Universidad de Huelva

Departamento de Quimicay Ciencia de los Materiales

Evaluacion del enriquecimiento en lipidos de valor
energético en microalgas

Memoria para optar al grado de doctora
presentada por:

Maria del Carmen Ruiz Dominguez
Fecha de lectura: 2 de noviembre de 2013
Bajo la direccion de los doctores:
Carlos Vilchez Lobato

Benito A. de la Morena Carretero

Huelva, 2013

QLo



Tesis Doctoral

)]/ EVALUACIQNDE‘[’"’
- \@ﬁ?x IMIENTG%N
3R ENERGET

MICROALGA ?\

Programa d
CIENCIAYY TECN » G






Tniversidad
de Huelva

55 CEPSRA

E ﬁﬁ mme RS
UNIVERSIDAD DE HUELVA

Departamento de Quimica y Ciencia de los Materiales
“Profesor José Carlos Vilchez Martin”
INSTITUTO NACIONAL DE TECNICA AEROESPACIAL (INTA)
COMPANIA ESPANOLA DE PETROLEOS (CEPSA)

EVALUACION DEL ENRIQUECIMIENTO EN
LIPIDOS DE VALOR ENERGETICO EN
MICROALGAS

Programa de Doctorado
CIENCIA Y TECNOLOGIA QUIMICA

Memoria presentada para optar al grado de Doctor por:
Maria del Carmen Ruiz Dominguez

Trabajo realizado bajo la direccién de:

Dr. Carlos Vilchez Lobato Dr. Benito A. de la Morena Carretero
Catedratico de Universidad en Jefe de la Estacion de Sondeos
Bioquimica y Biologia Molecular Atmosféricos “El Arenosillo” del INTA






’{ SR \i::[‘, AUTORIZACION PARA LA DEFENSA DE LA TESIS DOCTORAL EMITIDA POR

“\:‘.'* EL/LA DIRECTOR/A Y EL/LA TUTOR/A Y POR LA COMISION ACADEMICA DEL
'Qﬂm:[,?“_{m PROGRAMA DE DOCTORADO
[E ) Vs

DATOS DELS DE LA DOCTORANDOA:

Apellidos y nombre: HNIF! MIE/Pasaporie: MNacionalidad:
RUIZ DOMINGUEZ MARIA DEL CARMEN 28612018 H E-F'AFIUI;A
Direccion a efecios de nofificaciones: LUIS MONTOTO 141 1°B CP. 41007 - SEVILLA -
Telefono: 877 320505 / 954 571030 . . iecema uhuw.es [ macan

DATOS DE LA TESIS DOCTORAL:

Titulo:
EVALUACION DEL ENRIQUECIEMIENTO EN LIFIDOS DE VALOR ENERGETICO EN MICROALGAS
Programa Cficial de Doctorado al que se adscribe y drgano responsable:
CIENCIA ¥ TECHOLOGIA QGUIMICA. Departamento de Quimica y Ciencia de los Materales “Prof. J.C. Vilchez
| Martin®
Linea de investigacion a la que se adscribe y drgano responsable:
EXPERIMENTACION BIOTECNOLOGICA APLICADA A LA FOTOPRODUCCION ¥ AL ESTRES ABIOTICO
EM MICROALGAS. Departaments de Quimica y Ciencia de los Materiakes “Prof. J.C. Vilchezr Martin™

A CUMPLIMENTAR POR ELLA DIRECTORMA Y POR ELALA TUTORIA DE LA TESIS DOCTORAL: (en caso de que efla

Directora y ella Tuior'a sean la misma persona, no es necesano cumplimentar bos campos relatives al Tutorfa ni se precsa la
firma de éstefa)

Directora: Tutorla:

DriDra.;: CARLOS VILCHEZ LOBATO DriDra.: CARLOS VILCHEZ LOBATO
DriDra.: BENITO A. DE LA MORENA CARRETERO Dr.iDra.:

DriDira.: Dir/Dira.:

como Director/a-Tuton'a de la Tesis Doctoral antes indicada AUTORIZA LA DEFENSA DE LA MISMA.

En Huelva a, de QOCTUBRE de 2013
Fima delide la Direciorala de |a Tesis Doctoral

,‘:‘_'_-' - -T e ﬁhﬂ'__

= e

Fdo. Dr. Carlas Vilchez Lobato Fdo. Dr. Benito A. de la Morena Carretero
Firma de¥de |la Tutor’a de |a Tesis Doctoral

Fdo. Dr. Carlos Vilchez Lobato

A CUMPLIMENTAR POR LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADD:

Una vez valorada la Tesis Doctoral presentada por ella Doctorando/a y haber incorporado éstefa las
micdificacicnes yo cambics que esta Comision Académica le pudiera haber indicado, se AUTORIZA, en reunion
de fecha ., LA DEFENSA de la misma.

En Huelva a. de OCTUBRE de 2013
Firma y sello delide la Presidente/a de la Comision Academica

Fda.







Abreviaturas

Marco de la Tesis Doctoral 1
RESUMEN 9
Abstract 11
I. INTRODUCCION
Capitulo 1. INTRODUCCION 15
1.1. Las microalgas 17
1.1.1. Definicidn y clasificacion 17
1.1.2. Principales factores de crecimiento 19
Irradiancia 20
Temperatura 21
pH 22
Nutrientes 22
Carbono 24
1.1.3. Principales utilidades 25
Nutricién y antioxidantes 25
Energéticas 26
1.2. La vida en ambiente acido extremo 27
1.2.1. Caracteristicas quimicas y microbioldgicas de ambientes 29
acuosos acidos extremos de la Faja Piritica de Huelva
El rio Tinto 29
Origen de la acidez del rio Tinto 30
Caracteristicas microbioldgicas del rio Tinto 31
1.2.2. Fotosintesis en ambiente 4cido acuoso extremo 32
co, 33
pH 36
Irradiancia 36



Metales y estrés oxidativo 37
Presion osmdtica, halotolerancia y carencia de nutrientes 38
1.3. Lipidos de microalgas 39
1.3.1. Definicién y funciones principales en microalgas 39
Carotenoides: biosintesis y factores que inducen la acumulacion 39
Acidos grasos: biosintesis y factores que inducen la acumulacién a4
1.4. Biodiesel de microalgas 49
1.4.1. Definicién 49
1.4.2. Potencial y retos actuales de la obtencidn de biodiesel a partir 49
de de microalgas
1.4.3. Aceites de microalgas: definicion, abundancia y propiedades 5y
adecuadas para la produccion de biodiesel
1.4.4. Extraccidon de aceites 55
1.4.5. Transesterificacion de acilglicéridos 56
1.5. Objetivos de la Tesis Doctoral 57
Il. MATERIALES Y METODOS
Capitulo 2. MATERIALES Y METODOS 63
2.1. Microalgas empleadas 65
2.1.1. Coccomyxa onubensis 65
2.1.2. Microalgas aisladas de aguas tratadas de Refineria La Rabida de
66
CEPSA
Metodologia de aislamiento 67
e Toma de muestra de aguas tratadas de Refineria La Rabida 67
de CEPSA
e Aislamiento de las microalgas de aguas tratadas de Refineria 68
La Rabida de CEPSA
e Seleccidn e identificacion molecular de las microalgas 70

aisladas de aguas tratadas de Refineria La Rabida de CEPSA



a. Cultivos de las microalgas seleccionadas en
condiciones estandar de camara

b. Recoleccién de células de los cultivos en la fase
exponencial de crecimiento y lavado de bacterias
presentes en los cultivos de microalgas

c. Extraccién de ADN
PCR del gen conservado RUBISCO (Rbcl)

2.2. Condiciones de cultivo

2.2.1.
2.2.2.

2.2.3.

Medio de cultivo de Coccomyxa onubensis

Medio de cultivo de microalgas procedentes de aguas tratadas

de Refineria La Rdbida de CEPSA
Cultivo de microalgas en laboratorio

2.3. Determinaciones fisicas

2.3.1.
2.3.2.
2.3.3.
2.3.4.
2.3.5.

Medidas de irradiancia incidente en los cultivos
Determinacion de peso seco

Determinacién del ratio de absorbancias Abs 680 /Abs 750
Determinacion de las tasas de crecimiento

Determinacion de productividades de biomasa

2.4. Determinaciones analiticas

2.4.1.

2.4.2.

2.4.3.
2.4.4.
2.4.5.
2.4.6.

2.4.7.

Determinacion del contenido en clorofilas y carotenoides en
células de microalgas

Separacion, identificacidn y cuantificacion de carotenoides
especificos de microalgas mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC)

Determinacion de proteinas en células de microalgas

Determinacion de lipidos totales en células de microalgas
Determinacion de productividades de lipidos

Transesterificacion 4cida de lipidos totales. Obtencién de
FAMEs

Identificacion cualitativa y cuantificacion de acidos grasos en
extractos de células de microalgas

70

71

71
72

73

73

74

75

77
77
77
78
79

79

79
79

80

82
82
84

84

85



2.5. Determinacidn de actividades biolégicas 86

2.5.1. Medida de la actividad fotosintética en células de microalgas 36
2.5.2. Medida de fluorescencia en células de microalgas 88
2.5.3. Actividades enzimaticas del sistema antioxidante 88
Extractos crudos 88
Ascorbato peroxidasa 89
Catalasa 90
Glutation reductasa 90

ll. RESULTADOS Y DISCUSION

Capitulo 3. CRECIMIENTO, ACUMULACION DE LIPIDOS Y RESPUESTA
ANTIOXIDANTE DE Coccomyxa onubensis EN CONDICIONES DE 93
CARENCIA NUTRICIONAL

3.1. Crecimiento en carencia nutricional 95
3.2. Acumulacién de lipidos en carencia nutricional 103
3.3. Respuesta enzimatica antioxidantes 114

Capitulo 4. CRECIMIENTO, ACUMULACION DE LIPIDOS Y RESPUESTA

< 119
ANTIOXIDANTE DE Coccomyxa onubensis EN FUNCION DE LA
SALINIDAD
4.1. Crecimiento en funcién de la salinidad 121
4.2. Acumulacién de lipidos en funcion de la salinidad 129
4.3. Respuesta enzimatica antioxidante 138
Capitulo 5. AISLAMIENTO, SELECCION Y CARACTERIZACION DEL
CRECIMIENTO Y LiPIDOS DE MICROALGAS DE LA REFINERIA LA 143
RABIDA DE CEPSA
5.1. Establecimiento de puntos de muestreo 145

5.2. Aislamiento de microalgas 148



5.3. Seleccion de microalgas 149
5.4. Caracterizacién del crecimiento 149
5.5. Caracterizacion de lipidos 153
Capitulo 6. IDENTIFICACION MOLECULAR Y ESTUDIOS FISIOLOGICOS
PARA LA ESTIMULACION DE LA PRODUCCION DE LiPIDOS DE UNA 169
MICROALGA AISLADA DE LA REFINERIA LA RABIDA DE CEPSA
6.1. Identificacion molecular de dos microalgas aisladas de la 171
Refineria La Rabida de CEPSA
6.2. Estudios fisioldgicos para la estimulacion de la produccién de
lipidos de una microalga aislada de la Refineria La Rabida de 173
CEPSA
6.2.1. Estudio de la influencia de la combinacion de alta irradiancia
(LEDs) y carencia de nitrégeno en el medio de cultivo sobre el 174
crecimiento y la acumulacién de lipidos
Acumulacidn de carotenoides 183
Acumulacidn de lipidos totales y de dcidos grasos 187
6.2.2. Estudio de la influencia de condiciones heterotrdéficas sobre el
crecimiento y la acumulacién de lipidos a partir del uso de un 193
precursor organico, acetato o glicerol. Estudio del efecto
sinérgico de la carencia de nitrégeno y la heterotrofia
Acumulacion de carotenoides 199
Acumulacion de lipidos totales y de dcidos grasos 203
IV. CONCLUSIONES 213
Conclusions 215
V. BIBLIOGRAFIA 219
VI. ANEXOS 247
Produccidn Cientifica 249






ACCase acetil-CoA carboxilasa

ACP grupo acilo

ACP proteina portadora del grupo acilo
ADN 6 RNA acido desoxirribonucleico

ADP adenosin difosfato

APX ascorbato peroxidasa

ARN 6 RNA acido ribonucleico

ATP adenosin trifosfato

BHY B-caroteno hidroxilasa

bp pares de bases

BSA seroalbumina bovina

CAT catalasa

cCA anhidrasa carbdnica cloroplastidica
Ci carbono inorganico

DAG diacilglicéridos

DCMU 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea
DHA acido graso docosahexaenoico
DHAP dihidroxiacetona fosfato
DMAPP dimetil-alilpirofosfato

DOXP 1-deoxi-D-xilulosa-fosfato
EDTA acido etilendiaminotetraacético
EHY g-caroteno hidroxilasa

EPA acido graso eicosapentaenoico
Fo fluorescencia basal

FAMEs acidos grasos metil ésteres

FC fluidos supercriticos

FID detector de ionizacion de llama
FPP farnesil-pirofosfato

G3P glicerol 3-fosfato

GA3P gliceraldehido 3-fosfato

GC cromatdgrafo de gases

GGPP sintasa geranil-geranil-sintasa

GGPP geranil-geranil-pirofosfato

GPP geranil-pirofosfato

GPx glutatidn peroxidasa

GR glutatidn reductasa

GSH glutation en forma reducida
GSSG glutatidon en forma oxidada

HMG-CoA 3—-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A



HPLC cromatografia liquida de alta resolucidn

IPP isopentenil pirofosfato

LED diodo emisor de luz 6 Light Emitting Diode

LPA lisofosfatidato

LYC-B licopen B-ciclasa

LYC-E licopeno &-ciclasa

MAG monoacilglicéridos

MUFAs acidos grasos monoinsaturados

MVA acido mevaldnico

NADP* forma oxidada de nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato

NADPH nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

NADPH* forma reducida de nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato

NXS neoxantin sintetasa

PA pico amperios

PAM pulse amplitude modulation

PAR luz fotosintéticamente activa

pCA anhidrasa carbdnica peripldsmica

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PDS fitoeno desaturasa

PEP fosfoenolpiruvato

PGA acido 3-fosfo-glicérico

PS peso seco

PSI fotosistema |

PSII fotosistema Il

PSY fitoeno sintetasa

PUFAs acidos grasos poliinsaturados

Q, eficiencia fotosistema Il 6 quantum yield

Rbcl gen conservado RUBISCO

Rbcl1-F y Rbcl1-R cebadores forward y reverse del gen conservado
RUBISCO

ROS especies de oxigeno reactivas

SCCO, diéxido de carbono supercritico

SFC extraccién de fluidos supercriticos

SOD superoéxido dismutasa

TAG triacilglicéridos

UV-Vis ultravioleta-visible

Volt voltios

ZDS (-caroteno desaturasa

ZEP zeaxantin epoxidasa



MARCO DE LA TESIS DOCTORAL: MOTIVACION, TEMATICA Y
ENTIDADES COLABORADORAS.

1. Motivacion de la Tesis Doctoral

El planteamiento y desarrollo de esta Tesis Doctoral encuentra su
motivacién principal en los siguientes hechos: de una parte, la creciente
actividad del equipo de investigacion dentro del dmbito de la produccién
sistemdtica de cultivos de microalgas enriquecidas en moléculas de interés
comercial, con utilidad en alimentacién humana y animal y en la obtencién
de nuevas fuentes de energias renovables; de otra parte, la creciente
demanda, por parte de Entidades publicas y privadas, de soluciones
biotecnoldgicas conducentes a la obtenciéon de nuevos recursos energéticos
renovables y cuyo uso sea considerado sostenible. Es bien sabido, y asi se
describe en la Introduccion de esta Tesis, que las microalgas cuentan con
potencialidad bioquimica para ser consideradas y utilizadas en analisis
cientifico-técnicos como materia prima de valor para la obtencién de
biocombustibles.

Las microalgas han concitado en los uUltimos afios un especial interés
entre los investigadores que se dedican a la biotecnologia, gracias a su
capacidad para acumular moléculas de alto valor en farmacologia,
alimentacién vy, recientemente, en el ambito de los nuevos recursos
energéticos procedentes de fuentes bioldgicas vegetales. El interés por las
microalgas es, ademas, resultado de la facilidad de este tipo de
microorganismos para crecer de forma sistematica, siendo posible ejercer un
alto grado de control sobre los parametros del proceso de cultivo, utilizando
como fuente de carbono CO, (gas invernadero) y, como fuente de energia, la
radiacion solar. Ademas, el cultivo de microalgas procura extraordinarios
ahorros de superficie de cultivo, entre 30 y 100 veces si se compara con la
superficie media que demanda la produccion de cultivos agricolas
convencionales.



La estimulacion de la biosintesis de moléculas de valor comercial de
microalgas requiere, por lo general, de la aplicacién al cultivo de algunas
condiciones ambientales, fisicas y quimicas, mds o menos extremas, como
por ejemplo, alta o baja temperatura, alta intensidad de luz, aumento de la
salinidad, eliminacién de algin nutriente del medio de cultivo y/o alta
concentracion de ciertos metales, entre otras. La adecuada sistematizacién
del cultivo bajo dichas condiciones permite desarrollar procesos de
produccién de microalgas enriquecidas en las moléculas objeto de interés
gue, en ciertos casos, sélo pueden ser obtenidas a partir de materias primas
naturales.

Finalmente, el sur de Espafia reine condiciones excepcionales para
albergar sistemas de produccién masiva de microalgas. Entre tales
condiciones, el nimero de horas de luz y la irradiancia promedio a lo largo
del aiio hacen del sur una localizacién idénea para que las microalgas crezcan
con una alta eficiencia de la fotosintesis.

2. Tematica de la Tesis Doctoral

Las consideraciones anteriores motivaron el planteamiento de un
proyecto de Tesis Doctoral cuyo esquema, en definitiva, se sustentase sobre
la siguiente propuesta: el aislamiento de microalgas desde entornos acuosos
equilibrados de forma natural, ubicados en la zona geogrdfica donde
eventualmente se realizaria la produccidon masiva de aquellas, y el analisis de
sus caracteristicas de crecimiento y de acumulacién de lipidos Uutiles para la
obtencion de biocombustibles, evaluando también la obtencién de
moléculas de utilidad en otros ambitos industriales.

En ciertos espacios naturales, como el rio Tinto, concurren
condiciones mas o menos extremas de temperatura, acidez o salinidad, entre
otras, que hacen de tales medios acuosos lugares excepcionales para
encontrar microorganismos adaptados a crecer ante dichas dificultades. Su
adaptacion a condiciones extremas incluye, de manera natural, la
predisposicion bioldgica a la acumulacién de algunas moléculas de interés
comercial que la microalga utiliza para defenderse de las condiciones
adversas, por ejemplo, lipidos insaturados utiles para producir biodiesel,
carotenoides como luteina (empleada en farmacos para evitar ciertas
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patologias degenerativas) o acidos grasos como el eicosapentanoico,
empleado en formulaciones especiales de leches infantiles.

