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I. INTRODUCCION.



Las algas constituyen un grupo muy heterogéneo de
organismos eucariéticos, tanto unicelulares como
pluricelulares, capaces de realizar fotosintesis oxigénica, y
separados de las plantas superiores por la ausencia de tejidos
diferenciados. En base a la composicién de pigmentos
fotosintéticos, al tipo de material de reserva, y a 1la
naturaleza y disposicién de 1los flagelos presentes en las
células moéviles, las algas se han clasificado en seis
divisiones distintas: Chlorophyta, Euglenophyta, Chrysophyta,
Pyrrophyta, Phaeophyta y Rhodophyta. Todas ellas han
evolucionado de forma mds o© menos paralela a partir de
distintos modelos de organizacién celular eucaridtica, hasta
alcanzarse en algunas de ellas un grado de desarrollo muy
cercano al de las plantas: Las cianobacterias o "algas verde-
azuladas" han sido tradicionalmente incluidas en las algas,
aunque actualmente, debido principalmente a que son organismos
procaridéticos, tienden a ser consideradas como bacterias.

Las algas aparecen en casi todos los biotopos. Aunque
estdn bien adaptadas a 1la vida acudtica, también pueden
encontrarse en habitats terrestres, donde, por ejemplo,
suponen un factor importante en la formacién y agregacion de
los suelos. No obstante, en términos cuantitatives su
contribucién mas importante a la biosfera la realizan como
constituyentes del fitoplancton marino.

El hombre ha utilizado y utiliza hoy en dia las algas
para fines practicos tan diversos como la misma diversidad
bioldgica de estos organismos. Por ejemplo, las macroalgas
marinas suponen una fuente natural importante de sustancias de
aplicacién- industrial. Quizas las mas importantes sean 1los
extractos coloidales (también 1l1llamados ficocoloides) acido
alginico, agar y <carragenano. Estos polisacdridos son
ampliamente utilizados en 1las industrias alimentarias,
farmacéuticas, textiles y cosméticas. En Espafa, concretamente
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en las costas del Pais Vasco y Galicia, la recogida de algas
marinas para este propésito se realiza por compafiias ya
establecidas.

Las algas también se han utilizado como fuente de
otras sustancias de interés industrial como pigmentos !,
pesticidas 2, yodo, sosa y potasa 3, o, en el caso de las
diatomeas fésiles, como componente de la dinamita 3. Otros
usos incluyen la depuracién de aguas 4, el acondicionamiento y
la fertilizacidén del suelo 5, y la alimentacidén de animales 3.

Las investigaciones sobre otros posibles usos de las
algas abren unas perspectivas muy amplias. Estas pasan por la
produccién de sustancias de uso farmacéutico (sustancias
antitumorogénicas, antibiéticos), sustancias de interés para
la investigacién, como neurbtoxinas y citoquininas, o aditivos
alimentarios (conservantes, colorantes) 2, por el uso como
fuente de energia 3, e incluso por el reciclaje de 1la
atmésfera de las naves espaciales durante viajes de larga
duracién 6.

El presente estudio se centra en las algas comestibles.
Es en los paises asiaticos donde el consumo de algas como
alimento se halla mas difundido. Las macroalgas marinas se han
consumido en Japén durante siglos, constituyendo en 1la
actualidad un elemento cotidiano en la dieta. Por ejemplo, el
10% de los requerimientos alimentarios del ciudadano japonés
se cubre con el consumo de algas marinas. Esta demanda es
atendida por una industria que maneja al afio unos 1.500
millones de délares 2.

En los paises occidentales las algas son en general
consumidas de forma minoritaria, como productos dietéticos o
"sanos" ("health foods"). En este caso, la comercializacién de
los productos se realiza generalmente bajo una confusa o
inexistente reglamentacidn 'legal, lo que implica un
desconocimiento por parte del consumidor y de la
administracién de este tipo de productos. A esto se aflade la
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dificultad de acceso a las investigaciones realizadas en los
paises asiaticos sobre estos productos, estimuladas por su uso
mas difundido como alimento. El1 estudio de 1la composiciodn
quimica de las algas ha ocupado a gran numero -de
investigadores de todo el mundo en los ultimos 40 afos, por lo
que no es un problema nuevo. Si son relativamente nuevos
diversos factores que pueden contribuir a modificarla, tales
como contaminacién ambiental y los procesos de produccién,
embalaje y distribucidén que conlleva la comercializacién de
los productos comestibles elaborados a partir de algas. Se
hace necesario por tanto el andlisis quimico profundo de los
productos tal como llegan al consumidor.

La solucién del problema del hambre, en determinadas
zonas del planeta, depende mas de aspectos sociales que de la
capacidad mundial de producir alimentos. No obstante, el ritmo
de crecimiento de 1la pobiacién mundial y los procesos de
desertizacidn en algunas zonas del planeta hacen preveer que
en el futuro serd necesaria una explotacién mas eficaz de los
recursos naturales disponibles, en orden a satisfacer 1la
creciente demanda mundial de alimentos. La produccién de algas
para alimento por parte de los paises orientales supone un
ejemplo de cémo es posible aprovechar mejor 1los recursos
naturaleé del planeta.

Asi, el presente estudio surge, por un lado, ante un-
interés por este tipo de alimentacidn que supone una
posibilidad para la nutricién de la sociedad del futuro, vy,
por otro, de la necesidad de conocer mejor una serie de
productos comercializados en nuestro pais, de un valor

nutricional y propiedades toxicoldégicas relativamente poco
conocidos.

_Este estudio consiste en el andlisis quimico de 1los
principales componentes de distintos productos elaborados a
base de algas. En la seccién II se describen los productos
seleccionados, asi como diversos aspectos de la biologia de 1la
especies de algas constituyentes y los procesos de produccién
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mas comunmente utilizados y descritos en la literatura. En la
seccién III se incluyen 1los resultados de la composicion
quimica general de los productos. En las secciones 1V, V, VI y
VII se estudian 1la composicién mineral, 1la fraccién de
hidratos de carbono (azucares neutros), la fraccién lipidica
(Acidos grasos e hidrocarburos alifaticos) y la fraccién
proteica (aminodcidos), respectivamente. En la seccién VIII se
describen los métodos analiticos utilizados.
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II. DESCRIPCION DE LOS PRODUCTOS ESTUDIADOS.
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Los productos analizados en el presente trabajo fueron
seleccionados después de recabar informacién sobre 1los
distintos productos a base de algas comercializados en
nuestro pais. En general fué mucho mds &gil y completa 1la
informacién obtenida directamente de las marcas fabricantes
que en los mismos establecimientos de venta al publico. Se
detecté un total de 30 productos distintos, distribuidos por
13 marcas fabricantes, aunque la biusqueda no pretendié ser
exhaustiva. Estos productos se presentaban como algas secas,
en polvo, en comprimidos o en cdpsulas. De ellos se
seleccionaron 8 productos, siguiendo criterios de presencia en
un numero mayor de establecimientos y de proporcién de 1la
biomasa algal en el producto.

II.1. ""Wakame?!,

"Wakame" es el nombre japonés para la feoficea Undaria
pinnafitida (Harv.) Suringar, perteneciente al orden
Laminariales. Es usada como alimento principalmente en Japédn,
Corea y China 3. Junto a los productos "Nori" y "“Kombu",
constituye 1la contribucién mas importante dentro de 1la
alimentacidén oriental a base de algas marinas. La produccién
japonesa de U. pinnafitida alcanzé las 118.000 Tm (peso
himedo) en 1982 7,

U. pinnafitida es una macroalga de 40-50 cm de longitud,
Y sdlo crece en las costas de Japén y de Corea del Sur, en
zonas de cqrrientes cdlidas 7. Se recolecta entre febrero y
junio mediante largos rastrillos usados a mano o por buceo 3.
Su cultivo a gran escala ha contribuido a satisfacer 1la
demanda para su uso como alimento. El1 cultivo de Q;
pinnafitida se inicié en 1962, y progresivamente pasé a
constituir la principal fuente de produccién, hasta suponer el
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90% de las cerca de 110.000 Tm (peso humedo) producidas en
Japén en 1979 8.

El método de cultivo se inicia con 1la produccién
controlada de zoosporas. Las zoosporas producen pequefios
esporéfitos, adheridos a redes o cuerdas que 1luego son
transportados al océano abierto para su crecimiento. E1l
proceso dura 5 meses, y permite una produccién de 5-10 Kg/m de
cuerda 8. También se ha iniciado la mejora genética del alga,
obteniéndose hibridos con una mayor productividad y una mejor
respuesta a la temperatura del agua 3.

U. pinnafitida ha sido cbnsumida en Oriente durante
siglos como ingrediente de distintas clases de sopas, por
ejemplo, sopa de pasta de haba de soja (misoshiru) y sopa de
tallarines 7. El alga se procesa principalmente en dos tipos
de productos, uno seco y otro hervido y salado. La forma mas
simple es el alga desecada y envasada. El1 "Narutowakame" es
reconocido en Japdén por su textura y color verde. Se obtiene
mediante un procedimiento especial ("Haiboshi") en el que el
alga es salpicada con cenizas de madera inmediatamente después
de la recogida, y después es secada al sol en la playa. El
"Wakame" hervido y salado se obtiene calentando el alga en
agua durante 30-60 s a 80 °C. Tras eliminar el agua
exprimiendo el alga, se afade la sal. Los productos de Undaria
han sido recomendados por especialistas en investigacién
médica, farmacoldégica y nutricional para el tratamiento de
enfermedades como hipertensién, arterioesclerosis y en algunas
hepatopatias 9.

El producto "Wakame" analizado consistia en el alga
desecada y envasada en una bolsa de plastico transparente. Se
recomendaba en la etiqueta su uso en la elaboracién de sopa.
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II.2. "Hijikiv.

"Hijiki" (Hijikia fusiforme Okam.) es una macroalga
feoficea del orden Fucales que <crece en las costas
meridionales japonesas sobre las rocas, cerca de la linea de
aguas profundas 3. Se recoge de enero a mayo, siendo el mejor
periodo los primeros meses del afio, cuando las plantas son
pequenias y tiernas. Tras la recoleccién, se hierven y secan al
sol repetidas veces, proceso que elimina su original sabor
amargo, Y que produce su caracteristico color negro.

H. fusiforme se consume como alimento cotidiano en Japén,
Corea y China. Se consume tras hervir con agua, salteada con
verduras, en sopas o cocinada con haba de soja.

Al igual que "Wakame", el productoc "Hijiki" analizado se
presentaba como alga desecada y envasada en bolsa de plastico.
La preparacién también era similar, siendo recomendada la
coccién en agua junto con cebolla y aceite para la elaboracidén
de la sopa.

IXI.3. '"Dulce'.

"Dulce" es el nombre popular de la rodoficea Palmaria
palmata (L.) Kuntze (antes Rhodymenia palmata (L.) Grev.). Su
consumo durante siglos como alimento en regiones costeras de
Europa y mas recientemente en Norteamérica constituye una
excepcién a la aportacién minoritaria de las algas dentro de
la alimentacién occidental 19,

P. palmata se distribuye a 1lo largo de las aguas mas
frias del Atlantico Norte y del Pacifico Norte. Crece sobre
las rocas cerca de las aguas profundas, y también se encuentra
en abundancia fijadas al talo del alga Laminaria hyperborea 3.
Se conoce por los habitantes locales como "Dulse" (Gran
Bretana Y Norteamérica), "Dillisk" (Irlanda), "sol"
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(Islandia), "Sgl" (Noruega), "Goemon a vache" (Francia) o
"Darusu" (Japén) 10,

La época de recogida de P. palmata es de mediados de mayo
a octubre 3. El alga se seca al sol y al viento durante unas 6
horas inmediatamente después de la recogida. Tras el secado
las algas se vuelven negras, aunque bajo condiciones
apropiadas retornan a su color rojizo caracteristico. En
algunas ocasiones se ha incrementado la produccidén mediante el
almacenamiento de las algas en tanques con agua de mar tras la
recogida.

P. palmata se consume en Islandia desde el siglo VIII. En
los tiempos antiguos se comia junto con pescado desecado,
mantequilla y patatas, y en épocas de hambre se utilizaba para
hacer pan. En Canadd se conhsume como aperitivo, mientras que
en la URSS se fermenta para producir una bebida alcohélica 3.

El producto "Dulce" seleccionado, al igual gque los
anteriores, se adquirié como algas desecadas en bolsas de
plastico. Se podia consumir cruda, tras unos minutos
suspendida en agua, o tras afadirsele aceite y limén o aziucar.
También se podia consumir hervida con verduras, cereales o
leche.

II.4. “Fucus",

El género Fucus pertenece al orden Fucales, dentro de la

clase Feociceas. Las especies de este género son frecuentes en
muchos mares de Europa, y alcanzan mas de un metro de largo 1.
Las especies mds representativas son Fucus serratus L., Fucus
spiralis L. y Fucus vesiculosus L. F. serratus se caracteriza
por tener el borde del talo aserrado; F. spiralis posee
vesiculas flotadoras globosas en la zona terminal del talo; en
F. vesiculosus las vesiculas estdn repartidas por todo el
talo.
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Dentro de la caracteristica zonacién horizontal existente
en las costas, las distintas especies de Fucus aparecen a

distintos niveles. F. spiralis aparece en la 2zona litoral
superior, F. vesiculosus en una zona un poco mas inferior, y
F. serratus cerca de la zona de aguas profundas 3. La distinta
capacidad de las tres especies para resistir a la desecacidn
estd de acorde con su distribucién espacial 2.

De las macroalgas anteriormente citadas, quizas sea Fucus
la gue tiene un consumo mds restringido como alimento humano.
F. vesiculosus se consume en Escocia, Irlanda y otros paises
de Europa Occidental. Es ademdas utilizada en Estados Unidos de
América y Alaska para hacer té 3.

El producto analizado se presentaba como comprimidos de
0.6 g envasados en frascos de cristal transparente. La dosis
recomendada por los fabricantes era de 1.8 a 5.4 g por dia. Se
indicaba en 1la etiqueta 1la presencia de almidén en el
preparado.

II.5. “Chlorella".

El género Chlorella, dentro del orden Chlorococcales,
comprende cloroficeas unicelulares de forma esférica o
elipsoidal, con un ciclo de vida simple. Su reproduccidén es
exclusivamente asexual, produciendo cada célula madura 4, 8 6
16 autosporas B, Las distintas especies de Chlorella tienen
una distribucién cosmopolita, habiéndose aislado de hdabitats
muy distintos, tanto acudticos como terrestres.

La taxonomia de este género es mas bien confusa, debido a
la escasa diferenciacién morfolégica de las células y a la
variabilidad de caracteres taxondémicos tales como tamafio y
forma de células y cloroplastos, visibilidad del pirenoide,
etc. Esto ha conducido, por ejemplo, a que la misma estirpe
haya recibido distintos nombres en distintas colecciones de
cultivos del mundo '%., El nombre Chlorella pyrenoidosd chick,
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utilizado por 1los fabricantes con el alga presente en el

producto ‘analizado, es una sinonimia de Chlorella vulgaris
Beij. var. vulgaris.

Las compafiias que se dedican a la produccién industrial
de Chlorella para consumo humano se localizan principalmente
en el sudeste asidtico, en particular Japén y Taiwan %, En
Taiwan la produccién a gran escala comenzdé en 1966, y en 1977
ya existian 30 factorias con una capacidad total de produccién
de 1000 Tm/afio 5.

Chlore se produce industrialmente tanto de forma
autétrofa como heterdtrofa. Los sistemas de cultivo utilizados
son de cuatro tipos: estanque al exterior con agitacién,
estanque al exterior con circulacién, fermentadores cerrados y
una combinacién de estanque al exterior y fermentador. La
produccién es notablemente favorecida por 1la adicién de
acetato o glucosa como fuente de carbono, ademas del COj
aportado durante el dia. El producto final se distribuye como
polvo o como pastillas para su consumo como‘ producto
dietético. También se produce el denominado "Factor de
Crecimiento Chlorella", que favorece el crecimiento de las
bacterias lacticas y la produccién de &cido lactico 5.

El producto "Chlorella" analizado en el presente trabajo

consistia en comprimidos de 0.6 g. El consumo recomendado por
los fabricantes era de 3 a 6 g por dia.

II.6. "Spirulinan,

- Spirulina es una cianobacteria (o "alga verde-azulada")
filamentosa. Los filamentos, constituidos por células

cilindricas de 1 a 12 um de diametro, tienen una
caracteristica forma helicoidal, son méviles y carecen de
heterocistos. Las especies de este género pueden encontrarse
en habitats muy diversos, como suelos, marismas, aguas
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salobres y marinas, y fuentes termales . Spirulina esta
especialmente adaptada a vivir en aguas con un pH elevado.

Debido principalmente a su organizacioén celular
procariética, se considera en la actualidad a las
cianobacterias como bacterias fototréficas, en contraposiciodn
a su tradicional concepcién como alga. Esta udltima es también
mantenida por algunos investigadores, especialmente del campo
de la Ecologia. Por criterios de uniformidad, en el presente
trabajo Spirulina es tratada como alga.

Dentro de la confusién existente en la taxonomia de las
cianobacterias, la definicién de las distintas especies de
Spirulina, e incluso la del propio género, ha sufrido diversos
cambios '7. La forma helicoidal de los filamentos de Spirulina
es una propiedad estable-y constante, lo gque le permite
diferenciarla de 1las otras cianobacterias filamentosas '8,
Tamano y forma de las células son los caracteres normalmente
utilizados a nivel de especie %, Las dos especies méas
comunmente consumidas como alimento son Spirulina platensis
(Nordst.) Geitl. (Syn.: Spirulina jenneri var. platensis
Nordstedt) y Spirulina maxima (Setch. y Gardn.) Geitl. (Syn.:
Spirulina geitleri De Toni; Arthrospira maxima Setchell vy
Gardner). Estas especies crecen abundantemente en ciertos
lagos alcalinos de Africa y América Central.

Se conocen distintos ejemplos en la Historia del uso de
Spirulina como alimento. Los habitantes del Valle de Méjico 1la
consumian ya en tiempos de ia conquista espafola, en forma de
una pasta que ellos llamaban "tecuitlatl" ', Spirulina también
ha sido consumida por los habitantes de las orillas del lago
Chad en Africa. El1 pastelillo o "dihé" formado a partir de
Spirulina es consumido incluso en la actualidad en épocas de
hambre 1.

Spirulina es también hoy producida industrialmente en
varios paises para el consumo humano. La produccién mundial
alcanzé las 720 Tm peso seco/afio en 1984 20, Las principales
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plantas de produccién estan localizadas en Tailandia, Méjico,
Japén, 1Israel, USA y Taiwan, y dirigen su produccién
principalmente al mercado de productos dietéticos. En cada
pais, las condiciones locales determinan la eleccién de los
materiales para la construccién del estanque de cultivo y para
la nutricién del alga . La mayoria de los tanques de cultivo
comerciales se basan en cursos poco profundos por los que pasa
el cultivo gracias a un flujo turbulento creado por paletas
rotatorias. La planta con mayor produccién del mundo, Sosa
Texcoco (Méjico), constituye una excepcién. En ella se han
adaptado un lago natural y la existencia de una planta de
produccién de bicarbonato sédico a la produccién de Spirulina
maxima, que crece naturalmente en las aguas alcalinas del
lago 19.

Una vez producida, la biomasa de Spirulina se recoge
generalmente por filtracién, proceso que es facilitado por la
longitud de sus filamentos. Después de eliminar los carbonatos
absorbidos vertiendo la biomasa en agua acida a pH 4, ésta se
seca, proceso que puede constituir hasta un 30% del coste de
produccién 6. El método usual de secado utiliza una corriente
de aire (atomizacidén), que produce un producto de gran calidad
a partir del cual se forman facilmente los comprimidos.

Spirulina quizas sea el alga con la que se han realizado
mas estudios toxicoldégicos con animales. Estudios publicados
por laboratorios independientes de todo el mundo confirman la
ausencia de efectos téxicos cuando Spirulina supone una
significativa proporciéh de la proteina de 1la dieta en
animales. Los estudios en humanos son mucho mas escasos. Sélo
en raras ocasiones se han observado problemas agudos de tipo
gastrointestinal 29.

>Se seleccionaron tres diferentes productos a base de
Spirulina para el presente estudio. Dos de ellos se
presentaban como comprimidos (de 0.5 Yy 0.6 g,
respectivamente), y el restante como capsulas de 0.4 g, de las
que facilmente se podian extraer la biomasa en forma de polvo.
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Sé6lo en uno de los dos productos en comprimidos se indicaba la
especie, Spirulina platensis. El1 producto en cdpsulas contenia
Spirulina maxima. La dosis diaria recomendada para 1los
distintos productos era 1.8-3.6 g (Spirulina sp.), 3-4.5 g
(Spirulina platensis) y 0.4-3.2 g (Spirulina maxima).
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III. COMPOSICION QUIMICA GENERAL DE LOS PRODUCTOS.
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IXI.1. Introduccién.

La composicidon gquimica de un alimento proporciona una
informacién bdasica sobre su potencial nutritivo. La
determinacién de las proporciones de los distintos principios
inmediatos, asi como de sustancias potencialmente téxicas en
la biomasa de las algas, es un requisito para determinar si
éstas pueden satisfacer, como alimento, 1las necesidades
humanas de energia y nutrientes, y si su consumo puede afectar
negativamente la salud del que la consume.

Sin embargo, otras conéideraciones, al menos de igual
importancia desde el punto de vista de las ciencias de 1la
nutricidén, escapan al andlisis quimico de un alimento. Por un
lado, es relevante el mismo comportamiento "in vivo" del
alimento al ser ingerido. Por otro, hay una serie de factores
culturales, econdmicos, sociales y psicolégicos que son
esenciales en la determinacién de los habitos alimentarios 21,
Cémo estos factores pueden afectar al consumo en el futuro de
productos alimenticios con algas en nuestra sociedad es un
problema gque se escapa de los objetivos de esta tesis. No
obstante, el andlisis quimico de estos productos es una pieza
esencial a la hora de considerar su calidad como alimento.

Los distintos componentes de 1la dieta proporcionan al
hombre 1la energia y 1los nutrientes necesarios para el
mantenimiento de sus actividades fisiolégicas 2. Los hidratos
de carbono constituyen esencialmente una fuente energética al
ser oxidados en el cuerpo. Los polisacaridos celuldsicos
indigestibles constituyen  ademas una materia fibrosa
beneficiosa para la accién peristaltica del intestino. Los
lipidos cumplen en la alimentacién humana varias funciones, ya
que ademas de su notable valor caldérico, pueden servir de
vehiculo para los &acidos grasos esenciales y para las vita-
minas, teniendo ademas un importante papel en la aceptabilidad
de los alimentos. Las proteinas proporcionan los aminodcidos
que pasan a formar parte del "pool" corporal, que se
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utiliza en la sintesis de las proteinas propias. Pueden ser
también utilizadas como fuente de energia, en caso de que los
hidratos de carbono y los 1lipidos no sean suficientes para
cubrir las demandas energéticas del cuerpo. Por ultimo, 1los
minerales son necesarios para el mantenimiento de importantes
funciones en el organismo.

Al margen de los aspectos nutricionales de los distintos
componentes de la biomasa algal, gque seran tratados en su
mayor parte en las secciones posteriores del presente trabajo,
el contenido en humedad, de clorofila a y de acidos nucleicos
tienen, por otra parte, importancia en cuanto a la higiene y
toxicologia de estos productos alimenticios.

III.2. Resultados.

El contenido en componentes principales de los productos
aparece en la Tabla 1. La representacién grafica para los
productos "Wakame"™ y "Spirulina" (S.maxima) aparece en las
Figuras la y 1lb, como productos representativos de macro y
microalgas, respectivamente.

III.2.1. "Wakame'.

Este producto contuvo la mayor proporcién de humedad de
los productos estudiados. El1 contenido en minerales fué
también alto, tipico de una macroalga marina. Los resultados
obtenidos son muy similares a los publicados para la
composicién quimica de Undaria pinnafitida 7/2. La baja
proporcién de 4acidos nucleicos es tipica de una macroalga
marina.

Irr.2.2. "Hijikir.

La composicién quimica general de este producto fué
similar a la de "Wakame". Los resultados obtenidos también



Muestra

U. pinnafitida
H. fusiforme
R. palmata
Fucus sp.
€. pyrenoidosa
Spirulina sp.
S. platensis

S, _maxima

2 9/100 g producto

Yabla 1. Composicién quimica general de los productos estudiados (g/100 g peso seco).

Humedad®

10.9
10.2
6.9
9.3
6.5
7.4
6.9
7.2

Protefna

12.5
10.0
10.1

7.3
56.0
60.9
56.6
68.9

Hidr.carbono

39.2
52.7
65.1
56.0
17.9
18.8
16.0
12.6

Lfpidos

1.9
0.7
0.9
1.4
8.6
6.5
7.5
6.4

Ac.nucleicos

1.2
1.2
1.3
1.6
5.4
4.8
4.8
5.7

Clorofila

0.09

0.07

0.04
1.1
0.93
0.86
0.90

9¢
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estdn en concordancia con resultados previos para Hijikia
fusiforme 7. El1 contenido en cenizas del producto es algo
superior al publicado (18.3%).

