidl. a.2c 2 a ciertcs procesos et Ldlicos ese  lesqu cor icior  aprodi  ividad
de estos cu  '0s. Para defi el enclave de odelape ~der 0 Jcuion se debe
conocer el pe variacion de temperaturas y cor -+~ con " te Heratura de cre-
cimiento de esta especie, asegurandose que ~0 sol  pasa sus es i "ales o de pro-
ducc 1adecuai ~ "' ~ero de meses en que la temperatura se  _ntie g D oroxi-
ma a la iemperatura optima de crecimientc debera ser maximo, para garzni’zar .na a‘ic
productividad.

Como vya se ha mencionado, la ene ~ _olar disponible es i ..~ ental en ics culivos
de microalgas, dado que su product... jad tie..... na relacion ¢ ealco I raciancia,
siempre que se descarteri ios vaioresmuy & S, que ism /enelrenc 3 oc ' 'os
mismos. Aparte de ello, la insnlacic . es clave en €. ¢ vo e Dunaliella por e cor r¢ que
ejerce sobre la induccion y acumulacion de B-carotero. "~ los anuarios de en~rg a solar
se recogen valores de energia solar total enlas d st «« 2C  ~nuaiuzas, €O "IN sierto
valor estimativo para valorar la productividad p tencic de los cultivos. Sin embargo, a
efectos de cor icer en dewall~ ¢ chos valores y st~ variaciones diarias y mensuales son
necesarios 10s ¢e 0s locaier Je acuerdo a los mismos, Andalucia se caracteriza nor
unas 3.100 horas de sol a' 30, pudiendo alcanzarse en la costa gac anc. 35 3.200 tie
ras de 1solacion al ano. La insolacion total supo e unaenc.. 3.. «.a de unos 1.700 kw
m~ ano~ En general, puede decirse que lae. .,.a zdiante .. 2 3 a2 lal aumenta de nor-
te a sur y de este a oeste, variandeo desde unos ..600 kwrt 2 o , enlas zonas mas
septentrionales, hasta cerca de unos 1.800 kw m “ano™, ¢ 'a alcanza en la franja occi-
dental de la costa onubense.

Las condiciones ambientales en muchas areas de Andalucia, con altas tasas de irra-
diancia solar y elevado nimero de horas de sol, asi como otras circunstancias climaticas
-régimen térmico idoneo, precipitaciones reducidas, incluso con zonas semi-aridas ade-
cuadas a este fin—, dan a nuestra region la posibilidad de establecer cultivos de microal-
gas como sistemas de produccion innovadores y de significado futuro.

Inicialmente se eligi6 el Centro de Investigacion y Cultivo de Especies Marinas de
“Agua del Pino” sito en el término municipal de Cartaya (Huelva), proximo a la costa, para
la instalacién de una planta experimental para llevar a cabo 10s primeros estudios sobre
cultivo masivo de Dunaliella (Figura 21).
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Como ya se ha mencionado, Dunaliella, es capaz de sobrevivir tanto a temperaturas
de congelacion como de 45°C, teniendo su dptimo de crecimiento a 32°C en condicio-
nes controladas de laboratorio y manteniendo un crecimiento adecuado entre 20° y
35°C. Como se observa en la tabla, en la zona seleccionada se registraban estas tem-
peraturas durante buena parte del ano. Otro hecho importante a considerar en el culti-
vo a la intemperie de Dunalielia es que el glicerol se libera al medio al aumentar la tem-
peratura. Este glicerol puede servir como fuente de carbono organico a bacterias y
hongos que contaminan habitualmente los cultivos de Dunaliella cuando la temperatura
excede de 36°C (Wegmanny col., 1980). Las maximas temperaturas registradas en
esta zona estaban por debajo de este valor,

Respecto a los demas factores climaticos, las lluvias en esta region son mas bien
escasas, reduciéndose los riesgos de dilucién de los cultivos; la velocidad del viento
también es baja, lo que reduce la evaporacion de los cultivos y los riesgos de contami-
nacion; por ultimo, el numero de horas de sol y la intensidad de esta radiacion son ele-
vados, asegurando el buen crecimiento autotrofico de estos cultivos.

La mayoria de las actuales plantas de produccion de Dunaliella estén localizadas
cerca de fuentes disponibles de agua salada, en areas templadas y soleadas, donde la
tasa de evaporacion es elevada y el terreno no tiene un uso agricola. Amplias zonas del
litoral de nuestra comunidad retnen “a priori” todos los requisitos climaticos para el cul-
tivo a la intemperie de Dunaliella.
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Medio f2. Generalmente empleado para el cultivo de algas marinas y fitoplancton
(Guillard y Ryther, 1962). Estaba compuesto por:

NaH,PO, 10,0x10° g I

FeCl; 3,2x107° g I?
NaNOj; 150,0x102% g I
EDTA-Na 4,36x10° g I?
Vit B, 0,20x10° g I!
Vit By, 0,01x10° g I

Ademas llevaba los siguiente metales:

Cu 10x10*° g I?
Zn 22x10*° g I
Co 10x10° g !
Mn 180x10° g I*
Mo 6x10° g I

Estos medios se suplementaban con NaCl a distinta concentracion.

Para el mantenimiento de los cultivos en el laboratorio se utilizaba agua destilada y
los medios se esterilizaban en autoclave. En el caso de los cultivos a la intemperie se
usaba agua corriente filtrada o agua de mar filtrada, sin mantenerse condiciones de es-
terilidad.

El empleo de agua de mar implicaba un enriquecimiento en sales del medio de culti-
VO que aproximadamente suponia:

NaCl 26,50 g !
MgCl, 520¢gl*
MgSO, 6,70g?
CaCl, 1,10g !
KCl 0,72g?
NaHCO, 0,20g I
BrNa 0,08g*

Y cantidades no determinadas de micronutrientes. Estos valores eran, ademas,
aproximados pues la composicion del agua de mar varia con las estaciones y con otros
factores medioambientales no controlables.

A continuacién se recoge una tabla comparativa de la composicion de los tres me-
dios de cultivo expresada como g I de cultivo (no se incluye el suplemento de NaCl al
ser variable para cada experimento, ni el aporte de sales en los casos en los que se
utilizé agua de mar).



f2 Policross-Multicross Mineral basico
EDTA 4,75 0 1,861 (NaEDTA)
VitB, 0,247 0 0
Vit B,, 0,002 0 0
Cu 10x107 (S0,Cu-5H,0) 0 0,170 (CuCl,-2H,0)
Zn 22x107(S0,Zn-7H,0) 32,5x107 0,136 (ZnCl,)
Co 10x107 (Cl,Co-6H,0) 10,4x10°® 0,238 (CoCl,-6H,0)
Mn 0,18 (Cl,Mn-4H,0) 52x107° 1,385 (MnCl,-4H,0)
Mo 6x107 (MoO,Na,.-2H,0) 1,04x10° 1,236 (NH,Mo,0,,-4H,0)
B 0 52x107° 0
N 150 (NO;Na) 31,02 (urea)+1,38 (NH;) 424,95 (NO;Na)

+ 1,236 (NH,Mo,0,,-4H,0)
P 10 (NaH,P0,-2H,0) 4,8 (P,05) 27,22 (KH,PO,)
Fe 3,2 (Cl3Fe-6H,0) 0,104 0,541 (FeCl,-6H,0)
Mg 0 2,92 1015,0 (MgCl,-6H,0)
$0,7 10x107°(S0,Cu-5H,0)+22x10° 3,90 710,0 (Na,S0,)
(80,Zn-7H,0)
Ca® 0 22,0 (CaCl,)
K 0 7,2 (K,0) 372,5 (KCI) + 27,0 (KH,PO,)
HCO;” 0 4249,5 (NaHCO;)
Na* 6x107(MoO,Na,-2H,0)+150 710,0 (Na,S0,) + 4249,5
(NO;Na) +10 (NaH,PO,-2H,0) (NaHCO3)+424,95 (NO;Na)+
1,861 (NaEDTA)

cr 10x10*(Cl,Co-6H,0)+0,18 0 1015,0 (MgCl,-6H,0) +

(Cl,Mn-4H,0) +3,2 (Cl,Fe-6H,0)