Pero no sélo los espacios naturales son nichos apropiados para
encontrar microalgas cuyo estudio pueda concitar interés de cara a la
produccién masiva y obtencion de biocombustibles. Unidades de
tratamiento de aguas urbanas o industriales son, a nuestro juicio, lugares
idéneos de donde poder aislar microalgas adaptadas a condiciones
climaticas, fisicas, quimicas y microbioldgicas que robustezcan su produccién
masiva en sistemas de cultivo abiertos y de gran volumen. Adicionalmente, la
reutilizacion en el cultivo de microalgas del propio recurso acuoso depurado,
al que el microorganismo fotosintético esta naturalmente adaptado, supone
una extraordinaria ventaja frente al cultivo de microalgas de coleccién en sus
medios sintéticos costosos y poco selectivos

En este trabajo de Tesis Doctoral se ha realizado la apuesta cientifica
de utilizar microalgas aisladas por el equipo de investigaciéon desde aguas de
ambiente acido y también de una planta de tratamiento de aguas
industriales, que aunasen a un tiempo crecimiento estable y robusto y una
cierta capacidad para la acumulacion de lipidos de valor comercial,
particularmente acilglicéridos utiles en la obtencién de biodiesel de
microalgas.

3. Entidades colaboradoras

Esta Tesis Doctoral es fruto de la estrecha colaboracién del grupo de
investigacion Biotecnologia de Algas, de la Universidad de Huelva, con dos
Entidades: la Estaciéon de Sondeos Atmosféricos “El Arenosillo” (en adelante
ESAT), del Instituto Nacional de Técnica Aeroespacial (INTA), dependiente del
Ministerio de Defensa, y la Compafiia Espafiola de Petrdleos (CEPSA).

Estacion de Sondeos Atmosféricos “El Arenosillo” (ESAT) del INTA

La colaboracién con la ESAT se sustenta, basicamente, en los
sucesivos Convenios Marco y Especifico suscritos entre INTA y la Universidad
de Huelva, en los afios 1994 y 2005, por los que se regulaba un programa de
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co-financiacién de becas predoctorales (Convenio Marco) y su aplicacién a
estudios del efecto de las radiaciones solares sobre la productividad vegetal
(Convenio Especifico). El fruto de la aplicacién de ambos Convenios a la
colaboracién con el grupo Biotecnologia de Algas ha permitido, desde el aifo
2003, la realizacién de 4 Tesis Doctorales, incluyendo este trabajo.

Figura M.1. Vistas de la Estacion de Sondeos Atmosféricos “El Arenosillo” (ESAT) del INTA.

La ESAT (Figura M.1) es una instalacién de singular relevancia
cientifica, por su situacién geogréfica y por la infraestructura altamente
especifica y de gran valor para la determinacién de distinto tipo de
radiaciones solares y del ozono troposférico. Las radiaciones solares
producen un conocido impacto en la salud humana y, por tanto, la medicidn
y el conocimiento del alcance de sus efectos es determinante para advertir a
la poblacion sobre los riesgos de exposicion excesiva. Por afiadidura, las
radiaciones solares también producen efectos medibles en la materia
vegetal, afectando positiva o negativamente a la productividad de las
cosechas de productos para alimentacion humana y animal, y también a la
productividad de microorganismos fotosintéticos cuya produccion masiva es
necesaria para su utilizacion en alimentacién animal y/o humana, o para la
extracciéon de compuestos de valor comercial. En esta Tesis Doctoral se
utilizan microalgas como materia prima para la acumulacién de lipidos utiles,
principalmente, en la produccién de biocombustible. Para el cultivo de
microalgas es necesaria la aplicacién de radiaciones de diversa indole y, de
manera singular, de alta irradiancia para favorecer la acumulacién de los
lipidos de interés. Tales lipidos tienen esencialmente un destino energético, y
son la base para la obtencién de una de las nuevas fuentes de energia
prometedoras destinadas fundamentalmente al transporte terrestre y aéreo.



Figura M.2. Experimentacion realizada en la Estacion de Sondeos Atmosféricos “El Arenosillo” (ESAT)
del INTA.

A nivel técnico, la implicacidn de ESAT-INTA en los trabajos realizados
con el grupo Biotecnologia de Algas desde el afio 2003 ha incluido, entre
otras acciones relevantes, la caracterizacién de las propiedades épticas de
materiales plasticos utilizados en el cultivo de microalgas (Figura M.2), la
realizacion de experiencias de resistencia de dichos materiales a la
exposicién continuada a radiaciones solares, estudios de productividad a la
intemperie de cultivos de microalgas de valor comercial, en sistemas de
cultivo construidos a tal efecto en las instalaciones de ESAT y la habilitacién y
equipamiento, junto con el grupo Biotecnologia de Algas, de un laboratorio
de estudios biotecnoldgicos en la propia ESAT, operativo entre los afios 2006
y 2012. Dicho laboratorio permitié el desarrollo in situ de abundante
experimentacion correspondiente a las Tesis Doctorales conjuntas, incluido
el presente trabajo.

Compaiiia Espafiola de Petréleos (CEPSA)

La colaboracién con CEPSA para el desarrollo de esta Tesis Doctoral
se sustenta en sendos Convenios especificos, suscritos entre la Compaiiiay la
Universidad de Huelva en los afios 2010 y 2011, para realizar trabajos de
investigacion, bajo la responsabilidad de uno de los co-directores de esta
Tesis, relacionados con la obtencidn de lipidos utiles para la produccién de
biodiesel, utilizando cultivos de microalgas como materia prima natural
renovable.



La estructura de los trabajos cientificos con CEPSA se comprometid
en dos Convenios de investigacion. El primero de ellos se firmdé con la
Refineria La Rabida de CEPSA, y permitid iniciar los trabajos de obtencidn de
microalgas para el posterior estudio de crecimiento y acumulacién de lipidos
convertibles en biodiesel. El segundo de ellos denominado “Produccién de
lipidos de valor energético con microalgas”, firmado en Junio de 2011,
recoge y ordena la mayor parte del esfuerzo de la colaboracién entre el
equipo de investigacion de la Universidad de Huelva y CEPSA para el uso de
microalgas en la obtencidn de biodiesel. La materia de dicho Convenio sirvid
para elaborar un proyecto mds amplio en el que se incluyeron equipos de
investigacion involucrados en el desarrollo de tecnologias de extraccion
(Universidad de Cadiz) y de optimizacién de los procesos de conversidén de
acilglicéridos en biodiesel y de caracterizacién de productos obtenidos
durante la investigacién (BioQils y CEPSA). El proyecto, de dos afios de
duracion y desarrollado entre 2011 y 2013, se denomind ALGINCO2, fue
financiado por CEPSA y conté con la aprobacion y apoyo econémico del CDTI
(Centro para el Desarrollo Tecnoldgico Industrial), del Ministerio de
Economia y Competitividad (Figura M.3). Los Capitulos 5 y 6 de esta Tesis
incluyen algunos de los principales resultados de dicho proyecto.

Figura M.3. Participantes del Proyecto ALGINCO2.

La participacién del equipo de la Universidad de Huelva consistid, en
una primera fase, en la seleccidon de especies de microalgas que resultasen
mas prometedoras para la produccidn de aceites, atendiendo a la estabilidad
y velocidad de su crecimiento y a la cantidad y al tipo de lipidos acumulados.

En una segunda fase, se optimizaron condiciones de crecimiento y de
acumulacidon de lipidos para las especies de microalgas seleccionadas
anteriormente, en base a investigacion de laboratorio que incluiria la
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valoracion de la produccidn de biomasa y enriquecimiento en lipidos de tales
especies mediante el desarrollo de procesos en sistemas de cultivo de poco
volumen (Figura M.4).

Figura M.4. Cultivos de especies de microalgas seleccionadas crecidas en camara.

Finalmente, en una tercera y Uultima fase se desarrollaron procesos
semicontinuos de producciéon de biomasa y acumulacion de lipidos de dos
microalgas seleccionadas entre las estudiadas con anterioridad. Para ello se
utilizaron sistemas de cultivo abiertos, tipo tanque agitado, y tubulares, de
volumen variable entre los 300 y los 3.500 litros de capacidad (Figura M.5).
En esta Tesis se incluyen resultados correspondientes a las fases primera y
segunda.

Figura M.5. Cultivos de microalgas en sistemas abiertos. La Fotografia de la izquierda representa un
sistema de cultivo tanque agitado de 300 L de volumen. La Fotografia de la derecha muestra un sistema
de cultivo tubular de 3.500 L de capacidad, utilizados en experiencias de escalado del proyecto ALGINCO2
en CIECEM, por el equipo de la Universidad de Huelva.

ALGINCO2 es el primer proyecto nacional de investigacidn sobre la
obtencidn de biodiesel de microalgas que se basa en el aislamiento y estudio
de especies aisladas de los propios entornos donde podria producirse el
posterior escalado de los cultivos. Esta Tesis recoge algunos de los
principales resultados correspondientes a las fases primera y segunda de
laboratorio de dicho proyecto.






Las microalgas han sido reconocidas en los ultimos afios como una
de las nuevas fuentes de energias renovables alternativas a los recursos
fésiles. Las principales caracteristicas que avalan a las microalgas para dicha
funcionalidad son su crecimiento rapido y controlado en medio de cultivo
liquido, los requerimientos nutricionales simples para su produccidn masiva,
- CO, atmosférico, agua, luz y sales minerales - y un contenido de
acilglicéridos aceptable para obtencion de aceites. La produccidn masiva de
aceites para biodiésel requiere, preferiblemente, de microalgas adaptadas a
las condiciones ambientales y microbiolégicas propias del lugar de
produccién y del recurso acuoso utilizado.

Esta Tesis Doctoral estudia la acumulacion de lipidos de microalgas
aisladas de distintos origenes en la provincia de Huelva, lugar adecuado para
la produccidn masiva. Una de las microalgas se aisld de las aguas acidas de la
Faja Piritica de Huelva y crece a pH muy acido (inferior a 3). Se aislaron
también microalgas de aguas tratadas de la Refineria La Rdbida de CEPSA.

La microalga de ambiente acido acumula lipidos antioxidantes,
algunos de valor comercial como luteina y algunos acidos grasos. En esta
Tesis Doctoral se estudié la forma de estimular la acumulacién intracelular
de dichas moléculas, a partir de condiciones de estrés nutricional y salino.
Los resultados permitieron concluir que Coccomyxa onubensis crece cuando
se incuba en carencia de foésforo o azufre, manteniendo la captura activa de
luz. Los resultados sugieren la posible disponibilidad de reservas de azufre en
la microalga, que permiten su crecimiento. La carencia del medio de cultivo
en nitrégeno, fésforo o azufre favorece temporalmente la acumulacién de
carotenoides y 4acidos grasos, siendo el acido linolénico (C18:3) el mas
abundante. Por vez primera en una microalga de ambiente acido, se ha
puesto de manifiesto el vinculo entre carencia de nutrientes y estrés
oxidativo. Ademas, Coccomyxa muestra cierta halotolerancia. Una salinidad
moderada, inferior a la del mar, favorece su crecimiento y la acumulacién de
luteina, B-caroteno y acidos grasos, particularmente linoléico y linolénico,
ambos esenciales en alimentacion humana. En dichas condiciones, el
aumento en actividades enzimaticas que utilizan glutatién y ascorbato



permite relacionar la halotolerancia con el incremento de la respuesta
antioxidante.

También se aislaron e identificaron microalgas de aguas depuradas
de la Refineria La Rabida de CEPSA, de crecimiento robusto y estable y con el
maximo contenido posible en lipidos, particularmente acilglicéridos, utiles
para la obtencién de biodiésel. Se estudiaron condiciones para favorecer la
acumulacién intracelular de tales lipidos, en cultivos autétrofos vy
heterdtrofos. En particular, se aislé una microalga de rapido crecimiento que
se identific6 como una nueva cepa del género Chlorella. La microalga
acumulé, en forma de lipidos, maximos cercanos al 50 % de su peso seco. Los
resultados obtenidos en condiciones limitantes para la fotosintesis sugieren
que la microalga podria utilizar reservas de carbono reducido para
incrementar la acumulacion de lipidos.

En condiciones fotoautotréficas, la produccion de FAMEs de la
microalga Chlorella sp., se realiza de forma mds eficiente si los cultivos se
someten a incubacién bajo irradiancias saturantes, obteniendo mayor
productividad de lipidos que en carencia nutricional como consecuencia de la
mayor productividad de biomasa. En las condiciones de maxima acumulacion
determinadas, la microalga Chlorella sp. objeto de estudio alcanza un
contenido promedio de lipidos de un 40 %-45 %, de los cuales un maximo de
aproximadamente 30 % son FAMEs. Ademads, se consiguié estimular la
biosintesis de luteina en la microalga mediante carencia nutricional y alta
irradiancia 6 en condiciones de heterotrofia con glicerol como fuente de
carbono. Estas condiciones, especialmente la heterotrofia, abren una via de
estudio para la produccidon masiva de luteina a mayor escala.

La produccién de lipidos en Chlorella sp. resulté similar tanto en
condiciones autotréficas como heterotréficas de crecimiento. En condiciones
heterotroficas, la mayor produccién de lipidos - hasta un 35 % del peso seco
de la microalga- y de FAMEs - hasta un 60% del peso total de lipidos- se
obtuvo utilizando glicerol como fuente de carbono en oscuridad. La alta
productividad de biomasa y los menores costes de produccién en
heterotrofia sugieren que tales condiciones de cultivo serian de especial
valor en la obtencion de FAMEs (biodiésel) a partir de la Chlorella sp.
estudiada.
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Microalgae have recently been recognized as one of the renewable energy
alternative sources to fossil fuels. The main features that support the
microalgae for such functionality are rapid and controlled growth in liquid
culture medium, simple nutritional requirements for mass production -
atmospheric CO,, water, light and minerals - and acceptable content of
acylglycerides for oil production. Massive algal oil production for biodiesel
preferably requires of microalgae adapted to environmental and
microbiological conditions of the place and of the water source used.

This Doctoral Thesis studies the lipid accumulation of microalgae isolated
from different sources in the province of Huelva, which is a suitable place for
massive algal production. One of the microalgae was isolated from the acidic
waters of the Pyrite Belt of Huelva and grows at very acidic pH (below 3).
Microalgae were also isolated from the treated water at CEPSA’s La Rabida
Refinery.

The acid environment microalga accumulated lipid antioxidants, some of
them of commercial value, including lutein and some fatty acids. In this
Thesis we studied how to stimulate the intracellular accumulation of these
molecules, from nutritional and saline stress conditions. The results led us to
conclude that C. onubensis grows if incubated in the absence of phosphorus
or sulfur, keeping active light capture. The results suggest the microalga
might possibly have sulfur reserves which allow it to grow. Lack of nitrogen,
phosphorus or sulfur in the culture medium temporarily promotes
accumulation of carotenoids and fatty acids, linolenic acid (C18: 3) being the
most abundant. For the first time in acid environment microalgae the
connection between nutrient deficiency and oxidative stress has been
highlighted. In addition, Coccomyxa showed certain halotolerance. Moderate
salinity, below sea salt level, supports Coccomyxa growth and accumulation
of lutein, B-carotene and fatty acids, particularly linoleic and linolenic acids,
both essential in human nutrition. Under these conditions, the increase in
enzyme activities that depend on reduced glutathione and ascorbate allows
for relating halotolerance to increased antioxidant algal response.
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Microalgae from CEPSA’s La Rabida Refinery treated waters were also
isolated and identified, looking at strong and stable growth species that
accumulated as high as possible lipid content, particularly acylglycerides,
which are useful for biodiesel production. Conditions were studied to
promote the intracellular accumulation of these lipids in autotrophic and
heterotrophic cultures. In particular, a fast-growth microalga was identified
as a new strain belonging to Chlorella genus. That microalga accumulated
maximum lipid contents of about 50% of biomass dry weight. The results
obtained under photosynthesis limiting conditions suggest that the microalga
might be making use of reduced carbon stocks in order to increase lipid
accumulation.

Under photoautotrophic conditions, FAMEs most efficient production of
Chlorella sp. performs if cultures are incubated under saturating irradiances.
Under such conditions, the increased biomass productivities result in lipid
productivities which are higher than in nutrient-deficient cultures. Under
conditions of maximum accumulation, the isolated Chlorella sp. reached
average lipid content from 40% -45%, of which a maximum of approximately
30% are FAMEs. Further, lutein biosynthesis in the microalga was enhanced
through cultivation under nutrient deficiency and high irradiance or under
heterotrophy on glycerol as a carbon source. These conditions, especially
heterotrophy, open a study line for production of lutein at larger scale.

Lipid production of Chlorella sp. was similar in both heterotrophic and
autotrophic conditions. In heterotrophic conditions, increased production of
lipids -up to 35% of biomass dry weight- and FAMEs -up to 60% of the total
weight of lipids- was obtained by using glycerol as a carbon source in the
dark. The high biomass productivities and lower production costs in
heterotrophy suggest that such culture conditions would be of particular
value for FAMEs (biodiesel) production from the isolated Chlorella sp.
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I. Introduccidn

1. INTRODUCCION.

1.1. Las microalgas.

1.1.1. Definicion vy clasificacion.

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos de estructura
procariota o eucariota pertenecientes a un grupo muy amplio de gran
diversidad genética. En general son altamente eficientes en la fijacion de CO,
y utilizacion de la energia solar para producir biomasa, por lo que son
organismos autotrofos que realizan fotosintesis y que dependen del agua
como donador de electrones. Numerosas microalgas tienen la capacidad
para crecer de manera autotréfica, heterotréfica o mixotréfica. Realizan el
mismo papel que las plantas en el medio aéreo: son los productores
primarios.

Las microalgas se encuentran presentes en la mayoria de los
ambientes terrestres incluso en los mas extremos, lo cual permite
encontrarlas ampliamente distribuidas en la bidsfera adaptadas a una gran
variedad de condiciones. Se han aislado en ambientes himedos, en fangos,
en suelos arenosos y en agua dulce e incluso en medios acuaticos de extrema
salinidad o temperatura (Gould et al. 2008). Esta flexibilidad probablemente
explica por qué las microalgas presentan un rendimiento muy alto de
biomasa y componen uno de los principales constituyentes de la
productividad primaria en los océanos, considerdndose, por tanto, una
opcién prometedora para aplicaciones biotecnolégicas (Cardol et al. 2011).
La adaptabilidad resulta de una combinacién de numerosos factores,
incluyendo cambios rapidos en la configuracion y actividad del aparato
captador de luz (Merchant et al. 2006).