El producto con Palmaria palmata presenté un alto
contenido en hidratos de carbono, tipico para los valores
publicados para esta especie, y un bajo contenido en cenizas.
P, palmata suele contener 12-37% de cenizas, 8-35% de proteina
cruda, 38-74% de hidratos de carbono y 0.2-3.8% de lipidos 1.
Aparentemente, no existen resultados previos sobre el
contenido en acidos nucleicos en esta especie.

III.2.4. "Fucus'.

El mayor contenido en cenizas de los productds estudiados
se didé en este producto. La proporcién en hidratos de carbono
se calculé segun la férmula de Spoehr y Milner Z(ver Material
Yy Método, Apartado VIII.3.3.), dado que posiblemente 1la
presencia de manitol, frecuente en este género 2¢, interferia
en el ensayo del fenol-acido sulfuirico. El1 valor obtenido
segun la fdérmula (56%) fué bastante parecido al calculado por
diferencia hasta el 100% de los otros componentes (58.8%).

Este producto mostré una composicién parecida a 1la
descrita para 1las distintas especies de Fucus 2.2, El
contenido en cenizas es ligeramente superior (18.3-30.5%). La
presencia de almidén en el preparado, que segun los resultados
de la seccién V, no constituia mas del 5% del mismo, no
pafecié alterar excesivamente 1las proporciones de 1los
distihtoslcomponentes del alga.
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III.2.4. “"Chlorella".

Este producto presenté una composicién quimica tipica de
microalgas, con mayor contenido proteico que las macroalgas.
Ademas, fué el gque presentéd mas contenido en 1lipidos y
clorofila de 1los productos estudiados. Los resultados
obtenidos se asemejan a los publicados para Chlorella vulgaris
y C. pyrenoidosa 2. Existe una notable influencia de las
condiciones de cultivo utilizadas sobre la composicién quimica
de las microalgas. Esto puede explicar, por ejemplo, el alto
contenido en 1lipidos del producto con respecto al valor
publicado para C. pyrenoidosa (8.6% frente a 2%), y el bajo
contenido en hidratos de carbono (17.9% frente a 26%). El
contenido en clorofila fué inferior al que presentan
normalmente los productos con Chlorella (ver Discusidén). Estas
diferencias pueden deberse al cultivo heterotréfico
posiblemente utilizado en la produccién de esta biomasa, tal
como se refleja en 1la composicién de A4&cidos grasos (ver
Seccién VI).

III.2.5. "Spirulinav,

Los tres productos con Spirulina presentaron
composiciones quimicas muy parecidas entre si y con respecto
al producto "Chlorella". Los resultados obtenidos también se
corresponden con los valores publicados previamente para las
distintas especies de este género 2, El producto con S. maxima
presenté un contenido en 4acidos nucleicos superior a 1los
- valores publicados para Spirulina.
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III.3. Discusién.

III.3.1. Diferencias en la composicién de macroalgas y
microalgas.

La composicién general de los productos estudiados es un
reflejo de las profundas diferencias bioldgicas entre las
especies de algas que 1los constituyen. Basicamente, se
pudieron observar marcadas diferencias entre los productos
elaborados con macroalgas de los elaborados con microalgas.
Los productos con macroalgas se caracterizaron por una mayor
proporcién de cenizas y carbohidratos. En cambio, el contenido
en proteinas, lipidos, &cidos nucleicos y clorofila a fué
superior en los productos con microalgas. Estas diferencias
entre ambos tipos de productos se pudieron observar al
profundizar en 1la composicién de 1la mayoria de estas
fracciones, tal y como se ve reflejado en las demds secciones
del presente trabajo. Este hecho no es sorprendente, dadas las
diferencias de tipo ecolégico, morfoldégico y fisioldégico entre
ambos grupos de organismos. Ademas, las técnicas empleadas en
la produccidén de su biomasa son conceptualmente distintas (ver
Seccién II).

III.3.2. Porcentaje de humedad.

El contenido en humedad de los productos puede influir en
la susceptibilidad del crecimiento de microorganismos
contaminantes. Los microorganismos pueden mantener sus
actividades metabdlicas normales sélo en cierto intervalo de
actividad hidrica. En la biomasa algal seca, como en la mayor
parte de los alimentos, existen tres regiones en la curva de
humedad respecto a actividad hidrica 27. Por debajo de 2% de
humedad, el agua estd en forma de capa monomolecular, no
disponible para las funciones bioldégicas. Por encima del 12%,
las algas contienen agua 1libre que puede sostener el
crecimiento bacteriano y fungico. Se observa que ninguno de
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los productos estudiados en este trabajo sobrepasé este
limite, siendo en este aspecto totalmente aptos para el
consumo.

III.3.3. Contenido en clorofila a.

El contenido en clorofila a de los productos con algas ha
causado en ocasiones problemas de tipo toxicolégico 26:27, Los
productos de degradacién de 1la clorofila, tales como el
feofdrbido a, han causado irritaciones en la piel en humanos
después del consumo de Chlorella. Estos pacientes contrajeron
dermatitis fotosensible, una inflamacién agravada por 1la
exposicién a la luz. La formacidén de feofdérbido en la biomasa
del alga depende de la acidez, que produce la pérdida del
atomo de magnesio, y de la actividad clorofilasa, que cataliza
la pérdida del residuo de fitol en la molécula de clorofila.
Una vez absorbido el feofdérbido por el organismo humano, pasa
a la sangre y circula a todo el cuerpo. Al alcanzar la piel o
los Organos cercanos de la superficie corporal, la exposicién
del feofdérbido a 1la 1luz induce 1la formacién de oxigeno,
oxiddndose a su vez 1los A&cidos grasos de 1las membranas
celulares. Esto da lugar a 1la rotura de membranas y al
incremento de la permeabilidad de la pared capilar 77,

El contenido en clorofila a de los productos estudiados
fué bajo, incluso para el producto "Chlorella" (1.11%), gque
suele contener de 2 a 3% 27, Por tanto, la presencia de
feoférbido en estos productos puede ser menos problematica.

III.3.4. Proporcion de dcidos nucleicos.

El contenido en 4cidos nucleicos tiene también
implicaciones toxicolégicas. Los &cidos nucleicos producen
dcido drico al ser digeridos, que pueden precipitar y formar
depésitos de cristales de urato sédico en el cartilago. Este
proceso puede resultar por ejemplo en la aparicién de gota o
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en la formacién de calculos en el rifAén 2., Sin embargo,
tomando un valor maximo premisible de ingesta diaria de 2 g de
acidos nucleicos 28, estos productos no representan este riesgo
con una toma diaria de hasta 30 g en el caso de los niveles
més altos, cantidades muy por encima de las recomendaciones de
los fabricantes, siempre, claro estia, que no se consideren
otras fuentes de acidos nucleicos en la dieta.
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COMPOSICION MINERAL.
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IV.1. Introduccién.
IV.1.1. Distribucién de los elementos en las algas.

Las algas toman del medio que les rodea los distintos
minerales requeridos para su crecimiento. A medida que avanzan
los conocimientos en la biologia molecular de estos organismos
se encuentran nuevos requerimientos minerales dentro de sus
procesos celulares. En la Tabla 2 aparece la composicidn
mineral media en las algas, junto a las funciones biolégicas
conocidas de cada elemento. Esos valores son sélo indicativos,
ya que existe una gran variacién entre distintas especies e
incluso dentro de una misma especie al variar las condiciones
en las que ha crecido. La mayor parte de la variacién en C, H
Yy O se da entre especies. Cbn otros elementos, las variaciones
entre distintas especies pueden ser en determinados casos
comparables a las que se dan dentro de una misma especie 2.

Los nutrientes minerales necesarios para el crecimiento
de las algas se suelen dividir arbitrariamente en
macronutrientes y micronutrientes. Se consideran macronu-
trientes 1los elementos necesarios en el medio a una
concentracién igual o superior a 1000 ppm (0.1%) '%. Aunque los
requerimientos pueden variar de unas especies a otras de
algas 3%, se suelen incluir dentro de los macronutrientes los
elementos N, P, K, Ca, Mg, Na, S y Cl. Los elementos Ni, Co,
Cu, Fe, Mn y Zn se consideran micronutrientes.

Al margen de estos requerimientos fisioldégicos, 1la
composicién mineral de las algas depende notablemente de 1la
concentracién de 1los distintos elementos en el medio. Por
ejemplo,_el contenido en Na, K, Ca y Mg tiende a ser mayor en
las algas marinas 2. En ellas, ademas, el factor de
concentracién y para cada elemento (definido como 1la razén
entre las concentraciones del mismo en el alga y en el agua)
guarda una relaciéon de tipo exponencial con el tiempo de
residencia x en el océano del elemento en cuestién, que indica
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Tabla 2. Composicién mineral de tas algas (incluye sélo los elementos requeridos para el crecimiento y con

funcién biolégica conocida, y se excluyen Cl, Ni, 1 y V por falta de informacién). Tomado de Healey 29, Oh-

Hama y Miyach

Elemento

Ca

Si

Fe

Zn

Cu

Mn

Co

Mo

i 14

Yy Rai et al. 31.

Media Intervalo
(g/100 g)

6.5 2.9 - 10.0
43.0 17.5 - 65.0
27.5 20.5 - 33.0

5.5 1.0 - 14.0

1.1 0.1 - 3.3

1.7 1.0 - 7.5

0.87 0.0 - 8.0

0.56 0.1- 7.5

0.61 0.04~ 4.7

0.59 0.2 - 1.6

5.40 0.0 - 23.0

(mg/Kg)
5900 200 - 34000

280 5 - 1000

30 1 - 250
100 6 - 300
60 20 - 240
60 0.1- 200

0.8 0.2- 1

Funciones

Constituyente de componentes estructurales principales

de la célula

y metabolismo energético

Cofactor enzimatico; implicacién en diversos procesos
celulares (estructura de ribosomas, sfntesis de
protefnas y almidén, regulacién osmética)

Constituyente de la pared celular

Constituyente de la clorofila, ribosomas y cromosomas;
reacciones de enlace fosfato (ATP)

Regulacién osmética; activador enzimatico

Constituyente de algunas protefnas

Constituyente de componentes estructurales principales de

la célula (pared celular en'diatomeas)

Constituyente de citocromos, ferredoxina y protefnas de las
cadenas transportadoras de electrones; diversas reacciones
enzfméticas |

Cofactor de varios enzimas; estabilidad de ribosomas
Metabol ismo del Si en diatomeas

Constituyente de la plastocianina y de varios enzimas

" Asociacion con el centro de produccién de 0, de la cadena

fotosintética de transporte electrénico; constituyente de

la superéxido dismutasa
Fijacién de nitrégeno; funciones asociadas a la vit. B2

Constituyente de la nitrato reductasa y nitrogenasa
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la reactividad geoquimica que exhiben los elementos en el agua
marina 32,33; ’

(1) y = axP
(2) log y =1log a + b log x

El valor b es negativo, por lo que al aumentar el tiempo
de residencia, disminuye el factor de concentracién. Esta
relacién sugiere una conexién entre la toma de un determinado
elemento por las algas y la reactividad geoquimica del mismo
en el agua marina 32, La capacidad de ciertos vegetales para
concentrar determinados elementos, por ejemplo Ni, Co, Zn, Mn,
etc., puede utilizarse en quimiosistematica como caracter
taxonémico 3. A pesar de- las dificultades asociadas a 1la
generalizacidén de los valores de tiempo de residencia ocednica
y concentracién en el agua marina de los elementos, se ha
sugerido la utilizacién de los valores numéricos que gobiernan
en cada especie esa relacién exponencial para caracterizar la
distribucién de los elementos en las distintas especies 32, En
la Tabla 3 figuran valores generales de tiempo de residencia
oceanica 'y concentracién en el agua tomados de la
literatura 32,35,

Aparecen ademds en la éomposicién mineral de las algas
proporciones variables de una serie de elementos (Pb, Cd, Hg,
Ag) dque probablemente carecen de una funcién biolégica
concreta. En general, la composicién mineral de 1las algas
suele reflejar la del medio donde han crecido.

IV.1.2. Toma de metales pesados por las algas.

Parte de los elementos que constituyen la materia mineral
de las algas son metales pesados (usualmente definidos como
los elementos con una densidad superior a 5 g cm~3): Ni, Co,
Cu, Mn, 2Zn, Pb, Cd, Cr, Hg y Ag. Estos elementos son tdéxicos
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Tabla 3. Valores generales de tiempo de residencia ocednica y
concentracién en el agua marina de los distintos elementos 32,

Elemento Tiempo de residencia Concentracién

(afio) (mg/1)

Al 100 0.001

Fe 200 0.003

Mn 10000 0.002

Ga 10000 0.00003

Ti 13000 0.001

si - 18000 _ 3

Cu 20000 0.003

Zn 20000 0.01

Cr 20000 0.0005

v 80000 0.002

Ni 90000 0.007

Co 160000 0.0004

) 180000 0.09

Mo 700000 0.01

Ca 1000000 410

Sr 4000000 8

K 7000000 390

Mg 12000000 1300

B 18000000 4.5

Na 68000000 11000
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en ciertas concentraciones para las algas y los organismos en
general. El reservorio final de estos y otrés xenobidticos en
la naturaleza es el ambiente acuatico 3. A diferencia de otras
sustancias potencialmente téxicas como . herbicidas Yy
pesticidas, que, aunque lentamente, pueden ser degradadas, los
metales pesados no pueden ser eliminados de los ecosistemas
acudticos y persisten en los sedimentos, desde donde se
liberan lentamente al agua 3'. El equilibrio entre los procesos
naturales de erosién geoldgica y liberacidén de metales pesados
frente al de acumulacién de los mismos en los sedimentos es
perturbado por las actividades humanas, 1lo dque origina un
aumento en la concentracién de metales pesados en el
ambiente 3'. Este aumento 1llega en determinados casos a
producir graves problemas de contaminacién, incluso afectando
la supervivencia de los organismos presentes en el ecosistema.
Entre los elementos mdas noéivos se encuentran Cu, Cr, €4, 2Zn,
Pb y Hg 37, Ademds, los metales pesados pueden acumularse y
transformarse en complejos organicos mas téxicos dentro de las
redes trdéficas hasta alcanzar niveles peligrosos en los peces
que se consumen como alimento humano. Por ejemplo, entre 1953
y 1972 en Minamata (Japén) se detectaron 704 intoxicados por
comer pescados contaminados con metil-mercurio, capturados en
aguas costeras cercanas a la instalacién de una fabrica de
plastico, muriendo 82 de ellos por esa causa 38,

Los mecanismos por los que las algas toman los metales
pesados del medio son pasivos y activos 3'. Estudios con
radioisétopos revelan que la toma de metales pesados por las
algas ocurre frecuentemente en dos fases: (1) una acumulacidn
pasiva inicial consistente en la simple adsorcién del metal
sobre la superficie exterior de las células, que no requiere
de ningin proceso metabélico o energia, y (2) una toma més
leﬁta,_a través de mecanismos activos dependientes de procesos
metabdlicos que implican la entrada del metal en la célula, y
que son los responsables de la toma de la mayor parte de los
metales pesados presentes en las algas 31,39, La toma de
metales pesados por las algas es afectada por procesos
metabdlicos de 1la especie considerada, e influida por
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pardmetros fisicos y quimicos del ambiente. Asi, ademas de la
concentracién del metal en el medio, en la toma de un metal
determinado intervienen distintos factores como temperatura,
pH, edad de las células algales, y presencia de otros metales.
La influencia de localidades y estaciones diferentes puede ser
significativa. En el caso de las macroalgas, la capacidad de
acumular algunos elementos puede variar con la edad del fronde
dentro del mismo alga, siendo las zonas mas viejas las que mas
acumulan 3!, Dada la capacidad de muchas especies de algas de
acumular metales pesados a una concentracién mucho mayor dque
la del medio que 1les rodea, éstas se han utilizado como
monitores de la contaminacién por metales pesados en
ecosistemas acuaticos 39/40, o para la eliminacién de 1los
metales pesados en la depuracién de las aguas %. También se ha
propuesto que los polisacdridos de las macroalgas pueden ser
utilizados para prevenir® el envenenamiento por metales
pesados, gracias a su capacidad de adsorcién 4!. Asimismo, se
ha propuesto que la capacidad de las macroalgas marinas de
acumular metales puede utilizarse para el desarrollo de
métodos de obtencién de microelementos del mar 42,

En el caso de cultivo a gran escala de microalgas, 1la
contaminacién por metales pesados puede también originarse por
el mismo proceso de produccién, que conlleva la existencia de
fuentes potencialmente contaminantes. Estas son: nutrientes
afiadidos al medio, incluyendo las sustancias utilizadas para
alcanzar determinados niveles de alcalinidad y salinidad;
materiales utilizados para la construccién de los estanques de
cultivo, como los plasticos a base de cloruro de polivinilo
estabilizados con plomo; y sustancias inhibidoras de 1las
bacterias del suelo, utilizadas para evitar el biodeterioro de
los mismos plasticos %,
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IV.1.3. Requerimientos y niveles de toxicidad en el
hombre.

A la hora de utilizar 1las algas como alimento, su
composicién mineral tiene por tanto relevancia nutricional y
toxicoldégica: por wuna parte, en cuanto al contenido de
cantidades beneficiosas de minerales necesarios en la dieta
humana; por otra, en cuanto a la posible presencia de niveles
téxicos de metales pesados. En la Tabla 4 se recogen las tomas
de minerales recomendadas para el hombre (tomando como
standard una persona adulta de 70 Kqg) por diversas
organizaciones internacionales, y asimismo los limites que son
considerados peligrosos para determinados elementos. Los
elementos minerales requeridos en la dieta del hombre tienen
dos tipos de funciones, estructurales y regulatorias. Las
estructurales afectan al esqueleto y a los tejidos blandos;
Las regulatorias comprenden una amplia gama de procesos
fisioldégicos tales como coagulacién de la sangre, transmision
neuronuscular, transporte del oxigeno, Y regulacién
enzimatica %3. Los distintos elementos necesitados en la dieta
humana se suelen clasificar en electrolitos, minerales y
elementos traza. Se ha demostrado la esencialidad en humanos
para nueve de los elementos traza que aparecen en la Tabla 4.
El resto (Mn, As, Sn, V, Ni y Si) también son necesarios, dada
su participacién en reacciones vitales o su esencialidad en
animales. Debido a su extendida presencia en los alimentos, y
dada 1las pequefias cantidades necesarias, sélo en raras
ocasiones se encuentran casos de deficiencias en elementos
traza .

No es posible hacer una distincién clara entre elementos
metdlicos tdxicos y esenciales, dado que todos los metales son
téoxicos si son ingeridos en cantidades suficientes. Algunos de
los elementos requeridos en la dieta en pequefias cantidades
producen efectos téxicos cuando se alcanzan unos limites no
muy lejanos a las tomas recomendadas. Los elementos Hg, Pb y
Cd se consideran eminentemente téxicos, dada su falta de
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Tgplé 4. Requerimientos minerales en ta dieta humana y valores desaconsejados de ingesta 27,43,46

Elemento Toma diaria Toma diaria Prod. chlor.P spir.© scpd
recomendeda desaconsejada pesca®
Minerales
Ca 1 9 < 400 mg > ?
4 19 < 400 mg > 7 ‘
Mg 400 mg  <250mg 5000 mg
Electrolitos
Na 2-7 g < 70 mg > 1% g
K 2-6 g < 100 mg > 18 g
ct 3-12 ¢ < 100 mg >25 g
Elem. traza
Fe 10-18 mg < 10mg >25-75 mg
f 1.5-4 mg < 7  >20-80 mg
n 5 m < Shg > 30 mg
Cu 2-3 mg < 1mg >10-35 mg 20 ppm
si ? < 7 > ?
As ? < 7 >35 mg 1 ppm 2 ppm 2 ppm 2 ppm
Se 0.05-0.2 mg <0.05 mg >0.2 mg
Mn 255 m <2.5m > 5 nmg
sn ? < ? > 140 mg 250 ppm
1 ’ 0.15 mg <0.15 mg > 7
Ni ? < ? > ?
Mo 0.15-0.5 mg < ? >0.5 mg
cr 0.05-0.2 mg < ? > ?
Co ? < 1 > 6-8 mg
v ? < 7 > 7
Elem. téxicos
Ng 0 - > 50 Js 1 ppm 0.1 ppm 0.1 ppm
Pb 0 - > 500 e 3 ppm 2 ppm 20 ppm }5ppm
cd 0 - >66-83):9 1 ppm 0.1 ppm 1 ppm

a Lfmifes méximos permitidos en Espafia para {os productos de pésca 45,

b, ¢ y d | {mites méximos aconsejados para los productos de Chlorells, Spirulina y protefna de microorganismos

respecti vamente &7,
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esencialidad y sus efectos téxicos a muy bajas concentra-
ciones. La accién toxicolégica de los distintos metales es muy
diversa, dada su distinta naturaleza elemental y su afinidad
por 1los distintos 1ligandos organicos del cuerpo 4. Ssu
ingestidén continuada, atn a bajas concentraciones, origina una
acumulacién del metal en el organismo pudiendo 1llegar a
producir manifestaciones téxicas importantes. Los metales que
probablemente ofrecen mayor riesgo de intoxicacién alimentaria
son Hg, Be, Pb, Cd, As y Cr 47, Sanz b4 Nogué han
descrito los distintos casos de intoxicaciones alimentarias
por metales pesados 4. E1l metal mas frecuentemente implicado
en este tipo de intoxicaciones es Pb. Asi, por ejemplo, el
saturnismo pueden producirse por consumo de aguas o vinos
contaminados o por contaminaciones de los alimentos debido a
los recipientes. Una vez absorbido, el Pb puede acumularse en
organos como higado, bazo, “rifiones y de modo especial en los
huesos, donde tiene una estrecha relacién con el metabolismo
del calcio 49, El Cd también ha causado intoxicaciones
alimentarias graves, como por ejemplo el sindrome de itai-
itai, causado por la ingesta de arroz y soja contaminados por
el agua de regadio cercana a un yacimiento minero en Japdén. El
Cu, ‘contenido en cantidades elevadas en algunos cereales,
frutos y pescados, también ha causado intoxicaciones
alimentarias, al igual que Hg, Co, As y Se.

IV.1.4. Legislacién de niveles de metales pesados en
alimentos.

La intoxicacién por metales de origen alimentario ha
estimulado el establecimiento en 1los distintos paises de
limites maximos de determinados metales pesados en 1los
alimentos. Tanto en Espafia como en otros paises estos limites
no se han establecido de manera general, sino sdélo para
determinados tipos de alimentos. Para los alimentos que no son
contemplados especificamente se siguen las directrices
generales de la Organizacién Mundial de 1la Salud (0.M.S.)
(Tabla 4).
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En el caso de la legislacidn espaﬁola[ esta regulado el
contenido de diversos metales pesados en productos tales como
bebidas de varios - tipos (cerveza, zumos de uva, aguas
naturales, etc.), aditivos y colorantes alimentarios, sal de
mesa, aceites vegetales y productos de pesca. Quizas debido a
su cardacter minoritario, 1las algas comestibles no se
encuentran reguladas en este sentido. Probablemente sean los
productos de pesca el tipo de producto que mds pueda parecerse
dentro de la legislacidén espafiola a los productos estudiados
en este trabajo, al menos a los de procedencia marina, aungque
la aplicacién de estos limites en este caso deba tomarse sélo
de manera orientativa (Tabla 4).

En el resto de los paises tampoco se contempla en este
sentido a las algas dentro-de la legislacién alimentaria. Sin
embargo, la relativa popularidad de las microalgas en Japdén ha
provocado el @establecimiento por parte de 1los nmismos
fabricantes y comerciantes japoneses de unas recomendaciones
para el contenido en determinados metales en Chlorella .y
Spirulina (Tabla 4). También existen unos limites recomendados
por las Naciones Unidas, a través del PAG (Protein-Calorie
Advisory Group), para la proteina de microorganismos (SCP) 27,
producto también parecido a 1los productos de microalgas
estudiados en el presente trabajo.

IV.1.5. Técnicas analiticas.

Las técnicas analiticas utilizadas para el estudio de los
niveles de elementos traza (o metales pesados) en materiales
vegetales son muy diversas. La mayoria de los métodos de
analisis incluyen un paso previo de eliminacién de 1la
materia organica antes de utilizar 1las distintas técnicas
analiticas 30, Esta mineralizacién se consigue mediante una
oxidacién humeda, utilizando determinados acidos como nitrico,
percldérico o sulfurico, o mediante incineracién seca, a altas
temperaturas en horno mufla. Cada método tiene diversas
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ventajas e inconvenientes 50, Por ejemplo, la oxidacién hiumeda
es aplicable a una amplia variedad de muestras, es répidd )4
poco expuesto a pérdidas por volatilizacién. En cambio, no
permite el uso de grandes cantidades de muestra, requiere
supervisidén constante y puede producir altos valores de blanco
debido al uso de volumenes de reactivos relativamente grandes.
La mineralizacién seca permite el andlisis de mayores
cantidades de muéstra, aungue es un proceso largo y se pueden
dar pérdidas por volatilizaciédn.

