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Prélogo

Rafael Torronteras Santiago

Este libro surge como reconocimiento y modesto homenaje a la Biologia en Huelva. A esa Biologia
con mayusculas que los miembros, en su mayoria biélogos, del Departamento de Biologia Ambiental
y Salud Publica de la Universidad de Huelva, quisieron cultivar, poner en valor y desarrollar con la
constitucién de dicho departamento y desde él. En este curso 2020/21 se han cumplido 20 afios de la
creacion de ese querido departamento y que, desgraciadamente, fue eliminado en 2016 con motivo de
las restricciones econdmicas impuestas por el Plan de Refinanciacion de la Universidad. Dicho Plan
supuso la fusién y desaparicion de muchos departamentos, entre ellos el nuestro.

Para los bidlogos de aquel Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica de Huelva era
importante visibilizar, de manera institucional, la importancia y el gran valor de los estudios de Bio-
logia en la provincia de Huelva y, ademas, hechos desde su Universidad.

La configuracion del Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica se fue fraguando des-
de que en 1997 (hace 25 afios) empezaron a llegar a la Universidad de Huelva un grupo importante
de nuevos profesores de Biologia. Y ello fue posible gracias a la implantacion de nuevos estudios en
nuestra Universidad, como los de Ciencias Ambientales (curso 1996/97). Asi se fueron contratando
y se fueron formalizando plazas de profesorado universitario en 4 grandes areas de conocimiento:
en Biologia Animal (Zoologia), Biologia Celular, Biologia Vegetal (Botanica), y Ecologia.

No obstante, y en honor a la verdad, hay que decir que la presencia de los estudios de Biologia
y de profesionales de la Biologia (bidlogos y bidlogas) en la institucion universitaria de Huelva no era
nueva con la creacion de este departamento, aunque si era la primera vez que su presencia se con-
solidaba de manera institucional con departamento de biologia, a la vez que se hacia mas numerosa.

Los primeros biélogos y bidlogas en los centros universitarios de Huelva estuvieron impartiendo
sus conocimientos en la Escuela del Profesorado de E.G.B. de Huelva (antigua “Escuela Normal”), al
principio dependiente de la Universidad de Sevilla y que se alojé en las instalaciones de lo que hoy
conocemos como Campus de Cantero Cuadrado, y que son las dependencias actuales del Rectora-
do de la UHU. En esa Escuela Universitaria de Profesorado de E.G.B. se impartian especialidades de
Ciencias Humanas, Literatura, Preescolar, Idiomas y Ciencias. Esta ultima especialidad incluia tres
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grandes disciplinas, cada una integrada en un “Seminario” propio: “Seminario de Fisica y Quimica”,
“Seminario de Matematicas” y “Seminario de Ciencias Naturales”.

El Seminario de Seminario de Ciencias Naturales estuvo integrado originalmente por D? Librada
Vazquez Dominguez (licenciada en Ciencias Naturales y Catedratica de Escuela Universitaria), D*
Francisca Fernanda Fernandez lllescas (licenciada en Ciencias Bioldgicas y Titular de Escuela Uni-
versitaria) y D® Ana Maria Wamba Aguado (licenciada en Ciencias Bioldgicas y Titular de Escuela
Universitaria), a los que se unieron D. Carlos Gonzalez y Diaz de la Cortina (licenciado en Geologia y
Titular de Escuela Universitaria) y D. Miguel Angel Lépez Pefia (licenciado en Ciencias Bioldgicas y
Titular de Escuela Universitaria, que tras varios afios en Huelva obtuvo una plaza en la Universidad
de Sevilla). Tras la marcha de D. Miguel Angel Lépez Pefia, se incorpord el profesor D. Francisco Cor-
doba Garcia, como Catedratico de Escuela Universitaria, y al afio siguiente se incorporé el también
profesor D. Juan Carlos Pérez Quintero, como Titular de Escuela Universitaria.

Desde aqui también nuestro mas profundo y eterno reconocimiento, admiracién y agradecimien-
to a todos ellos por promover la ensefianza y el conocimiento de la Biologia, y especialmente por
hacerlo en tiempos dificiles donde la escasez de recursos y medios era habitual.

Con la creacion de la Universidad de Huelva en 1993 y la adscripcion de la Escuela de Magis-
terio a la UHU, los miembros (bidlogos y bidlogas) del “Seminario de Ciencias Naturales” de dicha
Escuela se incorporaron a distintos departamentos de la nueva universidad. La profesora D® Ana
Wamba Aguado y el profesor D. Carlos Gonzalez y Diaz de la Cortina se adscribieron al “Departa-
mento de Didacticas Especiales”, mientras que los profesores, D? Francisca Fernanda Fernandez
lllescas (Botanica), D. Francisco Cérdoba Garcia (Biologia Celular), y D. Juan Carlos Pérez Quintero
(Zoologia) se integraron en la plantilla del Departamento de Ciencias Agroforestales, difuminandose
asi su presencia entre una inmensa mayoria de profesionales y areas de la ingenieria, adscritas a
ese mismo departamento.

En 1997 con la implantacién de nuevas titulaciones, como la de Ciencias Ambientales, comien-
zan a incorporarse un mayor numero de bidlogos en el departamento de Ciencias Agroforestales, a
distintas areas de conocimiento.

Asi, al area de Ecologia se incorporan los profesores Eloy M. Castellanos Verdugo, Francisco
Javier Jiménez Nieva y Carlos Javier Luque Palomo. En el area de Biologia Celular se incorporan,
ademas del mencionado profesor Francisco Cérdoba Garcia, los profesores Rafael Torronteras San-
tiago, Francisco J. Navarro Roldan y Antonio L. Canalejo Raya. En el area de Botanica, ademas de
la mencionada profesora Francisca F. Fernandez lllescas se incorporan los profesores Adolfo F.
Mufoz Rodriguez y Pablo Hidalgo Fernandez. Y, finalmente, en el area de Zoologia se incorporan
ademas del profesor Juan Carlos Pérez Quintero, los profesores José Prenda Marin y Javier Calzada
Samperio.

Este grupo de bidlogos y bidlogas no solo se fueron incorporando a las distintas areas de co-
nocimiento que luego dieron origen a la creacién del Departamento de Biologia Ambiental y Salud
Publica, junto al area de Medicina Preventiva y Salud Publica, sino que también fueron creando y/o
incorporandose a distintos grupos de investigacién de la Universidad de Huelva, y adscritos al Plan
de Investigacioén, Desarrollo e Innovacion de la Junta de Andalucia (PAIDI). Asi nos encontramos con
la participacion de estos biélogos y bidlogas en los siguientes grupos de investigacion:

BIOLOGIA DE HUELVA
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GRUPO BIO-282: Respuestas y Adaptaciones Celulares Frente al Estrés Ambiental.
Dirigido por Francisco Cérdoba Garcia y con la participacion entre otros miembros
de Rafael Torronteras Santiago, Antonio L. Canalejo Rayay Pablo Hidalgo Fernandez.

Grupo RNM-324: Biologia de las Aguas Epicontinentales.
Dirigido por José Prenda Marin, y con la participacion entre otros miembros de Juan
Carlos Pérez Quintero.

GRUPO RNM-311: Ecologia y Medio Ambiente.
Dirigido por Eloy M. Castellanos Verdugo, y con la participacion entre otros miembros
de Carlos J. Luque Palomo.

GRUPO RNM-358: Marismas y Playas.
Dirigido por Adolfo F. Mufioz Rodriguez, y con la participacion entre otros miembros
de F. Javier Jiménez Nieva y Javier Calzada Samperio.

GRUPO SEJ-523: Prevencién de Riesgos Laborales.
Con la participacion entre otros miembros de Francisco J. Navarro Roldan.

Muchas han sido las investigaciones que estos profesores y profesoras han realizado desde
que empezaron a incorporarse a la Universidad de Huelva, y terminaron por constituir hace 20 afos
el Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica. De ello, da buena cuenta las numerosas
y prestigiosas publicaciones y articulos cientificos de sus curricula. Este libro sobre la Biologia de
Huelva supone todo un esfuerzo por mostrar parte de esos estudios bioldégicos en esta provincia.
Cada uno de los distintos profesores de biologia, y atendiendo a sus areas de conocimiento, han de-
dicado uno de los capitulos de este libro a temas como la flora, la fauna, la vegetacion, la ecologia,
los espacios naturales, la microbiologia y las caracteristicas ambientales de Huelva.