22,0 (CaCly) + 372,5 (KCI)+
0,541 (FeCl;-6H,0) +
0,170 (CuCl,-2H,0)+

0,136 (ZnCl,) +

0,238 (CoCl,-6H,0)+

1,385 (MnCl,-4H,0)

Los resultados obtenidos ensayando estos tres medios tanto en cultivos en el labo-
ratorio como en el exterior, mostraron que el medio mineral basico rendia mayores
acumulaciones de biomasa, alcanzandose en algunos casos hasta 8 x 10¢ cel mI* en 9
dias, si bien la acumulacién media estaba en torno a 6 x 10° cel mi-. Las tasas de cre-
cimiento en este medio eran del orden de 0,48 x 10° cel mI** dia con un contenido de
unos 5 pg de B-caroteno cel. EI medio preparado con fertilizante (Policross -
Multicross) y el f2 ofrecian acumulaciones mas bajas que el anterior y semejantes entre
si, del orden de 3 x 10° cel mI™* en 9 dias. Con estos medios, la fase estacionaria del







sulfatos, sier ~ ecesarto un control rutinario de la calidad del agua y un estricto
mantenimiento del pH para evitar precipitaciones.

Otro elemento fundamental en el desarrollo de Dunaliella es la salinidad del medio
de cultivo. Aur . .10 se trata de un requerimiento nutritivo . sextido estricto, si es
un compone. . .mprescindible del medio. La mayoria de las especies de Dunaliefla
crecen de manera 6ptima en medios aue contienen 1 - 2 M de NaCl, dependiendo de
la temperatura (tasas de crecimiento sim:ares con NaCl 2 My 15°C o conNaCl 1 My
25°C). Esta adaptacion ambiental unica hace posible el crecimiento intensivo a la in-
temperie en invierno y en regiones frias, como Ucrania o el interior de Mongolia.

Los trabajos realizados en el laboratorio nos permitieron establecer la corcentra-
cion de NaCl mas adecuada para el crecimiento del alga, teniendo en ¢.  ta que altas
concentraciones de sal permitian mantener cultivos axénicos pero provocaban en las
células una si ickdn de estrés que reducia considerablemente su creciniiarto ademas
de encarecer el . vo. Se ensayaron distintas concentraciones de NaCl, obteniéndose
las siguientes tasas e crecimiento:

1,5M=0,212 dia®
2,0 M = 0,300 dia™
2,50 =0,213 dia*
3.0 M = 0,280 dia™
La diferencia de crecimiento e tre las dis concertraciones de NaCl uiitizadas

no era significativa, decidiéndose a utilizacion de 2 M ae NaC' - ~ *vdos los cultivos.

La mayoria de los 1anques comercizles utili: ar _ 1a de mar concentrada por evapo-
racion o agua de mar a la que se anade alhast 2 "1 concentracion deseada.
Los lugares mas favorables pz. " cultivode Duna ... 1 p 1 ianto, las zonas coste-
ras, las proximas a lagos sai.. 25y s s¢ .S, Londe s fac. nbtener fa concentracion
de sal deseads segl .. estacidliy . emperalura mezclando agua de 'ar y agua de
mar concentrada.

Atendiendo a estas consideracic~7s, nuestra plania experimental se instalé inicial-
mente en la costa onubense, aprovec ando la infraes  ctura disponible en el CICEM
de Agua del Pino. Este centro esta dotado de un sistera de bombeo cue permitia lle-
var el agua desde el mar hasta el interior de la insialacion, donde, tras verios pasos de
esterilizacion con luz v ravioleta y decantacion, se distribuia a los ta ques de cuitivo
por una red interior de tuberias. Para completar 3 salinidac necesa e cadamo e -
to se disponia de uncs tanques troncocoénicos ., Jra 22), con ur sist2ma de agitacidn
mecanica, donde se oreparaba sal al limite de s saturacion (5,5 M), a partir de sal en
polvo traida de las szlinas proximas. Esta salmuera se es  .aba pasando 2or * - sis-
tema de filtros de 25 a 3 y por un sisteina de r~diac o g olet~ UV N 2<'ra
instalacion se co Hletaba con bombas de traccic ~ @l ue a¢ ~“taneltra
go de esta salmuera paraell  do de los estanques.



o Jango se recicla e, edio ..pleado para el cultivo del alga despiiés de re-
I da2 ilomasa, s necesitan grane -¢é duudsdeag a. )& Zieowe @ awpa d
corp »ar ar pérc dJasnorevapl wou 1 Cmp .ooiz o verano)y 0tros LoS. Sias
oSl ,pre~ 3 yfp "~ ,es 1 ~r  izer-~ asL terranea, vaguecrr v -

nosc S que as as pe €S ¢ ~ortacto directo nc ¢ ase -
las.  gereré’ es aconse e o:sponer de tanc 1es ae ar 1acena 3 a
aseg .arsu . rc - yopermitirensayos ¢ ar )s de ~aidac J¢ ag ~¢” 23S

des . zac ol .nlos cultvos. ©  almente son necesarios otros *znques dc¢  de © -
ger el ag 1 cellavado de eq »0s 0 de los estanques de cultivo, especialmente i se
.. aJwigjando aaltop ¢ . salinidad, para perriitir su tratamiento antes de ser ver-
tie » as aguas super....ales evitando danos ambientales.



Para la instalacion de una planta experimental las propiedades del terreno tienen
una Importancia relativa. No ocurre asi en instalaciones de tipo industrial donde se re-
quiere un nivelado preciso del terreno, preferiblemente mediante equipos controlados
por laser similares a los utilizados en los cultivos agricolas regados “por goteo”. Este
nivelado depende de la topografia y caracteristicas del suelo. La baja profundidad (10 a
20 cm) y la pendiente plana (0,01 a 0,05%) de los estanques para producir microalgas,
hace especialmente necesaria esta nivelacion. Otro problema a considerar es el posi-
ble movimiento de la superficie donde se va a construir el estanque, si éste se levanta
en lugares que han necesitado una previa compactacion o Se trata de zonas inestables
desde el punto de vista sismico.

Las caracteristicas del suelo influyen en la facilidad y coste de la construccion de
los estanques asi como en sus caracteristicas y tipo de recubrimiento. Por ejemplo,
un suelo rocoso resulta demasiado duro para trabajarlo. Del mismo modo, un recubri-
miento con telas plésticas requiere una superficie completamente lisa, por 1o que no
se puede instalar en suelos muy heterogéneos o duros. Los revestimientos suelen ser
necesarios para prevenir contaminaciones. Siios suelos son arcillosos es recomenda-
ble algln recubrimiento para controlar la erosion y turbidez y facilitar el mantenimiento
de los estanques. Este tipo de suelo es preblematico por su baja consistencia y puede
ser arrastrado por la lluvia induciendo presiones y movimientos en la estructura que
pueden originar fugas del estanque. Todos estos problemas se pueden reducir si se
elige adecuadamente la ubicacion de la planta y si se presta atencién a algunos detalles
como juntas, control de humedad, compactacidn, etc.
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Este estrechamiento también se puede hacer en la pared que contiene la paleta, ha-
ciendo innecesarias las pantallas en este lado y facilitando ademas el diseno y ubica-
cion de los motores propulsores de las paletas. Todas estas mejoras permiten disenar
en principio estanques de cualquier longitud y anchura solo imitados por los factores
hidraulicos. La tendencia actual es disminuir la profundidad y aumentar la velocidad de
circulacién para obtener mejores productividades. El aprovechamiento hidraulico se
mejora cuando el estangue es menos profundo en la zona curvada, por tanto, hay que
tener especial cuidado con la profundidad minima de los cultivos para evitar que estas
regiones se queden secas.