Una vez mineralizada la mueétra, las técnicas analiticas
mas usuales empleadas en el andlisis de los distintos
elementos son activacién neutrénica, fluorescencia de rayos X
y absorcidn atdémica. La mas utilizada es la espectrofotometria
de absorcién atdémica con 1llama, que permite el analisis
rutinario. Esta técnica se” basa en la absorcién de radiacién
emitida por una 1lampara del elemento en cuestidén por 1los
atomos del mismo elemento presentes en la muestra al ser
atomizada en la llama. La llama funciona asi a modo de celda
de un espectrofotémetro comin 5!'. Las técnicas de absorcion
atémica, aunque muy fiables, por su mismo disefio no permiten
el andlisis simultaneo de distintos elementos. En cambio, las
técnicas de emisién atémica si lo permiten. Esta técnicas se
basan en la medida de la radiacién emitida por los atomos de
la muestra al ser excitados 5. La radiacién emitida por 1la
muestra se selecciona a través de un monocromador, escogiendo
la longitud de onda correspondiente a cada elemento. El
andlisis multielemental supone una ventaja cuando han de
medirse muchos elementos. De 1las distintas formas de
excitacion de la muestra en esta técnica, en los ultimos afios
ha tenido gran desarrollo las que utilizan un plasma de Argon.
Un plasma es una mezcla gaseosa en la que una fraccién de los
dtomos se encuentra en forma de iones 3. El plasma permite
mantener de forma continuada las condiciones de excitacién de
la muestra, lo cual mejora los analisis en comparacién a otras
formas de excitacién. La técnica de espectrofotometria de
emisién con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
AES, del inglés "inductively coupled plasma-atomic emission
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spectrometry") es quizds la técnica mas conseguida de las que
utilizan la fuente de plasma para el andlisis espectroscépico
de emisidén 51,

IVv.2. Resultados.

La composicidén elemental de 1los productos analizados
aparece en la Tabla 5. Los resultados obtenidos para estos
productos son similares a los obtenidos para otras algas 3,
siendo el valor de R (véase Material y Métodos, Apartado
VIII.4.2.) inferior en los productos con macroalgas que en los
de microalgas.

Los resultados del andlisis de la materia mineral de tres
lotes de cada producto aparecen en las Tablas 6 a 9. Se
observa cierta variabilidad entre lotes para determinados
productos y para distintos elementos, especialmente los
minoritarios. Esto era esperable dada la variabilidad de 1las
mismas algas y la de los ecosistemas de los que proceden.

En las Figuras 2 a 5 aparece la representacién grafica
para cada producto con macroalgas de los valores de log Yy
frente a los de log x (siendo y el factor de concentracién y x
el tiempo de residencia ocednica -~ véase Material y Métodos,
apartado VIII.4.5.). En todos los casos hubo una relacién
lineal entre log y vy log x estadisticamente significativa (t
de student; p < 0.005). Los productos con macroalgas
analizados en el presente trabajo, con 1la excepcién de
"Fucus", presentaron un coeficiente de correlacién r con- un
valor absoluto inferior a 0.9 (entre 0.79 y 0.88). La
variabilidad entre lotes de un mismo producto, especialmente
en los elementos minoritarios, no produjo excesivas
diferencias en cuanto a los pardametros log a, b y r de cada
lote. Cada producto presenté una distribucidén caracteristica
de los elementos diferente a la de los demds.



Iabla 5. Composicién elemental y contenido en cenizas de los productos estudiados en el presente trabajo (en g/ 100 g peso seco libre de cenizas).

Muestra

C. pyrenoidosa
Spiculina sp.
$. platensis

S. maxima

3 £n g/100 g peso seco.

49.79
46.99
45.19
44.67
54.95
51.71
53.29
53.45

7.66
6.47
7.12

6.23

8.07
7.48
7.92
7.62

37.60
41.86
45.58
45.05
25.83
29.19
27.45
25.51

3.06
'
2.67
1.81
1.57
10.65
10.99
10.66
12.45

1.89
2.01
0.30
2.48
0.50
0.63
0.68
0.97

Cenizas®

30.2
25.7
16.2
30.9.
7.3
9.7
14.0
7.3

39.06
33.76
32.92
30.93
46.28
42.10
44 .46
44.46

9%



Tabla 6. Contenido en macroelementos de los tres lotes analizados de cada producto

elaborado a partir de macroatgas (g/ 100 g peso seco).

Muestra

B. fusiforme

R. paimata

Lote

® > O ® > 0O ©

»> O

0.465
0.422
0.422
0.142
0.127
0.141
0.223
0.174
0.160
0.150
0.136

0.129

5.104
5.409
5.880
12.426
13.365
9.879
10.206
8.229
9.630
3.689
3.827

4.239

1.232
1.214
1.063
1.410
1.360
1.328
0.340
0.239
0.267
2.600
3.078
1.584

0.854
0.577
0.597
0.533
0.490
0.559
0.158
0.159
0.150
0.549
0.474
0.612

7.935
7.526
5.634
3.324
3.436
2.860
0.810
0.927
0.802
4.286
3.435
4.415

LYy



Muestra

U. pinnafitida

H. fusiforme

R. palmata

Tabla 7. Contenido en microelementos de los tres lotes analizados de cada producto elaborado

Lote

a partir de macroalgas (mg/Kg peso seco).

Ni

3.6
8.1
5.3
5.4
5.5
7.6
6.1
4.7
4.3
11.8
9.1
9.7

Co

1.2
1.8
2.2
2.3
2.3
2.9
1.7
1.2
1.4
4.5
5.2
3.4

Cu

7.7
5.9
4.9
6.5
7.3
5.2
7.6
6.2
5.3
16.9
17.8
9.7

Fe

95.3
149.5
48.5
60.3
68.9
472.9
55.1
182.0
192.6
2340.8
4099.2
1518.4

Mn

9.9
11.8
6.3
8.0
7.7
30.2
9.4
4.7
47.4
85.4
103.8
101.6

Zn

16.5
15.2
69.1

9.1

8.4
13.7
32.8
14.2
12.8
45.8
44.6
43.6

Pb

4.5
5.9
4.8
13.8
5.9
5.1
4.9
2.2
4.4
14.0
11.8
11.3

cd

0.6
1.8
1.0
2.3
2.4
0.8
0.3
0.0
0.4
14
1.0
1.1

Cr

3.6

7.3
3.2
3.5
2.5
6.0
2.0
1.5
1.6
6.5
8.8
4.3

8%



Jabla 8. Contenido en macroelementos de los tres lotes analizados de cada

Muestra

Spirulina sp.

S. platensis

producto elaborado a partir de microalgas (g/100 g peso seco).

Lote

O m > 6 e > 0O 'O 6O o >

1.883
1.798
1.455
1.141
1.122
1.235
1.023
0.965
0.967
1.328
1.397
1.354

0.919
1.070
0.856
1.897
1.936
1.868

1.649

0.484
0.485
0.303
0.960
0.953
1.501
1.541
2.246
2.108
0.687
0.838
0.672

0.451
0.455
0.352
0.342
0.356
0.363
0.503
0.410
0.411
0.461
0.453

0.454

0.034
0.029
0.080
1.363

1.742

1.242
1.768
1.400
1.445
0.123
0.121
0.202

6%



Muestra

Spirulina sp.

S. platensis

Jabla 9. Contenido en microelementos de los tres lotes analizados de cada producto elaborado

Lote

@ > 6 ® > 0 ©® » 0 0 »

(2]

a partir de microalgas (mg/Kg peso seco).

5.6
4.9
4.2
5.4
4.5
7.7
5.8
4.0
6.0
6.1
3.9
5.7

Co

1.6
1.4
0.7
1.7
0.9
2.3
0.5
1.5
2.0
0.9
0.9
0.8

21.4
6.4
4.2

48.0

21.6

17.5

17.6

14.8

17.3
6.5
5.0
4.6

Fe

3486.0
3404.7
1970.9
751.0
633.6
646.2
2016.4
1614.6
1631.8
945.0
752.0
822.6

83.7
88.4
62.8
1M7.7
104.9
122.4
64.4
67.0
63.5
36.0
36.7
32.8

Zn

21.4
21.0
10.3
49.8
45.8
50.0
28.8
18.4
20.7
23.8
21.2
21.6

Pb

7.2
5.1
3.3
7.2
2.1
8.1
4.3
3.0
7.0
9.2
2.9
5.6

0.2
0.0
0.2
0.2
0.0
0.0
0.2
0.0
0.1
0.2
0.0
0.2

Cr

3.9
3.4
2.9
3.3
1.2
2.8
7.1
4.8
5.5
5.0

2.7

4.0

0s
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loga=577 b=-068 r=-0.82

loga=6.08 b=-0.73r=-0.84

log y

loga=576 b=-068 r=-0.79

Figura 2. Representacién grafica de log y frente a log X y
parametros de la recta de regresién (véase texto) para los
tres lotes analizados del producto "Wakame".
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loga =566 b=-067 rs=-0.81

log ¥
er a

loga =565 b==-0.67 r=-0.81

log y

log x

loga =659 b=-0.83 r=-0.88

log ¥
l c
° b
. Fe Ma o P
ol g."lln Ni X
o
] Mg Ne
[+] 2 4 [} 8
log x
Figura 3. Representacién grafica de log y frente a log X y

parametros de la recta de regresidén (véase texto) para los
tres lotes analizados del producto "Hijiki".
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loga=625 b=-0.81 r=-080

sl a

Figura 4. Representacién grafica de log y frente a log x Yy
parametros de la recta de regresién (véase texto) para los
tres lotes analizados del producto "Dulce".
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loga=7.45 b=-095 r=-092

log ¥y

loga=726 be=-0.93 r=-0.91

Figura 5. Representacién grafica de log y frente a log X y
parametros de la recta de regresién (véase texto) para los
tres lotes analizados del producto "Fucus".



Iabla 10. Resultados obtenidos por ICP-AES (A) y por técnicas convencionales (B) en los productos analizados (mg/Kg peso seco).

Muestra

U. pinnafitida

H. fusiforme

C. pyrenoidosa

Spirulina sp.

S. platensis

S. maxima

> @ >

w >

> @& >

Mg

0.97
0.85
0.52
0.53
0.10
0.16
0.50
0.55
0.47
0.45
0.35

0.34

0.33
0.50
0.48
0.46

Ca

0.96
1.23
0.97
1.41
0.28
0.34
ND
2.60
0.43
0.48

ND

0.96

0.96
1.54
0.83
0.69

1.49
5.10
2.05
12.43
2.03
10.21
1.16
3.69
0.83
0.92
0.75
1.90
0.95
1.65

0.90
7.93
0.92
3.32
0.64
0.81
0.90
4.29
0.03
0.03
0.90
1.36
0.89
1.77
0.07
0.12

Fe

9.3

60.3
177

55.1
4553
2340
4143

590
751
1644
2016
1059
945

Cu

1.6
7.7
2.3
6.5
4.3
7.6
15.5
16.9
4.9
21.4
20.4

14.3
17.6
3.5
6.5

Mn

9.9
ND
8.0

9.4

85.4

83.7
13
17.7

61

64.4

SS
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En la Figura 6 aparecen representados los valores de las
relaciones P/Ca, N/P y Na/K para cada producto, indices de 1la
calidad nutricional de la materia mineral de los preparados.

Ademas del analisis mediante técnicas analiticas
convencionales, se analizaron las muestras mediénte ICP~-AES.
En la Tabla 10 aparecen los resultados de los analisis de un
lote de cada muestra para los elementos mayoritarios Mg, Ca, K
Yy Na, y los minoritarios Fe, Cu y Mn, frente a los obtenidos
con las técnicas analiticas convencionales. Se observé para
algunos elementos una buena correspondencia con los valores
obtenidos por otras técnicas. Sin embargo, se presentaron
problemas de interferencias de matriz, de limites de deteccidn
en un analisis multielemental y de concentraciones inadecuadas
en algunos casos de los patrones naturales utilizados. Estos
problemas se reflejaron “en 1la disparidad entre algunos
resultados obtenidos mediante ICP-AES y los correspondientes a
las técnicas convencionales (por ejemplo para K y Na).
Asimismo, impidieron el andlisis del resto de los elementos
analizados por las otras técnicas.

IV.2.1. “Wakame''.

El producto con Undaria pinnafitida resulté ser el que
contenia mas Na de los productos estudiados. Dentro de las
macroalgas, el contenido medio en N de este producto también
fue el mas alto, probablemente debido a su mayor contenido
proteico, al igual que el de P. Los elementos minoritarios mas
abundantes fueron Fe, Mn y 2Zn. Las diferencias en 1la
composicidén mineral entre lotes distintos fué mas acusada para
los elementos Mg, Na, Fe y 2Zn. Destacan los altos contenidos
en Fe (149.5 mg/Kg) Y Zn (69.1 mg/Kg) de los lotes B y C,
respéctivamente. |

La composicién mineral del producto es similar en lineas
generales a la publicada previamente para U. pinnafitida 3.22.32,
Los valores publicados para los elemgntos K (1.6-5.52 g/100q),
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Figura 6. Relaciones P/Ca (Fig. 6a), N/P (Fig. 6b) y Na/K
(Fig. 6c) de los distintos lotes de los productos estudiados.
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P (0.195-0.58 g/100g), N (1.56-2.05 g/100g) y Ca (1.162-1.300
g/100g) se corresponden con los observados en estos productos.
En cambio, fueron inferiores los niveles de Mg (0.597-0.854
g/100g frente a 3.05 g/100q) y de Fe (48.5-149.5 mg/Kg frente
a 103-430 mg/Kg) del producto analizado. Asimismo, el
contenido en los metales Cu, Pb y Cd fué superior al publicado
(3.5 mg/Kg, 0.41 mg/Kg y 0.42 mg/Kg, respectivamente).

IV.2.2. "Hijikiw,

Los elementos mas abundantes en el producto con Hijikia
fusiforme fueron K y Na, dentro de los elementos mayoritarios,
y Fe, Mn y 2Zn, dentro de 1los minoritarios. Este producto
presentd en general una escasa variabilidad entre lotes para
los elementos mayoritarios: En cambio, los valores para los
elementos minoritarios mostraron en determinados casos una
gran variacién: Fe (60.3-472.9 mg/Kg), Mn (8.0-30.2 mg/Kg) y
Pb (5.1-13.8 mg/Kg). El1 lote C resulté ser el que presentaba
mas alto contenido en 6 de los 9 elementos minoritarios
analizados. Esto se reflejé en diferencias en los valores log
a, by r del lote (Fig. 3).

Existen también diferencias con la composicién de H.
fusiforme publicada previamente 32, Las diferencias radican en
el contenido de Na (1.69 g/100g), K (3.43 g/100g), Mg (0.99
g/100g) y 2Zn (80 mg/Kg) encontrado por estos autores. En
cambio, los valores publicados para Ca (1.72 g/100g), P (0.09
g/100g) y Fe (160 mg/Kg) son similares a los detectados en el
producto "Hijiki".

Iv.2.3. "Dulce",

P.palmata se caracteriza por tener niveles de K y P altos
en comparacién a los de otras macroalgas marinas, asi como
bajos contenidos en elementos alcalinotérreos 1. El1 producto
"Dulce" analizado contenia como elementos mas abundantes K y
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N, dentro de 1los elementos mayoritarios, aunque "Wakame"
contenia mds P. Al igual que 1los demds productos con
macroalgas, Fe, Mn y 2Zn fueron 1los minoritarios mas
abundantes. Este fué el producto a base de macroalgas con
menor contenido en Ca, Mg y Na, lo que esta de acorde con su
relativo bajo contenido en cenizas (Tabla 5) y con los
resultados publicados para P. palmata, cuyo contenido en Ca
puede ser incluso inferior al del agua circundante. Los
valores publicados para Mg y Na (0.39-0.5 g/100g y 2.07-2.5
g/100g, respectivamente 1°) son, sin embargo, superiores a lo
observado en el presente producto. En cambio, los resultados
para P, K y Ca si se encuentran denﬁro de los intervalos
publicados para P._ palmata (0.25-0.56 g/100g para P, 2.22-12.2
g/100g para K, y 0.11-1.25 g/100g para Ca 10).

Las mayores diferencias entre lotes se dieron en 1los
elementos minoritarios Fe, Mn y 2Zn, siendo de hasta 4 veces
las diferencias entre los valores de los distintos lotes. Esto
no es sorprendente dada 1la variabilidad que muestran 1los
distintos andlisis en la literatura /52, El1 contenido en Pb,
Cd y Cr fué el mas bajo dentro de los productos a base de
macroalgas analizados. Estos valores y los obtenidos para los
metales Cu, Fe y Zn son ademds inferiores a los detectados en
P. palmata por otros autores /5, que incluyen, por ejenplo,
altos niveles de Zn (hasta 200 mg/Kg), Cu (hasta 48 mg/Kg) y
Cr (34 mg/Kg). Aparentemente no existen en 1la 1literatura
valores para el contenido en Ni de esta especie.

Iv.2.4. "Fucus".

Este producto presentd niveles intermedios de elementos
mayoritarios dentro de 1los productos analizados, con la
excepciéh de S, cuyo contenido fué el mas alto. Los elementos
mayoritarios mas abundantes fueron S, K, Na y Ca, dandose una
escasa variacién entre lotes en el contenido de este grupo de
elementos, asi como en los elementos minoritarios.
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El producto elaborado con algas del género Fucus es el

que presentd mayor concentracién en todos los elementos
minoritarios de 1los productos de macroalgas estudiados.

También presentd en general valores superiores a los de los
productos con microalgas, aunque para determinados elementos
(Fe, Cu y Mn) se dieran contenidos mas elevados en las
ultimas. Esto no es sorprendente dado que las distintas
especies de este género se utilizan como indicadores de
contaminacién con metales pesados, debido a su resistencia y
capacidad de acumulacién. Se han descrito en Fucus altos
niveles de Ni (1.6-6 mg/Kg), Cu (1.7-107 mg/Kg), Mn (33-800
ng/Kg), Zn (21-37000 mg/Kg), Pb (0.5-163 mg/Kg), Cd (0.4-20.8
mg/Kg), Yy Cr (1l-4 mg/Kg) 31,5253, En el producto analizado los
valores para Ni y Cr superaron a los encontrados en 1la
literatura.

IV.2.5. "Chlorellat',

El contenido en N, Na y Ca de este producto fué el mds
bajo dentro de 1los productos con macroalgas. Asimismo, el
contenido en Fe de dos de los tres lotes analizados fué el mas
alto. Las diferencias entre lotes fueron mas acusadas en los
elementos Fe, Cu y Zn. El contenido en C, H, N, O y S fué el
tipico para una microalga, con un valor de R superior a las de
las macroalgas %, El valor de R obtenido para este producto es
un valor intermedio dentro del intervalo observado por Spohér

Y Milner en Chlorella pyrenoidosa .

Chlorella quizas sea uno de los géneros de algas con los
que se han realizado mas estudios fisioldgicos sobre la toma
de metales pesados. Se han estudiado tanto los mecanismos
pasivos y activos de acumulacién de distintos metales pesados
por Chlorella 555, aunque se presentan a menudo los datos en
la literatura de formas muy diversas, resultando dificiles de
comparar: mg/g proteina 5, mol ion metalico/g células 99,
mol/célula 38, ug/mg 56/61,62, 1as dificultades asociadas a 1la
correcta estimacién de las cantidades presentes en el medio y
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de las acumuladaé por las células afaden complejidad a 1la
comparacién de los distintos estudios 55, Se han determinado,
por ejemplo, 1los factores de concentracién (razén entre
concentracién de metal en el alga en ug/g peso seco Yy
concentracién en el medio en ug/l) en condiciones de
laboratorio para Cd (86=32000) 55 y Hg (24000-47000) &,
Chlorella puede acumular en condiciones de laboratorio hasta
8000 mg/Kg de Cd %:4, 30000 mg/Kg de Ni 3 y 55000 mg/Kg de Hg
5, aunque la concentracién de un determinado metal en el alga
varia segun la concentracién del mismo en el medio de cultivo,
Yy el intervalo de concentraciones en el medio utilizadas en
estos experimentos es superior al de 1las concentraciones
encontradas en la naturaleza. Después de estudiar la adsorcioén
de metales pesados por distintas fracciones de la biomasa de
Chlorella regqularis, Nakajima et al. % han sugerido que en
este alga la toma de los iones metdlicos es dependiente de
la adsorcién a proteinas. Segun este estudio, el grado de
adsorcidén para cada metal por las células decrece segun el
siguiente orden: U052+ > cu2* > zn2+ > Ba2t = Mn2+ > co?t =

cd2+ > Niz+ = Sr2+.

En contraposicién a 1la abundancia de estos estudios
fisioldgicos, existen escasos datos en la literatura sobre el
contenido en metales de poblaciones naturales de Chlorella y
de microalgas en general. Esto se debe a las dificultades
asociadas a la determinacidén en ellas del contenido en metales
pesados 3!, tales como presencia de particulas de sedimentos en
suspensién, dificiles de eliminar, y la diferente capacidad de
acumulacidn de las distintas especies que forman la comunidad
planctdénica. Sorprendentemente, los datos sobre la composicién
mineral de Chlorella cultivada a gran escala son también
escasos en la literatura. Los estudios sobre la contaminacién
por metales pesados de la biomasa de microalgas dirigida'al
consumo como alimento humano o animal se han centrado en los
géneros Scenedesmus ¢ y Spirulina (ver siguiente apartado).
Yannai et al. & cultivaron 1las microalgas chlorella,
Scenedesmus y Micractinium en aguas residuales para 1la
alimentacidén de animales. El contenido de Chlorella fué 24.2
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mg/Kg de Cu, 1.4 mg/Kg de cd y 8.1 de Pb, valores todos ellos
superiores a los obtenidos en el producto analizado en este
trabajo, aunque el contenido en Cu y Pb del lote A fué muy
parecido.

IV.2.6. "Spirulina",

Los tres productos con Spirulina analizados presentaron
una composicidén parecida en elementos mayoritarios, con 1la
excepcién del bajo contenido en Ca y sobre todo Na del
producto con S. maxima. El1 alto contenido de los elementos del
grupo I y II en Spirulina no es sorprendente dada 1la
alcalinidad necesaria para el cultivo de este alga. Spirulina
concentra ademas la mayoria de los elementos presentes en el
medio, con la excepcidén de Na, que es excluido activamente de
las células 9. Las cianobacterias pueden ser acumuladores
eficientes, excretando agentes quelantes (hidroxamato) que
pueden actuar como moléculas transportadoras o incrementar 1la
reserva disponible del elemento en la 2zona préxima a 1la
superficie celular ?’, La capacidad de acumulacién de Spirulina
puede ser beneficiosa al considerar los elementos requeridos
en la dieta humana, pero problematica si se encuentran
presentes metales eminentemente tdéxicos.

Los elementos minoritarios mas abundantes fueron Cu, Fe;
Mn y Zn. El1 producto con Spirulina sp. fué el que mas
contenido presenté en Cu, Mn y Zn, mientras que los contenidos
mayores en Fe se dieron en el producto con S. platensis. En
general, las diferencias entre lotes no fueron significativas,
tanto para los elementos mayoritarios como para 1los
minoritarios. En el producto con Spirulina sp., se observaron
ciertas diferencias entre lotes para Cu.

A diferencia de Chlorella, existen abundantes datos sobre
la composicién mineral de Spirulina cultivada a gran escala.
Los resultados obtenidos se encuentran dentro de los amplios
intervalos publicados para los elementos mayoritarios 70-73:
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P (0.50-3.90 g/100g), K (0.23-1.87 g/100g), Ca (0.13-2.60
g/100g), Mg (0.19-0.90 g/100g) y Na (0.04-1.38 g/1009g).

Las diferencias obtenidas en los distintos productos para
los elementos minoritarios confirman que no existen niveles
"caracteristicos" para estos produdtos 27, dependiendo el
contenido de 1las condiciones de cultivo utilizadas. Los
resultados son similares a lo publicado 7,7: Ni (2.5-12.9
mg/Kg), Co (1.9 mg/Kg), Cu (2.6-16 mg/Kg), Mn (13-205 mg/Kg),
Zn (24.1-185 mg/Kg), Cr (2.2-6.5 mg/Kg). El producto con S.
platensis superé los 500-1000 mg/Kg de Fe que presentan la
mayoria de los productos con Spirulina 2.