Para su desarrollo las microalgas requieren, en lineas generales, de
una fuente de carbono, de luz y de nutrientes en cantidad suficiente. Los
principales nutrientes incluyen nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio y, en
menor cantidad, iones metdlicos, los cuales son esenciales porque acttan
como cofactores de enzimas. La mayoria de las microalgas son meséfilas y
crecen bien en un intervalo apropiado de temperatura que, generalmente,
se sitla entre los 15 y los 30 °C (Apt y Behrens 1999).
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I. Introduccidn

De acuerdo con la clasificacion sistematica, las cientos de miles de
especies de algas pueden agruparse en nueve divisiones siendo las mas
importantes las siguientes: Chlorophyceae (algas verdes), Phaeophyceae
(algas pardas), Pyrrophyceae (dinoflageladas), Rhodophyceae (algas rojas) y
Chrysophyceae (algas verde-amarillas) (Van den Hoek et al. 1995).

El aparato fotosintético de las microalgas, al igual que ocurre en
plantas superiores, se organiza en orgdnulos especiales Ilamados
cloroplastos (Figura 1.1). Se componen de un sistema de membranas de
naturaleza lipoproteica constituidas en tilacoides, una fase acuosa o estroma
y diferentes pigmentos accesorios captadores de luz. Los mecanismos
basicos de la fotosintesis oxigénica se llevan a cabo por pigmentos
especializados, responsables de la captura de radiacidn, de su transferencia
al centro de reaccién vy, finalmente, de la reduccién del primer aceptor de la
cadena de transporte de electrones en fotosintesis. El transporte electrénico
permite la reduccién final de NAD(P)" a partir de ferredoxina, dando lugar a
poder reductor utilizado para la asimilacidn de nutrientes.

co,

—_— T

Reacciones
bioquimicas en el
estroma de los
cloroplastos

TILACOIDES

bLOROPMSTO

Figura 1.1. Cloroplasto y esquema general de las fases luminosa y oscura de la fotosintesis. Modificado
de http://calycotai.blogspot.com.es/2012/04/fotosintesis.html

En la fotosintesis (Figura 1.1), los compuestos inorganicos portadores
de C,NyS - CO, NOj, SO,> - son convertidos en materia organica a través
de su reduccién asimilatoria, que finaliza en la incorporacién de tales
elementos quimicos a esqueletos carbonados para producir aminodcidos y
diferentes intermediarios metabdlicos. Este proceso proporciona hidratos de
carbono para la produccion de energia en plantas y animales, ademdas de
proteinas y lipidos, y constituye también la via principal a través de la cual el
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I. Introduccidn

carbono vuelve a entrar en la biosfera y el medio principal de fijacién del
carbono y produccién de oxigeno en la atmdsfera, lo que determina que
todas las formas de vida existentes sobre la tierra dependan directa o
indirectamente de la fotosintesis como fuente de energia para su
metabolismo y crecimiento (Masojidek et al. 2004).

1.1.2. Principales factores de crecimiento.

Los factores medioambientales y, en particular, la calidad e
intensidad de luz, la temperatura, la concentracién y disponibilidad de
nutrientes, el pH y la salinidad afectan a la fotosintesis y, en consecuencia, al
metabolismo, a la composicidén molecular de la célula y, en ultimo término, a
la produccion de biomasa.

Diversos autores defienden que bajo condiciones de cultivo
desfavorables algunas especies de microalgas presentan variaciones muy
significativas en la composicion celular. Como ejemplo, Chlorella sp.,
Botryococcus braunii y Dunaliella salina (clase Chlorophyceae, orden
Volvocales)  muestran  por término medio, bajo condiciones
medioambientales favorables, entre un 30 y 50 % de su peso en proteinas,
de un 20 a un 40 % en carbohidratos y de un 8 a un 15 % en lipidos. En
presencia de condiciones de crecimiento desfavorables, estas especies
pueden llegar a acumular hasta un 80 %, en peso seco, de compuestos
hidrocarbonados (Hu 2004).

En este trabajo de Tesis se ha estudiado el efecto de diversas
condiciones de cultivo con objetivos diferentes, a veces en la pretension de
estimular la productividad de los cultivos y en otras con el objetivo de
favorecer la acumulacién de ciertas moléculas de interés comercial, como los
carotenoides o los acidos grasos destinados a la produccidn de biodiesel,
modificando para ello condiciones nutricionales o fisiolégicas de cultivo que
puedan alterar la proporcién intracelular de estas biomoléculas en las
microalgas estudiadas.

19



I. Introduccidn

Los parametros mas relevantes para el crecimiento de microalgas se
relacionan a continuacién, junto a la funcién fundamental que desempefian
en el cultivo de las microalgas.

Irradiancia.

De la energia que llega al cloroplasto, sélo el 40 % corresponde a
la luz visible, Unica radiacién fotosintéticamente activa o radiacién PAR. La
luz visible es la radiacidn cuya longitud de onda esta comprendida entre 400
y 700 nm. La respuesta de los organismos fotosintéticos a la energia que les
llega varia en funcion de las diferentes longitudes de onda.

La clorofila es el principal pigmento que absorbe luz para el proceso
fotosintético, otros pigmentos accesorios son los carotenoides (de color
naranja o amarillo) y las ficobilinas, estas propias de cianobacterias, que
también participan en fotosintesis formando parte de los fotosistemas. Un
fotosistema contiene numerosas moléculas de pigmentos antena (clorofilas y
algunos pigmentos asociados) y un par de moléculas de clorofila que actian
como centro de reaccidn atrapando la energia procedente de la absorcion de
luz. El fotosistema que absorbe a 700 nm se denomina fotosistema | (PSl) y el
que absorbe a una longitud de onda de 680 nm se denomina fotosistema Il
(PSII).

Ante intensidades de luz muy bajas, las microalgas incrementan la
produccién de clorofila a y de otros pigmentos colectores de luz, entre los
que se encuentran las clorofilas b y c, ficobiliproteinas y carotenoides,
pigmentos accesorios que asumen funciones principales en la absorcién de
energia luminosa (Hu 2004). Sin embargo, en respuesta a una alta intensidad
de luz se produce una disminucidn en la sintesis de clorofila a y de otros
pigmentos directamente implicados en la fotosintesis, mientras que aumenta
la cantidad de ciertos carotenoides (zeaxantina, astaxantina o B-caroteno),
algunos de alto valor comercial, los cudles ejercen funciones fotoprotectoras
ante altas intensidades luminosas que pudieran perjudicar el aparato
fotosintético celular (Hu 2004). En este sentido, los trabajos de Melis y otros
(Melis 1999, Polle et al. 2003, Melis 2009, Ort et al. 2011) han puesto de
manifiesto uno de los principales mecanismos de adaptacion de las
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microalgas a alta irradiancia, consistente en modificar el tamafo de la antena
de los fotosistemas, esto es, la cantidad de moléculas de clorofila que
intervienen en los procesos de captura y transduccion de la luz en energia,
mediante la regulacion de la expresion de diversos componentes
fotosintéticos, en especial de los complejos proteicos colectores de luz que
asocian clorofilas y carotenoides primarios para la captacién de luz. De los
carotenoides y de los factores que estimulan su acumulacion se relacionan y
discuten mds adelante en esta Introduccion de la Tesis.

La alta intensidad de luz es otra de las condiciones reconocidas por
diversos estudios como favorecedora de la acumulacién de triacilglicéridos
con mayor grado de saturacién. Los lipidos son uno los constituyentes
principales de los cloroplastos y las insaturaciones de los PUFAs (acidos
grasos poliinsaturados) funcionan como sumidero de radicales libres
producidos, en mayor medida, por la pérdida del equilibrio electrdnico en los
fotosistemas (Hill et al. 2011) al aumentar la intensidad de luz. Altos
contenidos de PUFAs estan relacionados con niveles bajos de irradiancias,
aumentando el porcentaje de 4cidos grasos saturados al aumentar la
intensidad de luz.

Por tanto, la adecuada eleccidn de irradiancias permite mantener un
cierto control sobre la produccién de biomasa o la acumulacion de
determinados metabolitos de interés, de los cuales carotenoides y sintesis de
acidos grasos son objeto de estudio en esta Tesis.

Temperatura.

La temperatura es uno de los factores mas importantes que afectan
a la composicidn bioquimica de las microalgas debido a su repercusion sobre
las reacciones enzimdticas. La temperatura éptima de crecimiento para el
fitoplancton se sitla entre 20 y 24 °C, aunque este rango puede variar
dependiendo de la composicién del medio de cultivo y de la especie.
Temperaturas inferiores a 16 °C provocan un lento crecimiento de las
microalgas, mientras que temperaturas superiores a 35 °C son letales para
numerosas especies (Raven y Geider 1988).
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pH.

Es otro de los factores que pueden afectar al crecimiento de las
microalgas. Aunqgue el rango de pH necesario para el cultivo de la mayoria de
las especies de microalgas se encuentra entre 7 y 9, la captacion de carbono
inorganico por el fitoplancton durante la fotosintesis provoca un aumento
del pH en su medio acuoso. La adicién de CO, al medio de cultivo permite
corregir los altos valores de pH que pueden alcanzarse durante el periodo de
crecimiento. En la naturaleza también encontramos microalgas que han
conseguido adaptarse a ambientes de pH extremos. En el caso particular de
unas de las microalgas estudiadas en esta Tesis, Coccomyxa onubensis, el
habitat natural de la microalga se encuentra en el rio Tinto (Huelva), cuyas
aguas presentan unos valores de pH muy acidos (2,5) y altas concentraciones
de metales pesados en disolucidn (Lopez-Archilla 2005), como se explica en
apartados siguientes, dando caracteristicas de acido-tolerantes a la especie
estudiada en esta Tesis.

Nutrientes.

La tasa de crecimiento de una microalga disminuye si la
concentraciéon de un nutriente, el suministro del mismo, o ambos, son
insuficientes para mantener el crecimiento. La respuesta celular normal a la
limitacion de nutrientes se traduce en una adaptacion de los requerimientos
nutricionales de la célula, de forma que las tasas fotosintética y respiratoria
disminuyen a medida que aumenta la deficiencia del nutriente limitante (Hu
2004, Hu et al. 2008). Numerosas microalgas responden de forma similar a
condiciones de carencia nutricional mediante la acumulacién de lipidos
(Geider et al. 1998, Phadwal y Singh 2003, Lamers et al. 2012). Una de las
estrategias estudiadas en esta Tesis es la incubaciéon de las especies
estudiadas bajo carencia nutricional, particularmente de nitrédgeno, fésforo 6
azufre.

El nitrégeno es un elemento esencial para la sintesis de todas las
estructuras y proteinas de la microalga. La mayoria de las microalgas pueden
utilizar nitratos, nitritos, amonio o incluso urea como fuentes de nitrégeno
para su crecimiento (Kaplan et al. 1986), aunque la utilizacion de amonio
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conlleva un ahorro energético para la célula al evitar la reduccion previa de
nitrato, dependiente de NADPH y necesaria para la posterior incorporacién
del amonio a esqueletos carbonados (Florencio y Vega 1983, Perez-Garcia et
al. 2011).

El fosforo es uno de los elementos principales en numerosas
biomoléculas, esencial en 4acidos nucleicos, lipidos de membrana e
intermediarios metabdlicos. Permite la movilizacion de la energia contenida
en enlaces fosfato-fosfato de las moléculas de nucleétidos. En los entornos
acidos sus precipitados mantienen el equilibrio de especies metalicas
disueltas (Gross 2000).

El azufre es un elemento presente principalmente en proteinas,
como parte de la estructura de los aminodcidos cisteina y metionina, en
cofactores y en otras estructuras quimicas implicadas en funciones de
diversa naturaleza, desde la intervencidon en procesos redox - por ejemplo,
las agrupaciones sulfoférricas de la ferredoxina - hasta funciones
antioxidante y de resistencia a metales - por ejemplo, glutation vy
fitoquelatinas -. Las fitoquelatinas desarrollan uno de los mecanismos
principales de detoxificaciéon de metales en microalgas (Gross 2000, Gaur y
Rai 2001).

La carencia de uno de estos nutrientes esenciales provoca en los
cultivos de microalgas una sucesiva cadena de efectos negativos en su
viabilidad. La ausencia de nitrégeno, fésforo o azufre es conocida porque
puede provocar una reduccién en la concentracion celular de los pigmentos
fotosintéticos y de las proteinas celulares, dificultando asi la fijacion
fotosintética de CO, (Ben-Amotz et al. 1987, Grossman 2000, Cakmak et al.
2012). En tales situaciones, el flujo de carbono fijado a partir de la
fotosintesis se deriva mayoritariamente a la sintesis de carbohidratos y
lipidos, en lugar de dirigirse a la sintesis de proteinas (Ben-Amotz y Avron
1983). Esto explica que la acumulaciéon de lipidos sea una de las principales
respuestas de numerosas microalgas incubadas bajo condiciones limitantes
de nitrégeno. En esta Tesis se utiliza la carencia de nutrientes para estimular
la acumulacién de carotenoides y de acilglicéridos, estos ultimos destinados
a la obtencion de biodiesel.
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Carbono.

Por dultimo, el aire es fundamental para el crecimiento de la
microalga, puesto que contiene la fuente de carbono inorgdnico necesaria
para la fotosintesis en forma de didxido de carbono (0,038 %) (Tans 2009).
Ademas, la aireacion facilita la mezcla del cultivo, impide la sedimentacion
celular, favorece la exposicién de las células a la luz y a los nutrientes, evita
los fendmenos de estratificacién térmica, importantes en cultivos al aire
libre, y mejora el intercambio de gas entre el medio de cultivo y el aire.

Para no limitar el crecimiento del cultivo y mejorar la productividad,
especialmente en cultivos muy densos, resulta necesario el abastecimiento
de un suplemento de CO, en aire, normalmente hasta niveles que pueden
alcanzar el 5 % (v/v) o incluso superiores (Hsueh et al. 2009). Mas adelante
en esta Introduccidn, se especifican detalles relacionados con los
mecanismos de captacidn de carbono inorganico en microalgas.

Acetato Glicerol Exterior
Membrana celular I
Citoplasma GLUCOLISIS
Acetato

G3p GA3P/ Piruvato

l

Acetil-CoA

Acetil-CoA CICLO DE
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€ e )
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Figura 1.2. Resumen de la ruta de asimilacion en la célula fotosintética de fuentes organicas de carbono
como acetato o glicerol. Modificado de Perez-Garcia et al. 2011. G3P: glicerol-3-fosfato, GA3P:
glicerolaldehido 3 fosfato. DHAP: dihidroxiacetona fosfato
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El carbono suministrado a un cultivo de microalgas puede proceder
también de fuentes organicas. Las fuentes organicas de carbono se emplean
por lo general en cultivos en oscuridad y producen asi los denominados
cultivos heterotréficos. Entre las fuentes orgdnicas de carbono
mayoritariamente utilizadas para el cultivo de microalgas se encuentran la
glucosa, la fructosa, el acetato y, en menor medida, el glicerol (Pérez-Garcia
et al. 2011). En esta Tesis se realizan estudios con fuentes orgdnicas como
glicerol o acetato en cultivos heterotréficos que, de acuerdo con estudios
previos, pueden favorecen la sintesis de lipidos (Xu et al. 2006, Li et al 2007).
La Figura 1.2 resume la asimilacién en la célula fotosintética del acetato y del
glicerol, siendo en términos aplicados un proceso, en principio, menos
costoso que la produccion fotoautotrdfica por fijacion de CO,.

1.1.3. Principales utilidades.

Nutricion y antioxidantes.

En las ultimas décadas se han realizado numerosas investigaciones
que han tratado de encontrar nuevos suplementos alimenticios alternativos
a los existentes que pudieran funcionar como una adecuada fuente de
proteinas. Entre ellos se encuentra la biomasa obtenida a partir de
microalgas.

Desde un punto de vista comercial, los carotenoides vy
ficobiliproteinas son los pigmentos vegetales mds importantes. Los
carotenoides son muy usados en alimentacidn natural como aditivos
potenciadores del color de determinados alimentos como la yema de huevo,
la carne de pollo o de pescado (Becker 2004). Sin embargo, de los mas de
400 carotenoides conocidos sdlo unos pocos se han usado con propdsitos
comerciales, fundamentalmente B-caroteno, luteina, zeaxantina, astaxantina
y licopeno (Pulz y Gross 2004).

Desde el punto de vista nutricional, las microalgas son capaces de
mejorar numerosos preparados alimenticios y provocar efectos positivos
sobre la salud de hombres y animales. Por ello, es necesario tener en cuenta
una serie de factores que pueden determinar la utilizacidon de la biomasa
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algal en la nutricién humana y animal entre los que se encuentran su
composicion bioquimica, la presencia de posibles sustancias toxicas
biogénicas (ficotoxinas) y no biogénicas (metales pesados, pesticidas o
residuos provenientes de su recoleccién y procesado) y la calidad de las
proteinas aportadas (Becker 2004). Spirulina, Chlorella, Dunaliella o Nostoc
son ejemplos actuales de biomasa de microalgas y cianobacterias producidas
para consumo humano (Pulz y Gross 2004).

Las microalgas también son usadas en los Ultimos afios en
acuicultura. Los cultivos de estirpes elegidas han de tener un alto contenido
en proteinas y en 4cidos grasos insaturados, algunos de los cudles son
esenciales para el desarrollo larvario de especies marinas e intervienen en
los procesos bioquimicos relacionados con la coloracién de salménidos
(Nichols 2003, Becker 2004). Como ejemplo, el carotenoide astaxantina,
acumulado fundamentalmente por Haematococcus, se administra a los
salmdnidos en forma de microalga enriquecida en el pigmento para dar color
a la carne (Guerin et al. 2003).

Ademas de ser alimento para el zooplancton, las microalgas también
ayudan a estabilizar y mejorar la calidad del medio de cultivo debido a la
produccién de oxigeno y a la excrecion de determinados compuestos que
regularian la poblacidon bacteriana, a la vez que producirian efectos
probidticos para los animales, estimulando la funcién inmunitaria (Irianto y
Austin 2002).

Energéticas.

La situacién actual de agotamiento de los combustibles fosiles,
incremento del precio del petrdleo y dificultades ambientales, demanda
urgentemente fuentes alternativas de energia, siendo una opcidn prioritaria
el biodiesel, biocombustible producido a partir de aceites provenientes de
plantas oleaginosas, cuya disponibilidad, desafortunadamente, no permitira
sustituir el mercado de petréleo en el mundo si bien constituye una de las
principales fuentes energéticas alternativas. El uso de microalgas para la
produccién de biodiesel es, en principio, ventajosa debido al elevado
contenido de lipidos de dichos microorganismos y al perfil idoneo de estos
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para la obtencion del biocombustible. En comparacién con las plantas, las
microalgas presentan elevada eficiencia fotosintética, pueden crecer en
aguas marinas, dulces, residuales y salobres, y su velocidad de crecimiento es
relativamente mucho mas alta.