Otro aspecto a considerar es la limpieza de los estanques. Cualquier planta industrial
opera de manera ininterrumpida durante meses, originando residuos sélidos que interfie-
ren en el funcionamiento del sistema. La eliminacion de estos restos celulares y solidos
precipitados es compleja. Para facilitar el proceso de limpieza se aconseja construir una
seccion mas profunda que capture todos los residuos solidos, siendo retirados periddica-
mente por un sistema de succion u otro procedimiento. La frecuencia de esta limpieza es
variable, debiéndose realizar cada 3 - 4 meses en el caso de estanques con medios sali-
nos. La profundidad de esta seccion no debe ser mayor de 1 m.

La eleccion de los materiales empleados en la construccion, asi como un adecuado
recubrimiento de las paredes y fondo del estanque son claves en el diseno de una plan-
ta de produccion. £l material utilizado para levantar las paredes de los estanques pue-
de ser tierra, arcilla, cemento o materiales mas costosos como fibra de vidrio o poliu-
retano. Ei material que recubre interiormente los estanques es fundamental, ya que se
encuentra en contacto permanente con el cultivo y determina que pueda haber filtra-
cion, erosion o turbidez del mismo, pudiendo afectar también a la composicién quimica
y calidad de la biomasa obtenida. En la actualidad, la mayoria de los sistemas de pro-
duccidn de microalgas utilizan revestimientos plasticos que cumplen 1os requerimientos
de atoxicidad, durabilidad y uniformidad, evitando pérdidas de medio, resistentes a pro-
ductos quimicos, a luz ultravioleta y cambios de temperatura, siendo faciles de limpiar.
Los mas empleados son PVC o poiietileno reforzado.

La mayoria de las plantas comerciales para el cuitivo de Dunaliella estan formadas
por canales rectangulares con unidades repetidas, donde cada unidad es un sistema
de produccion independiente. Las paredes de los estanques son de hormigon que, aun-
gue suponen una gran inversion inicial, resisten muchos anos. La alta concentracién de
sal empleada en este cultivo hace necesario un tratamiento especial de la superficie in-
terna de los estanques para evitar el deterioro del hormigén vy la corrosion del metal.
No es recomendable el uso de hormigdn asfaltico porque se puede desmoronar. De
manera general, en la actualidad el recubrimiento empleado para el cultivo de este alga
es el PVC. Tan solo en las unidades de produccion extensivas, donde no existe un flujo
de cultivo, se utiliza arcilla natural (Betatene Ltd., en Whyalla, Australia).

En nuestra planta experimental existian estanques experimentales, de inoculacion y de
produccion. Los 4 estanques para experimentacion, de 1 m? de superficie abierta al aire,
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tenerse en cuenta. Para una aproximacion matematica mas detallada de todas estas
variables se puede consultar el capituio sobre aspectos de la ingenieria de los cultivos
de algas a gran escala en “Microalgal biotechnology” (Borowitzka y Borowitzka, 1988).

La seleccion del sistema de agitacion depende de diversos factores tales como:
localizacién de la planta de produccion, tipo de estanque de cultivo, disponibilidad de
energia, tipo de alga a cultivar y consideraciones economicas. En el caso del cultivo
de Dunaliella, se han ensayado distintas técnicas de agitacion, tales como ruedas de
paletas, bombas elevadoras por aire, etc. De todas ellas, 1a mejor parece ser la rueda
de paletas, ya que la ausencia de una pared celular rigida, hace a estas células muy
fragiles y sensibles a fuerzas mecanicas. Los demas sistemas ensayados provocan la
rotura celular y el colapso del cultivo (Ben-Amotz y Avron, 1989b). Las ruedas de paletas
deben construirse con brazos largos para que, girando a pocas revoluciones, no danen
las células y mantenga una velocidad lineal de la suspension de al menos 10 cm s,
definida por algunos autores como la mas eficiente en las unidades de produccién
comercial de Dunaliella (Ben-Amotz y Avron, 1989b). Esta velocidad de agitacion es
menor que la requerida en el cultivo de Spirulina o Chlorelia, ya que Dunaliella es un
alga movil con una respuesta fototactica positiva. En la practica, los estanques de culti-
vo para la produccion de B-caroteno actualmente en funcionamiento operan con un sis-
tema de paletas de 6 brazos proporcionando una velocidad lineal media de 15 cm s
(Ben-Amotz, 1999b).

En base a estas consideraciones, los estanques de nuestra instalaciéon experimen-
tal se dotaron de un sistema de rueda con tres paletas en angulo de 120° para los es-
tanques de 3 m? En este caso, lalongitud del brazo de la paleta era de 58 cm, acti-
vado por motorreductores de 2 HP. Las paletas tenian ef maximo ancho posible res-
pecto a la seccion del estanque, llegando hasta el fondo del mismo (30 c¢cm), condicio-
nes indispensables a considerar en el diseno de las paletas para mantener el fiujo en
estanques de gran longitud (Dodd, 1986). Estaban construidas con fibra de vidrio pa-
ra que pesaran menos y fueran mas resistentes a los efectos corrosivos de la alta
concentracion de sal.

10¢
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sea uniforme y liso y, en estos casos, no hay circulacion de la suspension celular si la
profundidad es menor de 10 cm. Por tanto, en la practica, los tanques comerciales de
Dunaliella operan a profundidades entre 10 y 20 cm.

A la vista de esta informacion, en los estanques de gran volumen de nuestra planta
experimental no se realizaron estudios del efecto de la profundidad sobre la producti-
vidad de los cultivos. Sin embargo, si nos parecio interesante establecer cual era la
profundidad mas adecuada en los estanques de mantenimiento e inéculo (1 y 3 m?).
Los resultados obtenidos en estanques experimentales de 1m? indicaban que los culti-
vos con 10 cm de profundidad eran los mas productivos. En este caso se obtuvieron
3,0 g de peso seco de alga m dia™ con un contenido en B-caroteno de 292 mg m
dia™. La riqueza en pigmento de las células era ligeramente superior en los cultivos de
6y 8 cm, aunque en términos de productividad era inferior. Estos cultivos tenian me-
nos biomasa que los de 10 cm, factor fundamental en la fase de crecimiento para ob-

tener la mayor cantidad posible de células para su posterior transferencia a los estan-
gues de produccion.

Profundidad Biomasa Carotenoides
cm gm2d? mg m?2 d*
6 1,86 280
8 2,48 276
10 3,00 292
12 1,80 179

— DENSIDAD CELULAR OPTIMA

Para unas condiciones dadas de profundidad, agitacion e irradiancia en los cultivos,
existe una densidad de poblacion (concentracion de células en la suspension) 6ptima,
que determina la mayor productividad por unidad de area. Es importante subrayar que,
en condiciones de densidad celular 6ptima, las células no crecen a velocidad maxima,
sino aproximadamente a la mitad de la misma, debido a que el crecimiento se encuen-
tra limitado por luz. En principio, puede disponerse de un cultivo de menor densidad ce-
lular creciendo a velocidad maxima, dandose una condicion de minima limitacion de luz
y minimo ensombrecimiento entre las células, aunque asi se obtiene una productividad
por debajo de la maxima posible, careciendo pues de valor practico. En cultivos a la in-
temperie operados a densidad celular dptima y maxima productividad se da la paradoja
de que la mayor parte de la suspension se encuentra en condiciones de limitacion de
luz, aunque la energia solar incidente sobre la superficie del cultivo sobrepase amplia-
mente el valor de saturacion por luz para obtener maxima velocidad de fotosintesis
(Fontes y col., 1987; Ramos y col., 1987: Richmond, 1988).



Biotecnologia del cultivo masivo de Dunaliella salina

En general, una poblacion de algas pasa por distintas fases de cultivo siguiendo un
crecimiento tipico bacteriano, con un periodo de latencia, una fase de crecimiento ex-
ponencial, otra de crecimiento lineal, una fase estacionaria y finalmente la fase de
muerte del cultivo. La duracién de cada una de estas fases depende de las condiciones
de cultivo y del indculo inicial.