Con respecto a los metales toéxicos analizados, los bajos
niveles de Cd concuerdan con los de la literatura 70.72,7%7, Ep
cambio, los valores obtenidos para Pb en algunos lotes son
altos en comparacién con 1los detectados anteriormente en
Spirulina: 0.4-6.7 mg/Kg 72,77, 1Incluso los 7.3 mg/Kg
encontrados en 1lotes de productos de Taiwan por distintos
laboratorios % se sobrepasan en algunos lotes analizados en el
presente trabajo.

IV.3. Discusién.
IV.3.1. Andlisis por ICP-AES.

El interés de esta técnica radica en que permite el
andlisis de distintos elementos de una misma muestra a la vez,
con limites de deteccién y sensibilidad comparables para
muchos elementos a los de otras técnicas comunmente utilizadas
(Ej: activacién neutrdnica, fluorescencia de rayos X y
absorcisn atémica) 77, por lo que supone una gran ventaja a la
hora de manejar un gran numero de muestras. Su aplicacién a
las muestras bioldégicas ha aumentado considerablemente en los
ultimos afios 78, hasta tal punto que, por ejemplo, la FDA (Food
and Drug Administration) y la EPA (Environmental Protection
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Agency) norteamericanas ya la wutilizan para el analisis
elemental de diversos productos agricolas 7.

En algunos casos la técnica de ICP-AES se ha ﬁtilizado
para el analisis de algas 7/52, Johnson y Shubert 7
encontraron altos niveles de Hg (9 mg/Kg) en productos
comerciales de Spirulina utilizando esta técnica analitica,
garantizando sus resultados para este elemento con el andlisis
de un standard certificado NBS ("National Bureau of
Standards"), aunque no se dieron datos a este respecto para
los otros 16 elementos analizados. Segun Jassby 27, estos
resultados para Hg son contradictorios con los resultados (sin
publicar) de numerosos andlisis por absorcidén atdémica del
Centro de Andlisis de Alimentos de Japén, en los que el
contenido de Hg nunca fué superior a 1 mg/Kg. La compafia
fabricante del aparato de. ICP-AES utilizado por Johnson y
Shubert no detecté Hg en productos similares de Spirulina.
Jassby 27 indica ademas, basandose en una comunicacién personal
de E. Shubert, que esos autores no pudieron reproducir sus
resultados con posterioridad.

Esta técnica presenta problemas en cuanto a la dificultad
de su puesta a punto para el andlisis de materiales
relativamente poco conocidos, como los que nos ocupan.
Utilizar patrones lo mas parecidos a las muestras a analizar y
evitar interferencias espectrales son problemas criticos a
resolver para la obtencién de resultados fiables. Estos
problemas inherentes a la puesta a punto de esta técnica
hicieron que fuera imposible la aplicacién sistematica de 1la
misma para 1la determinacién de elementos mayoritarios vy
minoritarios en todos los lotes de los productos sin escapar
de los objetivos de una tesis no centrada en esta dificil
técnica analitica.
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IV.3.2. Relacién entre log x y log y en los productos con
macroalgas.

A pesar de la variabilidad observada en la composicién
mineral entre lotes, sobre todo para determinados elementos,
pudo observarse una relacién entre log X y log y distinta para
cada producto, definida por los parametros de la recta de
regresiéon. Este hecho estd acorde con lo observado por
Yamamoto et al. 32, quien propuso la utilizacién de estos
parametros para caracterizar la distribucién de los elementos
en cada especie. Los valores utilizados de concentracién en
el agua marina y tiempo de residencia ocednica son valores
tedricos, obtenidos a partir de tablas que en algunos casos
pueden no reflejar la situacién real del sitio de procedencia
del alga. Ademas, la ° correlacién detectada, aunque
estadisticamente significativa (p < 0.005), no implica una
relacidén causal, que sélo puede establecerse en base a una
experimentacién. A pesar de estas dificultades, la aplicacién
de éstos cdlculos a los productos analizados guarda similares
caracteristicas a lo observado por Yamamoto et al. 32, que
aplicaron estos calculos a los resultados de la composicién
mineral de 18 especies distintas de macroalgas marinas,
obtenidos a su vez por distintos autores en especimenes de muy
diversa procedencia. '

» En los estudios sobre la composicién mineral de 1las
macroalgas marinas es comin el lavado para eliminar las
posibles "contaminaciones" debidas a material adherido a 1la
superficie del alga. En el presente estudio, los andlisis se
realizaron sin un 1lavado previo. Cuando el destino del
producto es el de ser consumido como sopa, elaborando ésta a
partir del alga tal y como viene en el envase, el ‘lavado
prévi6 hubiera enmascarado la composicién real del alimento.
Una simple inspeccién visual de los productos revelé la falta
de tal lavado antes del envasado. Este hecho puede explicar la
diferencia entre los coeficientes de correlacién obtenidos en
las Figs. 2, 3 y 4 (sobre -0.8) y los obtenidos por Yamamoto
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et al. 3 (-0.9 o menor para la mayor parte de las especies, no
siendo superior a -0.88 en ningin caso). Nuestros resultados
sugieren que el andlisis de estos productos refleja también
esa parte de elementos minerales adsorbidos en la superficie
del alga y no debida a ninguin proceso metabélico, enmascarando
asi la relacién de tipo exponencial entre 1la reactividad
bioquimica de cada elemento dentro del alga (factor de
concentracién) y 1la reactividad geoquimica en el océano
(tiempo de residencia oceanica) de los elementos.

En cambio, el coeficiente de correlacién obtenido para el
producto "Fucus" (de =-0.91 a =0.93) si coincide con 1los
valores de la literatura. Este producto, a diferencia de los
otros productos elaborados con macroalgas, se presentaba como
comprimidos que ademds incluian almidén. Probablemente en la
elaboracién del producto si hubo ese lavado en agua, por 1lo
que esa proporcién de elementos adheridos fueron eliminados.
Es de destacar que este producto fué el que mas contenido
presenté en metales ©pesados. E1 alto coeficiente de
correlacion obtenido para los lotes de este producto sugiere
que la posible contribucién debida al proceso de fabricaciodn
no afecta a la distribucién general de los elementos en el
alga. Estas consideraciones sugieren ademds que las
caracteristicas del producto alimenticio elaborado a partir de
algas marinas que llega al consumidor pueden diferir de las
observadas en las mismas algas en estudios concebidos desde
otra oéptica cientifica, como por ejemplo en estudios
ambientales.

IVv.3.3. Contenido en C, H, O, Ny 8.

La proporcion de estos elementos en los productos fué
marcadamente distinta entre las macroalgas y las microalgas.
Esto se tradujo en distintos valores de R. Este parametro
expresa el nivel de reduccién del contenido toﬁal de materia
orgdnica de un material vegetal, y es proporcional al calor de
combustiéon del mismo, por 1lo que en definitiva indica su
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contenido energético #. Cuanto mayor es R, mayor es el calor
de combustién. La escala de los valores de R oscila entre 0
del diéxido de carbono y 100 del metano. El1l menor valor de R
en las macroalgas puede deberse a la alta proporcién de
poliurénido en sus carbohidratos, con un R bajo (22.7). En el
valor de R del producto "Fucus" obviamente ha influido 1la
presencia de almidén (R = 29.7). La presencia de mayores
cantidades de 1lipidos y proteinas (con R altos) en 1la
microalgas dié lugar a mayores valores de R.

Spoehr y Milner 3 estudiaron la composicién elemental en
320 cultivos distintos de Chlorella pyrenoidosa (estirpe de
Emerson) incubados en distintas condiciones de luz, nutrientes
Y temperatura, obteniendo unos valores de R gque oscilaron
entre 38 y 96. Sin embargo, estos autores no incluyeron en el
estudio las condiciones de cultivo heterotréficas,
probablemente utilizadas en la produccién de la biomasa que
constituia el preparado analizado en el presente trabajo (ver
secciones II y VI). |

IV.3.4. Minerales y electrolitos.

Los productos analizados contenian cantidades apreciables
de los elementos requeridos en la dieta humana (Tabla 4). Sin
embargo al considerar exclusivamente esta fraccién de 1la
biomasa algal debe tenerse en cuenta el alto coste de estos
productos en comparacién a 1los suplementos comerciales de
vitaminas y minerales que proporcionan cantidades superiores
de todos 1los elementos necesitados en la dieta, con 1la
excepcién del ca 89,

Es significativa 1la diferencia de composicién de
. elementos mayoritarios entre macro- y microalgas. Mientras que
aquéllas tienen alto contenido en K y bajo en N y P, con las
microalgas sucede lo contrario. Esto puede ser reflejo de
diferencias en contenido en nutrientes de los habitats de
donde proceden. E1 N y P son elementos generalmente limitantes
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en los ecosistemas naturales. El mayor contenido en P de las
microalgas puede deberse a la adicién de este nutriente a los
estanques y lagos donde normalmente son cultivadas. El1 mayor
contenido en N se debe a la alta proporcién de proteinas
tipica de estos organismos. En cambio, el alto contenido en Na
(al igual que el de K) en las macroalgas es atribuible a su
origen marino.

Ca, P y Mg son importantes en la dieta humana dado que
sus iones estan implicados en el control de muchos aspectos
del metabolismo. Ca es el mineral mas abundante del cuerpo
humano, y comprende un 1.5% del peso total 8!, Practicamente
todo el calcio y el fdésforo del cuerpo se encuentra en los
huesos, comprendiendo 1la mayor parte de 1los componentes
minerales de los mismos. El Ca libre es necesario para la
coagulacién de 1la sangre, para la contraccién normal del
misculo cardiaco y esquelético y para el funcionamiento de los
nervios 81, E1l P no presente en el esqueleto forma. parte de
moléculas de importantes funciones bioquimicas, tales como
dcidos nucleicos, acido 2,3-difosfoglicérico y fosfolipidos. .

Ca y P son los elementos con los requerimientos mas altos
en la dieta humana (Tabla 4): deben consumirse diariamente no
menos de 400 mg de ambos. La toma recomendada para ambos es 1
g/dia. Los alimentos mds ricos en Ca son los productos lacteos
como la leche, el queso y la mantequilla, mientras que las
fuentes dietéticas importantes de P son, ademas de la leche y
el queso, la carne, el pescado, los huevos, las leguminosas y
las nueces 43,

Las cantidades (en peso humedo) que aportan la ingesta
minima diaria de Ca y P en 1los productos estudiados son
relativamente altas considerando el uso normal de los mismos,
oscilando entre 106.5 g ("Fucus") y 151.7 g ("Dulce") para Ca
Yy entre 25 g ("Chlorella") y 324.9 g ("Hijiki") para P. Por
ejemplo, 100 g de cualquiera de estos productos no alcanza el
aporte en Ca de un vaso de leche. No obstante, el contenido en
Ca y P de estos productos supera el de otros productos
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vegetales tales como manzanas, naranjas, zanahorias, patatas y
pasas V. Los productos de microalgas incluso sobrepasan el
contenido de vegetales ricos en P, como el guisante y el
cacahuete.

El producto "Wakame", gque resultéd con unos niveles
intermedios en contenido en Ca, se ha utilizado
tradicionalmente en Corea como alimento en el periodo de post-
parto 8, En experimentos con ratas, la administracién oral de
extractos de Undaria pinnafitida causé un incremento en 1la
absorcién intestinal de Ca vy 'estimulé la formacién y 1la
resorcién del hueso #, Este hecho se puede deber al efecto
sobre alguno de 1los diversos factores que controlan la
absorcién intestinal de Ca (status 4&cido-base, lactosa,
niveles de proteinas en la dieta y flora intestinal 43), mas
que al contenido en Ca del propio producto. El analisis de U.
pinnafitida no revela cantidades significativas de vitamina D
o calciferol 22, el cual supone también un factor importante en
el metabolismo del calcio. '

Los balances P/Ca y N/P en la dieta tiene importancia
nutricional. Se necesita P para la formacién del mineral del
hueso en una razén de 1 g/2 g de Ca retenido y como fésforo
organico en una razén de 1 g/17 g de N retenido 4. Esto se
traduce en los requerimientos de ingesta de mujeres en una
relaciones P/Ca de 1.42-1.55 y de N/P de 7.12-8.51, sequn la
edad, para alcanzar el equilibrio 4. La relacién P/Ca de los
productos estudiados fué muy dispar, oscilando de menos de 0.5
a mas de 4 (Fig. 6a). En animales una incorrecta relacién P/Ca
del alga puede causar anormalidades. En un estudio
toxicolégico y multigeneracional de 2 afos sobre la ingesta
del alga Scenedesmus por ratas, se observaron tras un afio
anomalias en la formacién de los dientes 8, Los autores
atribuyeron estas anomalias a una inadecuada relacién P/Ca en
la dieta, que era de 0.75 en la dieta normal y 0.91 en el
alga.
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La relacién N/P de los productos estudiados fué en cambio’
mas homogénea, siendo en la mayoria en torno a 7-8. En los
productos con microalgas esta relacién puede ser mayor a
efectos de absorcién dado el elevado contenido en proteinas
(facilmente absorbibles) y la probable presencia de fosfatos
inorganicos no absorbibles.

El Mg juega un importante papel en diversas reacciones
enzimadticas esenciales del organismo. Dado que Mg es un
constituyente de 1la clorofila, 1las principales fuentes
dietéticas de este mineral son de origen vegetal, tales como
diversos cereales y legumbres 30, Los alimentos de origen
marino también contienen altas cantidades de Mg 4., Se
recomienda que la toma diaria de Mg sea de 400 mg, siendo 250
mg la cantidad minima aceptable (Tabla 4). Las cantidades
necesarias para cubrir estds necesidades minimas oscilaron en
los productos estudiados de 41.4 g ("Wakame") a 171.8 g
("Dulce"). A pesar de contener mucha mas clorofila (Tabla 1),
los productos con microalgas no presentaron un contenido en Mg
mucho mayor que los productos con macroalgas. Todos los
productos estudiados son ricos en este mineral, en comparacién
(en base a porcién comestible) a otros alimentos vegetales
(legumbres, zanahorias, manzanas, naranjas), cuyo contenido en
Mg no suele ser mayor de 0.19%, y animales (carne, pescado y
productos 1lacteos), con un contenido en Mg no superior a
0.04% 43, Sin'embargo, debe tenerse en cuenta las cantidades
variables de Ca (mayor en los productos con macroalgas) y de
proteinas (mayor en las microalgas), factores dque disminuYen
la absorcion del Mg.

Los electrolitos Na y K son vitales para el mantenimiento
del ambiente idnico apropiado en 1las células y fluidos
corporales. Tienen un  papel relevante en funciones
fisioiégicas claves del cuerpo humano, tales como generacién
del potencial de accién en el axén neuronal, activacién de la
contraccién de 1la fibra muscular y 1liberacién de los
transmisores sinapticos 8., Los aportes minimos aconsejados de
Na y K al organismo son, respectivamente, 70 y 100 mg (Tabla
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4). El1 contenido en éstos elementos en los productos a base de
algas analizados fué muy dispar: las cantidades de 1los
productos analizados en el presente trabajo que cubren ese
aporte minimo oscilan entre 1.1 g ("wakame") y 157.1 g
("Chlorella") para Na y entre 0.9 g ("Hijiki") y 11.3 g
("Chlorella") para K. El contenido de los productos mas ricos
en Na (los elaborados a partir de macroalgas "Wakame",
"Hijiki" y "Fucus") superan el de alimentos ricos en este
elemento, tales como aceitunas y salchichas (con contenidos
entre 1 y 2.4%) 4. El contenido en K en todos los productos
también fué extremedamente alto en comparacién con otros
alimentos, tales como almendras (0.77%), esparragos (0.9%) y
judias (0.42%).

El consumo de cloruro sdédico % y las dietas con alta
relacién Na/K 8 se han Yelacionado con 1la incidencia de
hipertensién. Esta a su vez es un factor de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad coronaria #. En ratas, la adicién
de cloruro potasico a dietas con altos niveles de sal comun
supone una proteccién contra la hipertensién 8. La razén Na/K
de la dieta ejerce por tanto una importante influencia en la
severidad de la hipertensién inducida por la sal %, Aunque con
una notable variacién (Fig. 6c), la relacién Na/K no fué
superior a 1.5 en ningin producto (excepto en un 1lote de
- "Wakame"), valor relativamente bajo si lo comparamos con el de
otros alimentos ricos en Na, tales como aceitunas (43.63) y
salchichas (4.89) %3, E1 producto "Hijiki" mostré una relacidén
Na/K notablemente baja (del orden de 0.3), a pesar de su alto
contenido en Na, ya que fué el producto con mas K de los
productos estudiados. La relacién Na/K de 1los productos
"Dulce" y "Chlorella" también fué muy baja, en estos casos
debido al menor contenido en Na (Tablas 6 y 8).

ADe los tres productos con Sgirulina estudiados, fué el de
S. maxima el que presenté con diferencia la relacidén Na/K mas
baja, debido al menor contenido en Na, 10 veces inferior
(Tabla 8). Na es el unico elemento que no es acumulado por
Spirulina, siendo la concentracién inferior en las células que
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en el medio de cultivo, a diferencia de K, que se acumula en
las células hasta una concentracién 10 veces superior a la de
Na . Esto esta de acuerdo con lo observado en el producto con
S. maxima. Asimismo, el contenido celular de Na en Spirulina
permanece constante independientemente de la concentracién de
Na en el medio, lo cual indica la existencia de mecanismos que
expulsan los iones de sodio de las células . Esto sugiere que
estas diferencias en las relaciones Na/K entre los productos
estudiados se deben a componentes del medio de cultivo (sales
de sodio normalmente utilizadas en la formulacién del mismo 70)
que no han sido lavados durante el procesado de la biomasa que
forma parte de 1los preparados de Spirulina sp. Yy S.
platensis. Los fendmenos de evaporacién, muy comunes en el
cultivo a gran escala al aire libre, junto con la expulsién
del Na de las células y la sucesiva recogida de la biomasa
algal, pueden producir wun incremento progresivo en 1la
concentracién de Na en el medio que repercute en la relacidn
Na/K final del producto, en el caso de que esos componentes
del medio no sean eliminados durante el procesamiento de 1la
biomasa. E1 bajo contenido de Na en Spirulina es una propiedad
aludida en algunas ocasiones en la propaganda de este tipo de
productos. Aunque bioldégicamente es cierto, se observa que a
veces el producto que llega al consumidor difiere de esas
caracteristicas "ideales" proclamadas a los consumidores a
partir de estudios cientificos serios.

IV.3.5. Elementos traza.

Es de destacar el alto contenido en Fe de algunos
productos, para ser de origen vegetal. El contenido en Fe de
estos productos supera en un orden de magnitud al contenido en
Fe de otros alimentos, tanto animales como vegetales, incluso
. comparando en base a peso seco 2, En humanos, el hierro se
presenta como hierro esencial, por ejemplo hemoglobina vy
mioglobina, y como reserva de hierro mobilizable, ferritina y
homosiderina. La mayor parte del hierro del cuerpo se presenta
en los globulos rojos. La deficiencia en Fe puede producir
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anemia, dado gque es esencial para la sintesis de 1la
hemoglobina 81,

A veces es dificil e incluso imposible determinar cuanto
de un nutriente quimicamente presente en un alimento esta
bioldégicamente disponible al consumidor &. E1 hierro se
absorbe de la dieta tanto en forma hémica como no hémica. La
absorcién del hierro hémico es independiente de la composicién
del resto de la dieta, mientras que ocurre lo contrario con el
hierro no hémico, que constituye el 60% del hierro en 1los
tejidos animales y casi el 100% en los alimentos vegetales, y
es absorbible en un 13-35% en comparacién al Fe hémico 20.43, En
el caso de Spirulina, Johnson y Shubert % demostraron en
experimentos con ratas que el hierro no hémico presente en su
biomasa es muy bien absorbido. Estos autores consideraron que
los productos con Spirulina son una fuente concentrada de Fe,
aun habiendo encontrado cantidades inferiores a las detectadas
en el presente trabajo. Aunque las cianobacterias no tienen
cantidades significativas de hemo, tienen un tetrapirrol
lineal relacionado llamado ficocianobilina. La ficocianobilina
forma normalmente un compuesto llamado ficocianina al estar
unida a una proteina. La ficocianobilina puede formar
complejos solubles con Fe y otros minerales bajo condiciones
que asemejan a la digestidén, que posiblemente facilitan 1la
absorcién de los mismos 29,

A su vez, la mayor parte de los lotes de los productos
"Fucus" y "Chlorella" analizados presentaron mayores
cantidades de Fe que los productos con Spirulina. Tomando la
media del contenido en Fe de los tres lotes de cada producto,
las cantidades de producto que proporcionan la dosis diaria
recomendada para el hombre (Tabla 4) son 5.9 g para "Fucus", 5
g para "Chlorella", y 21.6 g, 8.6 g y 18 g para los productos
con Spirﬁlina sp., S. platensis y S. maxima, respectivamente.
Esas cantidades se corresponden con las recomendadas por los
fabricantes en el caso de los dos primeros productos (ver
seccién II). No obstante, la presencia de cantidades variables
de Ca y P (que disminuyen la absorcién de Fe de la dieta %) en
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la misma biomésa del alga (ver Tablas 6 y 8), la forma quimica
de Fe en la misma y la composicién de otros alimentos tomados
conjuntamente con el alga pueden influir en la disponibilidad
de ese hierro.

El Zn es un elemento traza necesario para la actividad de
importantes enzimas. La ingesta minima recomendada de Zn es 5
mg/dia (Tabla 4). Las cantidades necesarias de los productos
analizados para cubrir este requerimiento son quizas
superiores al uso aconsejado a los consumidores (de 111.2 g en
el producto con Spirulina sp. a 514.5 en "Dulce"). No
obstante, su contenido en Zn puede considerarse alto si 1lo
comparamos con el contenido de otros alimentos ricos en 2n,
téles como pescado (25 mg/Kg), muslo (28 mg/Kg) y pechuga (11
mg/Kg) de pollo. El1 zinc es sin embargo mas absorbido
probablemente en los alimentos de origen animal 43,

Las deficiencias dietéticas en Cu son raras. El
requerimiento diario minimo de Cu es inferior a 1 mg. Los
productos analizados presentaron diferencias patentes en el
contenido en Cu entre si y entre los distintos lotes del mismo
producto. Algunos de ellos contuvieron cantidades equiparables
a las de alimentos ricos en Cu tales como diversos productos
secos (7.8-23.8 mg/Kg) e higado de ternera (11 mg/Kg).

El contenido en Mn de los productos analizados también
fué alto en comparacién a otros alimentos: granos y cereales
(1.17-30.76 mg/Kg) y nueces (0.38-35.09 mg/Kg). Especialmente
los productos "Fucus", "Chlorella" y 1los elaborados con
Spirulina sp. y S. maxima contuvieron cantidades que con un
consumo no demasiado alto (de 27 a 38 g/dia) cubren las
necesidades'minimas diarias de ese elemento.

Lds-reqﬁerimientos dietéticos del resto de los elementos
traza analizados (Co, Ni y Cr) son menos conocidos. E1
contenido en Co de algunos productos fué elevado en
comparacién con alimentos de origen marino, ricos en este
metal (1.56 mg/Kg). También fué superior el contenido en Cr al
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de carne y productos lacteos (0.1 mg/Kg) y legumbres, frutos Yy
cereales (0.02-0.05 mg/Kg).

IV.3.6. Niveles de metales pesados.

Es dificil encuadrar estos productos dentro de 1la
legislacién espafnola (e internacional) sobre 1limites de
metales pesados en alimentos, ya que se trata de productos de
origen vegetal pero que proceden de habitats acudticos, como
costas y lagos, donde 1la concentracién de metales pesados
tiende a ser superior a la de otros ambientes. La variacioén
encontrada entre distintas muestras dificulta ademas la
generalizacién de 1las conclusiones. Asimismo, cualquier
consideracidn sobre la posible toxicidad debida al contenido
en metales pesados de este tipo de productos tiene 1la
dificultad de que éstos no suponen normalmente una cantidad
apreciable en la dieta, por lo que es bastante improbable un
efecto tdxico debido a la ingesta de los mismos, a no ser
después de un consumo continuado de cantidades significativas.

De los metales estudiados, sélo Pb y Cd se consideran no
esenciales, siendo ademdas los mas téxicos. Los limites
marcados por la legislacidén espafiola en productos de pesca son
3 mg/Kg para Pb vy 1 mg/Kg para Cd (Tabla 4). Aunque existen
diferencias entre 1lotes, la mayor parte de 1los productos
analizados sobrepasan (en peso humedo) este limite para Pb. El
producto "Chlorella" también sobrepasa el limite recomendado
por los fabricantes japoneses para este tipo de productos. Lo
contrario pasa para los productos con Spirulina. Determinados
lotes de productos de microalgas también sobrepasan los
limites de Pb recomendados para la proteina de
microorganismos. Sin embargo, en el caso de los productos con
dosis recomendadas por los fabricantes ("Fucus", "Chlorella" y
"Spirulina" - ver seccién II), no se sobrepasa la toma semanal
tolerable de Pb (Tabla 4). Con el resto de los productos, las
cantidades necesarias para llegar al limite tolerable de toma
diaria de Pb (tomando los valores medios de Pb de los tres
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lotes) son 112 g para "Wakame", 66.6 g para "Hijiki" y 139.1 g
para "Dulce".