No obstante, los sistemas de cultivo de microalgas actualmente
presentan ciertas limitaciones, tales como la escasez de informacidn para su
escalado eficiente, la dificultad para el mantenimiento de monocultivos, los
elevados costos de operacion para la produccidn y recoleccién de la biomasa
de microalgas, sin contar el encarecimiento del proceso de produccién de
biocombustible en la posterior etapa de extraccion y transesterificacién de
triacilglicéridos. Ante estos inconvenientes, la optimizacion de los sistemas
de cultivo de microalgas es imprescindible. Finalmente, la ventaja
competitiva mds importante del biodiesel de microalgas consiste en los
rendimientos lipidicos por unidad de area, considerablemente superiores a
los obtenidos con plantas oleaginosas (Chisti 2007, Rodolfi et al. 2009, Waltz
2009). El proceso de obtenciéon de biodiesel a partir de microalgas y sus
ventajas y limitaciones se discuten mas adelante en esta Introduccién de la
Tesis.

1.2. La vida en ambiente acido extremo.

Existen numerosos microorganismos capaces de vivir bajo
condiciones extremas de temperatura, presion, pH o salinidad, entre otras, y
gue se han adaptado a estas condiciones no comunes (Van den Burg 2003).

Ejemplos de ambientes extremos pueden ser: ambientes de altas
temperaturas, donde habitan organismos hipertermofilos, que soportan
temperaturas superiores a 80 °C, y organismos termdfilos que crecen a
temperaturas entre 60 y 80 °C; ambientes de bajas temperaturas, donde
habitan organismos psicrofilos que crecen a temperaturas inferiores a 15 °C;
ambientes de alta salinidad, con organismos haléfilos capaces de vivir a
concentraciones entre 2 y 5 M de NaCl; ambientes de altas presiones, donde
habitan organismos piezofilos que soportan mas de 130 MPa; lugares con
altas concentraciones de metales o de radiacidn, y también ambientes acidos
0 basicos (Van den Burg 2003). Los ambientes acidos son especialmente
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interesantes porque el pH de estos habitats se mantiene, normalmente,
gracias al metabolismo de los microorganismos y también a condiciones
guimicas impuestas por el medio en el que se desarrollan.

Los microorganismos capaces de vivir en ambientes de pH extremos,
tanto alcalinos como &acidos, son denominados alcaldfilos y aciddfilos,
respectivamente. Tales microorganismos son capaces de mantener su pH
intracelular neutro, por lo que las enzimas intracelulares no necesitan
adaptarse a condiciones extremas de crecimiento. Sin embargo, esto no es
aplicable a las proteinas extracelulares, que deben ser activas a bajos o altos
valores de pH. Estos microorganismos tienen interés biotecnolégico (Van den
Burg 2003).

Los ambientes acidos naturales poseen dos origenes. En los
asociados a la actividad volcanica, la acidez se debe a la oxidacion microbiana
del azufre elemental, producto de la reacciéon de gases generados por la
actividad volcdnica:

25° + 30, +2H,0->250,” + 4H*
En el segundo caso, los ambientes acidos con elevados contenidos en

metales estan habitualmente asociados a actividades mineras, en la mayoria
de los casos asociadas a la explotacidn de sulfuros (piritas). Estas operaciones

exponen los sulfuros metalicos a la accion combinada del agua y del oxigeno,
facilitando el crecimiento de microorganismos quimiolitétrofos y generando
los denominados drenajes acidos de minas. Este es uno de los habitats que
han servido como fuente de microalgas en esta Tesis, habiéndose crecido
una especie aislada por el equipo de investigacién y que resulta de interés

por las moléculas antioxidantes que acumula.
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1.2.1. Caracteristicas quimicas y microbiolégicas de ambientes acuosos

acidos extremos de la Faja Piritica de Huelva.

El rio Tinto.

La Faja Piritica se extiende a lo largo de gran parte del sur de la
Peninsula Ibérica, alrededor de 250 km de largo y de 30 a 50 km de ancho.
Constituye una zona metalogénica de primer orden debido a la gran cantidad
de mineralizaciones de sulfuros masivos que alberga y que estan asociados a
conos volcanicos en forma de pirita (Almoddvar y Saez 2004).

El rio Tinto (Figura 1.3) nace en el corazén de la Faja Piritica Ibérica,
en Pefia de Hierro al norte de la localidad minera de Nerva (Huelva). Fueron
los romanos los primeros en dejar constancia de su ubicacion y alto valor, ya
que durante cuatro siglos, extrajeron plata, cobre, oro e hierro de la Faja
Piritica donde nace el rio. Se denominé inicialmente rio Ubero, “el que
guema”, sin que exista acuerdo sobre si el nombre hacia referencia al color
rojo de sus aguas o a sus propiedades acidas y oxidantes. “Tinto” es el
nombre actual del rio y no hay duda de que hace referencia al color de sus
aguas.

Figura 1.3. Fotografia del rio Tinto en la que se observa el color rojo de sus aguas.

Estas caracteristicas han provocado que se utilice como modelo de
estudio para explicar la posible existencia de vida en Marte, debido a las
similitudes que se han encontrado en el patron de condiciones ambientales
marciano y del citado rio acido (Fernandez-Remolar et al. 2004). La elevada
acidez del rio, con un pH entre 2-3 a lo largo de su recorrido y su alto
contenido en hierro, entre otros metales pesados, le hacen aparentemente
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inviable para mantener con vida cualquier sistema biolégico. Pero no es asi.
La cuenca del rio Tinto presenta una amplia variedad de ambientes en donde
se desarrollan distintas comunidades (bentdnicas en zonas aerobias,
neustdnicas en la superficie de aguas semiquietas, plancténicas en la
columna de agua dxica y andxica).

A pesar de las condiciones extremas de este ecosistema, el rio Tinto
posee una gran diversidad de comunidades microbianas, cuyas interacciones
son de gran interés para la ecologia. El rio alberga mas de 1300 especies
distintas de microorganismos (Lopez-Archilla 2005).

Origen de la acidez del rio Tinto.

Gran parte del recorrido del rio Tinto transcurre a lo largo de detritos
mineros de hierro, cobre y zinc, lo que da a sus aguas altas concentraciones
promedio de estos metales pesados (hasta 6, 02 y 0,4 glL?
respectivamente) y también de algunos aniones como el sulfato (hasta casi
16 gL') (Lopez-Archilla y Amils 1999). Tres sulfuros metélicos, pirita,
molibdenita y tungstenita, son susceptibles de una oxidacidon quimica
provocada por contacto con el oxigeno y el agua y mediada por idn férrico,
por el denominado mecanismo del tiosulfato. Para la pirita, tal mecanismo es
el siguiente:

FeS, + 6Fe* + 3H,0 = S,0,” + 7Fe** + 6H" (1)
5,057 + 8Fe> + 5H,0 - 250,% + 8Fe*" 10H"

El principal producto de esta reaccién es el acido sulfurico. Esto
provoca una bajada de pH (hasta un valor medio de 2,3, tamponado por el
ion férrico) que hace que haya una cierta concentracion de numerosos
cationes metadlicos toxicos disueltos (Fe, As, Cu, Zn, Ni, etc.) (Davila et al.
2008). El pH es tamponado por el equilibrio de Fe**/Fe(OH); (pK, 2,5) y SO,*/
H,SO, (pK, 2,0) (Messerli et al. 2005):

Fe®* + 3H,0 - Fe (OH); + 3H"
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La tendencia del pH del medio, por lo tanto, es hacia la acidificacién,
ya que la disolucidn de minerales basicos (por ejemplo, carbonatos) no suele
ser suficiente como para neutralizar la enorme produccién de protones.
Junto con el ién férrico, y debido a la presencia de otros metales en los
minerales de las zonas piriticas, el agua que entra en contacto con las vetas y
sale mds tarde a la superficie va cargada de otros metales pesados como
cobre, zinc y manganeso, debido a la gran solubilidad de estos elementos en
agua acida. Sin embargo, es el ién férrico el que normalmente domina en
este tipo de aguas, y debido a que permanece en disolucién a pH bajo, les
proporciona su llamativo color rojo (Lépez-Archilla 2005).

Caracteristicas microbioldgicas del rio Tinto.

Las condiciones del rio son, en gran medida, producidas vy
mantenidas por el componente bioldgico del ecosistema, principalmente
organismos procariéticos quimiolitdtrofos. Son estos los responsables de
mantener una elevada concentracién del ién férrico, el agente oxidante.

El mecanismo por el cual estos microorganismos obtienen energia
oxidando sulfuros metdlicos tiene gran interés industrial y se denomina
biolixiviacidn, la base de la biomineria. La biolixiviacidon consiste en que el idn
férrico presente en el rio y en las envolturas celulares de los
microorganismos biolixiviadores es responsable de la transferencia
electronica desde el sustrato mineral insoluble (sulfuros) a la cadena de
transporte de electrones. Esto permite aclarar el proceso de solubilizacién de
sulfuros metalicos a bajas temperaturas y presion.

El hierro resultante de las oxidaciones producidas por estos
microorganismos quimiolitdtrofos se puede reoxidar mediante el concurso
de microorganismos oxidadores de hierro a pH inferiores a 4:

4Fe’* + 0, + 4H" > 4Fe™ + 2H,0

Algunas bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans o Thiomonas
cuprina y arqueas como Metallosphaera spp, Leptospirillum ferrooxidans y
Sulfolobus spp. pueden oxidar tiosulfato y otros compuestos inorgdnicos
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como azufre e hierro reducidos, generando a su vez acido sulfurico. Es un
papel fundamental de la biolixiviacidn en la generacién de drenajes acidos de
minas (Kelly y Harrison 1989, Hallman et al. 1992, Espejo et al. 1995, Lépez-
Archilla 2005):

5,05 % +20, + H,0 > 2H" + 250,>

Como consecuencia de estos procesos, el rio Tinto y los drenajes
acidos de la faja piritica configuran un ambiente dificil para la vida,
caracterizado por valores de pH muy bajos y concentraciones elevadas de
hierro en disolucién, causante de estrés oxidativo en microorganismos que lo
habitan.

1.2.2. Fotosintesis en ambiente acido acuoso extremo.

A pesar de las extremas caracteristicas que tiene este ecosistema,
una extensa y compleja comunidad microbiana esta presente en el rio, no
solo procariotas (como bacterias quimilitdtrofas y heterdtrofas) sino
eucariotas (algas, hongos y protistas) (Lopez-Archilla et al. 1993, 1995 y
2005) (Figura 1.4). Esto sugiere que los microorganismos que en ellas se
desarrollan podrian expresar mecanismos antioxidantes para adaptarse al
estrés ocasionado por la presencia de altas concentraciones de metales o el
bajo pH.

Las algas eucaridticas son productores primarios del sistema,
mientras que hongos y bacterias heterotroficas juegan el papel de
consumidores y descomponedores. La produccion de materia orgdnica en el
rio Tinto se debe tanto a la actividad quimiolitoautétrofa como fotosintética.
Los productores fotosintéticos se encuentran principalmente en aquellos
lugares donde el cauce es somero y la luz penetra sin problemas hasta el
fondo. Estos pueden estar asociados con otros organismos dando lugar a
biofilms (Figura 1.4 C). Las algas mas abundantes son clorofitas unicelulares,
principalmente de los géneros Chlamydomonas y Chlorella (Lopez-Archilla et
al. 2001).

Este ecosistema de condiciones hostiles para la vida hace que los
organismos fotosintéticos que en él cohabitan tengan notable capacidad de
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adaptacion. Por esta razén, nuestro equipo de investigacién ha aislado
microalgas de este ambiente acido y estudia su potencial biotecnolégico en
la produccidn de antioxidantes, estudios de los que esta Tesis forma parte.
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Figura 1.4. Fotografia al microscopio 6ptico de distintos tipos de microorganismos observados en el rio
Tinto. (A) Filamentos algales del género Klebsormidium; (B) Aspecto microscroscépico del hongo
Scytalidium thermophilum; (C) Biofilms ciliado; (D) Fotografia de macrofilamentos. (Fuente: Lopez-Archilla
2005) (E) Microalga acidotolerante del rio Tinto aislada por el grupo de Biotecnologia de Algas, Coccomyxa
onubensis, vista al microscopio 40x.

Las microalgas presentan una gran adaptabilidad a distintas
condiciones ambientales, lo que ha hecho que se encuentren ampliamente
distribuidas en la biosfera bajo formas unicelulares, coloniales o
filamentosas, como las especies localizadas en el rio Tinto. Como se comenté
con anterioridad, para su desarrollo requieren, en lineas generales, de una
fuente de carbono apropiada, luz, nutrientes en cantidad suficiente y un
intervalo apropiado de temperatura (Apt y Behrens 1999); en este sentido, el
rio Tinto presenta determinadas peculiaridades que dificultan el crecimiento
de las microalgas en sus aguas acidas.

CO;.

La habilidad de los organismos fotosintéticos para usar el CO, para la
fotosintesis depende en parte de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa
oxigenasa, RUBISCO. Dicha enzima tiene una afinidad sorprendentemente
baja por el CO,, probablemente porque se desarrollé en una atmdsfera que
tenia los niveles de CO, muy altos en comparacion con la atmoésfera
presente. La concentracion de CO, en agua en equilibrio con el aire es
aproximadamente de 10 uM. Es probable que no mas del 30 % de moléculas
de RUBISCO sea operativa bajo condiciones atmosféricas estandar. Esta es
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una de las razones por las que las plantas C3 contienen mas concentracion
de Rubisco (K, (CO,) entre 15y 25 uM) (Moroney y Somanchi 1999).

Vivir en condiciones de ambientes acidos supone, en particular, una
baja disponibilidad de CO, dado que a pH acido la solubilidad del gas es muy
baja y, por tanto, no hay apenas carbono disponible en forma de
bicarbonato. En este sentido, las microalgas acidotolerantes, una de las
cuales es objeto de estudio en esta Tesis, deben expresar mecanismos
concentradores de CO, que podrian hacer de algunas de tales microalgas,
buenas candidatas para el desarrollo de procesos eficientes de mitigacién de
CO, (Gross 2000).

El pH 3cido tiene una fuerte influencia en la cantidad de carbono
inorganico disuelto disponible para la fotosintesis. La solubilidad del CO, en
agua dulce a temperatura de 18 °C es de 10-15 uM y esta puede cambiar por
el pH. El CO, consumido en la fotosintesis serd repuesto rapidamente por
HCO; existente en el medio bajo pH alcalinos y neutros. Sin embargo, a pH
acido, el CO, es utilizado en la fotosintesis porque bajo estas condiciones casi
todo el carbono inorgdnico disuelto es CO,. Este efecto negativo es
contrarrestado con la alta tasa de reposicion de CO, atmosférico en el medio
liquido. A pH 7 son necesarios 3,5 min (18 °C) para alcanzar el equilibrio
entre las formas disueltas de carbono inorganico, mientras que a pH 2 son
necesarios solo 0,42 s (Brinkman et al. 1933, Gross 2000).

El diéxido de carbono cambia el pH del agua. Se disuelve ligeramente
en agua para formar un d4cido débil llamado acido carbénico, H,CO;, de
acuerdo con la siguiente reaccién:

CO, + H,0 --> H,CO; K,= 4,69 x 10! (25 °C)

A su vez, el acido carbdnico reacciona con el agua para formar un

catién hidronio, H;0", y el ién bicarbonato, HCO;, de acuerdo con el

siguiente equilibrio:

H,CO; + H,0 --> HCO5 + H;0" K= 4,45 x 107 (25 °C)
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Este comportamiento quimico explica por qué el agua, que
normalmente tiene un pH neutro de 7, tiene pH acido cuando ha sido
expuesta al aire.

En el caso de encontrarse las microalgas en el medio natural a pH
muy dacido, como ocurre en el rio Tinto debido a las reacciones ya
comentadas de oxidacion de azufre, el equilibrio de ionizacién del carbdnico
tiende a estar desplazado a la izquierda, lo que determina que en medio
acuoso sea CO, la fuente mayoritaria de carbono, por lo que las microalgas
aciddéfilas deben expresar mecanismos capaces de asumir mayoritariamente
esa forma de carbono inorgdnico e incorporarla en su ciclo de vida.

Los principales mecanismos concentradores de carbono de
microalgas y cianobacterias captadores de CO, son un sistema de anhidrasas
carbdnicas repartidos en diferentes compartimentos celulares (Figura 1.5).
La energia requerida para dichos mecanismos concentradores es similar a la
de las plantas C4. Bajo condiciones de acidez, puede asumirse consumo de
CO, como Uunica fuente de carbono, una anhidrasa carbdnica extracelular
parece, en principio, mucho menos necesaria. De acuerdo con diversos
autores, existe poca actividad en anhidrasas carbdnicas externas en
comparacién con microalgas que viven en ambientes basicos (Geib et al.
1996, Gross 2000).
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Figura 1.5. Modelo propuesto para el mecanismo de concentracion de CO, en microalgas eucaridticas. El
tamafio de las fuentes indica la concentracion relativa de cada especie de carbono inorganico (Ci). cCA,
anhidrasa carbodnica cloroplastidica; pCA, anhidrasa carbdnica periplasmica; PGA, acido 3-fosfo-glicérico.
Fuente: Moroney y Somanchi (1999).
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Bajo condiciones de pH acido, el CO, entra en la célula en parte por
difusidon para convertirse en HCO; en el citosol, que se encuentra a pH
neutro. Este sera acumulado a un ritmo que esta en funcién de satisfacer el
propio equilibrio quimico intracelular del carbono inorganico y la demanda
de CO, de la Rubisco. Este método pasivo de concentraciéon de CO, no es
muy eficiente, aunque sin embargo incrementara el carbono inorganico
disuelto en el citosol (Raven et al. 1982, Gross 2000).

pH.

Debido a la alta acidez, los organismos tienen que hacer frente a una
elevada concentracidn de H* y esto causa numerosos problemas en la célula,
la cual debe adaptarse.

El pH del citosol de las microalgas es neutro, luego la diferencia de
pH entre el exterior y el interior celular (algunas capaces de vivir a pH 1) es
considerable. Para compensar el elevado gradiente de protones a uno y otro
lado de la membrana celular externa, hay un continuo bombeo de protones
al exterior. El coeficiente de permeabilidad de protones en la membrana
plasmatica en condiciones de pH 6-7 varia desde 10 a 50.000 nms™, mientras
gue en microorganismos acidotolerantes, este flujo debe ser menor, unos
100 nms™, para que pueda mantenerse el pH celular neutro.