Cuando se inocula un medio, las condiciones a que se someten las algas son, en
principio, diferentes a las del ambiente previo en el que se encontraban. Esto se acen-
tla en el caso de cultivos transferidos desde condiciones controladas de laboratorio al
exterior. Las células deben adaptarse al nuevo ambiente, lo que determina un enlenteci-
miento de su crecimiento. Es importante pues, que la fase de latencia sea lo mas corta
posible.

Los ensayos realizados en nuestra planta experimental en estanques de 1 m? indica-
ban que la densidad celular’inicial mas adecuada para comenzar un cultivo en el exte-
rior a partir de un inéculo procedente del laboratorio era de 400.000 células ml™. Sin
embargo, en estanques de 3 m?, esta concentracion inicial era insuficiente, necesitan-
dose, al menos, duplicarla. Es previsible que este problema se acentde al incrementar
el volumen de cultivo, lo que hace casi inviable la utilizacion de cultivos procedentes de
laboratorio como indculos iniciales para los cultivos en grandes volumenes, siendo ne-
cesario mantener cultivos en el exterior ya adaptados y con alta concentracion celular
para ser utilizados como cultivo de partida.

Otro aspecto importante es la edad fisioldgica de las células, ya que afecta a su ca-
pacidad de multiplicacion. Asi, células en fases exponencial o lineal, utilizadas como
indculos acortan la fase de latencia en el nuevo cultivo respecto a inoculos provenien-
tes de fase estacionaria. Nuestros trabajos en este aspecto indicaron que las células
de cultivos que se encontraban al final de la fase exponencial eran las mas adecuadas
para iniciar un nuevo ciclo de cultivo.

Cuando un cultivo de algas se mantiene en sistema estanco no se afiaden o retiran
células o compuestos hasta el final del cultivo. En estas condiciones, las células crecen
de modo exponencial hasta que la alta densidad celular alcanzada empieza a producir
fenomenos de ensombrecimiento, comienzan a limitarse los nutrientes disponibles y se
acumulan residuos que limitan el crecimiento, alcanzandose la fase estacionaria al prin-
cipio de la cual se obtiene la maxima concentracién posible de biomasa en ese sistema
y para esas condiciones.

Pero si se desea que un cultivo alcance su méaxima productividad debe mantenerse
en su densidad celular 6ptima, lo que implica una retirada de células y adicion de medio
fresco de manera continua, manteniendo asi el cultivo en unas condiciones préximas a
las de la fase exponencial. La concentracion celular éptima no es constante a lo largo
del ano, fluctuando con la estacién, siendo su valor mas elevado en condiciones de alta
irradiancia y disminuyendo conforme lo hace ésta, con valores minimos que suelen coin-
cidir con el periodo de invierno. En el caso de D. salina no es facil establecer condiciones
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Biotecnologia d¢ . vo masivo de Dunaliglla salina

de agitacion, la concentracion de CO, en el estanque vy los equilibrios en el sistema
CO, / bicarbonato / carbonato.

Se han desarrollado distintas técnicas para distribuir el dioxido de carbono en el
medio de cultivo. Los dos sistemas mas eficientes son;

1. Transferencia activa mediante difusion del gas en pequenas burbujas dentro del
medio.

2. Transferencia pasiva creando una gran superficie de contacto entre una atmosfe-
ra de CO, v la superficie del medio de cultivo.

En cualquiera de estos sistemas hay que tener en cuenta que el movimiento del me-
dio provoca una pérdida del CO, a la atmosfera, que el pH del medio determina el des-
plazamiento del equilibrio entre CO, y carbonato y que debe mantenerse al menos una
concentracion de 1 pM de CO, en cualquier punto del cultivo para que el proceso de la
fotosintesis no esté limitado.

La manera mas sencilla de introducir gas en un liguido es mediante burbujeo del
mismo. Este sistema, bien inyectando s6lo CO, o bien una mezcla de aire enriquecido
en este gas, tradicionalmente empleado en los cultivos de laboratorio, también se em-
pled originalmente en los cultivos al exterior. En un principio, tan sélo un 10% del CO,
suministrado se utilizaba eficientemente. Los disenos fueron cambiando a lo largo del
tiempo con la idea de aumentar en lo posible el tiempo de retencion de las burbujas de
CO, en el medio ligutdo.

En nuestros sistemas de cultivo en el exterior se adoptd una de estas modificacio-
nes consistente en largas tuberias de 1,3 cm de diametro de un material poroso, fija-
das longitudinalmente al fondo del estanque, conectadas por un lado a una fuente de
CO, y selladas en el otro extremo. Con este sistema, las finas burbujas de gas genera-
das se distribuiar 2 'o largo de la mayor parte del estanque aumentando la eficiencia
de transferencia. En el caso de los tangues de 40 m-, estas tuberias se situaron en el
fondo del foso de limpieza para aumentar la columna de liquido sobre el lugar de for-
macién de las burbujas de CO,, incrementando de esta manera el tiempo que dichas
burbujas tardaban en alcanzar la superficie, permitiendo un mayor tiempo de difusion
del gas en el liquido y un mejor aprovechamiento. Sin embargo, este foso frenaba la cir-
culacién de la suspension celular, originando graves problemas de contaminacién que
aconsejo su eliminacion.

En los estanques de 1 m” el caudal de CO, suministrado se regulaba con medidores
de flujo y estaba controlado por una electrovalvula conectada a una célula fotoeléctrica,
que se ponia en marcha y detenia automaticamente al amanecer y al atardecer, respecti-
vamente. Con este sistema se anadia mucho mas CO, que el que podian utilizar las célu-
las en ese tiempo. Para 4 tanques con 100 L de cultivo, funcionando continuamente se
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En el exterior si aparecieron graves problemas de contaminacién. Los contaminan-
tes de mayor tamano, como insectos, restos animales o vegetales se eliminabar facii-
mente intercalando . .. 0 0 malla de tamano adecuado dentro dei estanque. Sin em-
bargo, el principal ¢« 1alo cc isttuyeron los protozoos, que podian destruir un cul-
tivo en menos de 24 a. L0s cultivos mas envejecidos erar los mas susceptibles a este
tipo de contamirazion. Se detecté la presencia de protozoos ciliados, posiblemente de
la subclase Holotrichia e Hypotrichia que soportaban alta salinidad y depredaban a
Dunaliella.

Estos protozoos llegaban a consumir un cultivo de 300 L con una densidad celular
de 3 x 10° células ml'!t en tan solo dos dias. También se detectoé otro protozoo de la
clase Euplotida, redondo y mas pequeno, pero que parecia alimentarse de bacterias.

Este problema parece genérico de los cultivos a la intemperie que utilizan sal proce-
dente de salinas de la zona sur de la peninsuia y ha sido descrito en otras plantas expe-
rimentales. Por esta razon y ante la inviabilidad de utilizar sal gema o procedente de sa-
linas de otras regiones, por el encarecimiento de los costos, resultaba prioritario esta-
blecer un buen metodo para controlar esta contaminacion.

Tras muitiples ensayos se determiné que los protozoos estaban enquistados en la
sal y se desarrollaban al ponerlos en un medio de cultivo en presencia de su alimento
natural, Dunaliella. Se llevaron a cabo distintas estrategias para su eliminacion:

- Agentes fisicos:
- Cambios bruscos de temperatura usando termo-calefactores.
- Reduccion del oxigeno disuelto por detencion de!l sistema de agitacion.
- Filtracion del agua de cultivo a través de filtros de 8 ym.
- Tratamiento del medio con luz ultravioleta.
- Esterilizacion del medio en estufa a 200°C, 1 h.
- Esterilizacion de la sal en autoclave.
- Ozonizacién del medio.
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Biotecnologia del cultivo masivo de Dunaliefia salina .

SISTEMAS DE RECOGIDA DE BIOMASA

La economia de los sistemas de produccion de microalgas depende en gran medi-
da de la tecnologia empleada para la recogida, concentracion y procesamiento de la
suspension de algas. De las muchas técnicas que se han desarrollado vy ensayado en
las tres ultimas decadas, sélo unas pocas son efectivas con unos costos razonables.