Algunos estos productos presentan mayor contenido en Cd
que la media de las comidas vegetales y pescado 9, aunque sélo
en los productos "Wakame" e "Hijiki" se sobrepasa el limite
establecido en Espafia para los productos de pesca (1 mg/Kg).
En estos casos, las cantidades de producto necesarias para
alcanzar el limite recomendado de ingesta diaria de Cd (66-83
pg) es 67.2-78.4 g para "Wakame" y 40-50 g para "Hijiki".

En cuanto al resto de los metales pesados analizados,
sélo el Cu tiene un standard legal en los productos de pesca
(20 mg/Kg), standard sobrepasado por algunos 1lotes de
productos con microalgas. Sin embargo, las cantidades
necesarias para aportar cantidades potencialmente téxicas son
excesivas, del orden del-kg. Lo mismo sucede al considerar el
relativo alto contenido de Mn en los productos "Fucus" y los
constituidos por microalgas. Se necesitarian cantidades muy
por encima de las recomendadas a los consumidores. Tampoco
exceden estos productos las recomendaciones de la 0.M.S. para
el resto de los metales pesados analizados.

Los posibles efectos toxicolégicos del alto contenido en
metales pesados de algunos productos con algas, especialmente
los de microalgas, han sido intensamente estudiados con
experiencias con animales 2%, En ninguna de ellas se pudo
observar una acumulacién apreciable en 1los tejidos de 1los
animales utilizados en 1los experimentos (ratas, gallinas,
carpas), ni tampoco algun retraso del crecimiento. Esto puede
explicarse por el alto contenido en P de las algas utilizadas
en los experimentos, que forma fosfatos de metales gque no
pueden ser absorbidos en el tracto gastrointestinal de 1los
animales. Bajo las condiciones alcalinas utilizadas para el
cultivo de 1las microalgas (especialmente Spirulina), y en
presencia de iones fosfatos y sulfatos, Pb Y Cd forman
compuestos ligeramente solubles que precipitan o flotan
adheridos a pequeiias particulas en el medio de cultivo. En la
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recogida de la biomasa, la mayoria de estas sales pueden ser
también recolectadas junto con el alga, y consecuentemente
permanecen en ella después del secado. Por tanto, los altos
niveles de Pb detectados en algunos de los productos
analizados en este trabajo pueden no ser téxicos, en primer
lugar, considerando un uso normal de estos productos, y en
segundo, por la forma quimica poco absorbible en la que los
metales pesados pueden estar presentes en la biomasa algal. El
producto "Fucus" quizas sea el unico que pueda escapar a estas
dos consideraciones, dado que se trata de un producto de
macroalga, donde ademas el nivel de P es inferior que en los
productos con microalgas. La distribucién de los elementos en
el producto (Fig. 5) sugiere un lavado del alga, por lo que
los elementos presentes en el alga han sido tomados debido a
su reactividad bioquimica, y probablemente pueden estar en una
forma bioldégicamente mas disponible.
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V. HIDRATOS DE CARBONO: AZUCARES NEUTROS.
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V.1l. Introduccién.

Los hidratos de carbono presentes en 1las algas se
encuentran como azicares libres, formando parte de diversas
macromoléculas (como ADN y ARN) o en forma de polisacaridos.
Estos ultimos son cuantitativamente los hidratos de carbono
mads importantes en la algas. Las diversas formas en las que se
unen hexosas (por ejemplo glucosa, galactosa y manosa),
pentosas (como xilosa y arabinosa), desoxihexosas (ramnosa y
fucosa) y dacidos urédnicos (glucurdénico, manurdnico vy
gulurdnico) permiten la elaboracién de un vasto numero de
polisacdridos con distintas estructuras y, por consiguiente,
con diferentes propiedades.

Los polisacadridos cumplen en las algas esencialmente dos
funciones: por un lado, son productos de reserva, y, por otro,
constituyen importantes estructuras de la pared celular y de
los espacios intercelulares.

V.1.1. Polisaciridos de reserva.

Los polisacdridos de reserva mas importantes en las algas
son poliglucanos, es decir, polimeros de glucosa. En ellos los
monémeros pueden estar unidos por enlaces a-1:4 o B-1:3.
Ejemplos de poliglucanos a-1:4 son el almidén de florideas,
tipico de la rodoficeas, y el glucégeno presente en las
cianobacterias. Los poliglucanos B8-1:3 pueden encontrarse, por
ejemplo, en forma de laminarano, en las feoficeas, de
paramilon, en 1las euglenoficeas, o de crisolaminarina, en
diatomeas y algunas crisoficeas %, Los distintos tipos de
poliglucanos se diferencian unos de otros en caracteristicas
tales como longitud de la cadena basica, organizacién de los
granulos que forman, susceptibilidad a enzimas hidroliticas,
etc.
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Sélo en determinados casos se encuentran en las algas
polisacdaridos de reserva distintos a los poliglucanos. Por
ejemplo, un polimero de fructosa es el material de reserva en
los 10 géneros pertenecientes al orden Dasycladales %2,
Asimismo, en Palmaria palmata el polisacarido mas abundante es
un xilano  probablemente con funciones de  material de
reserva %,

V.1.2. Polisacaridos estructurales.

Los principales constituyentes organicos de las paredes
celulares de las algas son poiisacéridos. En general, las
paredes celulares algales estan formadas por dos componentes,
uno fibrilar y el otro mucilaginoso. Este ultimo forma una
matriz paracristalina donde estd inmerso el primero,
constituido por microfibrillas que forman la parte mds inerte
Yy resistente de la pared celular. Segun los distintos grupos
de algas, los polisacaridos que forman estas estructuras
pueden ser de diversas clases %. Por un 1lado, estan los
polisacaridos neutros, como celulosas, mananos y xilanos, vy,
por otro, polisacdridos acidos, representados por polimeros de
dcidos urénicos y polisacaridos sulfatados.

En analogia a las plantas superiores, donde esta
extendida la presencia de celulosa (poliglucano B8-1:4) en el
armazén principal de 1la pared celular, en las algas las
microfibrillas de la pared celular a menudo estan constituidas
por celulosa %, También son frecuentes las paredes celulares
constituidas por polimeros de azucares distintos a la glucosa
%, Los azucares xilosa, manosa y galactosa, por ejemplo, son
capaces de formar sistemas fibrilares al polimerizarse, tal
como hacen la mayoria de las combinaciones que incluyen a 1la
glucoéa. Por ejemplo, ciertas rodoficeas y cloroficeas poseen
mananos B-1:4 en sus paredes celulares. Los xilanos son
también frecuentes en un buen numero de cloroficeas, donde
también pueden estar en combinacién con pequefias cantidades de
glucanos. Se da por otro 1lado toda una variedad de
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heteropolimeros denominados "hemicelulosas solubles en
dlcali", menos especificos desde el punto de vista taxonémico,
que pueden contener distintos aziucares, tales como glucosa,
galactosa, arabinosa, ramnosa, xilosa, etc. %.

Entre los polisacaridos estructurales de las algas de
caracter acido, se encuentran el Acido alginico, el agar y el
carragenano, todos de gran importancia econémica (ver
Introducciodén). El1 &cido alginico es el polisaciarido mas
abundante en las feoficeas, y esta constituido por los dcidos
D-manurénico y L-gulurdénico 9. El1 agar y el carragenano son
tipicos de 1las rodoficeas, siendo 1los polisacdaridos mas
abundantes en ellas. Estos son polisacaridos sulfatados
consistentes en unidades de galactosa o de moléculas de
galactosa modificadas. Estas ultimas incluyen 3,6-anhidro-L-
galactosa y 6-0-metil-D-galactosa. Las proporciones y 1la
localizacién de 1los grupos sulfatos y de las galactosas
modificadas varian en los polisacidridos de los distintos
géneros. La principal diferencia entre agar y carragenano es
que el primero contiene unidades de D- y L-galactosa, mientras
que el segundo consiste enteramente en unidades de D-
galactosa.

Las cianobacterias tienen un tipo de pared celular muy
parecido al encontrado en las bacterias gram-negatiVas, con.
una capa interna de peptidoglucano y una capa externa de
lipopolisacarido %. Los azucares glucosamina y acido murdmico
son constituyentes de la capa de peptidoglucano, habiéndose
encontrado en algunas ocasiones galactosamina y manosamina.
-Los azucares constituyentes de 1los lipopolisacdridos de 1la
capa externa incluyen azicares neutros (glucosa, galactosa,
arabinosa, xilosa, etc.), O-metil-derivados de los mismos (por
ejemplo, 2-O-metil-xilosa, 2-0-metil-manosa, 2-Q-metil-fucosa,
etc.) y d&cidos urdénicos (glucurdnico, galacturénico), ademas
de aminoazucares.



82

V.1.3. Papel de 1los hidratos de carbono en la dieta
humana.

Los distintos hidratos de carbono absorbibles que forman
parte de la biomasa algal suponen un aporte energético como
alimento. No obstante, la presencia de hidratos de carbono en
la dieta no es necesaria para el hombre, demostrandose
experimentalmente que se puede sobrevivir en estado de buena
salud durante meses con una dieta de carne y grasas %. Todas
las wunidades de azucar necesarias para la sintesis  de
importantes moléculas del cuerpo como acidos nucleicos o acido
hialurénico, o para la actividad de tejidos tan esenciales
como el nervioso o el muscular, pueden sintetizarse a partir
de precursores como aminodcidos, lactato, piruvato y glicerol.

Sin embargo, la presehcia de hidratos de carbono en 1la
dieta es de importancia dado que su metabolismo permite
desviar el contenido en proteinas de la dieta hacia el "pool"
de aminodcidos del organismo. De otra forma, las proteinas
serian utilizadas como fuente de energia, dando lugar a la
formacién de urea, cuya eliminacién se realiza a través de un
proceso costoso. A la hora de considerar la biomasa algal como
una fuente de proteina de buena calidad, especialmente la de
las microalgas, el contenido en hidratos de carbono es por
tanto relevante, ya dque contribuye al aprovechamiento
dietético adecuado de esa proteina. A

Al considerar la digestibilidad de 1los hidratos de
carbono presentes en las algas, es necesario distinguir 1las
diferentes clases dentro de ellos, ya dque unos son mas
digestibles que otros. Por 1lo tanto, un determinado
porcentaje total de hidratos de carbono no implica que todo
estd disponible como alimento. Por ejemplo, los pentosanos son
mas facilmente solubles, por lo que pueden considerarse como
mads digestibles 3. Asimismo, la presencia de polisacaridos de
dificil digestién en la pared celular puede afectar a 1la
absorcién de otros principios inmediatos contenidos en 1la
biomasa algal, como pueden ser las proteinas. En el presente
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capitulo se describe el andlisis de los azucares neutros de
los productos, con el propésito de caracterizar de forma
general esta proporcién de la biomasa algal. Aunque el método
utilizado no permite determinar acidos urdnicos, los perfiles
de azucares obtenidos pueden proporcionar una visién general
de la composicién en hidratos de carbono de los productos, que
permite discutir su contribucién al valor nutricional de los
mismos, bajo 1la perspectiva de 1los abundantes estudios
publicados sobre la composicién de los polisacaridos de 1las
algas.

V.2. Resultados.

En la Tabla 11 aparece el contenido en azicares neutros
de los productos estudiados. Con la excepcién del producto
"Dulce", el azucar mayoritario fué la glucosa. Los
cromatogramas representativos de esta fraccién se muestran en
la Figura 7. En la Figura 8 aparecen los espectros de masas
correspondientes a los acetatos de alditol de 1los azucares
identificados.

V.2.1. "Wakame',

Los azucares neutros mas abundantes en este producto
fueron glucosa, fucosa y galactosa. El bajo contenido total en
azucares neutros (9.41 g/100g) con respecto a la proporcidén de
hidratos de carbono totales (39.2 g/100g - Tabla 1) se debe a
la gran proporcion de Aacidos urénicos (30-40 g/100 g), en
forma de &cido alginico, en Undaria pinnafitida 22.

La mayor proporcién de glucosa y fucosa puede deberse a
la preséncia de celulosa y de fucanos, comunes en esta
feofita, que pueden constituir 2.5-3% y 2-3% del espordfito,
respectivamente 22, No obstante, la presencia de fucanos
también puede contribuir al contenido en otros azucares
neutros, ademas de la fucosa, tales como galactosa, manosa y



Aztcares

1.

9.
10.

Eritrosa
Ramnosa
Fucosa
Ribosa
Arabinosa
xflosa
Manosa
Galactosa

Glucosa
X

Undaria

pinnafitida

1.30
0.17
0.08
0.13
0.62
1.00
6.11

Hijikia

fusiforme

Palmaria

palmata

0.20
0.51
28.82
0.24
1.54

6.11
2.9

-n
&
C
(7]

8

0.08
2.86
0.05
0.03
0.50
0.3%
0.58
5.97

Chlorella

pyrenoidosa

0.63
0.04
.25
0.22
0.07
0.15
1.78
2.65

Spirulina
Sp.

0.28
0.33

0.43

0.24

Jabla_11. Contenido en azicares neutros de los productos estudiados (g/100 g peso seco).

Spirulina
platensis

0.05
0.57
0.10
0.57
0.05
0.20
0.26
1.11
6.94

Spirulipa

maxima

0.31
0.85
tr.
0.77
tr.
0.13
0.30
2.29
6.84

¥8
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Figura 7. Cromatogramas representativos de 1la fraccidén de
azucares neutros de los productos, analizados como acetatos de
alditol. La identificacién de los picos se refiere a la Tabla
11. A: "Wakame"; B: "Hijiki". ' '
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Figura 7 (Cont.). Cromatogramas representativos de la fraccién

de azucares neutros de los productos, analizados como acetatos

de alditol. La identificacién de los picos se refiere a la
Tabla 11. C: "Dulce"; D: "Fucus".
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Tabla 11. E: "Chlorella"; F: "Spirulina" (S. maxima).
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xilosa 9. U, pinnafitida también contiene el poliglucano

laminarano (0.6%) 7, posiblemente presente en el producto,
contribuyendo, por tanto, al contenido en glucosa en el mismo.

V.2.2. "Hijikiv.

El mayor contenido en glucosa de los productos estudiados
se didé en el producto de Hijikia fusiforme. E1l contenido total
de azucares neutros (19.46 g/100g) difiere en forma notable
del de hidratos de carbono totales (52.7 g/100g - Tabla 1),
debido probablemente a la presencia de &cidos urdnicos. Estos
se presentan en H. fusiforme en forma de &cido alginico, que
en otra ocasién 7 se ha encontrado que constituye el 20.5% del
peso seco del alga. El1 contenido en glucosa del producto
(14.69%) es extremadamente alto en comparacién al contenido en
laminarano encontrado pre&iamente en esta especie (1.0%) 7.

V.2.3. Y"Dulce'.

Este producto fué el que presentd mayor contenido en
azucares neutros. A diferencia de los demds productos, el
azucar mayoritario fué xilosa, comprendiendo el 71% del total,
seguida por glucosa y un azucar no identificado (X). Este
azucar, con una proporcién de casi el 3%, podria corresponder
probablemente a z-g-gliéerol-a-D—galacto-piranésido, también
llamado floriddsido. Este hidrato de carbono de bajo peso
molecular es un producto de reserva comun en las rodofitas. En
Palmaria palmata suele constituir menos de un 10% en peso
seco, aunque puede llegar hasta un 25% 19,

V.2.4. "Fucus",

Glucosa y fucosa fueron los azucares mds abundantes en
este producto. En la informacién que se proveia al consumidor
se indicaba la presencia de almidén, por lo que al menos una
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parte de la glucosa detectada (5.97 g/100g) corresponde a ese
aditivo. Las especies de este género pueden contener también
cierta proporcién de laminarano (0.7-10.2%) 2425,9,9, E1 acido
alginico también se presenta en las especies de Fucus, en
donde puede constituir de un 2.6 a un 29.4% 2.,25,98-100,

El contenido en fucosa de este producto fué el mayor de
los estudiados. Las fucaceas contienen una alta proporcién de
un polisacarido sulfatado, que puede suponer hasta un 20% del
peso seco 7. Este polisacdrido, denominado fucano, es un
polimero heterogéneo, que en Fucus vesiculosus y otras algas
marrones estd constituido por unidades de L-fucosa-4-sulfato,
unidas por enlaces 1:2, y en algunas ocasiones por enlaces 1:3
Yy 1:4, ademdas de pequefias proporciones de otros azucares
neutros (como galactosa y xilosa) y de &cidos urédnicos 7. La
presencia de este polisacdrido en el producto puede explicar
su alto contenido en fucosa.

V.2.5. "Chlorellat,

Los azucares mayoritarios en este producto fueron glucosa
Y galactosa. Estos azucares forman una dgran parte de 1los
polisacaridos hemicelulésicos descritos en Chlorella
pyrenoidosa 191, Esta especie contiene tres tipos principales
de polisacaridos: hemicelulosa A, hemicelulosa B y almidén, en
proporcidén 9:2:1, respectivamente. Las hemicelulosas contienen
distintas proporciones de galactosa, glucosa, manosa,
arabinosa, xilosa y ramnosa. La hemicelulosa A tiene galactosa
como azicar mas abundante (33.9%), mientras que 1la
hemicelulosa B tiene mayor proporcién de glucosa (33.7%) y un
azucar no identificado (27%). El1 almidén de C. pyrenoidosa
esta constituido por amilosa y amilopectina, en analogia al
almidén de las plantas superiores 1., Por tanto, el perfil de
azucares obtenido para este producto se corresponde con los
resultados publicados para la composicién de polisacaridos de
esta especie.
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V.2.6. "Spirulinavw,

Los tres productos elaborados con Spirulina presentaron
patrones similares en la composicién de azicares neutros,
siendo} en todos ellos glucosa y galactosa los azicares
mayoritarios. La proporcién de glucosa de los productos es
similar a la publicada por Shekharam et al. 1'% para §.
platensis (8.05%). En cambio, el contenido en ramnosa es
inferior (3.30%), Yy superior el de galactosa (0.38%).
Asimismo, el contenido en ramnosa publicado para S. maxima
(9%) 7 es muy superior al observado en estos productos.

V.3. Discusién.

Los productos analiz;dos presentaron en general un perfil
de azuicares neutros en concordancia con los resultados
publicados en la literatura para la composicién de hidratos de
carbono en las especies correspondientes. '

El alto contenido en xilosa del producte "Dulce" se
corresponde con lo observado en la literatura en Palmaria
palmata. En esta especie el principal polisacdrido es un
xilano compuesto por unidades de D-xilosa unidas por enlaces
B-1:3 y B-1:4, y carentes de grupos ésteres sulfato o
metoxilo 9, Esto es una excepcién en las rodoficeas, donde los
polisacdridos mas abundantes suelen ser poligalactanos
sulfatados como agar y carragenano. El1 xilano presente en P,
palmata es ademas diferente al de las plantas terrestres, que
tiene enlaces B-1:4 exclusivamente, y al de las algas verdes,
que posee sélo enlaces B-1:3.

La alta proporcién de glucosa de "Dulce" (6.11 g/100 g)
puede deberse al polisacdrido de reserva llamado almidén de
florideas, tipico de la rodoficeas, y constituido por cadenas
de unidades de glucosa unidas por enlaces a-1l:4 y a-1l:6, Y
ocas@onalmente por enlaces a-1:3. Este polisacdrido se ha
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descrito previamente en P, palmata ', aunque por otra parte
Percival % ha sefialado la falta de evidencias para poder
afirmar su presencia en esta especie. P. Dpalmata también
sintetiza pequefias cantidades de una celulosa modificada, con
iguales cantidades de xilosa y glucosa unidas por enlaces
B-1:4. Este polisacdarido no constituye mas de 3.5% en peso
seco U, por lo que no puede ser exclusivamente la fuente de
glucosa en el producto analizado. No se han descrito en esta
especie otros polisacadridos con glucosa, por lo que parece
probable la presencia de almidén de florideas en el producto.

La alta proporcién de pentosanos, facilmente absorbibles,
Yy de almidén en "Dulce" sugieren que el contenido en hidratos
de carbono de este producto puede ser en gran parte absorbido
por el organismo. Ya en 1914 se tuvieron datos de 1la
utilizacién en un 100%, medida como desaparicién en el tracto
digestivo, de los polisaca}idos de P. palmata por el hombré, a
diferencia de otras algas, como Gracilaria coronopifolia
(30%), Hypnea nidifica (10%) y Ahnfeltia concinna (60%) 3. En
efecto, la ptialina, la diastasa y otros enzimas digestivos
puede hidrolizar los enlaces que unen las unidades de
a-glucosa del almidén de florideas y del floridésido 103,
Asimismo, los enlaces B-1:3 y B~1:4 del xilano de P. palmata,
resistentes a los enzimas digestivos del hombre, pueden ser
degradados por los microorganismos de su tracto digestivo,
aunque se desconoce hasta qué punto este material hidrolizado
supone una fuente efectiva de hidratos de carbono
absorbibles 10,

Unos de los principales problemas que plantea el uso de
las algas como alimento es la dificil digestibilidad de los
polisacdridos de sus paredes celulares. Este hecho dificulta
la utilizacién de 1las proteinas, factor especialmente
importante en el caso de las microalgas. La absorcién de los
polisaciaridos puede aumentar después de un periodo de
acondicionamiento al consumo de algas, tal y como pasa en
experimentos con animales 3. No obstante, en determinados
casos es necesario un tratamiento de la biomasa para aumentar
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su digestibilidad. De 1los distintos métodos de procesamiento
estudiados, el tratamiento en tambor de secado parece ser el
mas efectivo con las microalgas 104,

Dada la distinta naturaleza de 1la pared celular de
Spirulina, su biomasa es en este sentido mas facilmente
accesible para el organismo. Se ha aislado un glucano de la
pared celular de S. platensis, que constituye el 1% de 1la
biomasa, constituido por wunidades de glucosa unidas por
enlaces B8-1:2 95, Aunque los enzimas digestivos del hombre no
son capaces de degradar este tipo de enlaces, 1la baja
proporcién de este polisacarido en la biomasa algal total no
hace suponer que constituya un problema con respecto a su
digestibilidad. Segun Quillet 1'%, el principal polisacarido de
S. platensis es un ramnano, que constituye. el 10% de su
biomasa. No obstante, Shekharam et al. 12 observaron que la
ramnosa sdélo comprendia un 22.3% de los aziucares totales,
aunque era el segundo azucar mas abundante, después de la
glucosa. La presencia de este polisacdrido no ha sido
confirmada posteriormente por Casu et al. 17, quienes
estudiaron los polisacdridos de reserva en esta especie, Yy
aislaron y  <caracterizaron un glucano con todas 1las
caracteristicas del glucégeno. Este polisacarido era el
principal constituyente de 1los hidratos de —carbono y
constituia mads del 15% de 1la biomasa. Estos autores
atribuyeron la discrepancia con los resultados de Quillet al
uso de una estirpe diferente en 1los experimentos. Los
resultados de Santillan 7' para S. maxima también son

contradictorios, dado el alto valor para la ramnosa (9%) y el
bajo contenido en glucégeno (0.5%). No obstante, el glucdgeno
es un material de reserva comin en cianbbacterias, siendo
sintetizado en los periodos de 1luz y usado como fuente de
carbono y energia en la oscuridad 1'%, Ademas, no ha sido
descrito en cianobacterias ningin polisacarido de reserva
distinto al glucdgeno. Nuestros resultados muestran la
predominancia de glucosa en el contenido de aziucares totales, .
en concordancia a lo publicado por Casu et al. 107, La
predominancia en Spirulina de un polisacdrido facilmente
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degradable en el tracto digestivo humano indica que, en este
sentido, la biomasa es bastante accesible al organismo.
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VI. LIPIDOS: ACIDOS GRASOS E HIDROCARBUROS ALIFATICOS.
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VI.1l, Introduccidn.,

Los lipidos de 1las algas son tipicamente ésteres de
glicerol y de Acidos grasos de 12 a 24 atomos de carbono %9,
La composicién relativa de 4cidos grasos varia segun 1los
distintos grupos de algas 01, En general, las cloroficeas
presentan elevadas concentraciones de los acidos grasos de 18
atomos de carbono, las feoficeas de 16, 18 y 20, las
rodoficeas de 20, y las cianobacterias de 16 y 18. Las
cianobacterias filamentosas tienden a contener gran cantidad
de d&cidos poliinsaturados (35 a 60% del total), a diferencia
de las unicelulares, gque carecen practicamente de ellos. Los
dcidos poliinsaturados de 20 carbonos son frecuentes en
feoficeas y rodoficeas, y los de 18 carbonos en cloroficeas.