La membrana plasmatica de las algas aciddfilas es aparentemente
bastante impermeable para los protones, que requieren relativamente poca
energia para ser bombeados activamente contra un flujo de protones pasivo.
Otro mecanismo para evitar el bombeo de protones es que la superficie de la
membrana tenga carga neta altamente positiva, como se ha descrito en
Dunaliella acidophila (Gimmler et al. 1989, Gross 2000). La masiva entrada
de protones del exterior debe estar balanceada con la salida de protones del
interior (Gross 2000).

Irradiancia.

El Tinto es un rio de poco caudal. En casi todo su recorrido el cauce
es ancho y el agua que fluye forma una ldmina somera que permite la
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penetracion de la luz hasta el fondo, facilitando la proliferacién de
microalgas y otros pigmentos asociados (LOpez-Archilla 2005). En estos
lugares la radiacidn recibida es alta, lo que da lugar a que las especies que alli
crecen tengan ademas, una concentracién de pigmentos asociados a la
captacidn de luz mas elevada. Es el caso de Coccomyxa onubensis, una de las
microalgas de estudio en esta Tesis, que ademas se le conoce entre otras
cosas, por su elevada capacidad de sintesis de luteina (xantofila).

Metales y estrés oxidativo.

Debido a la oxidacidon de la pirita y otros minerales de forma natural
y a la accién de los organismos procariotas quimiolitétrofos, el rio Tinto tiene
altas concentraciones de metales, solubilizados en su mayoria por el pH
acido del agua.

La presencia de metales es una forma de estrés para el crecimiento
de los microorganismos. Se ha descrito que altas concentraciones de iones
metdlicos dan lugar a especies ROS (especies de oxigeno reactivas)
(Nagalakshmi y Prasad 2001, Li et al. 2006, Vaquero et al. 2012). Estos
radicales afectan a la viabilidad de la célula, a sus macromoléculas como las
proteinas, lipidos, polisacaridos o los dcidos nucleicos, desembocando en una
posible alteracion de la membrana, posible pérdida de funciones enzimaticas
y dafio gendmico (Dietz et al. 1999). Es lo que cominmente se denomina
como dafio oxidativo.

Para evitar el daifo generado por la presencia de dichas moléculas
ROS, los microorganismos han desarrollado mecanismos de defensa
enzimaticos y no enzimaticos (Mallick y Mohn 2000, Schitzendibel y Polle
2002). Los mecanismos antioxidantes no enzimaticos incluyen compuestos
de bajo peso molecular tales como glutation, compuestos fendlicos vy
ascorbato, mientras que las defensas enzimaticas incluyen superdxido
dismutasa (SOD), glutatién reductasa (GR), catalasa (CAT) y una variedad de
peroxidasas, como ascorbato peroxidasa (APX).

Los microorganismos que son capaces de vivir en un medio con
concentraciones de hierro, cobre y zinc del orden de g-L™ deben, por la ldgica
de los procesos bioquimicos conocidos, expresar propiedades antioxidantes
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(Morelli y Scarano 2004). Dichas propiedades antioxidantes implican, como
se ha comentado, mayor acumulacién moléculas de valor comercial como
carotenoides y compuestos fenélicos. En consecuencia, los microorganismos
aciddfilos podrian ser nuevas fuentes de tales compuestos y su potencial
biotecnolégico merece ser objeto de estudio.

Presion osmdtica, halotolerancia y carencia de nutrientes.

Debido a la baja permeabilidad de la membrana celular a los
protones del medio, la elevada concentracién de estos en las aguas acidas,
habitualmente a pH inferiores a 3, debe causar en los microorganismos una
considerable presién osmética. Este hecho, unido a la elevada concentracion
de aniones vinculados a la presencia de cationes metdlicos en disolucién,
particularmente los sulfatos cuya concentracidon supera normalmente los 3
g-L™, permitiria esperar en los microorganismos de ambiente acido una cierta
halotolerancia. Aunque hay escasas referencias al respecto, este hecho ha
sido probado en algunas microalgas acidéfilas (Gimmler y Weis 1992) vy
permite en este trabajo plantear la hipdtesis de que el aumento de salinidad
en el medio podria utilizarse para estimular la acumulacidn de carotenoides y
de otros lipidos que se sintetizan en dichas condiciones (Richmond 2004).

De otra parte, las aguas procedentes de drenajes acidos de minas
son muy escasas en nitréogeno inorganico, mantienen determinados niveles
de fdsforo en equilibrio con precipitados de fosfato y, como se ha
comentado, son extremadamente ricas en azufre (Ferris et al. 2004). El
azufre forma parte esencial del glutatién y, por lo tanto, de las actividades
enzimaticas antioxidantes, cuya expresidn es esperable en microalgas
aciddfilas sometidas a factores fisico-quimicos oxidantes. La carencia de
nutrientes es una de las estrategias utilizadas para estimular la acumulacidn
de moléculas lipidicas de microalgas y se aplica en esta Tesis con dicho
propdsito a una microalga de ambiente acido.
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1.3. Lipidos de microalgas.

1.3.1. Definicidn y funciones principales en microalgas.

Bajo el término lipido se incluyen, generalmente, moléculas de
origen bioldgico insolubles en agua y solubles en disolventes organicos, como
acetona, metanol, éter dietilico, hexano y cloroformo, entre otros. Las
principales funciones biolégicas de los lipidos incluyen su papel central en el
almacenamiento de energia, como componentes estructurales de las
membranas celulares, y como importantes moléculas de sefializacién.

Los lipidos denominados neutros incluyen los TAG (triacilglicéridos).
Estos compuestos sirven principalmente como almacenamiento de energia 'y
carbono organico. Aparecen en forma de cuerpos oleosos en las células de
muchas especies de microalgas. En la mayoria de los casos, los TAG se
acumulan en las microalgas cuando sus cultivos se someten a condiciones
limitantes para el crecimiento, que suelen denominarse condiciones de
estrés e incluyen variaciones en la temperatura, alta irradiancia, carencias
nutricionales o altas concentraciones de sal en el medio, entre otras. Por
tanto, los TAG son una reserva relevante de carbono y energia para el
crecimiento de los microorganismos después de estar sometidos a alguna
condicidn de estrés (Cohen y Khozin-Goldberg 2005, Rontani et al. 2006, Hu
et al. 2008, Solovchenko 2012). Por otra parte, los lipidos polares
desempenan un papel estructural en la membrana celular y en otros
organulos, y junto a esta funcidn estructural también pueden operar como
moléculas sefiales o precursores de la biosintesis de otras (Thompson 1996,
Solovchenko 2012). Entre los lipidos polares se encuentran moléculas de
naturaleza terpenoide que realizan funciones colectora de luz y antioxidante
en plantas y microalgas, conocidas como pigmentos fotosintéticos.

Carotenoides: biosintesis y factores que inducen la acumulacion

La mayoria de los carotenoides son isoprenoides de 40 carbonos, los
cuales estan compuestos por cadenas de 8 unidades de isoprenos (Naik et al.
2003). Debido a su estructura, los carotenoides juegan un importante papel
en la fotosintesis en términos de captura de energia, como complemento de
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las clorofilas. En su estructura se encuentran numerosos dobles enlaces que
dan lugar a diferentes absorciones en la zona visible del espectro y a distintas
propiedades fotoquimicas, presentando por tanto diferencias de color, de
forma geométrica de la molécula (cis/trans) y de su efectividad en los
procesos de transferencia de energia dentro del aparato fotosintético.
Desempefian un papel fundamental en la proteccion en el organismo
fotosintético contra el dafio producido por la fotooxidacién. Ademas, una
funcién muy importante es la de minimizar el dafio producido por radicales
libres en el metabolismo celular. Dicha funcién antioxidante hace de los
carotenoides moléculas con propiedades en la prevencion de patologias
humanas que cursan por degeneracion oxidativa (Ye et al. 2008).

La estructura molecular de los carotenoides puede terminar en
anillos no aromaticos y puede contener grupos funcionales con atomos de
oxigeno. De esta forma, los carotenoides pueden dividirse en dos grupos
fundamentales: carotenos, carotenoides hidrocarbonados de cadena lineal o
con ciclaciones a uno o ambos lados de la molécula y cuyo principal
exponente es el B-caroteno (CsoHse), ¥ xantofilas, derivados oxigenados de
los carotenos. Los atomos de oxigeno pueden presentarse formando parte
de grupos hidroxilos (como en la luteina, 3R, 3'R, 6’R-B, e-carotene-3,3’-diol,
CaoHs605), de grupos cetona (como en la cantaxantina), de una combinacion
de ambos (como en la astaxantina, 3,3’-dihidroxi- ,B-4,4’-diona, CaoHs,0.) 0
de otros grupos como metoxilos, epdxidos, carboxilos o acetatos.

En las microalgas, al igual que en las plantas superiores, coexisten
dos rutas para la sintesis de carotenoides (Figura 1.6), la llamada ruta
mevaldnica y la no mevaldnica. Ambas terminan sintetizando isopentenil
pirofosfato (IPP), compuesto de 5 atomos de carbono que constituye el
punto de inicio de la biosintesis de carotenoides.

En el caso de la ruta mevaldnica, el IPP se produce en el citosol a
través de la ruta acetato/mevalonato (MVA) dando lugar a la biosintesis de
esteroles, sequiterpenos vy triterpenos. La ruta mevaldnica comienza
mediante la condensacién de 3 unidades de acetil-Coenzima A (acetil-CoA)
para dar lugar a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que se reduce a
mevalonato, y dos sucesivos pasos de fosforilaciones y de
descarboxilacidon/eliminacion dan lugar a IPP (Schwender et al. 1996). La ruta

40



I. Introduccidn

no mevaldnica ocurre en el cloroplasto, donde el IPP es sintetizado a partir
de 1-deoxi-D-xilulosa-fosfato (DOXP), procedente a su vez de la
condensacion de gliceralhedido 3-fosfato (GA3P) con piruvato.
Monoterpenos, diterpenos, isoprenos, carotenoides, fitol (una cadena lateral
de las clorofilas) y plastoquinona son productos metabdlicos de esta ruta
(Lichtenthaler 1999). Las algas verdes utilizan la ruta del mevalonato
(Lichtenthaler 1999) aunque otros grupos de algas pueden utilizar ambas vias
(Eisenreich et al. 2001). Se ha descrito que la via DOXP ocurre en
cianobacterias, el alga roja Cyanidium vy la crisofita Ochromonas
(Lichtenthaler 1999).

Cloroplasto
3 Acetil-CoA GA3P +\Jli”wato
N2
HMG-CoA DOXP
A N
Mevalonato (MVA) DMAPP <=>1PP
B
J+PP
mmmll PMAPP > IPP GPP (Cyo) >
@ +21PP
+2IPP
Diterpenos (Fitol)
FPPJ(/Cls) GGPPLQM* X2 Carotenoides (Czo)
e @ +51PP

Mitocondria

Ubiquinona Q% + Q10

Figura 1.6. Biosintesis de IPP e isoprenoides en plantas superiores y microalgas entre el citosol (ruta de
acetato/MVA) y cloroplastos (ruta del DOXP). Abreviaturas usadas. HMG-CoA: 3—hidroxi-3-metilglutaril-
Coenzima A; DMAPP: dimetil-alilpirofosfato; IPP: isopentenil pirofosfato; FPP: farnesil-pirofosfato; GA3P:
gliceralhedido 3-fosfato; DOXP: 1-deoxi-D-xilulosa-fosfato; GPP: geranil-pirofosfato; GGPP: geranil-geranil-
pirofosfato. Fuente parcialmente modificada de Lichtenthaler (1999).

En la Figura 1.6 se muestra un resumen de la biosintesis de IPP en
ambas rutas. Hay que tener en cuenta que en la segunda etapa, después de
sintetizar el IPP, éste se isomeriza a dimetil-alilpirofosfato (DMAPP),
compuesto que sufre la adicion secuencial de tres moléculas de IPP. Esta
reaccion es catalizada por la enzima geranil-geranil-sintasa (GGPP sintasa)
que origina un compuesto de 20 dtomos de carbono llamado geranil-geranil-
pirofosfato (GGPP).
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A partir de aqui, como muestra la Figura 1.7, dos moléculas de GGPP
se condensan para formar fitoeno, reaccion catalizada por la enzima fitoeno
sintasa. El fitoeno es el compuesto precursor de todos los carotenoides
(Lichtenthaler 1999, Naik et al. 2003, Ye et al. 2008).

0-P-0-P-0H
[

Geranil geranil pirofosfato (GGPP)

GGPP\{ PSY
Fitoeno
| pps
Fitoflueno
| pps
§-caroteno
| zns
Neurosporeno
| zps
LCY-E,/ Heopeno \{ LCY-B
&-caroteno y-caroteno
LCY-B | | Ley-B
a-caroteno W
EHY,/ \\ BHY

OH 1 BHY

¥ “W W W
a-criptoxantina zeinoxantin HC

B -criptoxantina

BHY \ / EHY | BHY

o W !
HW e Zeaxantina

Luteina l ZEP ol

HC 5
Anteraxantina

| zep

OH

HC
Violaxantina

| NXS
o
HO A Neoxantina

Figura 1.7. Ruta de carotenogénesis en microalgas. Abreviaturas usadas. PSY: fitoeno sintetasa; PDS:
fitoeno desaturasa; ZDS: {-caroteno desaturasa; LYC-E: licopeno e-ciclasa; LYC-B: licopen B-ciclasa; EHY: &-
caroteno hidroxilasa; BHY: B-caroteno hidroxilasa; ZEP: zeaxantin epoxidasa; NXS: neoxantin sintetasa.
Fuente parcialmente modificada de Naik et al. (2003).
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Existen muchos factores conocidos para la acumulacidn de
carotenoides. Por ejemplo, Dunaliella acumula grandes cantidades de (-
caroteno bajo condiciones adversas de crecimiento, tal como alta irradiancia,
alta salinidad, baja temperatura, deficiencia de nutrientes y la presencia de
metales pesados (Ben-Amotz 1996). El estrés oxidativo o generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), ocurre en los sistemas bioldgicos
cuando estos experimentan ciertas condiciones de crecimiento, como las
mencionadas anteriormente, que impiden la evolucién normal del
metabolismo y divisién celulares. Se conoce que la presencia de ROS es
perjudicial para la funcionalidad de numerosas biomoléculas, incluyendo
lipidos, proteinas y ADN. En la proteccidn frente a ROS es vital para la célula
la presencia de sistemas internos antioxidantes, los llamados sistemas
enzimaticos y los no enzimaticos (Bouvier et al. 1998).

De forma general y como se comenté con anterioridad en esta
Introduccidn, los sistemas enzimaticos celulares incluyen la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPX) y ascorbato
peroxidasa (APX). En los mecanismos no enzimaticos los ROS son
neutralizados directamente por antioxidantes internos como glutation (GHS),
a-tocoferol y carotenoides (Fryer 1992, Bouvier et al. 1998). Estudios previos
han descrito que, por tanto, la presencia de ROS induce la caroterogénesis;
por ejemplo, Dunaliella salina o Dunaliella terriolecta incrementan su
actividad de SOD, CAT o APX ademads de acumular grandes cantidades de B-
caroteno debido a la presencia de metales como el cobre en el medio
(Rabinowitch et al. 1987, Lers et al. 1991). La presencia de metales disueltos
en el lecho del rio Tinto y de los drenajes acidos de las minas de la Faja
piritica de Huelva, genera un ambiente oxidante para los microorganismos
que los habitan. A tales condiciones de estrés, se unen la alta temperatura
media en primavera y verano y la alta irradiancia habitual de los meses
estivales. Por ello, seria esperable que las microalgas de ambiente acido
produjesen una respuesta antioxidante que, en parte, estuviese basada en la
acumulacidn de carotenoides, pigmentos necesarios en la proteccion de la
fotosintesis frente al estrés oxidativo.
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Acidos grasos: biosintesis y factores que inducen la acumulacion.

En esta Tesis se estudia la acumulacién de lipidos de microalgas
Utiles para la obtencion de biodiesel. Los lipidos de microalgas que pueden
utilizarse para producir biodiesel son, mayoritariamente, los acidos grasos.
Como se discutird en un apartado posterior de esta Introduccién, estos se
convierten en biodiesel mediante reacciones de transesterificacion con
metanol.

Nos centraremos en el estudio de la biosintesis de acidos grasos y
TAG. Su funcidn esta relacionada con la participacién en el catabolismo para
la produccién de energia requerida para la célula (Solovchenko 2012). Los
triacilglicéridos (Figura 1.8) estan formados por tres moléculas de &acidos
grasos esterificados con los grupos hidroxilo de una molécula de glicerol. Los
acidos grasos son moléculas formadas por cadenas de carbono que poseen
un grupo carboxilo como grupo funcional.

Glicerol
H
| Acido graso libre
H—cl—on o
H_?—OH )\/\/\/\/\/\
H—C—OH o

H
Triglicérido

Figura 1.8. Estructura y componentes de los TAG.

El nimero de carbonos habitualmente es par. Los 4cidos grasos
pueden ser saturados o insaturados, segun presenten o no insaturaciones en
la cadena alifatica. Los acidos grasos que contienen dos o mas dobles enlaces
se denominan acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Principales acidos grasos descritos en microalgas

Nombre comun Acidos grasos

Acidos grasos saturados

Ladrico C12:.0

Miristico C14:.0

Palmitico C16:0

Estedrico Cc18:0

Acidos grasos monoinsaturados
Palmitoléico Ci16:1
Oléico ci18:1
Acidos grasos poliinsaturados
Linoleico C18:2
y-linolénico y a- linolénico C18:3 W6y C18:3 (I3
Araquiddnico C20:4 Q6

Eicosapentaenoico C20:5 (33 (EPA)
Docosahexaenoico C22:6 (D3 (DHA)

La biosintesis de acidos grasos tiene lugar en el cloroplasto tal y
como se observa en la Figura 1.9. La primera etapa anabdlica esta catalizada
por la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACCase) y combina CO, (disuelto como
HCO3'), ATP y acetil-CoA para formar el malonil-CoA. Esta fuente enddgena
de acetil-CoA proviene del fosfoenolpiruvato (PEP) de la ruta glucolitica o de
la dihidroxiacetona fosfato originada en el ciclo de Calvin. La glucolisis
citosdlica comienza con la degradacion de carbohidratos simples y dando
lugar a PEP, que es transportado al cloroplasto para ser convertido en
piruvato y posteriormente en acetil-CoA (Hu et al. 2008). Es en esta etapa
donde el malonil-CoA inicia la sintesis de acidos grasos. La mitad del grupo
malonil es usado para la elongacién del grupo acilo como donante central.