La separacion de las algas del medio de cultivo presenta grandes dificultades
debido a su baja concentracién en el mismo, siendo su densidad sélo ligeramente
superior a la del agua y teniendo ademas una carga superficial fuertemente negati-
va. En la préctica el proceso implica convertir un cultivo muy diluido (0,02 a 0,06%
de residuo sélido) en una pasta escurrida que contenga entre 5y 20 % o méas de s6-
lido. La eleccion del sistema de recogida va a depender de la especie de aiga y de
su destino final. Por ejemplo, la floculacién inducida por productos quimicos puede
originar productos contaminados con residuos del floculante, la centrifugacion pue-
de danar la integridad del aiga, liberando el material celular y atectando la calidad
del producto, etc.

En la recogida de las algas hay que tener en cuenta algunas consideraciones ta-
les como, si el sistema de recogida va a operar de manera continua o discontinua,
si es necesario algun paso previo de concentracidn, cudl es el porcentaje de mate-
ria seca a obtener y cuales son los costos de inversion y de consumo energético
por unidad de volumen de suspension de alga. Revisaremos brevemente alguno de
estos sistemas:

FILTRACION POR GRAVEDAD

Es el método mas simple y econdmico. Los filtros méas usados son arena fina, tierra
de diatomeas y fibras de celulosa. EI medio obtenido tras la filtracién puede ser reutili-
zado de nuevo. Debido a que las algas colapsan rapidamente el filtro, es necesario la-
var éste con frecuencia con lo que el factor de concentracién de la biomasa nunca es
superior a 10. Todos los métodos basados en el principio de sedimentacion tienen una
eficiencia baja y, a pesar de que consumen una décima parte de la energia empleada
en un sistema de centrifugacion, el coste relativo de este sistema de recogida de célu-
las es de un orden de magnitud superior que el de la centrifugacion.
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COLADO Y TAMIZADO

Muchas microalgas de tipo filamentoso o formadoras de colonias se pueden sepe-
rar usando cribas o tamices de distinto tamano de trama y diferentes tipos, tales como
tamices vibratorios, giratorios, microcoladores o tamices en cascada. La ventaja de es-
te sistema es que se recoge el producto puro, mientras que su desventaja es que mu-
chas microalgas no pueden separarse del tamiz tendiendo a obstruirlo, haciendo nece-
sario el uso de gran cantidad de agua para retirar las células. El producto se concentra
sélo 5 - 10 veces, requiriendo un sistema adicional de eliminacion de agua. Ademas, el
tamizado suele dejar pasar pequenos contaminantes junto con el medio lo cual impide
en muchos casos la reutilizacion del mismo. Los problemas de corrosién de estos sis-
temas se han solucionado utilizando materiales plasticos.

Los tamices vibratorios se emplean normalmente para la recogida de Spirulina, con
una eficiencia de casi un 95%. Sin embargo, este sistema no puede utilizarse en el ca-
so de Dunaliella, porque el movimiento vibratorio del tamiz genera un fuerte rozamiento
que rompe las células.

FLocuLACION

La separacion de la masa de microalgas del medio de cultivo puede simplificarse
mucho cuando las células henen la capacidad de unirse unas a otras formando grumos
visibles que sedimentan o flotan. Esta floculacién puede ser espontanea, debida a fac-
tores asociados al medio de cultivo tales como un cambio brusco en el pH 0 a asocia-
cién con cationes en aguas duras. En general, las condiciones que impiden el creci-
miento de un cultivo, facilitan la autofloculacion. También se pueden formar agregados
de algas por la interaccidn entre éstas y bacterias o entre algas y polimeros organicos
excretados. La autofloculacion puede ser inducida en los estanques de cultivo median-
te distintas manipulaciones, como por ejemplo, interrumptendo el ~  istro de CO, o
anadiendo algun nutriente (NH," o PO,H,).

| .. oculacion se puede inducir anadiendo productos quimicos al cultivo para pro-
mo er la agregacion celular. Los compuestos mas efectivos son: sulfato de aluminio, |-
mo, sulfato ferroso y férrico, cloruro férrico, etc. La principal desventaja de este siste-
ma, ademas del coste de los productos guimicos, es su presencia en la biomasa reco-
gida y la contaminacion del medio de cultivo que impide su reutilizacion. Los alumbres
(sulfatos de distintos metales) a concentracion de 150 mg I sor: muy eficientes como
floculantes quimicos para Dunaliella. La adherencia del floc =~ ...2 2 la superficie de
Dunaliella no es un problema a considera. . .. alga se cultiva para 1 produccion de B-
caroteno, ya gue éste va a ser extraido con un solvente organico de,and .3 restos del
alga contaminados con el floculante.

Los floculantes polimericos forme~ vede~ *ridimensionales ¢1e s¢ e~*ecruzan con
las células y las sedimentan. Para inducir la f »c 14cion por este método debe reducirse
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La bitiingrate recc o todoceflocr -6 i@ 2D 7 ~a
ase ' er.. aeuralez. " ofécadelar “1a cel lar (PC” 7AJ82/20 65 L te °
y S 0ok, 1983). Cuando  algasestane . ¢ tactoco aso ~ declc os¢-
superiora 3 . 3der adsorberse sobre sustanciasde s 2 “ ie ' . hica, permitien-

do separar e: alga de una manera ragida y economica de. . aedio salino. A concentracio-
nes de sal bajas, la superficie de Dunaiiella se hace polar y pierde su capacidad de adsor-
cion permitiendo la recuperacion del alga. El cambio de comportamier . idrofilico a hi-
drofdbico no es brusco, ocurre a una concentracion de NaCl de 3 My por tanto l1as célu-
las no resultan danadas. Atendiendo a este criterio, se han registrado al menos 18 méto-
dos utilizando un adsorbente distinto en cada caso. Polimeros organicos: polietileno, ny-
lon o tefién; minerales en polvo: calcopirita, hematita, magnetita, etc. y otros compuestos
tales como perlas o fibras de vidrio con un tratamiento previo con silano o silicona para
conferirle la naturaleza hidrofdbica. Se pueden acoplar técnicas de filtracion con las de
floculacion para aumentar el rendimiento. La principal limitacion de este sistema de reco-
gida es que el proceso sélo es efectivo cuando las células estan en la forma de cistos.

SEPARACION FOTOTACTICA

Se basa en la capacidad que tienen algunas microalgas moviles de desplazarse ha-
cia una fuente de 1z de una determinada longitud de onda o intensidad. Es dificil dise-
a~ u sistema ¢ . funcione en grandes instalaciones en el exterior ya que .mplicaria
a nacior scr.rolada de grandes superficies, suponie.. 9 oo te e rersion ak

s 10. Recientemente se ha disenado un método de concentrac  para D. salina basa-
do -~ la capacidad de “~*~*~xis~ ~ quim otaxismo de este ¢ 3 (Ferrandes y col.,

196 " Enes*2~ =21 ase mp:a vec e ~viar que dep sitat afa capa do
aguapurasobrelas - iede  tivo, donde i~~ ~* uas de Duna 3. * denacoer
centrarse debido a la menor densidad y mejor - c —e * i¢c cconcentra-

cion en esta zenz. Este mismo difusor, utilizado como una bomba de suczién nermite



Biotecnc *~ 1 del culive masivo de Dunaliella salina

drenar las células concentradas. Este sistema puede concentrar el cultivo 8 veces con
una recuperacion de biomasa del 75% en un ciclo de estratificacion, y realizando dos ci-
clos consecutivos puede concentrar la biomasa 6 veces con una recuperacion del 90%.
Este procedimiento representa una alternativa por su bajo costo en equipos y consumo
energético asi como por la capacidad de reutilizacion del medio de cultivo. Este sistema
esta en fase experimental y solo se ha ensayado en estanques de pequena superficie
{2,2 m?. Sin embargo, Borowitzka y Borowitzka (1989) consideran que este sistema no
es aplicable a gran escala debido a la alta viscosidad del material a filtrar y a la presen-
cia de otras particulas en el cultivo que contaminan la biomasa recogida.