Aunque la fuente ultima de carbono para la sintesis de
dcidos grasos es el didéxido de <carbono fijado en 1la
fotosintesis, se considera al acetil-CoA como inmediato
precursor, a partir del cual se forman los 4&cidos grasos
saturados 'V, La mayoria de 1los 4&cidos insaturados se
sintetizan en las algas mediante sucesivas desaturaciones de
dcidos andlogos mas saturados (Fig. 9) '8 ., Por ejemplo, el
dcido [-linolénico (18:3-6,9,12) se sintetiza a partir del
acido linoleico (18:2-9,12), y es a su vez precursor del “acido
araquiddénico (20:4~5,8,11,14) (Figuran entre paréntesis, por
este orden: numero de Aatomos de carbono, numero de dobles
enlaces, y posicidén de dobles enlaces).

1832 20:3 . 2034
(6,9,12) (8,11,14) (5,8,11,14)

d

16:0 ~18:0 *18:1 »18:2
1 - ' \\\\\\s 18:3
16:1 (9,12,15)

(9)

Eigura 9. Ruta de sintesis de los 4cidos grasos en algas V8,
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Diversos factores ambientales pueden afectar 1las
proporciones relativas de &acidos grasos, asi como la cantidad
total. Por ejemplo, la escasez de nitrégeno en el medio
influye en la composicién de acidos grasos ‘en
cloroficeas 9121 euglenoficeas 122, feoficeas 1,13 y
rodoficeas 13,12, jnduciendo un aumento en la produccidén de
lipidos y una disminucién en la proporcién relativa de acidos
grasos insaturados. En cambio, no parece tener ningun efecto
en cianobacterias, quizas debido a su condicién de  proca-
riotas 19185, La 1luz '2,12%6-128 y 1a temperatura 2913 son otros
factores ambientales que influyen en la composicion de acidos
grasos en las algas, favoreciendo en general la sintesis de
acidos gfasos poliinsaturados el aumento de luz y las bajas
temperaturas. Por lo tanto, el grado de insaturacién de los
dcidos grasos no es constante, sino que depende de las
condiciones externas. Los cambios fisicoquimicos que se dan en
cultivos estancos a lo largo del tiempo pueden inducir en las
algas la acumulacidén de lipidos y/o el cambio de la proporcién
relativa de Acidos grasos 119,125,133,134,

Aungque los &acidos grasos poliinsaturados de 20 atomos de
carbono son componentes principales de las membranas de las
macroalgas, su biosintesis ha sido escasamente estudiada 7.
En Enteromorpha linza la temperatura éptima para la sintesis
de acidos grasos poliinsaturados es 15°C, mientras que ésta se
inhibe a 10°C y a 20°C ', En poblaciones naturales de
Phycodrys sinuosa, del Mar B&altico, la proporcién de acidos
poliinsaturados de 20 atomos de carbono varia a 1lo largo'del
afo, correspondiéndose con cambios en la temperatura Yy
concentracién de nutrientes de las aguas 1%,

Dentro de los acidos grasos de las algas, quizads los mas
importantes desde el punto de vista nutricional sean 1los
dcidos grasos insaturados, y dentro de ellos los acidos grasos
esenciales (AGE). Los AGE no son sintetizados por animales,
por lo que deben estar presentes en su dieta. En el hombre,
los AGE son &cido linoleico (18:2), acidof-linolénico (18:3-~
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6,9,12), 4&cido dihomo-)-linolénico (20:3-8,11,14), y 4&cido
araquidénico (20:4-5,8,11,14) b, Los dcidos grasos
poliinsaturados a-linolénico (18:3-3,6,9), octadeca~-
tetraenoico (18:4-3,6,9,12) vy eicosapentaenoico (20:5-
5,8,11,14,17) tienen ciertos efectos farmacoldgicos y son
considerados hoy también esenciales en la dieta %/,1%5, El1 acido
linoleico es el 4&acido graso esencial mas abundante en los
mamiferos, y también se encuentra en gran proporcién en las
plantas 3%, mientras que el &cido a-linolénico es el mas
abundante en las plantas superiores, pudiendo 1llegar a
constituir hasta un 65% de los d&cidos grasos totales de la
hoja "7. El resto, sin embargo, ocurre raramente en animales o
vegetales.

Los AGE se han relacionado en el hombre con dos
importantes funciones fisiolégicas. ©Por un lado, son
precursores de las prostaéiandinas, derivados oxigenados de 20
dtomos de carbono con un anillo ciclopentano %7, 1las
prostaglandinas poseen una gran variedad de importantes
actividades biolégicas de naturaleza hormonal o reguladora.
Estas incluyen, entre otras, vasoconstriccién, vasodilatacidn,
disminucidén de la secrecién gastrica de acido, influencia en
el ciclo reproductivo femenino y modificacién de 1las
respuestas hipofisarias a las hormonas hipotalamicas 8!, Por
otro lado, los AGE disminuyen los niveles de lipidos en plasma
(colesterol y triglicéricos). La hiperlipidemia se relaciona
frecuentemente con el desarrollo de la arterioesclerosis y la
enfermedad coronaria del corazdn. Este efecto es
particularmente patente con el acido f-linolénico, 170 veces
mids efectivo que el linoleico en bajar el nivel de colesterol
en plasma 138,

La presencia, por tanto, de AGE en los lipidos de las
algas contribuye a su valor alimenticio. En algunos casos, se
han descrito niveles elevados de AGE en algas. El
dcido [-linolénico se halla en importante proporcién en
Ochromonas danica 39, Microcystis aeruginosa "? (aunque su
uso como alimento sea cuestionable, ya que es téxica) y en
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especies del género Spirulina 19,13,%0, E1 alga roja
Porphyridium cruentum es la fuente natural mds rica en acido
araquidénico, conteniendo hasta un 35% del total de acidos

grasos si es cultivada a 25 °C, lo que constituye de 4 al 9%
de su peso seco 139,141,142 Tncluso las prostaglandinas PGE; y

PGF2 se han aislado de 1la macroalga roja Gracilaria

lichenojdes 145. También las macroalgas rojas Schizymenia dubyi
y Chondrus crispus tienen altos porcentajes de los Aacidos
araquidénico y eicosapentaenoico 1%, cChlorella minutissima
puede contener hasta 2.6 % en ©peso seco de acido
eicosapentaenoico %4, Monodus subterraneous hasta un 11% 39, y
Porphyra yezoensis un 1.6% 15, Incluso el producto japonés
"hoshinori", elaborado a partir de este ultimo alga, se ha
considerado una buena fuente de acido eicosapentaenoico 146,

La produccién de AGE por microalgas se ha considerado una
de las aplicaciones comerciales con mas futuro dentro de 1la
biotecnologia de estos organismos 147. Gran parte de los AGE de
origen marino, contenidos en carnes y aceites de pescado, son
sintetizados en niveles inferiores de 1la cadena tréfica,
principalmente el fitoplancton. Sin embargo, todavia existe
una gran desventaja en los costosos procesos de produccidén de
microalgas con respecto a los procesos que utilizan el pescado
como fuente para la produccién de aceites ricos en estos AGE.
Incluso la utilizacién de procesos de cultivo en
fermentadores, aun aumentando la productividad de biomasa;
tiene, como se verd mas adelante, la desventaja de la posible
desapariciéon de determinados acidos grasos debida a 1las
condiciones de cultivo heterotréficas.

Mientras que existe una abundante bibliografia sobre
dcidos grasos, la informacién sobre hidrocarburos de algas es
escasa. Ello se debe a su caracter minoritario dentro de la
fraccién lipidica. Parte de los estudios sobre hidrocarburos
de algas se han realizado en el campo de 1la Geoquimica
Organica, principalmente como aportes a los sedimentos de
ecosistemas acudticos 8,19, por otra parte, el estudio de la
fraccién insaponificable tiene especial interés debido a las
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implicaciones de sus componentes = con problemas
quimiotaxondémicos, evolutivos y citoldégicos 130, Ademas, el uso
de la biomasa algal como fuente de alimentos requiere un
profundo conocimiento de todos y cada uno de sus componentes.

En las macroalgas verdes, marrones y rojas el contenido
de hidrocarburos oscila entre 0.001 y 0.48% 1%, Dentro de las
microalgas, las cloroficeas pueden tener de 0.03 a 1%, y las
cianobacterias, entre 0.05 y 0.6% ', Las feoficeas suelen
presentar n-pentadecano como hidrocarburo mayoritario, y 1las
rodoficeas, cloroficeas y cianobacterias, n-heptadecano 12151,

VI.2. Resultados.

La composicién de “acidos grasos de los productos
estudiados aparece en las Tablas 12 y 13. En la Figura 10 se
muestran cromatogramas tipicos de la fraccién de acidos grasos
de los productos. Ejemplos de espectros de masas de los acidos
grasos analizados aparecen en 1la Figura 11. Los productos
elaborados a partir de microalgas contuvieron una mayor
proporcién de &acidos grasos que los elaborados a partir de
macroalgas. Las macroalgas presentaron un patrén mds complejo
de &cidos grasos que las microalgas, en donde la mayor parte
estuvo constituida por acidos de 16 y 18 atomos de carbono. La
relacidén acidos grasos poliinsaturados/acidos grasos saturados
(PIN/SAT) y el contenido absoluto en acidos grasos
poliinsaturados de los productos aparecen representados en las
Figuras 12a y 12b, respectivamente.

Los valores obtenidos para hidrocarburos en los productos
estudiados son similares a los de la literatura (Tabla 14). En
la Figura 13 aparecen cromatogramas representativos de esta
fraccion. En la Figura 14 se muestran ejemplos de espectros de
masas de hidrocarburos. Los productos elaborados a partir de
macroalgas presentaron en general un patrén mas complejo de
hidrocarburos que los elaborados a partir de microalgas. Los
primeros contuvieron en general mayor proporcién de
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Tabls 12.- Composicién de &cidos grasos en los productos elaborados a base de macroalgas, junto a ejemplos de anélisis encontrados en s

Literatura. Los valores reflejon porcentajes de écidos grasos totales obtenidos a partir del anélisis crometogréfico.

Undaria
Ac. grasos n?  pinnafitide

12:0 1 2.5
14:0 2 3.4
14:1 -
15:0 3 0.4
16:4 -
16:3 .
16:2 4 -
16:1 H 1.0
16:0 (] 25.5
18:4 .
18:3 7 -
18:2 8 18.4
18:1 9 22.7
18:0 10 2.7
19:0 1 .
20:5 -
20:4 12¢ 18.4¢
20:2 13 0.5
20:1 1% -
20:0 15 0.8
22:1 16 -
22:0 17 .
2430 18 .
pinssatt 1.1
Total? 0.3

% Numeros de identificacion correspondientes a los cromstogrames (Figura 10).

b pohl et al, 132

€ Takagi et al, 153

9 jamieson y Refd 14
€ Suma de 20:3 y 20:4,

f Relacidn écidos grasos polfinsaturados/écidos grasos saturados.

$ En 9/100g peso seco.

h Referido s peso humedo.

L™ determinado.

Hijikia
fusiforme

0.7
3.7

0.4

4.3
31.0

26.8
0.8

14.1¢
5.6
2.8
3.
4.2
0.7
0.5
0.4

Palmaria

palmats

5.1
19.3

0.8 -

3.7
0.4

0.2

0.6
1.1
0.0
0.3

13.5

1.0
23.1

48.5
2.0
1.0

4.9
3.9
1.0
0.4

0.2
1.2

0.6
7.2
0.9

0.4
7.8
27.9
6.9
7.2
9.2
15.8
1.8
0.2
3.4

8.6

1.8
0.3

0.9
2.4

Hijikia
Fusiforme®

0.1
5.2

0.5

0.5
5.8
38.0
4.8
9.7
4.6
7.5
0.9

6.1

12.1

0.8
01"

Fucus
vesiculosus®

0.1
8.8

0.1
0.7
0.3
0.3
1.2
1.2
7.8
3.3
9.1
171

0.9

0.5
0.1
2.6
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Jobls 13 . Composicion de écidos grasos en los productos elaborados s pértir de microaiges, junto a ejemplos de onélisis tomedos de Lo

Literaturs. Los valores refiejan porcentajes de scidos grasos totales obtenides o pertir del andlisis crometogréfico.

Chiorelly
Ac. grasos m? ovrenoidoss

14:0 2 .
15:0 3 .
16:2 L} .
16:1 H 18.7
16:0 6 2.1
18:3 7 .
18:2 8 16.1
18:1 9 2.3
18:0 10 $.6
PIN/SATY on
Total® 1.8

® Nimeros de identificacién correspondientes » los crometogrames (Figurs 10).

b schrefder ot o, 1%
€ materassi ot at.'5%

9 Relacién écidos grasos poliineaturacos/écidos grescs seturados.

¢ €n 971009 peso seco.

1 No determinado.

selcyling seicyling seirylig  Shierells selculing

0 elagensis paxine eurenoigoss® mexine®
. . . 1.6 tr.
. . . 5.8 tr.
7.0 1.0 9.3 2.0 3.6
$6.2 nl T X 9.1 AN 68.1
10.3 5.9 15.8 2.4 6.6
.7 12.6 a7 18.2 6.3
tr. tr. tr, 6.7 1.y
2.6 2.3 1.0 . tr.

0.48 0.5 0.75 2.20 0.19
1.9 1.3 1.6 wo! w!

seiryting
platensis®

0.4
0.4
3.4
51.7
19.3
2.2
0.8
tr.
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Figura 10. Cromatogramas representativos de la fraccién de

dcidos grasos de los productos, analizados en forma de ésteres
metilicos. La identificacién de los picos se refiere a 1las
Tablas 12 y 13. A: "Wakame"; B: "Hijiki". -
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Figura 10 _(Cont.). Cromatogramas representativos de 1la

fraccién de 4&cidos grasos de los productos, analizados en
forma de ésteres metilicos. La identificacién de los picos se
refiere a las Tablas 12 y 13. C: "Dulce"; D: "Fucus".
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Figura 10 (Cont.). Cromatogramas representativos de 1la

fracciéon de 4&cidos grasos de los productos, analizados en
forma de ésteres metilicos. La identificacién de los picos se
refiere a las Tablas 12 y 13. E: "Chlorella"; F:

"Spirulina"
(Spirulina sp.).
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Figura 10 (Cont.). Cromatogramas representativos de 1la
fraccién de &cidos grasos de los productos, analizados en
forma de ésteres metilicos. La identificacién de los picos
se refiere a 1las Tablas 12 y 13. G: '"Spirulina" «(S.
platensis):; H: "Spirulina" (S. maxima).
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Figura 11. Espectros de masas de los ésteres metilicos de
algunos de los A&cidos grasos identificados. La numeracidén se
refiere a las Tablas 12 y 13. 2: Acido miristico (14:0); 3:
Acido pentadecanoico (15:0).
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Acido palmitoleico (16:1).
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Figura 11 (Cont.). Espectros de masas de los ésteres metilicos

de algunos de los &acidos grasos identificados.

se refiere a las Tablas 12 y 13, 13:

(20:2); 17: Acido behénico (22:0).

La numeraciodn
Acido eicosadienoico
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Wakame Hijiki Dulce Fucus Chlor. Spi.sp. S.plat. S.max.
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Figura 12. Relacidn PIN/SAT (Figura 12a) -véase texto- vy
contenido absoluto en &cidos grasos poliinsaturados (Figura

12b) de los productos analizados.



Iabla 14. Composicién de hidrocarburos en los productos estudiados. Los valores reflejan porcentajes de hidrocarburos totales obtenidos a partir del andlisis cromatografico.

Undaria - Hijikia Palmaria Fucus Chlorella Spirulina Spirulina Spirulina
Hidr. nt?  pinnafitida fusiforme palmata sp. pyrenoidosa Ssp. platensis maxima

14 1 - - - - . 0.3 tr. tr.

15 2 0.8 - - - 5.0 2.7 2.1 1.4
16 3 - - - - 0.7 3.5 3.0 2.5

17:1 4 - - - - 32.9 0.5 0.5 0.3

17 5 0.9 - 86.8 tr. 58.4 92.4 | 92.3 95.4

18 6 0.8 - - - - - 0.6 0.3

19 7 24.7 - . 0.3 - - , - 0.5 0.2

20 8 0.5 0.6 0.3 - - ' - 0.4 -

21 9 - 2.3 - 0.3 - - - 0.4 -

22 10 2.1 3.2 0.5 - - - 0.3 -

23 11 0.7 1.6 - - - - - -

24 12 2.2 3.3 0.1 0.7 - t. - -

25 13 1.4 4.8 0.1 6.0 - - - -

26 14 1.5 6.7 0.3 3.2 - - - -

27715 2.7 7.8 0.3 1.1 - - - -

28 16 1.9 4.9 0.1 1.5 - - - -

29 17 3.1 6.5 0.4 32.3 - - - -

30 18 2.4 2.9 - 17.1 - - - -

3 19 3.0 2.8 - - - - - -

Totalb 0.0022 0.0006 - 0.0021 0.0004 0.0277 0.2333 0.0280 0.0773

8TT

8 Nameros de identificacién correspondientes a los cromatogramas (Figura 13).
b gn g9/100g peso seco.
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Figqura 13. Cromatogramas representativos de la fraccién de
hidrocarburos de varios de 1los productos analizados. La
identificacién de los picos se refiere a la Tabla 14. A:
"Fucus"; B: "Chlorella"; C: "Spirulina" (S. maxima).
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hidrocarburos con un mayor numero de carbonos, mientras que en
los productos a base de microalgas predominaron los
hidrocarburos con longitud de cadena entre 15 y 18 &tomos de
carbono. En los preparados a partir de macroalgas el
porcentaje minimo de hidrocarburos identificados fué 47.4%
(Hijikia fusiforme). En cambio, practicamente el 100% de los
hidrocarburos fueron identificados en los productos con
microalgas. ’

VIi.2.1l. ""Wakame?',.

Los distintos andlisis de los acidos grasos de Undaria
pinnafitida en la literatura muestran una notable
variacién 112,113,153, Incluso la composicién de acidos grasos del
alga puede variar del cuerpo del alga al esporéfilo, lo que
refleja diferentes procesos bioquimicos y fisiolégicos 3, La
composicién de A4cidos grasos encontrada en el producto es
similar a la publicada por Pohl et al. 2 (Tabla 12). Las
diferencias estriban principalmente en 1los &cidos grasos
poliinsaturados de 18 y 20 Atomos de carbono. La proporcién de
dcidos insaturados del producto (61%) es también muy similar a
la publicada por Druehl para Undaria sp. (68%) 8. En cambio,
es muy diferente a la composicién encontrada por Sato 3,
donde el &cido 16:0 supone una mayor proporcién (49.6-60%), y
los acidos poliinsaturados de 20 &tomos de carbono son menos
abundantes (3.5-10.5%). Tampoco se encontré la alta proporcién
(49.3-53.9%) de 4acidos poliinsaturados de 18 carbonos
detectada por otros autores 112,153,

Dentro de la fraccion de hidrocarburos del producto, dque
constituia una parte minoritaria de los lipidos, se encontré
como mayoritario n-nonadecano, presentandose cierta cantidad
de hidrocarburos de cadena larga (hasta 31 carbonos).
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VI.2.2. “Hijiki".

El contenido de &cidos grasos encontrado en el producto a
base de Hijikia fusiforme, que supone un 57.1% de los lipidos
totales, es muy similar al encontrado por otros autores
(64.1%) 13, E1 patrén de acidos grasos esta formado
principalmente por 4acidos de 14, 16, 18 y 20 4atomos de
carbono, como se muestra en el cromatograma de la Figura 10.
La composicién porcentual se asemeja, en lineas generales, a
andlisis anteriores (Tabla 12). La proporcién del 4&cido 18:1
(26.8%) es sin embargo superior a la encontrada por otros
autores (6.9-7.5%) 12,153, Asimismo, no se detectaron
cantidades apreciables de los &cidos poliinsaturados de 18
atomos de carbono, que en otros casos constituyen el 19.1-
29.2% de los 4&cidos grasos. La proporcién de Aacidos
poliinsaturados de 20 Atomos de carbono (19.7%) si se
encuentra dentro del intervalo observado en otros analisis de
H. fusiforme (18.2-28.2%). Esta alta proporcién es tipica de
las algas feoficeas 12,

En la fraccién de hidrocarburos fueron identificados, al
igual que en los otros productos con macroalgas, hidrocarburos
de cadena larga de hasta 31 carbonos, teniendo cierta
predominancia los hidrocarburos de 24 a 28 &tomos de carbono.

VIi.2.3. "Dulce",

En el producto con Palmaria palmata la composicién de
dcidos grasos observada presenta una gran diferencia con 1la
obtenida en algas recogidas directamente de la naturaleza. El
dcido 16:0 constituye un 65.8% de los acidos grasos, frente a
. valores inferiores publicados anteriormente (19-25%) 10, En
cambio, la proporcién de 14:0, 19.3%, es similar (8.9-11.9%).
El aumento de la proporcién de 16:0 parece ser a costa de la
desaparicién de los 4cidos grasos insaturados (0.7%), gque
suelen constitﬁir un 58-75% del total de &acidos grasos en P.
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palmata. Los &cidos poliinsaturados de 20 &tomos de carbono,
que suelen suponer de 11 a 45.5% del total ', estan totalmente
ausentes en el producto analizado.

El contenido en hidrocarburos en P. palmata suele ser
0.003-0.02% ', En los distintos analisis n-heptadecano es el
hidrocarburo mayoritario, mientras dque el resto esta
principalmente constituido por n-pentadecano 1,156,157, Nuestros
resultados con este alga coinciden basicamente con los de la
literatura, aunque difieren en que no se detecté n-
pentadecano, y si los hidrocarburos con mayor nuimero de atomos
de carbono (19 a 29), presentes en cantidades pequefias.

Vi.2.4. YFucus",

El producto elaborado a base de algas del género Fucus

presenta un patrén de 4cidos grasos similar a los otros
productos con macroalgas, con acidos de 14, 16, 18 y 20 atomos
de carbono. E1l contenido relativo de acidos grasos insaturados
es inferior al publicado para distintas especies de
Fucus 14,12, Las proporciones de los 4&cidos grasos
mayoritarios, 16:0, 18:1 y 14:0, son en cambio mas altas
(Tabla 12).

En las distintas especies de Fucus el contenido en &cidos
poliinsaturados de 20 &tomos de carbono oscila entre 17 Yy
38% 4,12, 10s valores obtenidos para el producto son, por
tanto, ligeramente inferiores a lo publicado. En cambio, no se
detectaron los acidos poliinsaturados de 18 atomos de carbono,
que suelen constituir del 16 al 29.5% de los acidos grasos en

las especies de Fucus.

Este producto fué el que presenté menor proporcién de
hidrocarburos de los productos estudiados, y no se detectaron
hidrocarburos con un numero de atomos de carbono inferior a
24. El hidrocarburo mayoritario fué n-nonacosano.
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VI.2.5. "Chlorella",

En el producto con Chlorella pyrenoidosa hay una alta
proporcién del acido esencial 18:2, aunque no aparece el acido

18:3, muy comin en los anadlisis de Chlorella (Tabla 13). C.
pyrenoidosa cultivada en el 1laboratorio suele contener una
proporcién de 16:0 ligeramente inferior (7.9-21.4%) a la del
producto analizado (25.1%), y una mayor proporcién de acidos
grasos insaturados (68.6-88.1%) 154.138,15%9 (frente a 60.1% del
producto). C. vulgaris cultivada heterotréficamente en una
planta piloto contiene un 20.4% de 16:0 y un 49.2% de acidos
insaturados, apareciendo en alta proporcién el 4&cido 20:3
(20.8%) ', Las especies Chlorella minutissima % y Chlorella
kessleri ! también presentaron acidos de mas de 18 atomos de
carbono, que estaban ausentes en el producto analizado.

Los valores obtenidos para el preparado de C. pyrenoidosa
se encuentran dentro de lo esperado, dada la variabilidad que
las condiciones ambientales introducen en la composicién de
adcidos grasos de Chlorella. Por ejemplo, cuando C. vulgaris es
cultivada en el laboratorio en un medio con baja concentracién
de nitrégeno, el alga produce principalmente 16:0 (18.9%) y
18:1 (50.8%), y proporciones menores de acidos poliinsaturados
(26.5%) 9. A altas concentraciones de nitrégeno, la cantidad
de 18:1 es mucho menor (12.7%), mientras dque aumenta la
proporcién de &acidos poliinsaturados (61.0%) y ligeramente la
de 16:0 (22.6%). La evolucién de la composicién de &acidos
grasos a lo 1largo del tiempo en un cultivo estanco es
consistente con estos resultados, debido a la desaparicidén del
nitrégeno en el medio ¥, La luz estimula la sintesis de
dcidos grasos poliinsaturados en C. vulgaris %26, al igual que
la composicién de &cidos grasos de C. fusca también varia
seguin sea cultivada de forma autétrofa o heterdtrofa 162,

El contenido en hidrocarburos asi como los porcentajes
relativos de los distintos hidrocarburos en Chlorella también
presentan una gran variacidén en los distintos andlisis de la
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literatura. En el preparado de C. pyrenoidosa el contenido en
hidrocarburos es muy similar al que presenta Chlorella sp.
cultivada en condiciones heterétrofas (0.01-0.02%), frente a
contenidos inferiores en C. kessleri (0.002%) y Chlorella sp.
(0.001%) cuando se ~cultivan autotréficamente 18, Los
hidrocarburos mayoritarios de Chlorella suelen ser n-
heptadecano y n-heptadeceno 148150, aunque también se ha
descrito alta proporcién de n-hexadeceno, n-hexadecano vy
ciertas proporciones de hidrocarburos con mds de 18 atomos de
carbono, segun la estirpe y condiciones de cultivo 13,1%, 6 Enp
el ©preparado analizado, ademas de los hidrocarburos
mayoritarios n-heptadecano y n-heptadeceno, se detectd una
proporcién apreciable de n-pentadecano.