El siguiente paso es la transacilacién, que implica un cofactor, una
proteina portadora del grupo acilo (ACP) y dos moléculas de acil-CoA.
Mientras que el complejo enzimatico malonil-CoA/ACP es altamente
especifico, acetil-CoA/ACP es de menor afinidad, lo que da lugar a que pueda
reaccionar con otros compuestos de acil-CoA de bajo peso molecular, por
ejemplo, el propionil-CoA, dando lugar a un nimero impar de carbonos y a
ramificacidon de los acidos grasos. Estos son poco comunes en microalgas y
muy tipicos en lipidos de bacterias (Courchesne et al. 2009, Greenwell et al.
2010).
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La formacidn de TAG tiene lugar en el cloroplasto y en el reticulo
endoplasmatico. El primer paso es la condensacién de G3P con una molécula
de acil-CoA para formar lisofosfatidato (LPA), de nuevo condensado con otro
acil-CoA para producir fosfatidato (PA) y dando lugar a diacilglicerol. El
ultimo paso incorpora de nuevo otro acil-CoA a la molécula dando lugar a
triacilglicerol. Los TAG son almacenados en cuerpos oleaginosos (Greenwell

et al. 2010).

Citosol

I Fosfoenolpiruvato (PEP) I\

/

Acetil-CoA

Reticulo endoplasmadtico

\

Cloroplasto

\

malonil-CoA

2

malonil-ACP

ketobuturil-ACP

G3P

7’

IaciI—ACP | —'>,

TAG |

v
I Acidos grasos libres (FFA) I /

LF F'AJ

fosfolipidos
| Acil (3)-CoA | | PO | | Acil (2)-CoA | | Acil {1)-CoA |
TAG DAG PA Liso-PA v
Hz-C-0-acyl (3) H~C-OH H,~C-0-PO, H,C-0-PO, H,-C-0-PO,
H -C-O-acyl (2) H-C-O-acyl(2) H —(lt-o-acyl (2 H-C-OH H-C-OH
H,~C-O-acyl (1) H,-C-O-acyl (1) HQ_L_O_EM (1) Hy-C-O-acyl (1) H,~C-OH

Figura 1.9. Ruta de biosintesis de acidos grasos y TAG (Kennedy pathway). Reacciones enzimaticas: (1)
ACCase; acetil-CoA-carboxilasa (2) complejo enzimético malonil-CoA/ACP transferasa; (3) 3-ketoacil ACP
reductasa; (4) 3-hidroxiacil ACP deshidrogenasa y (5) enoil ACP reductasa. ACP, proteina portadora de
grupo acilo; G3P, glicerol-3-fosfato; liso-PA, TAG, triacilgliceridos; DAG,
diacilgliceridos. Adaptado y modificado de: Roessler et al. (1994), Ohlrogge y Browse (1995) y Riekhof et
al. (2005).

acido lisofosfatidico;

La acumulacién de acidos grasos se produce a partir de diferentes
situaciones. Las células pueden ser capaces de reciclar los acidos grasos a
partir de otros componentes celulares, por ejemplo, lipidos de membrana. La
decisién de si los lipidos se sintetizan a partir de nuevo carbono asimilado o
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desde carbono reciclado, depende fuertemente del estado metabdlico de la
célula.

En células de crecimiento rapido, el metabolismo de los lipidos se
centra en la sintesis de lipidos de membrana para apoyar dicho crecimiento
celular. La mayoria de los lipidos en estas células son sintetizados de novo.
Bajo condiciones de estrés, algo mds de la mitad de los lipidos durante el
aumento del estrés se origina a través de la sintesis de dacidos grasos,
mientras que el resto de lipidos acumulados proviene del reciclaje de acidos
grasos existentes, por ejemplo, los que se encuentran en membranas de
organulos (Kurat et al. 2006).

Vale la pena mencionar que las condiciones favorables para la
biosintesis de acidos grasos y TAG suelen ser estresantes para el
metabolismo de la microalga, es decir, dificultan la divisién celular y por
tanto reducen la velocidad de crecimiento (Solovchenko 2012). Los
principales factores quimicos que inducen la acumulacién son la carencia
nutricional, |a salinidad y los cambios de pH en el medio nutricional. Factores
fisicos que también pueden estimular la sintesis de acidos grasos son la
variacion en la intensidad de luz y en la temperatura. Tales factores no solo
afectan a la acumulacién de carbono, sino al crecimiento celular y a la
composicion de acidos grasos (Hu 2004). La abundancia de acidos grasos
respecto a la masa celular y la proporcién de saturados e insaturados
depende también de la intensidad del estrés aplicado. Generalmente, la
relacidn entre cantidad de acidos grasos acumulados y productividad de la
biomasa es inversa, y desde el punto de vista aplicado resulta clave
determinar el factor y la intensidad adecuados de estrés que favorezcan la
acumulacidén de acidos grasos sin limitar en extremo la productividad de Ia
biomasa. De esta forma se conseguira la mayor productividad posible de
acidos grasos.

La carencia de nitrogeno inorganico es el que mas afecta, de entre
los nutrientes, al metabolismo de lipidos en algas. En general, se ha
observado en numerosas especies un aumento en la acumulacidon de TAG
como respuesta de la deficiencia de nitrogeno (Hu et al. 2008). La limitacidon
de fosforo y azufre también supone en muchos casos un aumento de TAG.
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Isochrysis galbana, Chlamydomonas reinhardtii o Chlorella sp. son algunos
ejemplos (Otsuka 1961, Sato et al. 2000).

Por otro lado, algunos estudios revelan que en cultivos de microalgas
y cianobacterias la disminucién de la temperatura tiende a aumentar la
proporcién de los 4cidos grasos insaturados, mientras los saturados
aumentan con las temperaturas elevadas (Renaud et al. 2002).

La irradiancia también influye, determinando cambios en el
contenido de pigmentos y en la actividad fotosintética. Bajas intensidades
inducen la formacién de lipidos polares, particularmente aquellos asociados
a la membrana del cloroplasto, y la formacién de PUFAs que participan
incorporandose en la estructuras de las membranas. Sin embargo, a altas
irradiancias disminuye el contenido de lipidos polares pero se compensa con
el aumento en la cantidad de lipidos neutros, principalmente TAGs y acidos
grasos saturados y monoinsaturados (Sukenik et al. 1993, Brown et al. 1996,
Khotimchenko y Yakovleva 2005).

Estudiar el enriquecimiento de las microalgas en acidos grasos
insaturados es relevante por el contenido de aquellas en PUFAs utiles en
humanos, incluyendo acidos grasos esenciales como el linoléico (C18:2), a-
linolénico (C18:3), araquiddénico (C20:4), ecosapentanoico (C20:5),
docosahexanoico (C22:6) y algunos otros que tienen un alto potencial en
farmacologia, quimica o alimentacidn (Cardozo et al. 2007).

En definitiva, el sol facilita a las microalgas su actuacién como
centrales biolégicas de fijacion de la energia solar y del carbono atmosférico
en moléculas energéticas contenidas en la biomasa generada. La energia
solar, capturada por las moléculas de clorofila y de carotenoides, se
incorpora finalmente en forma de enlaces quimicos en el metabolismo
celular. Algunas de las moléculas producidas por las microalgas tienen valor
como combustibles o pueden ser convertidas en tales mediante
transformaciones quimicas sencillas. Ademas de los ya discutidos
triacilglicéridos (conocidos comunmente como aceites de microalgas),
convertibles en combustibles mediante transesterificacion con alcoholes de
cadena corta o por hidrogenacidn, pueden citarse como moléculas de valor
energético producidas por microalgas, las siguientes: (a) el hidrégeno,
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obtenido previa separacion de otros gases procedentes del metabolismo
celular; (b) carbohidratos, fermentables a etanol; (c) hidrocarburos de
cadena larga - en algunas especies de microalgas -, y (d) la propia biomasa,
fermentable para la obtencién de biogas rico en metano (Mata et al. 2010,
Merchant et al. 2012).

1.4. Biodiesel de microalgas.

1.4.1. Definicién.

El biodiesel es una mezcla de alquil-ésteres de acidos grasos
obtenido por reaccion de transesterificacion de aceites vegetales o grasas
animales. Estas materias primas estdan compuestas de un 90-98 % de
triacilglicéridos y pequenas cantidades de diacilglicéridos, monoacilglicéridos
y acidos grasos libres (1-5 %), y cantidades residuales de fosfolipidos,
fosfatidos, carotenos, tocoferoles y compuestos azufrados, asi como trazas
de agua (Bozbas 2008). Como ya se ha explicado con anterioridad, las
microalgas acumulan acilglicéridos de forma natural y dicha acumulacion
puede estimularse mediante la aplicacién a los cultivos de diversos factores
fisicos y/o quimicos. Las microalgas se han erigido como una nueva materia
prima de interés para la obtencidn de biodiesel gracias a su contenido
natural en acilglicéridos, variable entre géneros y especies de microalgas, a
las posibilidades de incrementar su acumulacidon intracelular v,
particularmente, a la elevada productividad de biomasa de los cultivos de
microalgas en comparacion con los cultivos tradicionales de oleaginosas
(Chisti 2007, Wijffels y Barbosa 2010).

1.4.2. Potencial y retos actuales de la obtencidon de biodiesel a partir de
microalgas.

La idea de utilizar microalgas para obtener biocombustibles no es
nueva. En los ultimos 30 afios se desarrollaron en el mundo al menos dos
grandes programas destinados a estudiar la fijacidn masiva de CO, por
microalgas y la obtencion de productos combustibles a partir de la biomasa
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producida, uno de ellos desarrollado mayoritariamente en la década de los
80 del siglo pasado por el Departamento de Energia de los Estados Unidos, y
otro, en los afos 90, financiado por el Gobierno de Japdn. Sin embargo, al
margen de algunos logros relacionados con la obtencion de especies de
microalgas prometedoras y con la mejora de la produccion en sistemas de
cultivo abiertos, ni tales programas ni otros proyectos han conseguido
demostrar la viabilidad econdmica de la obtencion de biocombustibles, en
particular biodiesel, a partir de microalgas. En la mentalidad de cientificos y
tecndlogos, esto supone un reto atractivo (Chisti 2007, Wijffels y Barbosa
2010).

Los costes de produccion de la biomasa y de recuperacion vy
transformacién de aceites, requerimientos energéticos incluidos, limitan, por
el momento, la traslacion a la escala industrial de los resultados obtenidos en
la pequefia escala. Actualmente, el mayor coste de la producciéon de
biocombustibles a partir de aceites de microalgas reside en la obtencién
masiva de la biomasa algal necesaria. Con la tecnologia actual de sistemas de
cultivo, la produccion de un kilogramo de biomasa de microalgas cuesta en la
factoria, en promedio, entre 2 y 10 euros/kg, dependiendo de las especies,
de los sistemas de produccién y de la aplicacion comercial de los productos.
Dicho coste puede ser asumido cuando se produce un compuesto de alto
valor afiadido - por ejemplo, uso dietético de la biomasa algal -, en cuyo caso
la tecnologia empleada en la produccién de la biomasa no se convierte en el
paso limitante y, por tanto, pueden emplearse sistemas de cultivo de alto
rendimiento. Por el contrario, para la obtencién masiva de un producto de
bajo precio unitario de mercado, como el biodiesel, se hace necesario
abaratar extraordinariamente el proceso de produccidon de la biomasa, lo
que exige el empleo de sistemas de cultivo tecnolégicamente menos
complejos, de menor productividad pero mucho mas econdémicos en la gran
escala, como los bien conocidos y mas simples sistemas abiertos tipo carrusel
agitados (Norsker et al. 2011).

Asumiendo, en una aproximacidon razonable, que la biomasa de
microalgas puede acumular, por término medio y en forma de
triacilglicéridos, alrededor de un 20 % de 4cidos grasos utiles para la
produccién de biodiesel, la obtencién de un litro de aceites convertibles en
biodiesel requeriria de unos 5 kg de biomasa, lo que permite rapidamente
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determinar el alto coste de produccion del biocombustible, aun sin
contabilizar costes de extraccion y transformacién quimica de los aceites. Por
tanto, la produccién econédmicamente viable de biocombustible pasa por
reducir los costes de produccién de biomasa hasta, al menos, un 10 % de los
actuales, y ello deberia ocurrir junto a un aumento de las superficies de
cultivo de microalgas.

La potencialidad de las microalgas como fuente natural, renovable,
de aceites para la obtencidn de biodiesel es ya menos discutida por la
mayoria de expertos. La productividad de las microalgas, calculada por
hectarea, es superior a la de los cultivos agricolas en un factor que varia, por
término medio, entre 30 y 50 veces. Segun las proyecciones de diversos
autores a partir de ensayos de cultivo conocidos en menor superficie, es
razonable poder obtener 100 toneladas de biomasa de microalgas por
hectdrea y afio, de las cuales alrededor de 20 toneladas serian biodiesel, y
del resto de la biomasa se obtendrian productos de valor comercial como
proteinas, antioxidantes, azicares fermentables y/u otros. Este concepto de
aprovechamiento integral de la biomasa de microalgas se conoce como
biorrefineria y permite plantear un escenario de factibilidad econémica de la
produccién del biodiesel a partir de la comercializacién de subproductos,
aunque la mayoria de ellos tengan en realidad un precio de mercado mucho
mas alto que el propio biocombustible. El acercamiento a un escenario de
produccién econémicamente viable del biodiesel de microalgas al margen
del aprovechamiento de subproductos debe conseguirse,
fundamentalmente, a partir del aumento de la productividad de los sistemas
de cultivo mas econdmicos y de la ya mencionada reduccion de costes de
produccién (Wijffels et al. 2010).

Las posibilidades de alcanzar el reto de la produccién
econdmicamente viable de biodiesel de microalgas se consideran, en la
actualidad, moderadamente altas. Tal potencial reside en algunos hechos
cientificos concretos, convertidos en retos para su posterior traslado a la
gran escala: (a) es factible encontrar, en la propia naturaleza, microalgas
adaptadas al crecimiento rapido y resistente frente a otros microorganismos;
(b) es factible incrementar las productividades de los cultivos mediante la
mejora del uso que las microalgas hacen de la luz solar y del carbono; (c) es
factible incrementar la cantidad de lipidos acumulados por las microalgas
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mediante estrategias fisioldgicas y bioquimicas; (d) es factible disminuir los
costes de infraestructuras, de operacién y energéticos de la produccién de
microalgas; (e) es factible y necesario mejorar, mds en términos econémicos
que de eficiencia, la tecnologia de extraccion y purificacion de aceites de
microalgas. La obtencién econdmicamente rentable de biodiesel de
microalgas requiere, por tanto, de mejoras en las estrategias de produccion
masiva de microalgas, hecho que debe alcanzarse mediante la mejora en la
ingenieria del proceso de cultivo, el uso eficiente de la bioquimica de las
microalgas para incrementar la productividad de estas en biomasa vy lipidos,
y el abaratamiento de la quimica de la extraccién y purificacién de aceites.

1.4.3. Aceites de microalgas: definicién, abundancia vy propiedades

adecuadas para la producciéon de biodiesel.

Se ha denominado asi a la sustancia de apariencia grasa obtenida de
la extraccion de biomasa seca de microalgas, generalmente realizada
mediante el empleo de disolventes orgdnicos y de técnicas eficientes de
extraccién. Los disolventes organicos utilizados suelen ser el hexano o una
mezcla de cloroformo y metanol, y en la mayoria de los procedimientos se
facilita el proceso extractivo mediante mecanismos basados en principios
fisicos que actuan sobre las estructuras celulares, facilitando su disgregacion
o haciéndolas mas labiles. Tales mecanismos se relacionardn mds adelante
en este mismo apartado de la Introduccién, al relacionar los métodos de
extraccién de aceites de microalgas (Koberg et al. 2011).

Los lipidos de microalgas incluyen acilglicéridos (mayoritariamente
triglicéridos y cantidades menores de diglicéridos, monoglicéridos y acidos
grasos libres) y, en mucha menor proporcion, fosfolipidos, esteroles,
carotenos, xantofilas y compuestos de azufre. La produccion de biodiesel
requiere, en principio, de la obtencidn selectiva y, por tanto, mayoritaria, de
acilglicéridos. Se ha publicado que utilizando un disolvente suficientemente
especifico, como el hexano, para la extraccidn selectiva de lipidos neutros,
grupo en el que se encuentran los triacilglicéridos, pueden obtenerse
rendimientos de hasta un 98% del contenido total de acidos grasos de la
microalga, mayoritariamente en forma de acilglicéridos (Richmond 2004), si
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bien la proporcién de tales acilglicéridos en el aceite obtenido varia
dependiendo del procedimiento de extraccion y de la microalga utilizada.

Los contenidos de aceites en la mayoria de microalgas consideradas
de interés productivo varian entre un 20 % y un 50 % respecto al peso seco
de biomasa (Mata et al. 2010). Excepcionalmente y en determinadas
condiciones de cultivo que favorecen la acumulaciéon de aceites, estos
porcentajes pueden aumentar, si bien esto sucede a costa de Ia
productividad de la biomasa, como se discutid con anterioridad en la
Introduccidon al comentar los factores que estimulan la acumulacidon de
acidos grasos en microalgas. Por lo general, aproximadamente la mitad del
peso de aceite extraido de una microalga suele ser util para la produccién de
biodiesel al ser triacilglicéridos transesterificables. La Tabla 1.2 recoge una
breve relacion de microalgas cultivadas para experimentacion en la
obtencidn de biodiesel y su contenido en aceites respecto a su biomasa seca.

Tabla 1.2. Contenido en aceites de algunas microalgas (fuente, Chisti 2007).

Contenido en aceite

Microalga (% peso seco)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina 20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77

Si bien no hay aun suficiente informacién cuantitativa sobre la
composicion de acidos grasos de aceites de microalgas que determine las
propiedades mas adecuadas para el biodiesel (Griffiths y Harrison
2009, Knothe 2011, Tan y Lin 2011), la experiencia obtenida hasta la fecha ha
permitido asumir generalmente que la longitud de la cadena y el grado de
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insaturacién en el éster metilico del acido graso en cuestion (FAME) juegan el
papel mds importante en la determinacién de las propiedades del
combustible, incluyendo la viscosidad cinematica, la gravedad especifica, el
numero cetano y el valor mas alto de calentamiento (Tan y Lin 2011, Knothe
2011, Hoekman et al. 2012). Generalmente, la viscosidad se incrementa con
la longitud de la cadena del acido graso y decrece al aumentar el grado de
insaturacién (Francisco et al. 2010, Tan y Lin 2011, Hoekman et al. 2012). Sin
embargo, la gravedad especifica y el valor mas alto de calentamiento
aumentan al hacerlo el grado de insaturacién y decrecen con la longitud de la
cadena del 4cido graso (Refaat 2009), lo que significa que es preferible larga
longitud de cadena y bajo grado de insaturacion para que el biodiesel tenga
un buen comportamiento a baja temperatura y una buena estabilidad
oxidativa (Francisco et al. 2010, Refaat 2009, Hoekman et al. 2012). En este
sentido, los aceites obtenidos de microalgas contienen una mayor
abundancia de acidos grasos de cadena entre 16 y 20 dtomos de carbono,
con un reparto equilibrado entre saturados e insaturados, estos ultimos,
salvo excepciones en determinadas especies de microalgas,
mayoritariamente de bajo grado de insaturacién, mono- y di-insaturados.