Asi, en el Capitulo 1, se presentan “las bacterias extremofilas de los rios acidos de Huelva”. Es-
tas bacterias son responsables en gran parte del denominado Drenaje Acido de Rocas —cuando no
se considera el efecto antropogénico- o del Drenaje Acido de Minas —cuando su intensidad depende
de las explotaciones mineras-, fenédmeno por el cual se originan estas corrientes de agua caracteri-
zadas por su acidez, color, y transporte de una variedad de metales. Estas bacterias tienen cada dia
mayor interés en la industria biometalurgica. En otro sentido, la eliminacién de metales de diversos
residuos tiene también el interés cada vez mayor de mejorar la calidad ambiental y favorecer un
desarrollo sostenible.

BIOLOGIA DE HUELVA 13
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En el Capitulo 2 se nos habla de “una microalga del rio Tinto que aporta beneficios para la salud”,
y donde se evalua la capacidad antimicrobiana de algunos extractos obtenidos a partir de la microal-
ga Coccomyxa onubensis (C. onubensis), un microorganismo extremofilo aislado de drenajes acidos
de la zona minera del rio Tinto (Huelva, Espafia). Asi mismo la biomasa de esta microalga es rica en
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, antioxidantes y vitaminas, y, por lo tanto, su posibilidad de
servir como alimento para animales también ha sido estudiada.

El Capitulo 3 nos aporta una sintesis de la flora de la provincia de Huelva que posee una flora
de plantas vasculares que reine unos 1700 taxones, o que supone una riqueza alta por su posicion
en un importante punto caliente de biodiversidad mundial. La singularidad de su flora es muy alta
debido al gran niumero de endemismos que contiene, lo que determina que posea un numero muy
elevado de especies protegidas incluidas en el Catalogo de Especies Amenazadas de Andalucia.
En Huelva habitan 10 taxones en peligro de extincion y 27 vulnerables, a los que hay que afadir 21
incluidos en el régimen de proteccion especial.

El Capitulo 4 se dedica a la vegetacion general de Huelva porque esta provincia es la de mayor
superficie arbolada de Andalucia, aunque la mayoria de estos bosques proceden de plantaciones
forestales, algunas muy antiguas. No obstante, aln conserva grandes extensiones de vegetacion
natural derivada de los enormes bosques mediterraneos de encina y alcornoque que poblaban la Pe-
ninsula Ibérica. Se pueden identificar distintos tipos de encinares y alcornocales dependiendo de la
litologia y el bioclima. Con respecto a las plantaciones forestales, son muy frecuentes las de pinares
y eucaliptares. Finalmente, en el corazén de la sierra, existen abundantes castafares, introducidos
desde hace siglos para la explotacion de su fruto y la madera.

El Capitulo 5 nos habla de los hongos: ecologia y biodiversidad en ecosistemas litorales de Huel-
va. En este capitulo nos centramos en la biodiversidad fungica y su importancia en el funcionamien-
to de los ecosistemas terrestres onubenses, aspecto que ha permanecido hasta la fecha sumido en
una importante laguna de conocimiento, usando como ejemplo 70 especies diferentes de hongos
(aunque se citan un total de 292 especies distribuidas por los diferentes érdenes y las principales
familias de este reino), seleccionadas entre las mas representativas y/o singulares de la comarca del
litoral onubense.

En el Capitulo 6 se presenta un ejemplo de las muchas investigaciones ambientales realizadas
en Huelva y dedicada a la monitorizacién del estrés ambiental en el medio acuatico mediante la eva-
luacion de biomarcadores inducidos por cadmio en Carassius auratus (Linneo, 1758). La contamina-
cion en el medio acuatico es un problema cada vez mas serio y que va en aumento. Los organismos
acuaticos, pueden acumular los xenobiéticos del agua contaminada o de la cadena tréfica. En peces
expuestos a bajas concentraciones de un metal como el cadmio, muy presente en los drenajes en
Huelva, se produce una bioacumulacién en los tejidos asociada a la induccion de estrés oxidativo y
el desarrollo de dafo genotoxico. Los biomarcadores tempranos de exposicion y efecto utilizados
en este estudio aparecen como herramientas Utiles para la biomonitorizaciéon de la contaminaciéon
ambiental en el medio acuatico.

El Capitulo 7 nos habla de los moluscos dulceacuicolas de Huelva. La fauna de invertebrados
de Huelva ha sido, en general, poco estudiada. Existe gran cantidad de informacion acerca de la
estructura de las comunidades en entornos emblematicos como el Parque Nacional de Dofiana o el

BIOLOGIA DE HUELVA
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Paraje Natural Marismas del Odiel, pero del resto de la provincia de Huelva sélo se conocen mosai-
cos aislados. En este capitulo se recapitula informacién sobre 12 familias, 30 géneros y 32 especies
(26 autoctonas y 6 introducidas).

El Capitulo 8 nos descubre los anfibios y reptiles de la provincia de Huelva. En él se presentan
las especies estudiadas a lo largo 36 afios de salidas al campo para la confeccion del Atlas Herpeto-
I6gico de la Provincia de Huelva, y paralelamente, el Atlas Herpetolégico de Andalucia. Se hace una
breve resefia de cada una de las especies y se aportan fotografias de las mismas. En total son 43
las especies presentes en la geografia onubense, de ellas 13 son anfibios, 9 son quelonios, cinco de
las mismas son tortugas marinas que deben ser tratadas como especies divagantes, y un galapago
americano introducido, pero con poblaciones estables y perfectamente aclimatada, 12 saurios, 1
anfisbénido y 8 ofidios.

El Capitulo 9 se centra en la ictiofauna continental onubense. Los peces continentales son los
vertebrados mas diversos y los mas amenazados. En total se aporta informacién sobre 96 locali-
dades continentales, la mayoria fluviales, en las que se han registrado 38 especies de peces, de
las que 18 son de distribucion primaria, es decir, estrictamente continentales. Esta extraordinaria
ictiofauna estéd expuesta a un grave riesgo de extincién, como se puede comprobar a partir de las
extinciones locales registradas en este trabajo. De aqui se deduce que se deben redoblar los esfuer-
zos de proteccion de los habitats acuaticos.

El Capitulo 10 nos descubre los mamiferos en Huelva. Esta provincia posee 23 espacios prote-
gidos, entre ellos un Parque Nacional, dos Parques Naturales, ocho Parajes Naturales, un Paisaje
Protegido, tres Reservas Naturales y una Reserva Natural Concertada. Entre todos los espacios pro-
tegen el 30% del territorio de la provincia de Huelva. Pero o que es menos conocido es que Huelva
es también rica y diversa en mamiferos. Como relata este capitulo, se han citado en la provincia
hasta 72 especies distintas de mamiferos y 51 son comunes: seis especies de insectivoros, ocho
especies de roedores, dos de lagomorfos, 19 especies de murciélagos, tres especies de ungulados,
10 de carnivoros y tres cetaceos. No en vano la provincia cuenta con seis areas ZIM, Zonas Impor-
tantes para los Mamiferos de Espafa.

El Capitulo 11 esta dedicado a la ecologia del litoral onubense (1): marismas mareales. Las ma-
rismas mareales son ecosistemas unicos, de alto valor ecoldgico, que ofrecen bienes y servicios que
trascienden del ambito geografico local y repercuten tanto a escala regional como global. Huelva
es rica en estos ecosistemas. Los organismos son mayoritariamente haléfilos y sus productores
primarios exclusivamente especies haléfitas, con adaptaciones que les permiten vivir en estos am-
bientes. A escala regional, las marismas, son zona de cria, guarderia y alimentacion de numerosas
especies animales en el Golfo de Cadiz, algunas de interés comercial. A escala global, las marismas
onubenses estén mundialmente reconocidas por su importancia ornitolégica, fundamentales para
las aves de humedales que, en sus rutas migratorias, encuentra en las marismas de Huelva puntos
de alimentacién, descanso y reproduccion.