CENTRIFUGACION

Es el método més directo y aplicable a todo tipo de microalgas tanto filamentosas
como unicelulares. Su principal ventaja es la simplicidad y que el producto obtenido no
contiene ningin compuesto quimico. Sin embargo, implica elevados costos de inversion
y alto consumo energético (1 kwh m=) que desaconseja su uso cuando la biomasa a re-
coger no alcanza un precio elevado en el mercado. Originariamente se emplearon centri-
fugas de discos que actualmente se han reemplazado por las centrifugas de decanta-
cion, mas baratas y faciles de mantener. De los muchos tipos de centrifugas existentes
en el mercado, solo cuatro se han ensayado para la recogida de microalgas:

- Centrifuga de camara. Especialmente utilizada cuando se trata de recoger culti-
vos poco concentrados. Los intervalos de descarga son de 2 h recogiendo 5 m?
h™y concentrando la biomasa un 20%.

- Separador de plato. Estas centrifugas, que eliminan por si mismas los lodos, se
emplean en distintos procesos industriales cuando se trata de separar fases liqui-
das con pequenas diferencias de densidad. Pueden operar continuamente durante
largos periodos de tiempo. La descarga del concentrado es discontinua y se pue-
de controlar de manera manual o automatica.

~ Centrifuga de tobera. Es muy semejante a la anterior, pero la descarga de lodos
es continua a través de una tobera instalada en la periferia originando un producto
mas homogéneo. Necesita la instalacién de algin tamiz previo a la centrifuga para
eliminar particulas contaminantes de tamano considerable y evitar la obstruccion
de la salida. La concentracion de sdlidos es s6lo un factor de 10 - 20, pero supo-
ne un costo de inversion menor que en el caso de la centrifuga de platos para una
misma capacidad, obteniendo mayor contenido en materia seca ya que permite
hacer varios ciclos de centrifugacion para una misma biomasa.

- Decantador. Permite obtener las fracciones de sélido mas concentradas. Se em-
plean fundamentalmente en las plantas de aguas residuales. Requieren poco man-
tenimiento y pueden operar durante largos periodos de tiempo, pero no son apli-
cables a todos los tipos de algas.
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El sistema de platos de este tipo de centrifuga esta formado por gran cantidad de
platos troncoconicos superpuestos. Cada plato dispone de unos nervios distanciadores
que forman entre los distintos platos unos intersticios estrechos perfectamente defini-
dos. Es decir, el recinto de centrifugacion esta formado por un conjunto de numerosos
espacios paralelos de escasa altura, de manera que el producto debe recorrer un tra-
yecto de sedimentacidn radial muy corto. Los sotidos se acumulan en la pared superior
de cada uno de los intersticios y se deslizan facilmente hacia el recinto de sélidos. La
superficie lisa de los platos favorece el deslizamiento de los sélidos y la autolimpieza
de los platos. E! liquido clarficado se descarga por la salida de liquido ligero (14).

Sibien ef caudal de recogida es alto y el clarificado del medio 6ptimo, el andlisis de
los lodos recuperados mostraba una fragmentacion de las células y, por tanto, {a libera-
cion de su contenido celular con la consecuente oxidacién de ios pigmentos. Esto ha
hecho inviable, hasta el momento, la utilizacion de este sistema de recogida para
Dunaliella en nuestras instalaciones. Se ha descr:iz gue una reduccié~ en la gravedad
especifica del cultivo antes de su recogida y un ajuste en la coriguracion de la centrifu-
ga reduciria este inconveniente (Mackay, patente Ausiralia n® 81507/87).

Como alterr:ativa se ha optado por la utilizacion de una cert“uga de similares ca-
racteristicas ¢ la anterior pero sin el sit "ema de 1a descarga automatica de .a bioma-
sa (modelo Wes "3 KA-2-86-C75). Es 1 centrifuga opera a un caudal de - 00 L h,
rindiendo ¢ .. tadc  ansf ..enic iretencion del 100% del cé as)y na pasta
de cé’uias  ac. o bil conven e oo este siste 1 es que la recogiua Je la bioma-
sa retenic er los platos de la cer fuza debe rea z: se de farma manuel parando el
sistema.

Pe ‘6 :a es ‘0 artici'n= cientificos que constatan ef olevado costo que
I a Cce ~ cidn ¢¢ st . para‘zrecogida ¢ ibi 1sade ¢ ltvo
ma odeD 7 ",asicw o’ . 3sidaddeenco L. o® .. aestes
parat "¢ - 35,8 L DL ee 0 Tal v JS id ; ioecondl :0S
(Beck r, -99¢, _or cwoe  Ugei o wdourec e o o vla

diferenciaer .2 102 )51 7 ,sesivaypecle a. S, e eardotmac r 13 se-
nar orader o0sdeatol ezayie d ¢ (.« tatocds! szasasenert -

¢\ lipamiento, etc., set 1ast adoquee'c -~ ed ¢ ave~ ger! kg de biom isa
esde 1,71 SUSA. “relzascdela -~ lac . ~c~~ e =~ o _iamente todos los
gastos en react*~~y ~ v~ 2 a8” - sde1,39S SAporsde’ . a
sa.Por*ta - a e~ - re - tro no debe ser exc’ ‘vi el e ¢ crite
rc ecol oL ¢ " es’ . @ Car,pro Ty et el or
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Biotecnologia del c.iivo masivo de Dunaliella salina

PREPARACION DEL PRODUCTO FINAL

Para fa mayor parte de las aplicaciones finales de la biomasa recogida, se necesita
obtener un producto que contenga menos de un 10% de agua, ya que la humedad con-
tribuye al deterioro de la biomasa del alga al permitir un cierto crecimiento de bacterias
y hongos. Hay que distinguir entre el agua que recubre la materia viva en forma de ca-
pa de hidratacion, que no permite mantener ningin proceso biologico (< 2% humedad),
y contenidos en agua superiores que si permiten el crecimiente de microorganismos.
Un contenido en humedad del 7% es adecuado para mantener la asepsia de la biomasa
recogida. Salvo cuando el destino final de la biomasa es para pienso de ganado o para
acuicultura, el proceso de secado es de los mas ‘mporta~tes ¢~ produccién de algas
y supone un 30% del coste total de la produccion y lay =~ tacion economica
(junto con el sistema de recogida) para la produccion de compuestos que no alcancen
un elevado precio en ei mercado.

Se han disefiado ¢ ir .3 sistemas de secado. La seleccidn de uno de ellos depende

de las caracteristicas del al  , la escala de ope yelu “del producto seco.
—-Sece ~als~ ‘~elsister a~ 3senciloybarz ~ pero es muy lento y depende de
lacina ogia, exist (-~ esgodeque ab 5@ "3 ™ ore por proce-
sos de ferm “icic  mie tras se estd secando. De o a« el proceso tiene lugar
a baja tempel ) Se produce la pasteurizacion ni este © icion cte 1a biomasa, vy

esto es importante cuando se va a utilizar para consumo | . 3no0. Tampoco se pro-
duce la rotura de la pared externa de celuiosa necesaria para hacer digerible esta
biom sa vegetal. Aung 2, . prit :ipio, se puede emplear na . cualouier microalga,
lo cier »es que solo set  zaene .ecado de Spirulina y en explotaciones ubicadas
en paises en desarrollo.

- Secador solar. Es tambié~ ~ - barato. £n su forma mas simple, se trata de una ca-
ja de madera con la super ic 3 interior pintada de negro y cubierta con un ¢vistal de
2 m, originandose en e’ ‘erior una temperatura de 60 - 65°C. Ef cristal puede
sus’" lirse por placas de PVC, aumentando asi la temperatura. Existe un flujo de aire
deoiy a pequenos  7.cios en el fondo de la caja que faciitar el secado. La eficien-
cia ar biénseincre 1e . colocando el secador en posicidn inclinada.