Tabla 1.3. Acidos grasos principales presentes en vegetales y microalgas utilizados para la produccién de
biodiesel. Los datos muestran el porcentaje relativo de cada acido grasos respecto a la suma de todos
ellos. (Datos obtenidos de Padley et al. 1986, Gunstone y Harwood 2007).

Acidos grasos

Especies 16:0 16:0 162 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3 1814 205
Palma 32-59 - - - 1-8 27-52  5-14 - - -
Girasol 3-10 - - - 1-10 14-65  20-75 - - -

Soja 7-14 - - - 1-6 19-30  44-62 411 -- -

Oliva 7200 -~ -~ -~ 0535 568 352 - - -
Chlamydomonas sp. 20 4 1 4 - 7 6 30 3 27
Chlorella vulgaris 26 8 7 2 - 2 34 20 -- -
Dunaliella salina 41 15 -- -- -- 11 8 19 -- -

Nannochlororis sp.

En esta Introduccién de la Tesis se ha incluido con anterioridad, a
modo de ejemplo, la composicion de acidos grasos mas abundantes en
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microalgas (Tabla 1.1). Ademas, en la Tabla 1.3 se comparan las proporciones
de acidos grasos de microalgas con las de otras especies vegetales.

1.4.4. Extraccidon de aceites.

Para la produccién de biodiesel, los lipidos y acidos grasos deben ser
extraidos previamente de la biomasa de microalgas. El disolvente extractante
es un paso clave en la eficiencia de la extraccién, no sélo por su naturaleza,
sino por la proporcién disolvente:biomasa liofilizada (Mata et al. 2010), que
debe incluir cantidad suficiente de disolvente para una completa extraccion
de aceites. Estudios previos defienden el uso de disolventes de diversa
naturaleza para la mejora de la extraccién (Molina Grima et al. 1994, Lee et
al. 1998), tales como hexano, etanol, cloroformo, metanol, isopropanol,
acetona, dicloroetanol 6 mezclas conocidas como cloroformo: metanol (2:1,
v/v), tal y como detalla el método Bligh y Dyer (1959). El uso de un disolvente
u otro puede dar lugar, como en el caso del etanol, al arrastre de algunos
compuestos de la célula que no sean deseables en los aceites, como
azucares, aminoacidos, sales 6 pigmentos.

Los métodos de extraccion mas comunes, como ultrasonidos,
microondas & soxhlet, son relevantes en una eficiente extraccion de
aceites. El mayor de los problemas de estos métodos es que usan grandes
cantidades de solventes orgdnicos requiriendo mucha energia para
evaporarlos. Son procesos no solo costosos sino muy téxicos, ademas de
que la extraccion de lipidos por volumen de disolvente organico utilizado

esta también termodinamicamente restringida (Wang y Weller 2006).

Otras de las técnicas actualmente muy desarrollada para la
extraccion de aceites es la extraccion por fluidos supercriticos (SFC).
Basicamente, cuando la temperatura y la presidon de un fluido son llevadas a
valores criticos, el fluido entra en la llamada regidn supercritica, y es el fluido
supercritico (FC) el que sustituye al solvente de la extraccion tradicional. Por
ejemplo, SCCO, (didxido de carbono supercritico) es el solvente primario mas
usado en la mayoria de procesos de extraccion con SFC. Esta es una técnica
gue mejora las tradicionales por las siguientes razones: el poder de
extraccién con fluido supercritico mejora la realizada con los solventes, ya
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que el FC penetra mas rapidamente en la matriz celular, y ademas, el
extracto crudo de lipidos obtenido estard libre del disolvente de extraccién
(Mendes et al. 1995, 2003 y 2006). Hay que destacar, que aunque mejore los
rendimientos de la extraccidn de aceites, sigue siendo una técnica muy
costosa por los dispositivos necesarios para alcanzar dichas condiciones tan
elevadas de temperatura y presion.

1.4.5. Transesterificacion de acilglicéridos.

La produccidn de biodiesel a partir de aceites vegetales se realiza
mediante procesos de transesterificacion en presencia de un catalizador. En
dicha reaccidn, los triacilglicéridos reaccionan con metanol para
transformarse en ésteres metilicos de los acidos grasos que los conforman, y

glicerol. La siguiente Figura 1.10 resume la reaccién de transesterificacion
catalitica.

CHzOCOR, R,—COOCH;  CHy-OH
CH—OCOR, + 3HOCH, —= R, ~COOCH, * CH—OH
CH5-OCOR, R,—COOCH,  CHzOH
TAG Metanol FAME Glicerol
(biodiesel)
|CH:-OCOR' R,—COOCH;  CHz-OH
(EH—OCOR; + 2HOCH; —= R,—COOCH, *+ (I;H—OH
CHz-OH CHzOH
DAG Metanol FAME Glicerol
(biodiesel)
GHz-OCOR, CHyOH
GH—OH + HOCH; —e  R,—COOCH; + CH—OH
CH3-OH CH5-OH
MAG Metanol FAME Glicerol
(biodiesel)

Figura 1.10. Reacciones de transesterificacion. TAG: triacilglicéridos, DAG: diacilglicéridos y MAG:
monocialglicéridos. Modificado de Chisti 2007 y Huang et al. 2010.

De acuerdo con el tipo de catalizador, las reacciones para la
produccién de ésteres metilicos de acidos grasos se clasifican como sigue
(Fukuda et al. 2001): (a) Transesterificacion con catalisis acida, (b)
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transesterificacion con catalisis alcalina, (c) transesterificacion enzimdtica y
(d) transesterificacion en condiciones supercriticas. Los catalizadores acidos
incluyen acido sulfurico, fosfdrico y clorhidrico. Aunque la catdlisis acida es
mucho mas lenta que la alcalina (Ma y Hanna 1999), es adecuada cuando se
usan triacilglicéridos con alto contenidos de agua y d4cidos grasos libres
(Fukuda et al. 2001). NaOH es mejor catalizador que KOH, ya que por tener
menor peso molecular se requiere menor cantidad para lograr el mismo
efecto y la solubilidad de las sales de sodio en FAME es menor que la de las
sales de potasio (Cvengros y Povazanec 1996).

El uso de un catalizador permite que la reaccién transcurra a
temperaturas y presiones mas normales, algo que no es factible si se permite
que la reaccién transcurra de manera natural.

Los catalizadores habitualmente utilizados en la industria son NaOH
y metilato de sodio (NaOMe), que se diluyen en el metanol. Por lo general, el
catalizador se utiliza en una concentracién no superior al 1,5 % en relacion a
la masa de aceite utilizada en la reaccién de transesterificacion. Si bien la
tedrica relacion molar alcohol/aceite es 3:1, normalmente suele aplicarse
una relacién molar de 6:1 para completar la reaccién de manera adecuada.
La relacidn entre la masa de materia prima utilizada y el biodiesel de salida
es 1:1, lo que tedricamente permite una produccién de un kilo de biodiesel a
partir de un kilo de aceites, si este estd formado al 100 % por triacilglicéridos.

1.5. Objetivos de la Tesis Doctoral.

El desarrollo de esta Tesis doctoral se ha basado en la consecucion
de los siguientes objetivos:

1) Maximizar la acumulacién intracelular de lipidos de valor
comercial, en particular carotenoides y acidos grasos, en cultivos de
una microalga de ambiente acido, a partir de condiciones de estrés
nutricional y salino.
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El hecho de que las microalgas de ambiente acido puedan crecer en
cultivos a pH inferior a 2 supone una ventaja competitiva respecto a otras
microalgas de ambiente marino o de agua dulce, debido a la selectividad del
medio 4cido que favorece un menor riesgo de contaminacion bioldgica. La
literatura de algologia practicamente no presenta, adn, ejemplos de
produccién sistematica de microalgas acidéfilas o de sus productos de valor,
particularmente lipidos. Esta Tesis pretende contribuir a desarrollar y
mostrar el potencial de produccion de lipidos de valor comercial con la
microalga Coccomyxa, como modelo de utilizacion biotecnolégica de
microalgas de ambiente acido.

2) Seleccion e identificacion de microalgas de aguas depuradas de
origen industrial, de crecimiento robusto y estable y con el maximo
contenido posible en lipidos, particularmente en acilglicéridos,
utiles para la obtencién de biodiesel.

La produccién masiva de microalgas para la obtencion de biodiesel
requiere de sistemas econdmicos y de microalgas de crecimiento robusto y
estable en el tiempo. El aislamiento de microalgas adaptadas a condiciones
fisicas, quimicas y microbioldgicas de entornos acuosos expuestos al
ambiente, permite seleccionar las especies mas resistentes para el cultivo
masivo en exterior. La identificacién de aquellas que, ademas, presenten
mayor capacidad natural para la acumulacién de lipidos las convierte en
candidatas para el escalado de procesos de produccion de biodiesel de
microalgas. Frente a la mayoria de trabajos de la literatura relativos al
estudio de obtencion de biodiesel con microalgas de coleccion, esta Tesis
pretende ofrecer una perspectiva mas practica y realista de dicho proceso
mediante el uso de microalgas aisladas de aquellos entornos donde podria
efectuarse la produccion del combustible.

3) Maximizar la acumulacién intracelular de lipidos destinados a la
obtencién de biodiesel, en particular acilglicéridos, en cultivos de
una microalga seleccionada a partir del objetivo anterior,
estimulando la biosintesis de acidos grasos en cultivos autétrofos o
heterétrofos.
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I. Introduccidn

Una vez seleccionada la microalga apropiada tras la experimentacién
conducente al objetivo 2, se realizé investigaciéon destinada a conocer el
potencial de acumulacién de 4acidos grasos de la microalga mediante la
aplicacion de condiciones adecuadas, segun la literatura del campo y la
propia experiencia del equipo investigador, para la estimulaciéon de la
produccién de lipidos por incubacidn bajo factores de estrés fisico o quimico
y el uso de condiciones autdtrofas o heterdtrofas. Moléculas carbonadas
como acetato o glicerol pueden ser residuos industriales y posibles fuentes
de carbono conducentes a una mayor acumulacidn de lipidos en cultivos de
microalgas, abaratando el proceso de produccidn de biodiesel.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Microalgas empleadas.

Durante el desarrollo de la experimentacién que concierne al cultivo
de microalgas que se ha presentado en este trabajo de Tesis Doctoral, se han
utilizado varias microalgas: una perteneciente al género Coccomyxa, varias
no identificadas y utilizadas en experiencias de seleccién de especies y otra
elegida entre las microalgas de dicha seleccidn, la cual se identific6 como
perteneciente al género Chlorella. Las microalgas utilizadas en las
experiencias de seleccién se aislaron a partir de muestras procedentes de
aguas tratadas de la Refineria La Rabida de CEPSA.

2.1.1. Coccomyxa onubensis.

La microalga Coccomyxa onubensis fue aislada por nuestro grupo en
la zona Norte del cauce del rio Tinto (Huelva) (Figura 2.1), area en la que se
encuentra una faja piritica de origen hidrotermal submarino que ha dado
lugar a una intensa actividad minera desde tiempos remotos. El rio Tinto
nace al Norte de la localidad minera onubense de Nerva y desemboca, tras
92 Km de recorrido, en el océano Atlantico.

Figura 2.1. (A) Fotografia del rio Tinto en la que se observa el llamativo color rojo de sus aguas. (B) Imagen
de Coccomyxa onubensis al microscopio dptico.

El habitat natural de C. onubensis se caracteriza por ser un ambiente
extremo, con valores de pH acido (< 2,5) y altas concentraciones de metales
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en disolucion, especialmente hierro, manganeso, cobre y aluminio, y aniones
como sulfatos y nitratos. Sin embargo, el ién férrico es el que normalmente
domina en este tipo de aguas y, debido a que permanece en disolucién a pH
bajo, proporciona al rio su caracteristico color rojo.

Se trata de un ecosistema heterogéneo en el que se han generado
ambientes distintos, lo que se pone de manifiesto por la proliferacion de
microorganismos procariotas y eucariotas que conforman a su vez
ecosistemas interdependientes y conectados entre si. En gran parte de su
recorrido, el cauce es ancho y el agua que fluye forma una lamina somera
gue permite la penetracién de la luz hasta el fondo, facilitando la
proliferacién de productores primarios fotosintéticos (Lépez-Archilla 2005),
principales proveedores, en términos de biomasa, de materia organica para
el sistema.

Sin embargo, las extremas condiciones del rio son, en gran medida,
producidas y mantenidas por organismos procariotas quimiolitétrofos.
Ademas de los productores primarios, los hongos, los protistas y las bacterias
heterotroficas actian como consumidores y descomponedores (Lépez-
Archilla et al. 2001, Lépez-Archilla 2005). Dentro de la comunidad de
microalgas existente en el rio se distinguen especies pertenecientes a las
clases Bacillariophyta, Euglenophyta (Euglena mutabilis representa el 32 %
del total de algas del rio Tinto), Chlorophyta (fundamentalmente de los
géneros Chlamydomonas y Chlorella) y Rhodophyta (Lépez-Archilla et al.
2001).

Desde el punto de vista taxonémico, la microalga C. onubensis se incluye en
el dominio Eukaryota, divisién Chlorophyta y familia Coccomyxaceae.

2.1.2. Microalgas aisladas de aguas tratadas de Refineria La Rabida de
CEPSA.

Las microalgas aisladas provienen de aguas tratadas de la Refineria
La Rabida de CEPSA. Se procedié a la toma de muestra en las localizaciones 1
(Planta de efluentes acuosos) y 2 (Canal de desagtie) (ver Figura 5.1 Capitulo
5 de Resultados y Discusion). En concreto, se tomaron muestras del rebose
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del decantador de la planta de tratamiento de efluentes acuosos, activa en el
momento de la toma de muestra, del estanque de recepcién del agua del
decantador y del canal de desaglie de dicha planta de tratamiento. En todas
las localizaciones se detectd visualmente la presencia de colonizaciones de
posibles microalgas inmovilizadas sobre los materiales porosos de
construccién (decantador y estanque) y en los bordes canal de desagie del
agua depurada.

Metodologia del aislamiento.

e Toma de muestras de aguas tratadas de Refineria La Rdbida de
CEPSA.

Se llenaron dos tubos Falcon por cada uno de los tres puntos de
muestreo referidos. Las claves rotuladas en los tubos Falcon fueron DEC para
las muestras del decantador, BR para las de la balsa de recepcién de aguas
del decantador y CN para las del canal de desagilie. Una muestra de 200 uL
de cada Falcon sirvid para inocular cada placa de Petri, a la que se asigné el
mismo cddigo que al Falcon del cudl procedia su correspondiente inéculo. En
concreto, se prepararon placas con los siguientes cddigos (Tabla 2.1):

Tabla 2.1. Codificacion de muestras segun la zona de muestreo en la Refineria La Rabida (CEPSA)

Codificacion muestras Punto o zona de muestreo
CN Canal de desaglie de la balsa de agua tratada
BR Balsa de recepcidn y almacenamiento de aguas a tratar
DEC Decantadora de fangos

Para identificar sucesivas réplicas de las muestras de una zona
realizadas en el desarrollo de la investigacion, se utilizaron nimeros y letras
mayusculas del siguiente modo: (ej.) CN1A, CN1B, CN2A, etc.
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Para la manipulacion y almacenamiento de las muestras se utilizaron,
respectivamente, guantes de latex y tubos Falcon, estos extraidos de su bolsa
de plastico y abiertos en el momento de realizar la toma de muestra. Todos
los Falcon se rotularon siguiendo el procedimiento habitual de marcaje del
equipo de trabajo, con localizacién, fecha y hora de toma de muestra. Las
muestras se depositaron en nevera, cerrada y preservada de la luz, y se
trasladaron a los laboratorios para su procesado.

e Aislamiento de las microalgas de aguas tratadas de Refineria La
Rdbida de CEPSA.

Una vez en laboratorio, se procedid a desarrollar el protocolo
habitual de aislamiento en el mismo dia de recepcién de las muestras. Para
ello, se prepararon previamente placas Petri con medio autoclavado Sueoka
(Sueoka 1959) (Tabla 2.3) en agar, al 1,75% (p/v) y pH 7,2. El medio Sueoka
no contiene fuente de carbono organico y esta constituido por una mezcla de
sales minerales lo que, en definitiva, minimiza tedricamente la proliferacion
de procariotas no fotosintéticos que pudiesen competir por los nutrientes
con las microalgas. Por lo tanto, el criterio basico a la hora de seleccionar el
medio de busqueda y aislamiento de microalgas fue promover la aparicion
de microorganismos fotoautotréficos estrictos. El medio Sueoka fue
seleccionado entre diferentes medios como el mas adecuado para los
propdsitos de la experimentacion. Los trabajos de siembra en placa se
realizaron segln los procedimientos de rutina en microbiologia, en campana
de flujo laminar y junto a la llama de un mechero para evitar contaminacion
microbioldgica por precipitacion.

Las placas Petri asi inoculadas (Figura 2.2) se incubaron en cdmara de
microalgas, bajo radiacion fotosintéticamente activa (PAR) continua de 140
pumol fotones:m™-s™* y sin fuente de carbono orgénico, de modo que el
criterio de seleccién limitante impuesto, como se ha comentado, fue el de
encontrar microorganismos fotoautétrofos, es decir, que forzosamente
utilizaron CO, como fuente de carbono y luz como fuente de energia para
impulsar los procesos de asimilacion dependientes de la fotosintesis, sin
menoscabo de que después alguno de los microorganismos supervivientes
pudiese utilizar, ademas, una fuente de carbono reducido.
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Figura 2.2. Primeras placas Petri de los microorganismos fotosintéticos aislados de La Refineria.

De las colonias obtenidas en cada placa se tomaron muestras, con la
ayuda de palillos estériles, y se cultivaron de nuevo en placa para intentar
aislar microalgas puras. De este modo se inici6 un proceso de
recrecimientos, seleccion de colonias con apariencia de monocultivo y
nuevos recrecimientos. El criterio de seleccidn de microorganismos para
efectuar siembras fue Unicamente visual y se basé en la velocidad de
aparicidon y en la apariencia de colonias en los sucesivos recrecimientos.