Y el Capitulo 12 nos habla de la ecologia del litoral onubense (2): sistemas dunares. Los sistemas
dunares costeros son ecosistemas de transicién de distribucién mundial. Si bien estan cefidos a
una pequefa franja del litoral, aportan importantes bienes y servicios ecosistémicos. Sin embargo,
son espacios sometidos a una enorme tensién ambiental debido a la gran demanda por parte del
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hombre para establecer instalaciones y realizar otros usos y actividades en su territorio (vivien-
das, paseos maritimos, vias de comunicacién, agricultura, balnearios, etc.). Se consideran espacios
amenazados y llegando incluso a su eliminacién. La mayor parte de la costa de la provincia de
Huelva dispone de una inmensa riqueza de sistemas dunares, con diferentes formaciones geomor-
folégicas. Dunas blancas, bosques litorales y dunas méviles forman parte de los sistemas dunares
de un enorme valor natural.

Esperamos que el lector disfrute con esta Biologia de Huelva que aqui le hemos querido mos-
trar y, sobre todo, poniendo de relieve el altisimo valor bioldgico, ecolégico y medioambiental de
la provincia de Huelva, asi como visibilizar y reconocer el trabajo que los biélogos y biélogas de la
Universidad de Huelva realizan desde que empezamos a incorporarnos a ella.

Finalmente, queremos agradecer a la Universidad de Huelva, al Vicerrectorado de Extension
Cultural y al Servicio de Publicaciones de la Universidad que hayan facilitado y posibilitado que este
libro pueda ver la luz para conocimiento por parte de todos los onubenses de la riqueza de su tierra,
de su naturaleza. Nos mueve también a ello el favorecer su proteccion, defensa y conservacion. Y, al
mismo tiempo, que este libro sirva también de estimulo a todos aquellos apasionados por la Biologia
y no duden en lanzarse a su estudio y conocimiento.

BIOLOGIA DE HUELVA
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Una microalga de rio Tinto que aporta beneficios para la salud

Francisco J. Navarro Roldan

RESUMEN

Las microalgas se consideran interesantes fuentes naturales de moléculas valiosas, muchas de las cuales presentan
actividades biolégicas con aplicaciones en la salud humana, como antiinflamatorios, antitumorales y antibiéticos.
En el presente capitulo evaluamos la capacidad antimicrobiana de algunos extractos obtenidos a partir de la
microalga Coccomyxa onubensis (C. onubensis), un microorganismo extreméfilo aislado de drenajes acidos de la
zona minera del rio Tinto (Huelva, Espafa). Asi mismo la biomasa de esta microalga es rica en proteinas, lipidos,
hidratos de carbono, antioxidantes y vitaminas, y por lo tanto su posibilidad de servir como alimento para animales
también ha sido estudiada por nuestro equipo de investigacion.

Los resultados muestran que la microalga produce compuestos con actividad antibacteriana y que la biosintesis
de este tipo de compuestos se lleva a cabo en condiciones de pH muy bajo y en un entorno altamente oxidativo,
bajo las cuales la vida apenas es posible. Por su parte, como suplemento nutricional todos los resultados apoyan
que la biomasa de C. onubensis puede ser un suplemento seguro en la dieta y tiene las propiedades nutricionales
adecuadas de los alimentos funcionales.

PALABRAS CLAVE
Microalgas, Nutracéuticos, Coccomixa, Antimicrobianos.
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[1]

Rio Tinto, un entorno controvertido

El rio Tinto es un rio costero del sur de Espafia, de unos 100 Km de longitud, que discurre a lo
largo de la provincia de Huelva. Sus aguas, de color rojizo, llevan en disolucion gran cantidad de me-
tales pesados (hierro, cobre, cadmio, manganeso, etc.), lo que junto a su pH extremadamente acido
(entre 1.7 y 2.7), lo convierten (a priori) en un entorno extremadamente hostil para la vida. Tanto, que
ha sido estudiado por la NASA debido a su similitud con las condiciones del planeta Marte. En este
rio no hay peces ni anfibios pero sin embargo, en sus aguas viven pequefios microorganismos que
se han sabido adaptar a ese ambiente extremo y que en su conjunto se les denomina “organismos
extremofilos”. Expertos de la NASA han comprobado que este rio contiene centenares de miles de
bacterias, hongos, algas y protozoos que logran desarrollarse en un ambiente hostil desde hace
500.000 anos (https://es.wikipedia.org/wiki/R%C3%ADo_Tinto).

Estas condiciones tan extremas han sido provocadas por la actividad de unas bacterias capaces de
obtener energia a partir del sustrato de pirita que abunda en el subsuelo de dicho rio. A estas bacterias
se les denomina genéricamente quimiolitotrofos (capaces de crecer en medios estrictamente minerales
y en ausencia de luz, que obtienen la energia por oxidacion de compuestos inorganicos, quimicamente
reducidos) y concretamente lo que hacen para vivir es oxidar dicho mineral de pirita, constituido por sul-
furo de hierro, generando entre otros elementos, acido sulfurico y éxido férrico, que aportan al rio Tinto
sus propiedades de color y acidez tan caracteristicas (Gonzalez-Toril et al., 2004).

Junto a las bacterias (organismos procariotas) también tienen una relevancia importante las micro-
algas (organismos eucariotas) que representan aproximadamente un 60% de la biomasa del rio (Forjan
et al., 2014). Entre ellas cabe destacar las diatomeas, euglenofitas, clorofitas unicelulares y algas rojas
unicelulares (Amaral et al., 2002). Estos microorganismos extremdfilos, a lo largo de esos miles de afos,
han desarrollado mecanismos biolégicos de adaptacion para hacer frente a las altas concentraciones de
metales disueltos en el agua y proteger su metabolismo y estructuras celulares, y han sido estos meca-
nismos los que han dado lugar a la sintesis de multitud de biomoléculas de interés comercial.

La primera referencia escrita del empleo de microalgas para la alimentacién humana, data de hace mas
de 2000 afios en China, cuyos pobladores usaron Nostoc para sobrevivir durante periodos de hambruna
(Spolaore et al., 2006). Ademas de Nostoc, otras especies comestibles como las cianobacterias Spirulina
y Aphanizomenon, se usaron como alimento durante muchos siglos en Asia, Africa y México (Jensen et al.,
2001; Olaizola, 2003). En 1521, Bernal Diaz del Castillo, expedicionario espafol que participé en la conquista
de México, describe la preparacion de un Iégamo de Spirulina, que los indios nativos ingerian en su dieta.

La primera documentacion del cultivo intencionado de un alga se remonta a 1640 en Japén. Se
trata del alga “Nori”, término japonés usado para referirse a variedades comestibles de alga marina de
las diversas especies de alga roja Porphyra, con la que generalmente se enrolla el sushi. Aproximada-
mente en el mismo periodo, se inicid la recoleccion de diversas especies de Gracilaria para obtener un
producto similar al agar (Pulz y Gross, 2004). En el mundo occidental, el aprovechamiento industrial de
las algas y microalgas se inici6 en el siglo XVIIl para extraer de ellas sosa, yodo y otros compuestos
quimicos. En este momento comenzaron los intentos para poder cultivar las algas pardas Laminaria,
Macrocystis y Fucus en areas especificas destinadas a dicho fin.
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Buzo de la empresa gallega “Porto-Muinos” recolectando espagueti de mar

FIGURA (Himanthalia elongata).

02-2

FUENTE: http://www.expansion.com/pymes/2016/04/13/5707f764e2704e9c1b8b45a5.html

A partir de 1940, como consecuencia de la Il Guerra Mundial, la utilizacion de las microalgas como

alimento vivo en acuicultura comenzé a adquirir cada vez mas importancia. Los cientificos alemanes
comenzaron a cultivar microalgas de forma masiva con el objeto de obtener lipidos y proteinas. En estos
afos el estudio de las algas y su uso comercial se desarrollé de forma muy rapida, comenzado en Ale-
mania y extendiéndose luego a los Estados Unidos, Israel, Japén e ltalia, con el fin de utilizar biomasa
de algas para producir proteinas y grasas para la nutricion humana (Forjan et al., 2014). A partir de estas
fechas comienza a reconocerse a la biomasa de algas como un suplemento alimentario de gran calidad
que podria utilizarse en la nutricion humana, dados los datos estadisticos que reflejaban el aumento de
la poblacién mundial y las predicciones realizadas por expertos sobre el insuficiente suplemento de pro-
teinas en el futuro (Spolaore et al., 2006). Posteriormente comenzaron a realizarse estudios basados en
la utilizacién de microalgas para otros fines como en el tratamiento de aguas residuales y en su examen
sistematico para la obtencion de sustancias biolégicamente activas (Borowitzka, 1995).