VIi.2.6. "Spirulina". -

El analisis de los acidos grasos de los tres preparados
de Spirulina dié en lineas generales resultados similares. Los
tres presentaron como acido graso mayoritario el 16:0, y en
cierta proporcién el 18:2 y el 18:3, &acidos grasos esenciales.
El preparado mas rico en acidos grasos esenciales fué el de S.
maxima (Figura 15).

La 1literatura sobre 1la composicién 1lipidica vy, en
concreto, de acidos grasos en Spirulina es
abundante 71,116,119,140,154,165, Exjiste una gran diversidad en 1la
distribucidén de los acidos grasos de las distintas especieé Y
estirpes, tal como constataron Cohen et al.'¥ al estudiar 19
estirpes distintas de Spirulina bajo las mismas condiciones de
cultivo en el laboratorio. La composicién incluso varia dentro
de una misma estirpe  al variar la temperatura de
cultivo 129133, Esta vafiabilidad produce, por ejemplo, que la
prdpoi'cién de 16:0 oscile entre 26 y 70% en los distintos
andlisis. La proporcidén de acidos grasos insaturados también
varia considerablemente. Esta variacién ocurre tanto entre
los distintos estudios de laboratorio como con andlisis del
alga cultivada a gran escala. Por ejemplo Durand-Chastel
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Figura 15. Perfil de &acidos grasos para los tres productos
diferentes de "Spirulina" analizados.
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encontré en S. maxima, cultivada en el lago Texcoco en Méjico,
una variacién de 4.9-5.7% en contenido de acidos grasos, y una
variacion en el porcentaje relativo de 16:0 de 33.7-36.8%, y
en el A&acidos grasos insaturados de 51.1-59.3%. Sin embargo,
Hudson y Caris 16 habian encontrado en la mnisma especie
cultivada igualmente en Texcoco un 63% de 16:0 en los Aacidos
grasos constituyentes de los lipidos polares (que suponian un
90.9% en peso de la fraccién lipidica), al igual que un 50% en
los no polares, lo que implica un porcentaje de 18:0 en el
total de &cidos grasos mucho mayor que el publicado por Duran-
Chastel . Igualmente, el contenido en 4acidos grasos
insaturados era 27% en los lipidos polares y 39% en los no
polares. Los valores obtenidos para los preparados estudiados
en el presente trabajo se acercan mucho mas a la composicién
encontrada por Hudson y Caris 1, al igual que a los
publicados para S. platensis y S. maxima por Materassi et
al. %5 (Tabla 13).

La diferencia en el contenido de hidrocarburos en 1los
tres preparados de Spirulina es consistente con la variacién
en los distintos resultados de la literatura con Spirulina
cultivada en laboratorio (0.07-0.5%) 10.163, E1 hidrocarburo
mayoritario en los tres productos es n-heptadecano, mientras
que hay menores proporciones de otros hidrocarburos de menor
nimero de Atomos de carbono, ademds del hidrocarburo
insaturado n-heptadeceno. También fueron detectados en los
preparados cantidades trazas de los hidrocarburos mayores,
desde 18 a 31 atomos de carbono, especialmente en el producto
con S. platensis. Esto esta de acuerdo con 1los resultados
previos 9.0  aunque también se ha encontrado en S. platensis
n-heptadeceno como hidrocarburo mayoritario, atribuido al
bloqueo de la reaccién de saturacién de n-heptadeceno para dar
n-heptadecano en la estirpe utilizada 63,
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VI.3. Discusién.

La composicién | de acidos grasos e hidrocarburos
alifaticos de los productos estudiados refleja claramente las
diferencias Dbioquimicas existentes entre macroalgas vy
microalgas. Mientras que los productos con macroalgas
presentan un patrén mds complejo de &cidos grasos, de 14, 16
18 y 20 &tomos de carbono principalmente, las microalgas
contienen d&cidos con 16 y 18 A4tomos de carbono. Por otra
parte, en los hidrocarburos de las macroalgas son abundantes
los de cadena larga, mientras que en las microalgas el patrédn
es mas sencillo, predominando los hidrocarburos de 17 &tomos
de carbono.

La riqueza en 4&cidos- grasos poliinsaturados supone un
indice del valor alimenticio de los lipidos de los alimentos.
Se recomienda que un 8-10% de la energia tomada como alimento
se deba a la ingesta de &cidos grasos poliinsaturados 4.
Asimismo, la relacidén PIN/SAT de los &cidos grasos contenidos
en la dieta debe ser superior a 0.45. Esto se cumple en 5 de
los 8 productos analizados (Figura 12a), siendo el producto
"Wakame" el que presenta una mayor relacién PIN/SAT (1.01). El
contenido absoluto en acidos grasos poliinsaturados oscila en
los productos analizados entre 0 y 0.6 g/100g peso seco
(Figura 12b), siendo los productos con microalgas mas ricos en
dcidos grasos poliinsaturados que los de macroalgas.

El bajo contenido en lipidos de 1las macroalgas marinas
feoficeas y rodoficeas no supone un aporte energético
apreciable como constituyente de la dieta. Sin embargo, 1la
alta proporcién de los 4acidos grasos poliinsaturados de 20
dtomos de carbono se ha considerado relevante desde el punto
de vista nutricional 7. Con la excepcién de "Dulce", los
productos con macroalgas analizados presentaban valores de
estos 4&acidos grasos parecidos a los publicados previamente.
Este hecho aumenta el valor nutricional de los preparados.
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En el producto con P. palmata hay, por el contrario, una
diferencia sustancial con 1los valores obtenidos en algas
recogidas directamente de 1la naturaleza, en cuanto al
contenido en dcidos grasos poliinsaturados. La comparacidn de
la composicién de 4cidos grasos de este producto con 1lo
descrito en la literatura indica que la alta proporcién del
dcido 16:0 va pareja a la desaparicién de los acidos grasos
poliinsaturados. La alta proporcién de 14:0 es comparable a la
de los analisis anteriores. Estos resultados son explicables
en base a una autooxidacién de los 4&cidos grasos
poliinsaturados, proceso que se puede producir en alimentos
que contienen grasas poliinsaturadas 147,

La ausencia del acido linolénico (18:3) en el producto
con Chlorella es explicable en base a condiciones de cultivo
heterotréficas. En efecto, “cuando C. vulgaris es cultivada en
el laboratorio en un medio organico, la proporcién de ese
dcido desciende drasticamente, en comparacién a cuando se
cultiva en condiciones autotréficas 1., Incluso en C.
vulgaris 0 y c. kessleri ' cultivadas heterotréficamente en
fermentador el acido linolénico esta ausente. Este hecho es
atribuido a la asociacién de este acido graso con los lipidos
de las membranas fotosintéticas 9. La adicién de una fuente
de carbono organica (glucosa, acetato) a los cultivos de
Chlorella es una practica frecuente en las industrias
dedicadas a la produccién a gran escala de este alga para
consumo humano 179, Esto también concuerda con el bajo
contenido en clorofila del preparado (1%), en comparacidén al
2-3% que alcanzan otros productos comerciales de Chlorella %,
Asimismo, el contenido en hidrocarburos es equiparable al
contenido observado en Chlorella cultivada heterotréficamente.
Por tanto, la pérdida de determinados 4acidos (grasos
poliinsaturados al utilizar condiciones heterotrdéficas en el
cultivo de microalgas es un factor a tener en cuenta a la hora
de proyectar procesos de produccién en fermentadores con
vistas a la obtencién de acidos grasos esenciales.
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Otro proceso que puede tener un efecto sobre la presencia
de este d&cido graso poliinsaturado es la exposicion al sol
durante varios dias de la biomasa producida en condiciones
heterotréficas, practica utilizada en algunas plantas de
produccién en Taiwan . Tal exposicién, que aumenta 1la
cantidad de clorofila en la biomasa, puede inducir ademas la
fotooxidaciéon de los 4&cidos grasos poliinsaturados, en
analogia a lo que sucede a aceites ! y diversos alimentos
fritos '72 que contienen cierta cantidad de clorofila, al ser
expuestos al aire y a la luz. |

La alta proporcién de &cido linolénico en Spirulina 1la
convierte- en una importante fuente de este 4&cido graso
esencial, junto a otras como la leche humana y el aceite de 1la
planta QOenothera biennis 3. Se localiza principalmente en los
galactosil diglicéridos, - que‘ son lipidos tipicamente
constituyentes de las membranas fotosintéticas 149,

El contenido en acido linolénico en Spirulina puede no
obstante variar considerablemente segun 1las condiciones
ambientales. Por ejemplo, la variacién segun la temperatura de
cultivo puede suponer‘de un 20 a mads de un 50% del total de
los 4&cidos grasos 12,13, Los porcentajes relativos de este
dcido en los productos son relativamente bajos en comparacién
con el valor del 20% que generalmente aparece en los estudios
de Spirulina cultivada en laboratorio 9.3, aunque, debido a
la variabilidad, aparezcan en determinados casos proporciones
relativas de 6-10% 154,155,165  vyalores cercanos al presentado por
estos preparados. Existen, sin embargo, escasos estudios en
los que se aporten contenidos absolutos de este acido graso en
Spirulina. En el exhaustivo trabajo de Cohen et al. 13 sge
presenta un contenido de 0.3 a 1.4% en peso seco libre de
cenizas en las 19 estirpes estudiadas. En los productos con
Spirulina los valores corregidos para el contenido en cenizas
son ligeramente inferiores (0.09-0.27%). No obstante, el
contenido en dcido linolénico de los preparados todavia hace
que puedan ser considerados como una buena fuente de este
dcido graso esencial. La suplementacién de dietas deficientes
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en acidos grasos esenciales con Spirulina podria ser por tanto
beneficiosa.

A pesar de la variabilidad de los distintos andlisis de
la literatura, todos ellos coinciden en que la proporcién de
18:0 se mantiene en Spirulina bastante baja, no superior al
5%, e igual sucede con el resto de las cianobacterias. Esto
ocurre con los productos de Spirulina sp. y S. maxima. Sin
embargo, es considerablemente mas alto (21.3%) el valor
obtenido para S. platensis sp.. Esto hace que la proporcidén de
dcidos grasos poliinsaturados/acidos grasos saturados
(PIN/SAT) sea inferior a la de los otros dos productos (Figura
12).

Este inusual resultado puede hacer pensar que el acido
18:0 sea aportado por algun otro organismo. La contaminacién
por diferentes algas y por zooplancton puede representar un
grave problema para los cultivos de microalgas realizados en
estanques al aire libre. Especialmente en Spirulina, mantener
a lo largo del afioc un cultivo monocalgal es a veces
problematico, siendo Chlorella sp. el organismo que supone un
mayor problema en ese sentido 13,17%, E1 descenso de 1la
temperatura del cultivo en invierno favorece el crecimiento de
C. vulgaris frente a Spirulina, pudiendo llegar a constituir
hasta un 50% de la biomasa '». Sin embargo, es poco probable
que el origen de esa proporcién de 18:0 sea Chlorella u otra
microalga, va que en ellas este acido graso es
minoritario, no sobrepasando el 10% de los Aacidos grasos
totales 115,116,119,12,140,154,155,165, Tampoco el zooplancton parece
ser la fuente, dada 1la ausencia de 1los 4a&cidos n-
eicosapentanoico y n-docosahexanoico, tipicos en estos
organismos 176, La presencia de un organismo no fotosintético
contaminante de los cultivos quizds podria ser el origen del
écido 18:0.
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VII. AMINOACIDOS.
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VIiI.1l. Introduccién.

Los aminodcidos constituyen la parte principal de 1los
compuestos nitrogenados de las algas. Pueden estar en forma
libre o formando parte de 1las proteinas. Estas pueden
contener hasta un 80% o mds del nitrdgeno total presente
en la biomasa de las algas 177,

En 1las algas, los aminodcidos estan intimamente
integrados en los sistemas de metabolismo intermediario
asociados con la fotosintesis y respiracién. Los procesos
fotosintéticos y respiratorios proveen‘ los esqueletos
carbonados de los aminodcidos. Estos incorporan el grupo amino
a través de reacciones de aminacidén reductiva o de
transaminacidon. Tras la formacidén de acido glutamico a partir
de a-cetoglutarato Y amonio, mediante la glutamato
deshidrogenasa, y de glutamina a partir de &cido glutdmico,
mediante la glutamina sintetasa, el grupo a-amino se
distribuye entre los otros aminoacidos mediante reacciones de
transaminacién 177,

Los aminodcidos mds abundantes en las macroalgas marinas
son 4&cido aspartico, 4cido glutamico, glicina y alanina,
mientras que se presentan menores cantidades de metionina,
tirosina e histidina 7. Ssin embargo, se dan profundas
diferencias entre los distintos grupos de algas. Por ejemplo,
las feoficeas carecen de cisteina, a diferencia de las
rodoficeas y de las cloroficeas ', Ademas, el patrén de
aminodcidos es en este grupo mas uniforme que, por ejemplo, en
las algas rojas, a pesar de profundas diferencias en
estructura anatémica y ecologia de las distintas especies 7,
En las microalgas también se caracteriza el perfil de
aminodcidos por los bajos niveles de aminodcidos azufrados
(cisteina y metionina) 26,

La calidad nutricional de las proteinas de la dieta esta
determinada por su composicién de aminoacidos. Mientras que
las plantas son capaces de sintetizar todos los aminodcidos,
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los animales sdélo pueden sintetizar una parte, gque se
denominan aminoacidos no esenciales. El resto, los aminoacidos
esenciales, deben estar contenidos en la dieta. En el hombre
los aminodacidos esenciales son once: histidina, isoleucina,
leucina, lisina, cisteina, metionina, tirosina, fenilalanina,
treonina, triptéfano y valina 4. Cuanto mayor es la proporcién
de estos aminoacidos en las proteinas de un alimento mayor es
su calidad nutricional.

Las proteinas de origen animal, presentes en la carne,
aves, pescados,4leche Yy queso, son las de mayor calidad en
cuanto a su perfil de aminodcidos. Las proteinas procedentes
de fuentes vegetales no suelen ser de tan buena calidad como
las animales, debido a gque algunos de 1los aminodcidos
esenciales se encuentran en escasa proporciodn.

Los aminodcidos constituyentes de las proteinas de 1la
dieta pasan a formar parte del "pool" de aminodcidos del
cuerpo, que a su vez se utiliza para sintetizar las proteinas
propias. Los aminoacidos esenciales se transforman
irreversiblemente, y por eso es necesario reponerlos. Los
aminodcidos no esenciales también son necesarios en cierta
proporcién en la dieta, ya que sirven como base para 1las
transformaciones del "pool" corporal de aminoacidos 21,

Las proteinas de mayor calidad nutricional son las mas
costosas, lo cual constituye un problema en los paises menos
desarrollados. Esto ha conducido a la biusqueda de fuentes no
convencionales de proteinas, de menor coste. Entre ellas se
encuentra la proteina de microorganismos o SCP ("single cell
protein"). Dentro de los microorganismos que se han estudiado
como fuente potencial de proteinas han ocupado un lugar
especial las microalgas, por su alto contenido en proteinas y
por sus bajos requerimientos nutricionales, lo cual disminuye
el coste de produccién. No obstante, la produccién comercial
de biomasa de microalgas todavia no puede competir en cuanto a
coste con las fuentes de proteinas convencionales., Los costes
de produccién pueden ser reducidos con la mejora de las



.- 136

tecnologias de produccién, recogida y deshidratacién. E1 uso
de cianobacterias fijadoras de nitrégeno, que no requieren la
adicién al medio de cultivo de 1los caros fertilizantes
nitrogenados, puede también reducir el coste de produccién 17,

VII.2. Resultados.

La composicién de aminoadcidos de los productos analizados
se ve reflejada en la Tabla 15. Cromatogramas representativos
de esta fraccién aparecen en la Figura 16. Se pudieron
observar unos niveles mas altos de todos los aminoicidos en
los productos con microalgas, dado su mayor contenido proteico
(Tabla 1).

VII.2.1l. "Wwakame".

El producto con U. pinnafitida contuvo como aminoacidos
mas abundantes alanina, 4&cido glutamico, glicina y arginina.
Dentro de los productos a base de macroalgas, fué el mas rico
en aminodcidos esenciales. Los resultados obtenidos son
similares a 1los publicados en 1la literatura 822,

VII.2.2. "Hijikiv.

El perfil de aminoacidos obtenido se asemejé bastante al
del producto "Wakame". Los aminodcidos mayoritarios en este
producto fueron glicina, alanina y arginina.

VII.2.3. “Dulce".

En el producto con P. palmata predominaron también los
aminodcidos glicina, alanina y arginina, ademds de 4&cido
glutamico, que fué con diferencia el mas abundante. Este
producto, junto con "Fucus", fué el que presentd menor



Tabla 15. Composicién de aminodcidos en los productos estudiados (g/100 g peso seco). Aparecen subrayados los aminodcidos esenciales.

Amino- Undaria Hijikia Palmaria Fucus Chlorella Spirutina Spirutina Spirulina

acido nt?  pinnafitida fusiforme palmata $P. pyrenoidosa SP- platensis maxima
Asp 1 0.56 0.44 0.99 0.42 6.55 . 5.08 4.3 7.74
Glu 2 1.21 0.79 1.40 0.65 5.84 6.96 5.90 7.40
Ser 3 0.83 0.64 0.76 0.54 2.99 3.29 3.05 3.79
Gli 4 1.19 1.05 0.99 0.75 4.40 4.16 3.8 4.14
His 5 0.31 0.19 0.14 0.16 1.4'4 1.05 0.88 1.17
Arg 6 1.09 1.03 0.92 0.75 5.43 6.21 5.60 6.88
Ire 7 0.89 0.83 0.68 0.64 3.72 3.93 3.73 4.22
Ala 8 2.06 1.03 0.92 0.66 6.11 5.80 5.00 6.1
Pro 9 0.73 0.79 0.62 0.56 3.33 2.79 2.56 3.02
Yic 10 0.79 0.68 0.56 0.48 3.56 4.16 4.87 5.02
Val " 0.7 0.72 0.59 0.42 0.45 4.95 4.95 5.77
Met 12 0.31 0.30 0.18 0.16 1.15 0.75 1.13 1.35
Cis 13 0.05 0.00 0.08 0.01 0.20 C0.32 0.19 0.43
Ile 14 0.27 0.32 0.19 0.17 2.05 2.74 2.70 2.90
Leu 15 0.44 0.47 0.34 0.25 3.86 . 3.89 3.61 3.81
Fen 16 -0.19 0.15 0.08 0.10 1.14 1.05 0.98 0.93
Lis 17 0.88 0.59 0.68 0.55 3.89 3.74 3.50 4.21

@ Numeros de identificacién en los correspondientes cromatogramas (Figura 16).

LET
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Figura 16. Cromatogramas representativos de la fraccidén de

aminodcidos de dos de 1los productos analizados. ILa
identificacién se refiere a la Tabla 15. A: "Fucus". B:
"Spirulina" (S. maxima).
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contenido en aminodcidos esenciales entre todos los productos
estudiados. Los bajos niveles de metionina, histidina vy
cisteina estan en concordancia con andlisis previos de los
aminodcidos de P. palmata Y. El1 contenido en fenilalanina del
producto es sin embargo bajo en comparacién a los valores
publicados (0.71-1.44%). La prevalencia de 1los aminodcidos
badsicos y la baja concentracién de aminodcidos basicos es
tipica de las rodoficeas.

VII.2.4. "Fucus'",

Este producto fué el mds pobre en aminodcidos esenciales
de los productos estudiados, ademas de presentar el contenido
proteico mas bajo (Tabla 1). El contenido en compuestos
nitrogenados de 1los miembros del orden Fucales depende
notablemente de la estacidén y del habitat, siendo por ejemplo
mayor el contenido proteico en algas recogidas de estuarios
78, La prevalencia de los aminoacidos glicina y arginina en el
producto analizado difiere de andlisis previos de F.
vesiculosus, que muestran mayores niveles de &cido aspartico,
acido glutamico y alanina 178,

VII.2.5. ""Chlorella",

Los aminoacidos mayoritarios en este producto de
microalgas fueron &acido aspértico, alanina, &acido glutédmico y
glicina. El contenido en los aminoacidos esenciales histidina
y fenilalanina fué el mayor de los estudiados. En el resto de
los aminodcidos esenciales, los niveles fueron inferiores que
los presentes en los productos con Spirulina. Los resultados
obtenidos son similares a los publicados para las distintas
especies de Chlorella 2%, con la excepcién de que la proteina
de este producto es especialmente deficitaria en el aminodcido
esencial valina.



140

VII.2.6. “Spirulinan.

Los tres productos a base de Spirulina dieron un patrodn
similar de aminodcidos, predominando 1los mismos que en
el de "Chlorella". El1 producto de S. maxima fué el mas
rico en la mayor parte de los aminodcidos esenciales de los
estudiados. Los resultados obtenidos son similares a 1los
publicados en la abundante literatura sobre la composicién de
la proteina de este género de cianobacterias 20.26,70,71,180-183,

VII.3. Discusién.

Los andlisis de aminoacidos fueron un reflejo del mayor
contenido en proteinas de los productos con microalgas, en
comparacién a los de nmacroalgas. E1 alto contenido en
proteinas de los productos con microalgas hace que el perfil
de aminodcidos de los mismos forme una parte importante en su
valoracién como alimento. En la Tabla 16 aparece la
composicién de aminoacidos de una proteina "ideal" desde el
punto de vista nutricional, elaborada por la Organizacioén
Mundial de la Salud, junto a la del huevo y a la de 1los
productos de microalgas analizados, corregida para el
contenido en nitrdégeno (se refiere a 16 g de N dado que ese es
el contenido medio de N en 100 g de proteina).

Los productos con Spirulina tienen un patrén de
aminoacidos notable cuando se comparan con el standard de 1la
OMS. Con la excepcién de cisteina, los demdas aminoacidos estan
presentes en concentraciones adecuadas. En comparacién con la
proteina del huevo, la proteina de Spirulina es algo inferior
en cuanto al contenido en aminodcidos azufrados y al de
cisteina. No obstante, se encuentra entre las mejores del
mundo Vegetal, siendo de mayor calidad, por ejemplo, que la de
las leguminosas ', La composicién de aminoacidos de Spirulina
varia con las condiciones de cultivo, siendo posible elevar el
contenido en aminoacidos azufrados afadiendo sulfato al medio
20, También se han aislado mutantes con alto contenido en
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los aminodcidos esenciales.

OMS

4.0
6.08

5.0
3.sb

4.0
7.0
5.5

Huevo

11.0
12.6
6.9
4.2
6.2

4.2
2.4
5.0
4.2
5.8
7.2
3.2
2.3
6.6
8.8
7.0

Chlorella

pyrenoidosa

1.7
10.4
5.3
7.9
9.7
10.9
6.0
2.6
6.6
6.4
2.0
0.8
2.1
0.4
3.7
6.9
6.9

Spiruling
.

8.3
11.4
5.4
6.8
10.2
9.5
4.6
1.7
6.5
6.8
1.7
8.1
1.2
0.5
4.5
6.4
6.1

Composicién de aminodcidos en los productos estudiados (g/16 g N). Aparecen subrayados

Spirulina
platensis

7.6
10.4
5.4
6.4
9.9
8.8
4.5
1.6
6.6
8.6
1.7
8.7
2.0
0.3
4.8
6.4
6.2

Spiruline

maxima

1.2
10.7
5.5
6.0
10.0
8.9
4.4
1.7
6.1
7.3
1.3
8.4
2.0
0.6
4.2
5.5
6.1

v
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metionina 20. Ademds, la calidad nutricional in_ vivo de 1la
proteina de Spirulina, aunque inferior a la de proteinas
animales como la caseina, es superior a la de otras fuentes
vegetales como por ejemplo la soja 1%, Por tanto, el alto
contenido en proteina junto a su composicién en aminodcidos y
a su disponibilidad biolégica hacen de Spirulina una fuente de
proteina no convencional de notable interés.
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VIII. MATERIAL Y METODOS.
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VIII.1l. Recogida de las muestras.