- Secador ue tambor. Re uiereun« ycostor 2 €7 nycons ) energético,
pero es la mejor aite 1adiva para obtener un producto completamente digerible y
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La proximidad del aire y el liquido, hace gue este ultimo emerja como un pulverizado
atomizado y muy fino. La inyeccién de aire caliente a través de la camara principal e,
evapora el contenido liquido del pulverizado, dejando las particulas solidas del material
flotando libremente. La turbulencia generada por una corriente de aire en el 1bo g
arrastra estas particulas y las deposita ya secas en un contenedor, h. El aire se -vera
2 la atmosfera a través del tubo f.

Este sistema tiene ura eficiencia y costo similar al de tambor, requiriendo una pasta
menos concentrada y dando un producto en polvo muy fino y uniforme, aunque, menos
digerible, ya que la temperatura que se alcanza dentro de las gotas pulverizadas es
mas baja y el tiempo de secado mas corto. Esto no es un inconveniente en el caso de
Dunaliella ya que la ausencia de pared celular la hace perfectamente digerible sin nin-
gun tipo de tratamiento. E! producto tiene menos de un 5% de humedad. El sistema
puede provocar el deterioro de alguno de los componentes del alga, por ejemplo, pig-
mentos y vitaminas. La mayor sensibilidad del 9-cis-3-caroteno a la oxidacion y a la des-
truccién térmica puede provocar su pérdida, haciendo necesario el uso de compuestos
antioxidantes y trabajar en atmdsfera anaerobia y ausencia de luz durante el proceso
de secado (Bauernfeind, 1981). En nuestra planta experimental se estén realizando al-
gunos ensayos previos con este sistema de secado, concretamente con un Spray
Dryer SD-04 marca Lab Plant.

Existen otros posibles sistemas de secado pero sélo se han ensayado en el labora-
torio y no son validos para cultivos a gran escala. Entre estos métodos esta la criopre-
servacion, sistemas de vacio y de flujo de aire, etc.
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cristales de B-caroteno empaquetados al vacio o en atmosfera de nitrégeno. Una am-
plia variedad de estas formulaciones se distribuyen en todo el mundo dentro del merca-
do de “alimentos dietéticos” o “complementos nutritivos”.

Finalmente, otra férmula de comercializacién de Dunatfiella es como polvo seco, cé-
lulas del alga recogidas y secadas para su venta, en forma de tabletas o capsulas que
contienen entre 3y 20 mg de B-caroteno por unidad. Para evitar la oxidacién del pig-
mento, las tabletas estan recubiertas de azucar y las capsulas se empaquetan por se-
parado en ampo 1s de aluminio/polietileno. Estas formulas de Dunaliella seca tienen un
amplio mercad €1 Japon y otros paises del Lejano Oriente, donde existe una amplia
tradicién en el cc 1sumo de algas (Ben-Amotz, 1999a).
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Se ouede considerar que el objetivo ce -al de ur sistema de ¢ :ivo de algas
co ‘stz enlograr la mayor eficiencia fotosintética, traduciéndose ' 1.a obtencion
de m xima productividad de biomasa. Sin embargo, enelcasodeg ~ aiv ¢ 0 »
gia esté enfocada a prodicir un determinado bioproducto, el objet '0 op¢  “Ine
basico consiste en optimizar la tasa de produccic . del alga, pero desae una dot &
perspectiva: como biomasa y c¢ no .. 2rite del compuesto deseado. Esto presupo-
ne una adecuade gestion del cv 0 masivo, en base & modelos predictivos, que
deben establecerse para cada tipo de cultivo y condiciones concretas de aplica-
cion. Un buen ejemplo de esta disyuntiva lo constituye el cultivo de Dunaliella para
obtener B-caroteno, ya que el objetivo basico no es o zar la productividad de
biomasa del alga, sino la maxima produccion del pigmento, aun a expensas de dicha
biomasa.

Los estudios mas recientes establecen como valores de productividad maxima
unos 500 g de 3-caroteno m™ dia™, aunque la productividad promedio a 'c largo
de'~a baaa200-2551 1 (a iBenAmotz, 1999 . Comoelco ter'' n
DifFT e ) "sapro a~:r < L, lel peso seco del alga, se nuede estimar que
los ¢ resp~~d=3r e~ a'ares de proc ictividad e oit wsasonce .o, b-5gde
pes secc de ¢ ga - dia?, respectiva ¢ e. S sec . oaser alga. ¢ ¢ dicic
nes opt - - ot'e erse asta20g:~cé as y(a ,perc . 3 b
ccrionido en pigmento.



Biotecnologia del cultivo masivo de Duiialella saling

Baséandose en estudios de laboratorio, que establecieron que carotenogénesis y
crecimiento celular son dos procesos bioloégicamente diferenciados en Dunaliella,
con mecanismos de control diferentes, junto a que la biosintesis del pigmento puede
inducirse fisiolégicamente en cualquier etapa del ciclo celular (Shaish y col., 1992),
se ha disenado un sistema de cuitivo en dos fases, aplicande las ventajas del efecto
sinérgico de alta irradiancia, deficiencia en nitrato y baja densidad celular para obte-
ner mayor poductividad en pigmento (Ben-Amotz, 1995). En una primera etapa, las
celulas se cultivan en un medio rico en nitrato para conseguir una densidad celular
de 0,8 = 0,2 millones de células mI*, con una concentracién de pigmentos de 20 =
4 pg ml”'. Cuando se alcanza este nivel, el sistema de control establece la transferen-
cia del cultivo, de manera suave y no destructiva, mediante bombas de alto flujo, a
los estanques de la segunda fase. Aqui, el cultivo se diluye hasta una concentracion
de 0,2 millones de células ml™. Para la dilucion se emplea medio deficiente en nitra-
to. En pocos dias, el cultivo alcanza 0,5 + 0,1 millones de células ml™* con una con-
centracion de B-caroteno de 15 = 3 pg ml”.

La productividad de B-caroteno es mayor en los estanques de crecimiento (450 =
75 mg m?dia™) que en los de produccién (300 + 50 mg m™ dia™), pero el nivel intra-
celular de pigmento es mayor en estos dltimos (30 pg célula™, frente a los 25 pg en
los estanques de crecimiento). Estos valores son los mas elevados publicados hasta
la fecha.

Para mantener tasas de productividad tan altas, el tiempo de reciclaje debe ser
muy corto siendo ademas necesario que los estangues se limpien completamente al
final de cada ciclo {cada 15 dias los de crecimiento y cada 5 dias los de produccién).
Todo ello requiere que la planta funcione con criterios de alta tecnologia, incluyendo
el control informatico de todos los procesos que se llevan a cabo.
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La pasta obtenida tras la centrifugacion se seca en un “spray dryer”, quedando el
polvo resultante pasteurizado por efecto de a temperatura.

Esta planta opera a 2 M de sal. Debido al alto costo que supone mantener esta
concentracion utilizando sal nueva en cada inéculo, se ha optado por su reciclaje.
Para ello, se emplean tangues en los que se efectua la oxidacion biologica del medio
recogido, anadiéndose agua de mar que compense las pérdidas de sal.

Otro aspecto fundamental en la operacion de esta planta es el estricto control del
pH, cuyo valor se reduce mediante inyeccion de CO, gaseoso, para mantener el culti-
vo a pH 7,3 = 0,3 0 por adicién directa de HCl cuando el pH supera el valor de 8,0.
El sistema de control de pH estd también informatizado. Para una salinidad de 2 M,
el carbono disuelto se mantiene en torno a 3 mM.

Siguiendo el modelo de las instalaciones pioneras en la tecnologia para el cultivo de
Dunaliella, el diseno de nuestra planta experimental en el CICEM se ha planteado como
un conjunto de estanques de distinto tamano, en los que gradualmente se traslada el
proceso desde el laboratorio hasta conseguir llegar a la escala comercial, en varias
etapas, teniendo en cuenta aspectos bioldgicos, quimicos y de ingenieria de procesos.
En este sentido, nuestro trabajo se ha dirigido a la puesta a punto de ia produccion de
B3-caroteno por Dunaliella desde trabajos de caréacter muy basico en el laboratorio hasta
alcanzar el nivel de planta experimental de 8.000 L, optimizando el proceso para las
condiciones ambientales especificas de la zona.