Hay tres principales razones que explican el gran interés de las microalgas como ingrediente alimenta-
rio y como pequefas fabricas productoras de moléculas de alto valor afiadido. En primer lugar, las micro-
algas son organismos autétrofos, de manera que sélo se requiere para su crecimiento una fuente natural
de dioxido de carbono (CO,), la luz solar como fuente de energia y pequefias cantidades de N, P, Sy otros
micronutrientes. En segundo lugar, debido a su menor complejidad bioldgica, estructural y metabdlica, las
microalgas tienen una mayor tasa de crecimiento con respecto a las plantas. Por ultimo, es posible contro-
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lar la produccion y acumulacion de compuestos bioactivos en las microalgas a través de la manipulacion
de las condiciones de cultivo. Estas razones, junto con la enorme diversidad de este grupo biolégico y
el extraordinario desarrollo de las técnicas de la ingenieria genética, han motivado el gran interés de la
comunidad cientifica por la biotecnologia microalgal y su aplicacién en sectores médicos y farmacéuticos
(Spolaore et al., 2006; Pulz y Gross, 2004). No es sorprendente que la mayoria de los complementos ali-
menticios, terapéuticos y derivados de productos naturales, se obtengan principalmente de organismos
terrestres (plantas, animales y microorganismos), a pesar de que las aguas superficiales contienen, con
diferencia, la mayor biodiversidad del planeta. La gran mayoria de los organismos que viven en los mares,
océanos y entornos acuaticos terrestres todavia permanecen inexplorados. El estudio de algunos de estos
microorganismos con fines farmacéuticos ha demostrado que son fuente de precursores quimicos, de
nuevos reactivos y compuestos bioactivos con aplicacién médica (Blom y Pernthaler, 2010).

Por su composicién quimica, las microalgas son capaces de mejorar, desde el punto de vista nu-
tricional, numerosos preparados alimenticios y ejercer efectos beneficiosos sobre la salud de hombres
y animales. El alto contenido en proteina de determinadas especies de microalgas es una de las prin-
cipales razones para considerarlas como una fuente proteica no convencional. La TABLA 1 muestra una
comparacion en la composicién general de diversos alimentos humanos con diferentes microalgas,
pudiéndose equiparar nutricionalmente a la carne, pescado y huevos.

Proteinas microbianas:
Microorganismos frente a la alimentacion convencional

FUENTE: Vega et al., 1983, [12]

Cianobacterias 36-65 8-20 2-13 3-8
"""" Algas verdes | 46-60 | 27 | 1716 | 36
"~ Hongos . 1361 25-60 | 130 | 513
"""""""" Huevo 49 3 45 -
"""""""" carne . 57 2 & 1
""""""" Pescado . 55 . - . 87 o
"""""""" Leche . 27 . 3 . 3 . -
"""""""" Maz . 10 . 8 . 4 -
"""""""" Trigo . 14 . 8 2
"""""""" soja . 4 4 7
~ Espinaca 12 5 03 06
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Las microalgas son capaces de sintetizar todos los aminoacidos, por lo que pueden proveer de
aquellos que resultan esenciales a humanos y animales (Guil-Guerrero et al., 2004). Los carbohidratos
de microalgas pueden encontrarse en forma de almiddn, glucosa, azlucares y otros polisacaridos v,
por su alta digestibilidad, no presentan inconvenientes para que la biomasa forme parte de comidas y
alimentos (Becker, 2004). Respecto a los lipidos, la cantidad puede variar entre el 1 y el 70 %, aunque
en algunas especies puede llegar al 90 % de peso seco bajo ciertas condiciones (Metting, 1996) y
contener altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados w3 (omega 3) y w6 (omega 6), cuya
cantidad y proporcién relativa se determina por factores nutricionales y medioambientales, entre los
que se encuentra la limitacién de nitrégeno (Borowitzka, 1988; Tzovenis et al., 2003).

En cuanto a la calidad de las proteinas que contienen, las microalgas presentan una calidad pa-
recida, incluso superior, a los alimentos convencionales, como puede observarse en la TABLA 2, que
muestra una comparativa entre el contenido en aminoacidos esenciales de diversos microorganismos
y el de algunos alimentos convencionales.

Aminoacidos esenciales: Microbios versus alimentaciéon convencional
TABLA

02-2

(% del total de aminoacidos)

FUENTE: Vega et al., 1983, [12]

Saccharomyces cerevisiae 7,7 4,8 1,7 1,0 4,6 7,0 5,3 41
‘Candidafpolitica | 78 | 84 | 25 | 18 | 53 | 78 | 58 | 48 |
Scenedesmus obliquus | 57 | s4 | 23 | 15 | 38 | 84 | &7 | 51 |
Spiruinamaxima 46 46 18 14 60 80 65 50
Bacterias fotosintéticas 58  29-44 30 - 42 7479 6570 4346
Huevo 64 50 55 16 68 88 74 58
e 28 20 40 11 83 67 | 44 45
Sola 63 89 13 14 54 77 52 43

Las microalgas también representan una fuente variada de vitaminas A, B1, B2, B6, B12, C, E, ni-
cotinato, biotina, acido félico y acido pantoténico (Becker, 2004), aunque la concentraciéon en la que
se encuentran presenta variaciones en funcion de los factores medioambientales, los tratamientos de
recoleccién y el método de secado de las células. Por otro lado, las microalgas también son ricas en
pigmentos clorofilicos (0,5 % al 1 % en peso seco), en carotenoides y en ficobiliproteinas (Spolaore et
al., 2006; Pulz y Gross, 2004).
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[2]

Las microalgas son fuente de “nutracéuticos”

Tener una alimentacién adecuada es una preocupacién cada dia mas extendida en todos los pai-
ses europeos (Torres y Francés, 2007). La salud humana esta relacionada directamente con el estilo de
vida, en el que una dieta equilibrada juega un papel fundamental. Los consumidores estan cambiando
sus expectativas sobre los alimentos, por lo que la salud y la seguridad son cada vez més importantes
en la eleccion de los alimentos (Layman, 2014). Asi comienzan a emerger los alimentos funcionales,
constituyendo por tanto, la respuesta a mejorar la salud y reducir el riesgo a contraer enfermedades.

Para este proposito, el alimento suele enriquecerse en componentes biolégicamente activos, como
minerales, vitaminas, acidos grasos, fibra dietética, antioxidantes, etc., que mejoran las funciones gas-
trointestinales, la ingesta de antioxidantes y el metabolismo de los macronutrientes o micronutrientes
(Gomez-Ariza et al., 2010). Entre dichos componentes se encuentran los llamados nutracéuticos que se
pueden definir como un suplemento dietético, presentado en una matriz no alimenticia (pildoras, capsu-
las, polvo, etc.), de una sustancia natural bioactiva concentrada, presente usualmente en los alimentos y
que, tomada en dosis superior a la existente en dichos alimentos, lo que supuestamente tendria un efec-
to favorable sobre la salud, mayor que el que podria tener el alimento normal por si solo. Por tanto, se
diferencian claramente de los medicamentos, ya que estos suelen ser productos de sintesis y no tienen
por si solos en su mayoria un origen biolégico natural. Por otra parte los nutracéuticos son componentes
de los alimentos o partes del mismo, y sobre todo no s6lo pueden curar, sino también prevenir ciertas
enfermedades, que aportan un beneficio afiadido para la salud, por ejemplo un beneficio médico, inclu-
sive para la prevencioén y el tratamiento de algunas enfermedades (Sloan, 2000).

Un nutracéutico, se puede administrar como tal, en forma concentrada, o ser adicionado a un
alimento natural para incrementar en él las propiedades funcionales (Gomez-Ariza et al., 2010). Asi, el
término nutracéutico se aplica a productos que van desde nutrientes aislados, suplementos dietéticos
y extractos de plantas o microalgas, hasta dietas especificas y alimentos procesados como cereales,
sopas y preparados bebibles (Ferreira-Montero y Luengo-Fernandez, 2007).