Previamente a la toma de muestras se procedid a conocer
la gama de productos comestibles fabricados a base de algas en
el mercado espafiol, solicitando informacién como simple
consumidor directamente en los establecimientos o mediante
correspondencia con las casas fabricantes. Tras recabar esta
informacién se seleccionaron para el presente estudio 8
productos. De cada producto se recogieron 3 lotes distintos,
adquiriéndolos en establecimientos escogidos al azar en
Sevilla, Madrid y Barcelona.

VIII.2. Preparacién de las muestras.

Las muestras se conservaron en un lugar oOscuro y seco.
Los productos envasados en bolsas de plastico se trituraron
primero en molinillo y después en mortero, y se conservaron en
recipientes herméticos hasta su analisis. Los productos
consistentes en comprimidos o cédpsulas se conservaron en el
envase original, hasta que fueron triturados en mortero antes
del analisis.

VIII.3. Determinacidén de la composicién quimica general.

VIII.3.1l. Humedad.

El agua residual o humedad se determiné por diferencia de
peso en 1 g de materia humeda mantenida durante 4 h a 103 ‘c.

VIII.3.2. Proteina bruta.

La cantidad de proteina se estimé multiplicando por 6.25
la cantidad de nitrégeno total. El1 contenido de nitrdégeno

total se determiné seguin el método de Nehring 8, Tras afiadir
dcido salicilico y tiosulfato sédico, el material se atacdé con
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H,SO, a ebullicidén, en presencia de un catalizador. A

continuacién se destildé en un exceso de sosa y se valord el
amoniaco desplazado con HCl 0.02 N en presencia del indicador
Tashiro.

VIII.3.3. Hidratos de carbono.

Para la determinacién de 1los hidratos de carbono se
utilizé el método del fenol-acido sulfurico 18, frente a
glucosa ("Dulce" y productos con microalgas) o frente a una
mezcla (85:15) de 4&acido glucurdnico y glucosa ("Wakame" e
"Hijiki"). Distintas alicuotas procedentes de la hidrdlisis
dcida del Apartado VIII.5.2.1. se diluyeron hasta 2 ml con
agua y se le afiadieron 50 ul de reactivo fenol (10 ml de agua
por 90 ml de solucidén de” fenol al 90%). A continuacién se
afiadieron rapidamente 5 ml de H,SO, al 95.5 % y se agité
durante 15-20 s. Tras media hora se midié la absorbancia a 485
nm. La concentracion de hidratos de carbono se determinéd
graficamente a partir de la recta patrodn.

En el producto "“Fucus" la proporcién de hidratos de
carbono se calculé a partir del valor R (véase Apartado
VIII.4.2.) 3B;

PX 42 +Cx 28 +L x 67.5 = R x 100

siendo P, C y L los porcentajes en peso seco de proteina
bruta, hidratos de carbono y lipidos, respectivamente.

- VIII.3.4. Lipidos.

La proporcién de lipidos se determiné con el método del
reactivo de vainillina '/, frente a una mezcla de los acidos
grasos palmitico y estearico (3:1). A alicuotas de 1 ml de los

extractos obtenidos segin el procedimiento del Apartado
VIII.6.2. se le anadieron 3 ml de H,S0, al 95.5 %. A
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continuacién se mantuvieron a 100 °C durante 15 min. Tras

enfriar, a 0.5 ml del hidrolizado se afadieron 2 ml de
reactivo de vainillina (494 mg de vainillina mas 200 ml de
H;PO, al 85 %, afadiendo después 50 ml de agua). Se
homogeneizd, se dejé reposar 30 min a 30 °C, y se midié
absorbancia a 530 nm. La concentracién de lipidos se determind
graficamente a partir de la recta patrén.

VIII.3.5. Acidos nucleicos.

La determinacién de 1los 4&cidos nucleicos se realizé

midiendo la absorbancia a 260 nm en extractos obtenidos con
HClo, 0.5 N tras mantener durante 30 min a 70 °C (EM/Mm =

28) 188,

VIII.3.6. Clorofila a,.
10 mg de muestra se extrajeron 3 veces con 5 ml de

metanol en bafo de agua hirviendo durante 3 min. Tras enfriar

y centrifugar, se midié la absobancia a 665 nm en los
extractos (EN/M= 76.07).

VIII.4. Andlisis elemental.
VIII.4.1l. Porcentaje de cenizas.
El porcentaje de cenizas se determiné por diferencia de
peso en 1 g de materia humeda mantenida durante 2 h a 500 °C.
_VIII.4.2. Carbono, hidrégeno, nitrdégeno y azufre.

Los analisis de ¢, H; N y 8 se efectuaron en dos
instrumentos Carlo Erba modelos 1106 y 1500. El valor de R se
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calculé a partir de 1los resultados del andlisis elemental
segun la férmula de Spoehr y Milner &:

(¥C X 2.664 + %H X 7.936 ~ %O) X 100

VIII.4.3. Mineralizacién de las muestras.

Para el analisis de los elementos P, K, Ca, Mg, Na, Cu,
Fe, Mn, 2Zn, Pb, Ccd, Cr, Ni y Co mediante la técnicas del
Apartado VIII.4.4., se nmineralizaron las muestras por via
seca. Tras secar el material durante 16 h a 70-80 °C, se peso
1 g de muestra en cédpsula de porcelana o platino. Se mantuvo
durante 2 h en horno mufla a 450 *c, después de haber colocado
la capsula en el horno frio y subir hasta esa temperatura. A
continuacién se humedecieron las cenizas con 2 ml de agua, y
se afiadieron 5 ml de HClO, 1:4, 5 ml de H;NO 1:4 y 5 ml de HF.
Se llevé a sequedad en placa caliente bajo vitrina. Una vez
seca, se afiadié HCl concentrado y unos ml de agua. Se calenté
ligeramente hasta la aparicidén de humos, se filtrd y se diluyé
hasta 30 ml con agua.

Para el andlisis por ICP-AES (Apartado VIII.4.6.), se
utilizé la oxidacién por via humeda con &cido nitrico y acido
perclérico, segun el método de McQuaker et al. ' para
andlisis por ICP-AES, con ciertas modificaciones. Las
digestiones se realizaron en vasos de precipitado de 150 ml de
capacidad, sobre un bafio de arena a 100 °C, y bajo vitrina. Se
digirié 1 g de muestra en presencia de 3 alicuotas sucesivas
de 10 ml de H3NO; tras cada adicién las muestras se llevaron
hasta casi sequedad. La evaporacién hasta casi sequedad ~
después de cada adicioén resulté ser un factor critico para la
digestién de las muestras. Después se afiadié 5 ml de HClO, y
se evaporéd hasta aproximadamente 1 ml. Se filtré y se diluyé
hasta 50 ml con agua.
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VIII.4.4. Andlisis de elementos mayoritarios b'4
minoritarios.

El fésforo se determind en las soluciones obtenidas en el
apartado VIII.4.3. por el método colorimétrico del fosfo-
vanadio molibdeno 9. Para el analisis del potasio y el sodio
se utilizé 1la fotometria de 1llama ', El1 resto de 1los
elementos se determiné por espectrofotometria de absorcidn
atémica en aparato Perkin-Elmer mod. 703 y lamparas de catodo
hueco de cada elemento 1.

VIII.4.5. Estudio de la distribucion de los elementos en
los productos con macroalgas.

Para cada producto corl macroalgas se calculdé el factor de
concentracidén y segin Yamamoto et al. 32, Para ello se tomaron
la concentraciéon de cada elemento en el alga humeda
(suponiendo un valor original de 75% de agua) y la
concentracién en el agua marina (Tabla 3). Se representaron
graficamente para cada lote los valores de log y frente a los
de log x (siendo x el tiempo de residencia oce&nica - Tabla
3). Los valores de log a y de b se calcularon segun el método
de 1los minimos cuadrados de 1la férmula (2) (pag. ),
representandose asimismo en cada grafica la recta de regresioén
correspondiente. El1 coeficiente de correlacién estimado r
entre log x y log y también se calculdé a partir de los datos.

VIII.4.6. Andlisis por espectroscopia de emisién con
fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES).

VIII.4.6.1. Aparato y condiciones de andlisis.

Los andlisis se realizaron en un aparato Perkin/Elmer ICP
5500 Secuencial. Las condiciones de operacién fueron:
Frecuencia: 27.12 MHz. Potencia RF incidente: 1.25 Kw;
Potencia RF reflejada: menor de 5 W; Gas plasmégeno (Argon):
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15 1/min; Gas auxiliar (Argon): 0 l/min; Gas portador aerosol
(Argon): 0.35 1/min; Presidén nebulizador:A30 psi; Altura de
observacién: 15 mm; Longitudes de onda analiticas: 240.49 nm
(Fe), 257.61 nm (Mn), 279.55 nm (Mg), 317.93 nm (Ca), 324.75
nm (Cu), 589.59 nm (Na) y 766.50 nm (K).

VIII.4.6.2. Seleccién de longitudes de onda analiticas,
estudio de interferencias y standards utilizados.

Para la seleccién de las longitudes de onda analiticas se
consultaron tanto trabajos precedentes 192.13 como tablas de
lineas de emisién 1%, Para evitar 1las interferencias
espectrales se seleccionaron en lo posible lineas de emisién
gue no tuvieran cerca ninguna otra en un intervalo de 0.2 nm,
sobre todo correspondiente~a algun elemento mayoritario. Para
comprobar si realmente no existian interferencias, se comparé
la emisién a la longitud de onda seleccionada de una solucién
patrén del elemento con la de soluciones de los elementos
mayoritarios a una concentracién 100 o mas veces superior. No
se observaron diferencias entre la emisién del blanco con la
de las soluciones de los elementos mayoritarios.

Para la calibracién del aparato se utilizaron 1los
standards certificados NBS 1572 (hojas de Citrus), BCR 60
(planta acuatica) y NIES 3 (Chlorella), digeridos del mismo
modo que las muestras, y soluciones sintéticas de Fischer
Scientific Co. (Fair Laws, New Jersey, EE.UU.).

VIII.5. Determinacién de la composicidén de azucares.

VIII.S5.1. Preparacidén del material y disolventes.

El material de vidrio utilizado en estos andlisis asi
como en los de lipidos (Apartado VIII.6.l.) se lavd con un

detergente alcalino (Extran AP 13, Merck) y posteriormente con
agua destilada para eliminar posibles contaminantes.
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Todos los disolventes organicos se destilaron antes de
uso mediante una columna (80 x 4 cm) rellena de anillos
"rashig" (2 mm) y se sometieron a un control por cromatografia
de gases para comprobar la ausencia de compuestos
contaminantes que interfirieran con los andlisis.

VIII.5.2. Extraccion y purificacién.

El proceso de extracciédn, pﬁrificacién Yy andlisis de los
azucares fue basicamente el descrito por Moers et al. 19, E1
método consiste en la transformacién en acetatos de alditol de
los sacaridos neutros obtenidos tras hidrélisis con 4acido
sulfurico. La transformacién se consigue mediante la reduccién
de las aldosas a alditoles, seguida de la acetilacién de los
alditoles a acetatos de alditol.

VIII.5.2.1. Hidrdlisis.

7 A 1 g de materia humeda se afiadieron 60 ml de agua
destilada. Mientras se agitaba, se afadié HCl concentrado gota
a gota, hasta el cese del desprendimiento de CO,. Después de

lavar con agua destilada, se 1liofilizé el residuo. A
continuacién se le afiadieron 30 ml de H,S0, 12 M y se mantuvo
durante 2 h a temperatura ambiente. El acido se diluyé hasta 1
M y se efectud la hidrdélisis durante 4.5 h a 100 °C.

VIII.5.2.2. Neutralizacién.

El sobrenadante acido se neutralizé con BaCO; y se afadié

0.3 ml de mioinositol (0.5 mg/ml) como patrén interno. El
precipitado se eliminé por centrifugacién y se lavé 2 veces
con agua destilada, anadiéndose el agua de lavado al
sobrenadante. E1 pH de la solucidén se llevé a 9 6 10 mediante
la adicién de btrietilamina, manteniéndose a continuacién en
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reposo durante media hora para permitir la hidrélisis de 1las
lactonas.

VIII.5.2.3. Formacién de alditoles.

La reduccién de las aldosas liberadas a alditoles se
realizé mediante la adicién de NaBH,. La mezcla de reaccién se

mantuvo en reposo a temperatura ambiente durante 16-20 h. El
exceso de NaBH, se descompuso mediante la adicién de acido
acético glacial. La solucién se evapordé en rotavapor al vacio.
El &cido bodrico se eliminéd mediante repetidas adiciones de
metanol y-evaporacién a sequedad. Para eliminar el remanente
de agua se afadié anhidrido acético y la mezcla se mantuvo a
100 °C durante 1 h.

VIII.5.2.4. Formacion de acetatos de alditol.

Después de evaporar a sequedad en vacio, se acetilé
afladiendo 5 ml de piridina y de anhidrido acético, manteniendo
la mezcla de reaccién a 100 *C durante 3 h. La mezcla

resultante conteniendo los acetatos de alditol se evapord en
rotavapor a vacio y se desecé sobre P,05 y KOH.'

A continuacién se afiadié 5 ml de agua, y la mezcla se
extrajo 3 veces con 5 ml de diclorometano. Los extractos
obtenidos se mezclaron y, después de eliminar el agua con
Na,SO,, se evaporé a sequedad al vacio. La mezcla de alditoles
se resuspendié 1 ml de acetato de etilo. La suspensién se
purificé a través de una pequefa columna de Silica 60 (70-230
mesh ASTM, Merck). La columna se lavéd con acetato de etilo y
el eluyente se concentré para ser analizado por cromatografia
de gases y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas.



152

VIII.S.3. Anadlisis por cromatografia de gases Y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

Los analisis se realizaron en un cromatografo de gases
Hewlett Packard mod. 5890 con detector de ionizacidén de llama
y columna capilar CPsilg88 de 25 m, d.i.=0.32 mm y df=0.12 um
(Chrompack, Middelburg, Holanda). Las condiciones de andlisis
en el cromatdégrafo de gases fueron: detector de ionizacién de
llama y modo de inyeccién "on -column"; gas portador: helio (1
ml/min); flujos de aire e hidrégeno: 400 ml/min y 30 ml/min,
respectivamente; temperatura del inyector: 300 ’C; temperatura
del detector: 330 °C; programa de temperaturas del horno: Las
muestras se inyectaron a 70 °‘C. La temperatura del horno se
subié inmediatamente después a 150 °c, program&andose a
continuacién a 3 °C/min hasta una temperatura final de 230 °C;
tiempo final, 40 min. El cromatdégrafo estaba conectado a una
estacién de trabajo para -cromatografia Maxima 820 (Millipore,

EE.UU.), que permitia el tratamiento y acumulacién de los
cromatogramas.

Los distintos acetatos de alditol correspondientes a los
azucares neutros se identificaron comparando sus espectros de
masas con los de libreria, asi como con 1los tiempos de
retencidén y espectros de masas de compuestos standards.

Los espectros de masas se obtuvieron en un cromatégrafo
de gases Hewlett Packard mod. 5890 acoplado a un espectrémetfo
de masas quadrupolo Hewlett Packard mod. 5988A, operando con
impacto electrénico a 80 eV y con un ciclo de 2 s. Las
condiciones cromatograficas fueron idénticas a las anteriores.

VIII.5.4. Andlisis cuantitativo.

Los azucares neutros se cuantificaron a partir del patrén
interno (hexaacetato de mioinositol), integrando el A&rea de
los picos mediante la estacién de trabajo Maxima. Se asumié
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que todos los factores de respuesta de los acetatos de alditol
eran iguales. '

VIII.6. Determinacién de la composiciéon de dacidos grasos
e hidrocarburos alifaticos.

VIII.6.1. Preparacion del material, solventes Y
reactivos.

Se tomaron las mismas precauciones que en el Apartado
VIII.5.1.. La alumina (70-230 mesh, Merck) y la lana de vidrio
para las columnas de cromatografia se extrajeron antes de su
uso en Soxhlet con una mezcla de diclorometano:metanol (2:1),
y se secaron a temperatura ambiente. La alumina se activé
manteniéndola durante 12 h a 350 °C en un horno mufla. Tras
dejar enfriar, se afadié agua destilada hasta 5 %, gota a
gota, y la mezcla se agitdé suavemente para homogeneizarla. La
alumina asi preparada se utilizé en plazo maximo de 48 h.

VIII.6.2. Extraccion y saponificaciodn.

Para la extraccion de los lipidos se partiéo de 1 g de
muestra, extrayéndose 5 veces en tubos de centrifuga de vidrio
con 15 ml de una mezcla de diclorometano:metanol (2:1),
sonicando 10 minutos. El1 extracto se concentré en rotavapor
hasta un volumen final de 10 ml, y se toméd una alicuota para
la determinacién de lipidos totales (Apartado VIII.3.4). Para
la saponificacién del extracto, se afadieron 30 ml de una
solucién de KOH en metanol al 6% y se mantuvo a temperatura
ambiente, en la oscuridad, durante 12 horas.



154
VIII.6.3. Separacidn.

La fraccidén insaponificable se extrajo con hexano (20 ml,
3 veces). La fraccién saponificable se acidificé con una
disolucién de HCl al 25% hasta pH 2, y los acidos libres se
extrajeron con hexano. La fraccién insaponificable se evapord
en rotavapor hasta un volumen final de 2 ml y se cromatografid
en columna de alumina (1 x 18 cm), previamente desactivada
con 5% de agua bidestilada. Se eluyé un volumen de hexano
igual al volumen muerto de la columna. El eluyente contenia la
fraccién de hidrocarburos alifaticos, que fue analizada por
cromatografia de gases.

VIII.6.4. Metilaciodn.

El extracto de 4cidos grasos se evaporé en rotavapor
hasta un volumen final de 2 ml, y se afadieron 3 ml de
trifluoruro de boro en metanol, dejando en reposo durante 12 h
a temperatura ambiente. A continuacién se afadié agua
bidestilada (10 ml) y se extrajeron los correspondientes
ésteres metilicos con hexano (30 ml, 3 veces). El extracto
conteniendo los A4acidos grasos metilados, se concentrdé y se
analizo por cromatografia de gases y cromatografia de gases
acoplada con espectrometria de masas.

VIII.6.5. Andlisis por cromatografia de gases Yy
cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas.

El cromatdégrafo de gases y el software utilizados fueron
los referidos en el Apartado VIII.5.3. Se utilizdé una columna
capilar HP-5 (25 m x 0.2 mm i.d.) con espesor de fase
estacionaria de 0.15 pum; temperatura del inyector: 300 °C;
temperatura del detector: 330 °C; programa de temperaturas del
horno: desde 60 °C hasta 300 °C, a 6 °C/min; manteniéndose la
temperatura final durante 10 min.
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Los compuestos se identificaron comparando sus espectros
de masas con los de libreria, asi como con los tiempos de
retencién y espectros de masas de compuestds standards. El
espectrémetro de masas utilizado se describié en la seccidén
VIII.5.5., utilizandose las mismas condiciones cromatograficas
a las anteriores.

VIII.6.6. Andlisis cuantitativo.

Los a&cidos metilados se cuantificaron por comparacién con
un patrén externo formado por una mezcla de 1los ésteres
metilicos de los acidos 16:0 (acido palmitico) y 18:0 (acido
estedrico). Los hidrocarburos se cuantificaron de forma
similar usando como standard una solucién de heptadecano. La
integracién de los picos se realizé mediante la estacién de
datos computerizada.

VIII.7. Andlisis de aminoacidos.

VIIXI.7.1l. Hidrélisis.

Las muestras se hidrolizaron con HCl 6N a 110¢ C durante
24 h.

VIII.7.2. Purificacion y derivatizacion.

Los hidrolizados se filtraron y se pasaron por una
columna Sep Pak. A continuacién se derivatizé con
fenilisotiocianato (PITC), siguiendo el método Pico-Tag
(Waters).

VIII.7.3. Andlisis por HPLC.

Los derivados feniltiocarbamilos de los aminoacidos se
analizaron en un equipo Waters de HPLC con los siguientes
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elementos: 2 bombas mod. 6000A, controlador de gradiente
automatizado mod. 680, médulo de datos mod. 730, médulo de
control de la temperatura de la columna, detector UV mod 440,
columna Pico-Tag de acero (3.9 x 150 mm) y sistema de
estabilizacién del eluente. La cuantificacién se realizé con
patrén externo que contenia los aminodcidos analizados.
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IX. CONCLUSIONES.
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En el presente trabajo se ha estudiado ocho productos
representativos elaborados a base de algas, comercializados en
Espafia con destino al consumo humano. El1 estudio se ha
centrado en el andlisis quimico de los principales componentes
de 1la biomasa constituyente de 1los preparados, y en la
evaluacién de los resultados obtenidos bajo la perspectiva de
su uso como alimento. De este estudio pueden extraerse las
siguientes conclusiones generales:

1. El1 andlisis de la composicién quimica general de 1los
productos reveld la existencia de profundas diferencias entre
los productos elaborados con macroalgas y los elaborados con
microalgas. Estas diferencias también se observaron al
profundizar en cada uno de los principios inmediatos de los
productos. Esto conduce por tanto a diferencias en sus
propiedades nutricionales. Los productos de macroalgas fueron
mas ricos en hidratos de carbono y minerales, mientras que los
de microalgas presentaron mayor contenido de proteinas,
lipidos, &acidos nucleicos y clorofila a.

2. El1 andlisis de la materia mineral de los productos dié
en general altos niveles de minerales, electrolitos y
elementos traza, necesarios en la dieta humana, en comparacidén
a otros alimentos vegetales. Fueron especialmente altos los
contenidos en K, Mg, Fe, Cu, Mn, Co y Cr. Los productos
"Wakame" y "Fucus" presentaron la relacién Na/K mas
desfavorable.

3. Los productos "Dulce" y "Spirulina" presentaron un
patron de azucares neutros compatible con la predominancia de
polisacéridos fdcilmente absorbibles: xilano, almidén de
florideas y glucdégeno. Este hecho aumenta la digestibilidad de
la biomasa, lo cual constituye una ventaja con respecto a los
otros productos.
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4. La proporcidén de dcidos grasos esenciales frente a la
de dcidos grasos saturados en la fraccidén 1lipidica de 1los
productos fué superior a la proporcidén minima recomendada en
los alimentos en cinco de los ocho productos analizados. Todos
los productos con Spirulina presentaron un alto contenido en
dcido linolénico, por lo que pueden ser considerados como una
buena fuente de este acido graso esencial.

5. Los perfiles de aminodcidos obtenidos se asemejan en
general a lo observado en la literatura para las especies de
algas correspondientes. La proteina de 1los productos con
Spirulina resulté ser de elevada calidad, comparada con el
standard de la OMS y con otras fuentes de proteina.

6. Los productos analizados en el presente trabajo
resultaron ser aptos para_ el consumo, en cuanto al contenido
en humedad, de clorofila a, de dcidos nucleicos y de metales
pesados. No obstante, se presentaron niveles relativamente
altos de determinados metales pesados (Pb, Cd, Cu y Mn), que
en algunos casos sobrepasaron los limites (aplicados en este
trabajo de forma orientativa) establecidos en Espafia para los
productos de pesca. Las cantidades de producto necesarias para
sobrepasar 1la ingesta diaria considerada toéxica - por 1la
Organizacién Mundial de la Salud excedian sin embargo a las
correspondientes a un uso normal de estos productos.

7. Al margen de consideraciones como <coste Yy
aceptabilidad de estos productos, las caracteristicas
nutricionales y toxicoldégicas observadas en el presente
estudio permiten afirmar que la introduccién de los mismos en
la dieta puede en general ser positiva. Aunque hay aspectos
como el contenido en acidos nucleicos o en metales pesados que
pueden ser problematicos en un consumo exclusivo de estos
productos, este tipo de uso parece poco probable.

8. En algunos casos se observaron gque determinadas
caracteristicas quimicas de los productos, relevantes desde el
punto de vista nutricional, diferian de 1las encontradas
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previamente en poblaciones naturales o en estudios de
laboratorio de las mismas o similares algas. En algunos casos
esto era atribuible al mismo proceso de produccién. Esto
ocurrié, por ejemplo, con el relativo alto contenido en Na de
dos de 1los productos de Spirulina analizados, y con 1la
ausencia de los acidos grasos poliinsaturados en el producto
"Dulce" y de 4acido linolénico en el producto "Chlorella". En
otros casos, las diferencias eran atribuibles a la misma
variabilidad bioldgica de las algas o de los ecosistemas de
los que procedian. Por tanto, a la hora de diserfiar el proceso
de produccién de algas destinadas al consumo humano es
necesario considerar los factores que pueden afectar a sus
propiedades nutricionales, siendo una pieza clave el andlisis
quimico en profundidad del producto final cuando se persigue
una determinada calidad nutricional en el mismo.
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