El diseno de la planta experimental se visualiza en la fotografia y esquema siguien-
tes. Dado que los distintos elementos que la constituyen (estanques, sistemas de agita-
cion, sistemas de control, etc.) se han ido describiendo en cada uno de los correspon-
dientes apartados, sirva este esquema como resumen y ubicacion en el espacio de ca-
da uno de sus componentes:

m)
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Biotecnologia ¢ coitvomasiva de =~ TN e

se eluyeron a un flujo de 1 mi min™' utilizando como eluyente una mezcla de acetona:
metanol 1:1 (v/v).

Puesto que la fase movil contiene acetona, antes de la inyeccion de la muestra debe
recogerse la fase de hexano, llevarla a sequedad con flujo de N,, resuspenderla en 1 ml
de acetona y centrifugar brevemente para limpiar la muestra. Se inyectan 10 pl de este
sobrenadante en el HPLC.

Las muestras desecadas en nitrégeno pueden almacenarse en esta atmodsfera
anaerobia a ~20°C durante semanas para su posterior analisis, sin sufrir alteraciones.

Estas determinaciones han permitido establecer que la practica totalidad de los
pigmentos extraidos de Dunaliella corresponde a B-caroteno (95%), con cantidades
minimas y dificiles de cuantificar de luteina (Fig. 34).

Determinaciones de crecimiento. Se han seguido distintos métodos:

« Turbidez, medida como incremento de absorbancia a 750 nm. A esta longitud de
onda no existen interferencias por absorbancia de los pigmentos. Para emplear (0s valo-
res de turbidez como medida de crecimiento, se han realizado distintas curvas de cali-
bracion para relacionar Abs, - |, con el peso del alga, expresado como mg mli* de
cultivo.

Este sistema sélo es valido en los cultivos axénicos en el laboratorio, siendo nece-
sario, ademas, un lavado de las células con formiato amonico previo a la determinacion
para eliminar las altas cantidades de NaCl que acompanan a las células, sobrevaloran-
do os pesos.

Para las distintas estirpes de Dunaliella ensayadas, se ha establecido la siguiente
relacion entre turbidez (medida como Abs;- )y peso seco del alga:

UTEX: Abs; ,=1,979 mg mI” + 0,028
CCAP: Abs- - 1,343 mg m* + 0,019
D: Abs, =0,816 mg =" + 0,196
R: AbS ;500 = 0,629 mg ml - 0,127

e Conteo de células:

- Visual. Observacion directa al microscopio 6ptico utilizando una camara Neubuer.
Es el método mas exacto, pero muy labarioso como procedimiento de rutina,

- Mecénico. Utilizando un contador de células Coulter Counter Z1 con un poro de
100 pm y muestras diluidas 500 veces. Se ha establecido 4,5 ym como tamano
minimo de detecciéon y 14 pm como tamano maximo. Dentro de este intervalo
quedan recogidos todos los tamanos que presenta Dunaliella a lo largo de su
ciclo vital. Debido a dichos cambios de tamano, resulta dificil establecer una rela-
cion fiable entre peso seco del alga y cantidad de células.
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Carotenoides ac r fados % de Carotenoides

rofundidad de Bibmasa acl nu!;da

cultivo (cm) (g3 (g m?) respecto a peso seco
S - -
& Z ¢z z,"" ia
10 2: 2, o Y

=11 el caso de los cultivos bifasicos, debic * 4 1a falta de N, s células solo eran via-
Z.es . . 4-6 dias. Para poder comparar 0s dos sisie 1as, se preserian valores
de aci ... _Diomasay carotenoides a 0s 6 dias:

Profundidad Cultivo estanco +N Cultivo estanco -N
del cultivo Biomasa  Carotenoides  Riqueza Biormasa  Carotenoides  Riqueza
(cm) gm? gm? % gm? gm? %
6 o2 4,23 . 5 5.5 L3 L
8 A (Y Y, /5 741 26 C o
U (G P 769 o7 )
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0 un cultivo sin N que en la mitad de tiempo rindiera 1,3 g m™. En este segundo caso,
los gastos por recogida de células y trasvase de medios y cultives se multiplicaria por
dos, aungue se ahorraria el coste de las sales de nitrato y se reduciria el tiempo de ca-
da ciclo de produccion. Ademas, la biomasa obtenida alcanzaria un mayor valor en el
mercado por su alto contenido en pigmentos.

Estos resultados deben considerarse preliminares, requiriendo un analisis a lo largo
de un periodo anual, que incluya el estudio de otras variables que afecten a la producti-
vidad de B-caroteno, ademas de la profundidad. igualmente, es necesario optimizar la
primera etapa del proceso bifasico a lo largo del ano, ya que 10 cambios de tempera-
fura e irradiancia en cada estacion modifican estos parametros. Se establecerian asi
las condiciones de operacion de la planta experimental en las distintas épocas del ano.
Para obtener informacion sobre la capacidad de regeneracion de un cultivo debe defi-
nirse cuantos ciclos de crecimiento-produccion pueden realizarse con un indculo inicial
sin problemas de viabilidad, productividad y contaminacion, sincronizando ambas fases
para obtener la mayor rentabilidad a cada ciclo de produccion.

En cualquier caso, y aunque los trabajos apuntados anteriormente (que se estan
llevando a cabo en estos momentos) pueden mejorar las tasas de productividad alcan-
zadas en nuestra planta experimental, los resultados ya obtenidos confirman la poten-
cialidad del cultivo de Dunaliella salina UTEX 2538 como fuente para la obtencidon de
B-caroteno por sintesis biologica bajo las condiciones climaticas del litoral andaluz y
ademas, de forma competitiva con las plantas actualmente en funcionamiento, ya que
la riqueza en pigmento es de las mas altas obtenida hasta la fecha.
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Este sistema de cultivo consta de varios mddulos de captzrion de luz solar consti-
tuidos por tubos de material transparente (plexiglas rigido) de 2,4 cm de diametro iiitor-
no y 3,0 cm de didmetro externo y una longitud total de 90 m, con una superficie foto-
sintéticamente activa de 2,2 m? y 55 L de volumen util.
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L~ cnologia del cultivo masivo de Dunahella salina

El air-lift esta situado perpendicularmente y conectado al sistema tubular de capta-
¢ion de luz del fotobiorreactor mediante dos tubos del mismo diametro, situados fuera
de la piscina, con los siguientes elementos: valvulas para abrir y cerrar el flujo de liqui-
do a través de los tubos, entrada de CO, provista de filtro de 0,2 pm y valvula antirre-
torno de liquido, sistema estéril para toma de muestra, valvula de vaciado del fotobio-
rreactor, e inmovilizador de las bolas de caucho.

El sistema puede operar en forma continua, mediante la adicion continuada de me-
dio fresco. De esta manera, el sensor de nivel situado en el cilindro desgasificador (que
puede situarse a distinta altura mediante un tubo que se desplaza a través de la tapa-
dera del cilindro) se activa al aumentar el volumen de |a suspension celular, actvando
sobre una electrovalvula, situada en la llave de vaciado del fotobiorreactor, permitiendo
la salida de un determinado volumen de la suspension celular. La adicion de medio se
realiza mediante bomba peristaltica conectada a una célula fotoeléctrica, activdndose
al amanecer y deteniéndose al atardecer, de manera que no afade medio fresco al sis-
tema de cultivo en horas de nula iluminacién, cuando las células no crecen.

Para Dunaliella, el pH del cultivo se mantenia en torno a 7,5 por medio de un contro-
lador de pH (pHstato). Cuando éste se elevaba, debido a la actividad fotosintética de
las células, por encima del valor 6ptimo para el crecimiento, el controlador de pH man-
daba una sefnal a una valvula solenoide, que insuflaba CO, puro al cultivo hasta restable-
cer de nuevo el valor de pH prefijado inicialmente.

Se han realizado estudios preliminares de la viabilidad del cultivo de Dunaliella salina
en este fotobiorreactor tubular cerrado para la produccion de biomasa y carotenoides
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