Entre todas las propiedades de los nuevos alimentos y alimentos funcionales, ha aumentado dramati-
camente el interés general por los antioxidantes en el uso de la alimentacién, Por un lado, sirven para evitar
la generacion de los productos de la oxidacién lipidica en los alimentos, que pueden tener serios efectos
citotoxicos para los consumidores, y por otro lado, también parecen jugar un papel importante en relacién
con la salud (Urala y Lahteenmé&ki, 2007) y, en particular, para frenar el envejecimiento celular. Oxidantes
producidos por los productos del metabolismo normal y por los agentes exdégenos al organismo, causan
dafios extensos en el ADN, las proteinas y los lipidos. Este dafio (el mismo que el producido por la radia-
cién no ionizante) contribuye de manera importante al envejecimiento y a las enfermedades degenerativas
asociadas al envejecimiento como el cancer, las enfermedades cardiovasculares, el deterioro del sistema
inmunolégico, disfuncion cerebral y cataratas (Ames et al., 1993; Devasagayam et al., 2004). Se sabe que
en los procesos metabolicos que tienen lugar en el cuerpo humano, se producen continuamente de forma
natural, especies oxidantes que constituirian una seria amenaza para la salud, de no ser por las defensas
naturales a nivel celular contra ellas. Estas defensas, que se basan en sistemas enzimaticos (catalasas,
peroxidasas y superoxido dismutasa principalmente), minimizan los efectos toxicos de los radicales libres
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pero van perdiendo efectividad con la edad de las personas de ahi la necesidad (a partir de cierta edad),
de recibir un suplemento dietético con las propiedades descritas, por lo que el consumo de niveles ade-
cuados de antioxidantes desde la edad adulta podria ser Util para lograr un envejecimiento saludable,
especialmente en casos de envejecimiento prematuro (Alvarado et al., 2006).

Se han propuesto diversos alimentos de nueva generacion de caracter nutracéutico, que ayudan a
reducir el riesgo de afecciones cardiacas (huevos enriquecidos con acidos grasos esenciales omega 3
y margarinas con fitoesteroles) y los episodios de espina bifida (cereales con acido félico), o facilitar la
digestion (leche y yogures fermentados con cultivos prebidticos). Pero el mayor esfuerzo se ha hecho,
quizas, en la preparacién de alimentos de origen vegetal, como son las microalgas (Kay, 1991), que re-
duzcan la probabilidad de desarrollar enfermedades crénicas, en particular el cancer, por la presencia
de compuestos biolégicamente activos (fitoquimicos) (Plaza et al, 2009).

Microalgas como Chlorella spp., Dunaliella spp., Scenedesmus spp., Nannochloropsis spp., Tetrasel-
mis spp., Spirulina spp. y Aphanizomenon flos-aquae, se han utilizado como alimentos ricos en nutrientes
y fuentes de nutrientes para alimentos funcionales (Gantar y Svircev, 2008; Bishop y Zubeck, 2012; Yaajob
et al., 2014). El uso de microalgas para la alimentacion animal y la acuicultura resulta de particular interés
(Vaquero et al., 2014). Si bien se han obtenido microalgas comestibles de especies marinas o mesofilas de
agua dulce, hasta el momento no se ha intentado introducir la produccion a gran escala de microalgas ex-
tremoéfilas para usarlas como fuente de alimentos, probablemente debido a las bajas tasas de crecimiento
y la baja productividad de la biomasa. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la microalga
acidofila Coccomyxa onubensis aislada de rio Tinto por el equipo de investigacion del Dr. Carlos Vilchez
de la Universidad de Huelva, puede cultivarse fototroficamente a pH 2.5 en medio mineral minimo, alcan-
zando asi una tasa de crecimiento moderada (Buono et al., 2014).

Algunos productos a base de microalgas se comercializan en la actualidad
FIGURA como suplemento alimentario

N 02-3 3
Foto: Francisco Navarro
Capsulas de Chlorella sp., donde su principal productor a nivel mundial es Chinay se le atribuyen las propiedades

de eliminar toxinas y metales pesados. Dunaliella salina (con alto contenido en Betacaroteno y Vitamina A), y

Spirulina (posee un coctel de vitaminas y minerales, principalmente vitamina A, E, D, B1, B2, B3, B6, B12,
hierro, zinc, acido félico y acidos esenciales. Ademas es una buena fuente de proteina (70%) y de clorofila.
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Por otro lado, existen posibles inconvenientes asociados con el uso de la biomasa completa de
microalgas como fuente directa de alimento para las personas y los animales, debidos principalmente
a su alto contenido de acidos nucleicos [TABLA 1] y a su posible contaminacién por metales o contami-
nantes ambientales presentes de forma habitual en el medio ambiente, lo que suscita preocupaciones
con respecto a la posible toxicidad y los efectos a largo plazo en la salud humana (Bishop y Zubeck,
2012). Sin embargo, este inconveniente desaparece tomando de la biomasa sélo sus componentes
de valor, de forma que el uso futuro de esta biomasa de microalgas en la industria alimentaria, sera
empleado como fuente de nutracéuticos para alimentos funcionales, en lugar del consumo directo de
dicha biomasa.

Si comparamos la composicién bioquimica de las microalgas con los alimentos tradicionales, seria
posible que pudieran aumentar el contenido nutricional de estos alimentos e incluso afectar positi-
vamente la salud humana y animal. Esto se debe a su particular composicion nutricional. La TABLA 3
presenta una comparacion entre la composicién general de las fuentes de nutrientes para los humanos
y varias especies de microalgas comestibles (Pulz y Gross, 2004).

Comparacion de la composicion bioquimica de fuentes nutricionales

BA;_L; convencionales y algunas microalgas comestibles marinas y de agua dulce
Fuente: Pulz, O. and Gross, W. (2004) [8]
‘ Proteins (%) ‘ Lipids (%) ‘ Carbohydrates (%)
Bakery yeast 39 1 38
o Meat s 4 o
Mk 26 28 88
A Rice s > 7
A soy a7 20 30
A Chlorella vulgaris 5188 1422 | 1247
o Haematococcus pluvialis 48 15 o7 |
. Dunaniellasalina 3981 1420 1418 |
. Spirulina maxima 071 49 | &14 |
o Chlamydomonas rheinhardii 48 o 7o |
. Scenedesmus obliquus 50-56 | 4 1047 §
- Porphyridium cruentum 2830 | 914 | 40-57 |
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[3]

Propiedades nutricionales y biosanitarias de Coccomyxa onubensis

Debido al alto contenido en compuestos bioldgicos beneficiosos para la salud humana y animal que
poseen las microalgas, entre los que figuran los lipidos, polisacaridos, antioxidantes, vitaminas, mine-
rales y biomoléculas con actividades farmacéuticas, han aparecido en el mercado multitud de “nuevos
alimentos” o nuevos productos de consumo, supuestamente enriquecidos con estos principios activos
procedentes de la biomasa de las microalgas como por ejemplo cereales para el desayuno, produc-
tos para untar, panes, galletas, brownies, barritas energéticas, mayonesas, postres gelificados, pastas,
emulsiones, helados y bebidas (Becker, 2007). Se estima que en pocos afios el mercado de los alimentos
funcionales supondra un 20% de la facturacion total de alimentos a nivel mundial (Gouveia et al., 2010).

Dentro del ambito biosanitario se ha encontrado que varios polihidroxiesteroles procedentes de microal-
gas, exhiben actividades citotdxicas y anticancerigenas (De Jesus-Raposo et al., 2015). Los polisacaridos de al-
gas pertenecen a una gran familia de compuestos quimicos muy diversos, algunos de los cuales se han descrito
para estimular el sistema inmunitario humano y / o tienen posibles aplicaciones biomédicas (Martinez y Rojo,
2011). Por lo tanto, no cabe duda sobre el alto valor potencial de la biomasa de microalgas como una posible
fuente de nutracéuticos para alimentos funcionales dirigidos a prevenir e incluso paliar ciertas enfermedades.

Actualmente ya hay algunas microalgas que son comercializadas para su uso gastronémico, pero no
son objeto de investigacion, y por lo que conocemos, sus cualidades nutracéuticas no son especialmen-
te extraordinarias, ya que estan al nivel de algunas frutas y verduras ordinarias. Hoy se comercializan
apenas una decena del millon y medio aproximado de microalgas existentes en el planeta (fundamen-
talmente como biomasa para principios activos), de ahi el interés en la posible incorporacion de la Coc-
comyxa onubensis. Mas aun cuando es un mercado que mueve alrededor de los 2.000 millones de euros.

En este sentido, en el presente capitulo, hemos abordado la posibilidad de utilizar una microalga
aciddfila (Coccomyxa onubensis) procedente de Rio Tinto, como fuente de sustancias bioactivas

de interés para la salud.

Desde hace varios afos, venimos trabajando en colaboracion los grupos de investigacion SEJ-523 y
BIO-214 pertenecientes al Centro de Investigacidon en Recursos Naturales, Salud y Medioambiente (RENS-
MA) de la Universidad de Huelva. Dentro de dichos grupos, dirigen los estudios que mas adelante pasare-
mos a describir en detalle, los Dres. Carlos Vilchez y Francisco Navarro, profesores de la Universidad de
Huelva, a los que se les suman el Dr. Eduardo Forjan, del Servicio Andaluz de Salud de la Junta Andalucia,
el Profesor Dr. José M? Vega de la Universidad de Sevilla y el Dr. Miguel Angel Castafio, facultativo del
Hospital Juan Ramoén Jiménez.

[3.1]
Actividad antimicrobiana de la microalga eucariota acidéfila Coccomyxa onubensis

Los estudios sobre microalgas destinados a encontrar moléculas farmacolégicamente activas, y
especialmente con actividad antibiética, comenzé en la década de 1950. Desde entonces, una amplia
gama de actividades farmacoldgicas se ha observado en los extractos de microalgas, aunque en la
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mayoria de los casos los principios activos permanecen aun desconocidos (Borowitzka, 1995). Estos
estudios también han aumentado en la ultima década, llevando al descubrimiento de un gran niumero
de nuevos compuestos con actividad farmacoldgica que actualmente estan siendo examinados para su
posible aplicacion médica (Guedes et al., 2011). Dada la gran diversidad de microalgas existente en la
naturaleza, estimada entre 500.000 y un millén (Norton et al., 1996), con una gran variedad de compues-
tos quimicos, no es de extrafiar que se hayan descrito una amplia diversidad de actividades biologicas
de interés para el hombre, como antitumoral, antibacteriana, antiviral, analgésica, antinflamatoria, etc.,
Sin embargo, en la actualidad, menos de una docena de microalgas se explotan comercialmente.

Como ya se ha indicado, las microalgas extremofilas estan aun practicamente inexploradas como
fuente de productos farmacéuticos, a pesar del hecho de que su biomasa puede producirse a gran
escala con un bajo riesgo de contaminacion.

Fruto de las investigaciones sobre ésta microalga acidéfila originaria del rio Tinto, hemos publica-
do un articulo en el que se describe que dicha microalga presenta actividad inhibidora del crecimiento
de determinadas bacterias patdgenas, lo que postula a éste organismo como posible fuente novedosa
de sustancias antibiéticas de interés farmacoloégico. (doi: 10.1111/pre.12158)

El auge demografico que se estd produciendo en nuestro planeta requiere alimentos, atencion médica
y proteccion del medio ambiente, y existe una necesidad urgente de encontrar nuevas fuentes de estos pro-
ductos. El nimero creciente de bacterias resistentes a los antibiéticos, que es particularmente relevante en el
ambito hospitalario, es un problema de salud que puede alcanzar un nivel alarmante. Se han encontrado bac-
terias Gram-negativas pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter, Escherichia
o Salmonella, asi como bacterias Gram-positivas pertenecientes a los géneros Staphylococcus, Enterococcus
o Streptococcus entre las que muestran resistencia a un gran nimero de antibiéticos (Martinez y Rojo, 2011).

Asi, en los ultimos afios, la industria farmacéutica ha centrado sus esfuerzos en la investigacién para
detectar organismos unicelulares para la produccién de compuestos naturales con actividad antimicro-
biana. En este contexto, se han publicado varios articulos de revisién que destacan a las microalgas como
productores antimicrobianos eficaces [39-41]. Ademas, las microalgas también se han referido como fuen-
tes naturales de proteinas de alta calidad para alimentos y moléculas valiosas con aplicaciones en la salud
humana, como la actividad antiinflamatoria o antitumoral [42, 43] tal y como hemos descrito anteriormente.

En cuanto a la produccion de nutracéuticos, Coccomyxa onubensis ha sido ampliamente es tudiada
como fuente natural de la luteina, pigmento carotenoide (Forjan et al., 2015), un fuerte antioxidante pre-
sente en la macula ocular humana. Y como fuente de agentes antimicrobianos, hemos seguido el enfoque
desarrollado por el Instituto de Investigacién de Farmacologia Marina de Roche (RRIMP, Australia), que fue
pionera en la seleccién de extractos de bioactividad (Borowitzka, 2013), y que describimos a continuacion.

En primer lugar, se crecié la biomasa suficiente a partir de un cultivo puro de la microalga, a pH
2.5 en reactores discontinuos de 5L a 25°C, burbujeando aire con un 5% (v/v) de CO2 y continuamente
iluminado bajo las condiciones descritas por Forjan et al. (2015).

Las células de microalga se recolectaron mediante centrifugacion a 19,000 g durante 5 min en la
fase de crecimiento estacionario temprano del cultivo, en la que se espera que la acumulacién de com-
puestos bioactivos sea maxima (Aremu et al., 2014). Seguidamente, la biomasa se homogeneizé en un
mezclador Waring Ultra-Turrax T-25 a fin de romper la pared celular y las endomembranas de forma
que todo el contenido soluble pudiese separarse del resto insoluble mediante centrifugacién siguiendo
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el procedimiento descrito por Navarro et al. (2017). El material asi obtenido fue empleado como fuente
de los extractos bioactivos con diferentes disolventes, obteniéndose finalmente un concentrado que
se empled para las determinaciones de la actividad antimicrobiana frente a diferentes patégenos hu-
manos asi como para la determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).

En la figura siguiente se muestran los halos de lisis en una placa de Petri con Proteus mirabilis en
presencia de los extractos de la micoalga y en la TABLA 4 se recoge el efecto de la actividad inhibitoria
del crecimiento de los diferentes extractos obtenidos a partir de la microalga con varios solventes em-
pleados como agente extractante, frente al crecimiento de los patégenos hospitalarios mas frecuentes.

Halos de lisis en una placa de Petri con Proteus mirabilis crecida en césped

FIGURA
02-4

FoTo: Francisco Navarro

Puede observarse cada uno de los discos de antibiograma (circulos oscuros) como se rodea o no de un
“halo” (flecha roja) seguin la mayor o menor efectividad del extracto empapado en ellos.

(1): Control negativo
(2): Extracto sin efecto (agua)
(3): Efecto positivo del extracto de la microalga

(4): Efecto positivo de antibiéticos comerciales

A partir de la tabla 4 podemos deducir tres hechos: (1) Todos los extractos celulares obtenidos de
Coccomyxa onubensis, excepto los extractos acuosos y etandlicos, mostraron efectos antimicrobia-
nos. Los diferentes efectos inhibitorios de diferentes disolventes indican que las moléculas bioactivas
que estan presentes en los extractos son diferentes o estan mas o menos concentradas. (2) Los sol-
ventes menos polares (hexano, cloroformo y diclorometano, Celdillas color rojo en la tabla) mostraron
los halos de inhibicion mas grandes, comparables con los efectos producidos por los antibiéticos
comerciales ampliamente utilizados en la préactica clinica. (3) Por otro lado, los mayores efectos an-
timicrobianos se obtuvieron contra E. coli, Salmonella sp. y Proteus mirabilis, todas ellas bacterias
Gram (-). Mientras que no se encontré actividad comparable con antibiéticos comerciales contra bac-
terias Gram (+), lo que sugiere que el mecanismo antibiético de los extractos bioactivos podria dirigirse
contra la pared celular de las bacterias.
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Comparacion de la composicion bioquimica de fuentes nutricionales
convencionales y algunas microalgas comestibles marinas y de agua dulce

FuenTe: Navarro et al. 2017 [45]

Zona de inhibicion, incluyendo el didmetro del disco de antibiograma (6 mm). Hex, hexano; DEth, diethyl ether;
Chlf, chloroform; Dich, dichloromethane; EtAcet, ethyl acetate; Met:Dich; methanol- dichloromethane 1:1;
Acet, acetone; Met, methanol; Phos, phosphomycin; Amox, amoxicillin-clavulanate; Ciprofx, ciprofloxacin.
Diametros de inhibicién: - , sin efecto inhibitorio; +, diametro 6 — 7.9 mm; ++, didmetro 8 — 13.9 mm; +++,
diametro > 14 mm. La actividad antimicrobiana fue medida por triplicado mediante el método de difusién en
disco- placa (Collins y Lyne, 1989) y la zona de inhibicién del crecimiento se interpreté segun Abdel-Raouf
et al. (2011). Para descartar que los solventes organicos tuviesen actividad antimicrobiana, se ensayaron
discos cargados con los solventes organicos sin los extractos. Para comparar la actividad antimicrobiana se
ensayaron los antibiéticos comerciales: Fosfomicina, Amoxicilina, Cefoxitina y Ciprofloxacino.

Coccomyxa onubensis

Inhibition zone diameters (mm)?

Extracts (25 pl/disc) ‘ Commercial antibiotics

Microorganism Hex DEth Chif Dich  EtAcet Met:Dich Acet Met Phos Amox  Ciprofx
Pseudomonas areuginosa - - + - + + 4+ - T+
Escherichia coli S + ++ + - + ++ ++ ++ +++
Escherichia coli ESBL + ++ + - ++ + ++ - -
Salmonella sp. ++ ++ ++ + ++ +++ +++ +++
Proteus mirabilis + + + ++ + +++ +++ +++
Staphylococcus aureus - ++ - - + + ++ ++ +++ +++ +++
Staphylococcus aureus MB ++ ++ + - + - + ++ +++ +++ +++
Candida albicans ++ + - + ++ - ++ ++ +++ +++ +++

se observa en el siguiente cromatograma, presenta un importante contenido en acido palmitico (C16:

El anélisis de los extractos de Coccomyxa onubensis con mayor actividad antimicrobiana, como

0), oleico (C18: 1), linoleico (C18: 2) y linolénico (C18: 3).
Muchos de estos acidos grasos presentes en los extractos de la microalgas han sido descritos

como agentes antimicrobianos (Navarro et al., 2017). El acido linolénico se identificé como un agen-

te antimicrobiano en el extracto de espirulina (Kaushik y Chauhan, 2008), en el caso de Phaeodac-

tylum tricornutum Bohlin, el acido graso responsable de la actividad antibiodtica contra las bacterias

Gram-positivas y Gram-negativas fue el a&cido eicosapentaenoico (Desbois et al., 2009). Ademas, otros

compuestos con propiedades antimicrobianas pueden incluir indoles, terpenos, acetogeninas, fenoles

e hidrocarburos halogenados volatiles (Sing et al., 2005). Por su parte, Molnar et al. (2010) encontraron

que una molécula relacionada con la luteina mostré un poderoso efecto anti-Helicobacter pylori, con
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Cromatograma de gases obtenido a partir de extracto bioactivo de C. onubensis

sl cmpleando exano como agente extractante

N 02-5 |
FUenTE: Navarro el al. 2017 [45]
Acidos grasos principales: C16: 0, acido palmitico; C18: 1, acido oleico; C18: 2, acido linoleico; C18: 3, acido
linolénico.

‘ 22
| 20
| 18
16
14
12
10

C16:0

Arbitrary Units

o
C18:0
C18:1
> Cc18:3

)\

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5
; TIME (min) ;

una actividad, comparable al metronidazol, el compuesto farmacoldgico antimicrobiano utilizado para
el tratamiento contra esta bacteria. Si bien el mecanismo a través del cual los acidos grasos pueden
ejercer su actividad bactericida no se conoce completamente, se sabe que puede promover el dano
a la membrana celular bacteriana, lo que resulta en la alteracién de la absorcién de nutrientes y la
inhibicion de la respiracion celular (Smith et al., 2010).

Como conclusién final a este trabajo cabe destacar que en él se describe por primera vez, una ac-
tividad antimicrobiana procedente de la microalga acidofila Coccomyxa onubensis. Al contrario de lo
observado en otras microalgas de ambientes no extremos como por ejemplo Chlorella sorokiniana, la in-
tensa actividad antimicrobiana encontrada en Coccomyxa frente a microorganismos patégenos, sugiere
que esta microalga puede ser una fuente de nuevos antibiéticos de aplicacion humana. A partir de este
momento se requiere estudiar la efectividad de esta microalga frente a una mayor variedad de diferentes
cepas que resulten de interés clinico, asi como estudiar también la posible bioactividad antimicrobiana
de diferentes especies extremdfilas.

[3.2]
Microalgas como fuente de alimentacién segura para animales: caracteristicas nutricionales
de la microalga aciddfila Coccomyxa onubensis y sus posibles beneficios para la salud.

Las propiedades bioquimicas y el comportamiento biolégico de las microalgas han sido poco
investigados aun, aunque se han hecho algunos estudios sobre la influencia de las algas en el creci-
miento de los animales y sobre la biodisponibilidad de componentes de la dieta para evaluar su uso
potencial como ingredientes en la industria alimentaria (Gudiel-Urbano y Gofi, 2002a).
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Las algas marinas se consumen con frecuencia en Asia y de vez en cuando en el resto del mundo.
Desde un punto de vista nutricional, las algas comestibles son ricas en polisacaridos no almidonados, pro-
teinas, minerales y vitaminas. Tienen un bajo contenido de lipidos y proporcionan una cantidad muy baja
de calorias. Sin embargo, la composicién de las algas podria interferir con la biodisponibilidad de otros
nutrientes (Gudiel-Urbano y Goiii, 2002b). Ademas se ha descrito que las algas comestibles pueden influir
en la composicion y en las actividades metabdlicas de la microflora intestinal de la rata (Gudiel-Urbano y
Goni, 2002a) lo que hace obligado su detenido estudio como posible suplemento alimenticio en humanos.

Debido a que el habitat natural de C. onubensis es compatible con condiciones de alta irradiacion
y de elevado estrés oxidativo, los parametros fisicoquimicos y nutricionales pueden fijarse adecuada-
mente para producir biomasa con un alto contenido de nutracéuticos como carotenoides (principal-
mente luteina) y acidos grasos poliinsaturados (PUFA) (Ruiz-Dominguez et al., 2015). En la siguiente
tabla se muestra la composicion nutricional de la biomasa de de C. onubensis que junto a su contenido
en moléculas biosaludables la convierte en un buen modelo para investigar el papel potencial de una
microalga fotosintética acidéfila para ser utilizada en la alimentacién animal. La microalga encontra-
da en el rio Tinto, genera una biomasa rica en proteinas (44,60% del peso seco) y fibras dietéticas
(15,73%), moderada en hidratos de carbono (24,8%) y tiene un bajo contenido de lipidos (5,4%), de
los cuales los acidos grasos poliinsaturados representan el 65% del total (Navarro et al., 2016). Por lo
tanto, hemos llevado a cabo un estudio para dilucidar los efectos de las dietas suplementadas con mi-
croalgas en la salud de animales modelo de laboratorio, cuyos resultados nos permitan extrapolarlos
a otros animales, como los propios de explotacion ganadera, o incluso a humanos.

ruenTe: Navarro et al. (2017) [54]

(*) El peso seco representa el 24,35% de la biomasa.

PARAMETROS Composicion de la Fraccion (%) | Composicion de la Subfraccion (%)

Proteinas 44.60 ---
* Carbohidratos | 240 -
"""""" Azicares solubles | e i am
* Fbradietetca | w73 -
""" Trglicéridos L s40 L e
"""""" Grasas sauradas | - i 1wss
"""""" Grasas monoinsaturadas | - | 14
"""""" Grasas poliinsaturadas | - | es00
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Igualmente, hemos podido comprobar la existencia de lipidos de alto valor en alimentacién humana
saludable, como el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA) o hidratos de
carbono como el B-1,3-glucano, una fibra natural soluble con actividad estimuladora del sistema inmune.

Como es légico, en todos los casos, hemos de demostrar la inocuidad de la ingesta de estos
“nuevos alimentos” antes de poder aprovechar sus posibles beneficios. En este sentido, el proceso
pasa por abordar la denominada fase preclinica consistente en comprobar sus efectos sobre animales
de experimentacioén, siendo los roedores los animales de laboratorio mas utilizados en estas investi-
gaciones biomédicas. La forma habitual de testar en animales estos productos, es la fabricacién de
piensos modificados, de forma que éstos han sido mezclados con las dietas habituales y después
suministrados a ratas o ratones (Van Haver, 2008). De esta forma, nuestro equipo de investigacién
abordé el estudio de bioseguridad de ingesta de la microalga Cocomyxa onubensis empleandola
como suplemento alimenticio, mediante la elaboracién de dietas modificadas.

Durante la administracién de la dieta modificada a testar, parametros tales como el peso corporal,
consumo de alimento, bioquimica de la sangre, peso de los 6rganos, histopatologia, etc., han sido
profundamente analizados para comprobar sus efectos sobre la salud tal y como recomienda Van
Haver (2008).

A la hora de decantarnos por un modelo animal de laboratorio para nuestro estudio, considerare-
mos que la anatomia y la fisiologia de la rata y el ratén son muy similares, sin embargo la ventaja del
empleo de las ratas respecto de los ratones en experimentacioén, radica en su mayor tamafio (mayores
érganos, mayor volumen de sangre, etc.). A demas, las ratas no pueden regurgitar ni vomitar por lo que
son muy sensibles a los téxicos y a las dosis y podemos estar seguros de que retienen todo el alimento
que ingieren, el cual toman de forma semicontinua en condiciones ad libitum.

Por otro lado, siempre que sea posible, hay que considerar también factores como la docilidad que
nos permita su manipulacion con el minimo riesgo, el tamafio maximo que pueden alcanzar, a fin de
requerir mas o menos cantidad de alimento, que no siempre es facil ni econémico de producir. Si son
cepas consanguineas, ademas, nos permitiran reducir el nUmero necesario de ejemplares por grupo,
ya que la variabilidad genética esta reducida, lo que reduce nuevamente el gasto de los ensayos y
sobre todo, el menor nimero posible de animales para obtener datos fiables, para asi limitar o evitar
potencialmente el uso posterior de otros animales, sin comprometer el bienestar animal, tal y como se
recoge en el “Principio de las tres erres en la experimentacion animal” (Russell y Burch, 1959).

Dependiendo de las caracteristicas de los ensayos disefiados, cabe la eleccion de ejemplares
exclusivamente machos, lo que garantiza que su composicién hormonal no varia a lo largo de la vida
adulta, muy a tener en cuenta en ensayos nutricionales y de estrés oxidativo (Navarro et al., 1999).

Por ultimo, consideraremos que la cepa Long Evans para la experimentacion (Orden Rodentia,
Suborden Myomorpha, Familia Muridae, Género/especie Rattus norvegicus) suministrada por “Charles
River Laboratories” (Francia), es utilizada para estudios de nutricién, ya que poseen un metabolismo
constante (Salvador Cabos, 2012), con lo que alcanzado este punto tendremos definido cual seria el
modelo que mas se adecua al estudio planteado.

El estudio de bioseguridad alimentaria consistié en establecer cuatro grupos de ratas organizados
al azar (n = 6) que fueron alimentados con una dieta estandar (Control) o con una dieta en la que el
0,4% (Grupo2); el 1,25% (Grupo3); 6 el 6,25% (Grupo4) (w/w) del peso de la dieta estandar, fue sustitui-
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do por polvo de la microalga seca respectivamente. Los cuatro grupos de animales fueron alimentados
at libitum durante 45 dias.

Tras el estudio se comproboé que ninguna de las dietas empleadas origina disminucién en la ganan-
cia de peso durante el transcurso del experimento. El incremento del peso de los animales en los cuatro
grupos, no presenta diferencias ni entre si ni con respecto al control. En consecuencia, la sustitucion
de parte del pienso convencional por la microalga no afecta a la tasa de crecimiento de los animales.

Ganancia de peso durante todo el tiempo que ha durado el experimento

FIGURA Los datos son el valor medio para cada grupo

02-6

FuenTe: Navarro et al. (2017) [54]
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Las ratas no mostraron alteraciones fisiolégicas o de comportamiento visibles durante el periodo
experimental. La ingesta de la microalga, aun a dosis muy elevadas, no induce alteraciones significa-
tivas en los parametros de la bioquimica sanguinea relacionados con el dafio hepatico, pancreatico o
renal, manteniéndose todos los respectivos marcadores bioquimicos dentro de los limites saludables
en los cuatro grupos de ratas.

Los parametros hematoldgicos y bioquimicos se analizaron en paralelo con los estudios histolo-
gicos, y los resultados no mostraron efectos adversos en la salud de los modelos animales de labo-
ratorio analizados. Ademas, las dietas suplementadas con C. onubensis exhibieron un potente efecto
hipocolesterolémico e hipototrigliceridémico en los animales del estudio, induciendo respecto del
control una disminucién de triglicéridos y de colesterol VLDL y ademas disminuye la actividad de las
transaminasas hepaticas, pudiéndosele otorgar un cierto papel hepatoprotector.
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Valores de Colesterol total y Triglicéridos durante el experimento
FIGURA

02-7

La microalga induce un suave efecto dislipemiante, que se alcanza a pequenas dosis. Los triglicéridos, procedentes
de las calorias sobrantes tomadas en los alimentos, son almacenados en los adipocitos para su uso posterior.
Alcanzan niveles altos cuando la ingesta de calorias es mayor que la que el organismo necesita. La administracion
de la microalga induce una bajada en los niveles séricos de hasta el 50.18% respecto de los valores control [54].
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A nivel histopatolégico, no se aprecian alteraciones ni en el higado ni en el rifidn, revelando érga-
nos sanos en todos los animales, lo que corrobora los resultados obtenidos en la bioquimica sangui-
nea. El grosor y la configuracién de las trabéculas, la presencia de cambios regenerativos y una eva-
luacién inicial de la fibrosis en el higado se llevaron a cabo sin que se observaran cambios patdogenos
en ninguno de los grupos (Histopatologia A-D).

Ademas, los parametros indicativos de degeneracion y deposicién de sustancias, como la degenera-
cién en globo (hinchazén), la presencia de colestasis y la esteatosis macro y micro vesicular, se encontra-
ron normales en todos los grupos. Todas las secciones estudiadas mostraron una arquitectura de hepato-
citos saludables en el parénquimay la vena central, con grados similares de esteatosis entre los diferentes
grupos de ratas. Sin embargo, se identificaron alteraciones en el patron de cromatina de los nucleos de
hepatocitos del grupo Dieta 4 (Histopatologia 1D), que no afecté la salud de los animales. Asimismo, el
citoplasma presentd una distribucidon de manera normal, independientemente de la dieta recibida por la
rata (Histopatologia 1E y F). Los tubulos contorneados distales y proximales también mostraron una distri-
bucién normal de células epiteliales. La mayoria de los tubulos en la médula (Histopatologia 1G y H) pre-
sentaban una seccidn longitudinal y un epitelio de tubulos colectores intactos. Se presto atencién a la es-
tructura de los vasos sanguineos para identificar la posible presencia de vasculitis, trombos, hialinizacién
o esclerosis, pero todas las secciones histolégicas estudiadas parecian normales segun los parametros de
Kierszenbaum (2013), lo que indica una falta de toxicidad de las dietas que contienen microalgas en polvo.
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Histopatologia: Secciones de higado y rindn de rata, tefidas

FIGURA con Hematoxilina y Eosina

02-8
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Todos los ensayos fueron disefiados siguiendo el principio de las tres erres de Russel y Burch
(1959) y las ratas fueron manejadas y cuidadas en todo momento de acuerdo con las normas estable-
cidas por la Comunidad Europea descritas en la Directiva 2010/63/UE. Toda la investigacion se llevo a
cabo después de la aprobacion por el Comité Etico correspondiente.
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[4]
Conclusion

Todos los datos obtenidos parecen indicar la ausencia de toxicidad en las ratas por la ingesta de
C. onubensis y apoyan que la biomasa de esta microalga puede ser un suplemento seguro en la dieta
de ratas y tiene las propiedades nutricionales adecuadas de los alimentos funcionales. La biomasa
es consumida y bien tolerada por los animales de experimentacion, los cuales la ingieren a una tasa
similar a la del pienso control.

De este modo queda demostrada la inocuidad de la ingesta de C. onubensis en una fase precli-
nica, sin embargo, y en segundo lugar, ahora es necesario realizar una fase clinica con voluntarios
humanos para comprobar los mismos resultados. Una labor que se lleva a cabo siempre bajo la super-
vision médica, que en este caso, desde el Hospital Infanta Elena y su Unidad de Cardiologia y Lipidos,

con quien mantenemos una estrecha relacion.

[5]
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