El trasvase de colonias desde medio sélido con agar a medio liquido
se realizd utilizando tubos de vidrio con tapdn roscado que contenian 10 mL
de medio Sueoka cada uno. El medio de cultivo estaba previamente
autoclavado con un programa estandar a 121 °C y una atmdsfera de
sobrepresidn. El trasvase de las colonias a medio liquido se realizd mediante
el procedimiento de rutina, en campana de flujo laminar y con ayuda de un
asa de siembra estéril. Los tubos de vidrio con las microalgas resuspendidas
en medio liquido se situaron en la cdmara de algas, iluminados con luz PAR,
blanca fluorescente, de 140 pmol fotones'm™s™ y a temperatura constante
de 25 °C. La Unica fuente de carbono suministrada fue el diéxido de carbono
presente en el aire. Para favorecer el intercambio de gases entre el medio de
cultivo con las células de las microalgas y el medio exterior, los tubos no se
llenaron por completo, dejando una cdmara de aire entre la superficie del
medio liquido y la cabeza roscada del tubo. El tapdn no se giré hasta el final
de la rosca, de modo que se permitiese el intercambio de gases con el
exterior y la disponibilidad de diéxido de carbono en cada cultivo.
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e Seleccidn e identificacion molecular de las microalgas aisladas de
aguas tratadas de Refineria La Rdbida de CEPSA.

Se utilizdé medio de cultivo (Sueoka) liquido, empleando aire
enriguecido con CO, al 5 % (v/v) como Unica fuente de carbono. Esta
concentracién de diéxido de carbono en aire garantiza, en principio, que no
exista limitacién del crecimiento por falta de carbono inorganico. El pH de
cultivo en el medio Sueoka esta alrededor de 7, lo que hace que la mayoria
del didxido de carbono se encuentre disuelto en su forma inorgdnica de
bicarbonato. Inicialmente, por tanto, se asume que las microalgas no
dependen estrictamente de CO, para su crecimiento y que disponen de
mecanismos de concentracién de carbono inorganico para poder crecer sin
limitacién en medios con valores de pH superiores a 6.

En base a los crecimientos de este experimento preliminar, se
descartaron algunos de los cultivos, continuando la experimentacién con el
resto hacia la siguiente fase, el establecimiento de las curvas de crecimiento
de microalgas seleccionadas, con un total de 17 tedricos monocultivos de
posible interés, en base al crecimiento mds rapido. De tales cultivos se
seleccionaron 5 cuyo estudio se incluye en el Capitulo 5 de esta Tesis
Doctoral.

En esta Tesis se identificd la microalga finalmente mas prometedora,
utilizando técnicas moleculares. Los pasos a seguir fueron los siguientes:

a. Cultivos de las microalgas seleccionadas en condiciones estdndar de
cdmara.

Las microalgas cultivadas para la identificacidon fueron seleccionadas
por sus mejores resultados en productividades de biomasa y contenidos
intracelulares de lipidos totales y acidos grasos. Las microalgas elegidas para
la identificacién molecular fueron las codificadas como CN1D y DECI1B
procedentes del canal de desaglie y decantador de fangos, respectivamente.
Como se describe en el Capitulo 6, la identificacién rindié una Unica cepa
cuyo estudio se detalla en dicho apartado de esta Tesis Doctoral.
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b. Recoleccion de células de los cultivos en la fase exponencial de
crecimiento y lavado de bacterias presentes en los cultivos de
microalgas.

Una vez crecidos los cultivos de microalgas en condiciones de
laboratorio (ver apartado 2.2.3 de Materiales y Métodos) con medio de
cultivo Sueoka, se procedié a centrifugar por duplicado 200 mL de cultivo de
CN1D y DEC1B durante 10 min a 600 g (aproximadamente 2000 rpm
dependiendo del rotor de la centrifuga Eppendorf, modelo centrifuge 5810).
Después de descartar el sobrenadante, el pellet fue resuspendido, junto al
mechero, en 0,5-1 mL de TRIS 10 mM pH 8 estéril.

Los cultivos se sometieron a sonicacién por 1 min (Scientec Elma
EGOH Elmasonic) y se incubaron durante 1 min en hielo. Posteriormente se
centrifugaron a 600 g durante 3 min (mini centrifuga YCLtech Limited,
modelo c6) y se descartd el sobrenadante. Este procedimiento se llevé a
cabo 3 veces consecutivas (Rivas et al. 2010). El pellet seco fue almacenado a
-80 °C hasta su uso.

c. Extraccion de ADN.

Posteriormente, a partir del pellet seco, se extrajo el ADN de las
células de CN1D y DEC1B, utilizando el kit de extraccién The PowerSoil®
DNA Isolation (Laboratorio MoBio), de acuerdo al procedimiento descrito
por el fabricante, y se guardd a -20°C hasta su utilizacidn. La extraccion se
confirmo por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % (p/v) (Figura 2.3).

B L L ——

Figura 2.3. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % (p/v). La marca de la derecha de la imagen evidencia
la extraccion de ADN de las muestras CN1D y DEC1B, por duplicado. La marca de la izquierda
corresponde a los correspondientes marcadores moleculares.
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d. PCR del gen conservado RUBISCO (Rbcl).

Con el ADN extraido y cebadores universales para microalgas
eucariotas se amplificé el gen Rbcl, que codifica para la enzima Ribulosa 1-
bifosfato carboxilasa. Se usaron los cebadores Rbcl1-F
(AACCTTTCATGCGTTGGAGAGA) y Rbcll-R (CCTGCATGAATACCACCAGAAGC)
para amplificar el gen Rbcl (Toplin et al. 2008) mediante PCR, usando un
termociclador Thermal Cycler C1000 (Bio Rad Laboratories, Inc) y utilizando
Sapphire Fast PCR Mastermix (TAKARA, N°cat RR350A) en las condiciones
dadas por el fabricante. Las condiciones de amplificacion fueron: (a) 5 min a
95 °C; (b) 34 ciclos de 30 sa 95 °C, 1 mina 60 °Cy 1 mina 72 °C; (c) un ciclo
de extensién final a 72 °C durante 5 min. El producto de PCR se visualizé
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % (p/v), realizada a 80 Volt
durante 30 min. Se utilizd el marcador de peso molecular 100 bp Plus
(Fermentas) y el producto se purificé desde gel de agarosa, utilizando el kit
de purificacion de productos de PCR marca Power Soil, siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante (Figura 2.4).

500 bp

Figura 2.4. Electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v). En la Figura, se muestra rodeado de color rojo la
banda correspondiente a fragmentos del gen RBCL amplificados. Estas muestras son procesadas para ser
posteriormente enviadas a secuenciacién a Macrogen Inc.

Los fragmentos del gen Rbcl amplificados se secuenciaron por
Macrogen Inc, en Holanda. Luego, las secuencias se analizaron usando los
programas bioinformaticos CLC Main Workbench (versién 6.7.1) y BlastN,
contra la base de datos no redundante de  GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Las secuencias obtenidas para la
especie en estudio se agregaron a la base de datos de Genbank, obteniendo
un numero de acceso, el cual estd detallado en el Capitulo 6 de Resultados y
Discusion. El analisis de secuencias permitid asignar a las cepas de microalgas
el género Chlorella y, probablemente, la especie sorokiniana.
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2.2. Condiciones de cultivo.

2.2.1. Medio de cultivo de Coccomyxa onubensis.

El medio de cultivo utilizado para C. onubensis fue el medio K9,
desarrollado por Silverman y Lundgren (1959), aunque con ligeras
modificaciones para asemejarlo en su composicidon basica y pH al medio
natural del que fue aislada la microalga. La composicién por litro del medio
K9 se muestra en la Tabla 2.2. El aislamiento de la microalga se llevé a cabo
tras obtener un cultivo axénico mediante siembra en placa con agar sdlido, a
pH 2,5. Para preparar el medio sélido se utilizaron 300 mL de medio de
cultivo K9 con la proporcion de agar de 1,75 % (p/v). Posteriormente las
colonias aisladas se transfirieron a medio liquido.

Tabla 2.2. Reactivos utilizados en la preparacion de un litro de medio K9.

Componente Volumen (mL) Cantidad (g)

K,S04 3,95
KCl 0,1
K,HPO, - 3H,0 0,5
MgCl, - 6H,0 0,41
KNO; 2,29
CaCl, - 2H,0 0,01
Solucién Trazas Hutner 5

Solucion Trazas Hutner
(composicion por litro)

H3BO; 2,28
ZnS0, - 7H,0 4,40
MnCl, - 4H,0 1,02
FeSO, - 7H,0 1,00
CoCl, - 6H,0 0,32
CuSO, - 5H,0 0,32
Mo0,0,4(NH,)s - 4H,0 0,22

Para preparar la solucién de trazas Hutner (Hutner et al. 1950) se
disolvieron 10 g de EDTA (acido libre) en 250 mL de agua destilada,
facilitando su disolucién con KOH concentrada. A una temperatura de 100 °C
y en un volumen de 550 mL de agua destilada se afiadieron, para su
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disolucidn, los compuestos mencionados en el orden especificado en la Tabla
2.2 (apartado de Solucion de Trazas Hutner). Las dos disoluciones se
mezclaron y se elevd la temperatura a 100 °C para, posteriormente, dejar
enfriar hasta 80-90 °C. La solucién se ajusté luego a pH 6,8 con una
disolucién al 20 % (p/v) de KOH, manteniendo siempre la temperatura por
encima de 70 °C. Por ultimo, se enrasé el volumen total a un litro con agua
destilada y se dejo reposar en oscuridad a 4-6 °C durante 48 h antes de su
uso.

Tras preparar el medio de cultivo, éste se ajustaba a pH 2,5 con la
adicién de H,S0, o HCl diluido al 10 % (v/v). El matraz que contenia el medio
se tapaba con algoddn hidrofobo y se atravesaba por una varilla de vidrio
hueca, colocando un filtro de aire en el extremo superior de la varilla.
Posteriormente, el medio era esterilizado en autoclave durante 20 min, a
una temperatura de 126 °Cy presion superior a 1 atmosfera.

Para las experiencias presentadas en el Capitulo 3 de Resultados y
Discusion, los medios de cultivos de C. onubensis carentes en nitrégeno,
fosforo o azufre se prepararon a partir del mismo medio K9 pero sin aiad la
fuente inorgdnica de cada uno de los elementos anteriores, en cada caso.
Para los ensayos de salinidad de C. onubensis mostrados en el Capitulo 4 de
Resultados y Discusion, al mismo medio de cultivo K9 se le aifiadiéd NaCl en
concentraciones de 20, 50, 100, 200, 500 mM vy 1 M.

2.2.2 Medio de cultivo de microalgas procedentes aguas tratadas de
Refineria La Rabida de CEPSA.

Para las microalgas aisladas de Refineria se usé el medio estandar
Sueoka (Tabla 2.3). Dicho medio se uso6 en todos los casos, a excepcion de los
ensayos que requerian un medio diferente por las condiciones
experimentales de cultivo (es el caso de carencia de nitrogeno, adicién de
DCMU o heterotrofia, Capitulos 5 y 6 de Resultados y Discusion). El medio
utilizado permite el crecimiento de especies fotoautdtrofas como las aisladas
de Refineria, procedentes de la matriz acuosa cuyas caracteristicas quimicas
son pH neutro y una baja fuerza idnica.
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Tabla 2.3. Composicién de un litro del medio de cultivo desarrollado por Sueoka (1959). El medio de
cultivo Sueoka se ha utilizado inicialmente para estudiar el crecimiento de las especies de microalgas
aisladas desde la planta de tratamiento de efluentes acuosos de Refineria La Rabida de Cepsa.

Componente Volumen (mL) Cantidad (g)
KPO,H, 0,72
K2PO4H 1,44
MgS0, 7H20 0,061
CaCl, 2H,0 0,020
NH,CI 0,50
KNO; 0,95
Solucién Trazas Hutner 5

Para los ensayos presentados en el Bloque de Resultados y Discusion,
Capitulos 5 y 6, el medio de cultivo Sueoka carente en nitrégeno para las
microalgas procedentes de Refineria se compuso eliminando en su totalidad
de la soluciéon de nutrientes la fuente de nitrégeno inorgdnico.

En la experimentacidon referida en el Capitulo 6 de Resultados y
Discusion, se utiliza el inhibidor del PSIl DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-
dimetilurea. La cantidad de DCMU a afiadir al medio de cultivo Sueoka segun
autores como Zhang et al. 2002 y Fouchard et al. 2005 fue de 10 uM. Para las
condiciones de incubacién heterotréficas, véase en este bloque de
Materiales y Métodos el siguiente apartado.

2.2.3. Cultivo de microalgas en laboratorio.

Los cultivos control de microalgas en medio liquido utilizados en los
diferentes ensayos en interior se realizaron en condiciones fotoautotréficas
en camara climatizada, a 25 °C (Figura 2.5 A), empleando matraces
erlenmeyers de distintos voliumenes seglin el caso, salvo en aquellos
experimentos donde se especifiquen otras condiciones diferentes. La fuente
de carbono se suministré burbujeando aire a través de la varilla de vidrio
inmersa en el medio que contenia la suspensién celular. Salvo que se indique
lo contrario, el carbono se suministraba en una mezcla de aire enriquecida
en CO, al 5 % (v/v) proporcionada por una bala anexa a la cdmara. Estas
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condiciones generales de cultivo son denominadas “estandar” en el texto de
la Tesis.

En los experimentos sin CO, afiadido, como se indica en el Capitulo 6
de Resultados y Discusidn, se empled Unicamente aire sin CO, (Tans 2009)
eliminandose éste a través de una trampa de KOH 3 M. En su sustitucion se
usaron fuentes orgdnicas de carbono como acetato o glicerol. Para estos
cultivos incubados en condiciones heterotroéficas, se seleccionaron en base a
la bibliografia concentraciones adecuadas de los compuestos organicos
carbonados para favorecer el crecimiento y la sintesis de lipidos y acidos
grasos. En el caso de acetato, se prepard al 1 % (p/v) de acuerdo con autores
como Miao y Wu 2006, Heredia-Arroyo et al. 2010 6 Perez-Garcia et al. 2010,
que en dichas condiciones muestran la estimulacion del crecimiento y la
acumulacién de lipidos de especies pertenecientes al género Chlorella. Para
el uso de glicerol, se afiadié una cantidad al medio de cultivo Sueoka del 1%
(v/v) adecuada para favorecer el crecimiento de los cultivos (Liang et al.
2009, Heredia-Arroyo et al. 2010). En todos los casos, la corriente de aire se
hizo pasar a través de filtros de algoddn para asegurar la axenia del cultivo.

Generalmente, la fuente de luz empleada para proporcionar energia
luminica a los cultivos controles en cdmara fue generada por tubos
fluorescentes de luz blanca (Philips 30W/33) que suministraban una
intensidad de 140 pmoles fotones m?s* de PAR en la superficie de los
recipientes de cultivo.

Para las experiencias presentadas en los Capitulos 5 y 6 de
Resultados y Discusién, los cultivos de microalgas se incubaron bajo
radiacién saturante (650 pmoles fotones-m™-s* de PAR) ¢ alta irradiancia
(1800 umoles fotones-m™:s™ de PAR). Esto se consiguid, en el primero de los
casos, a través de un panel de luces blancas con potenciémetro (Philips
45W/830) y en el segundo de los casos, gracias a luces LEDs de color rojo
(LED’s Grow Light 300W, frecuencia de 50/60 Hz, véanse las Figuras 2.5 By
C). El cambio de luces se realizé con objeto de analizar la influencia de este
tipo de radiacion sobre el crecimiento y la produccion de lipidos y acidos
grasos en las estirpes estudiadas. Los diferentes valores de irradiancias en la
superficie de los cultivos se alcanzaron variando la distancia entre estos y la
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fuente de iluminacién. La irradiancia se determiné como se explica mas
adelante.

i

| A

Figura 2.5. (A) Cultivos en camara climatizada. Camara climatizada a 25 °C e irradiancia de 140 umoles
fotones:-m™?s™ de PAR. (B) Cultivos bajo irradiancia saturante de 650 pmoles fotones:-m™s™ de PAR. (C)
Cultivo bajo alta irradiancia de luces LEDs de color rojo de 1800 pmoles fotones-m™2s™ de PAR.

2.3. Determinaciones fisicas.

2.3.1. Medidas de irradiancia incidente en los cultivos.

Las irradiancias a las que se sometieron los cultivos en cada uno de
los experimentos realizados se midieron con un radidmetro marca Licor
modelo LI - 190 equipado con las correspondientes sondas para medidas de
radiaciones fotosintéticamente activas (PAR) y UV (LP 9021 PAR, LP 9021 UV-
A).

2.3.2. Determinacién de peso seco.

Para la determinacién del peso seco de microalgas se utilizaron
filtros Whatman de microfibra de vidrio de 47 mm de didmetro y tamafio de
poro de 0,7 um. Previamente a la filtracién de la suspensién celular los filtros
se lavaron varias veces con agua destilada filtrada y se secaron en estufa a 80
°C durante 24 h, para ser posteriormente pesados en una balanza de
precision.

77



Il. Materiales y Métodos

La biomasa himeda se obtuvo por filtracién a presion reducida,
mediante bomba de vacio, de un volumen conocido de suspensién de células
de la microalga, elegido en funcién de la densidad celular del cultivo (entre 5
y 10 mL). Este volumen se diluia previamente en 100 mL de agua destilada
filtrada. Una vez realizada la filtracidn, los filtros se lavaban varias veces con
agua destilada filtrada con objeto de eliminar las sales del medio que
pudieran haber quedado retenidas.

En el caso de la experimentacion descrita en el Capitulo 4 de
Resultados y Discusién, donde se afiade a los medios K9 de C. onubensis
diferentes concentraciones de NaCl, el lavado de las suspensiones celulares
de la microalga se realizé con una solucién de formiato amdnico de
concentracién igual a la salinidad del medio de cultivo K9 del ensayo,
variando aquella desde 20 mM hasta 1 M en formiato amdnico. Con este tipo
de lavado se asegura la eliminacidon de sales en los filtros, evitando asi un
posible error de peso seco debido a restos de sal.

A continuacidn, los filtros se secaban en estufa a 80 °C durante 24 h
como minimo y se colocaban en un desecador hasta su enfriamiento a
temperatura ambiente. Por udltimo, se pesaban en una balanza de precision.
El peso seco es equivalente a la biomasa celular presente en el volumen
filtrado y se calculd por la diferencia existente entre el peso inicial de los
filtros (m fiwvo) Y €l peso tras la filtracién de la suspensién celular (M fiyoscaiulas)-

PS=m filtro+células — M filtro

2.3.3. Determinacidn del ratio de absorbancias Abs 680 / Abs 750.

El ratio de absorbancias corresponde a la divisién de las densidades
Opticas obtenidas por espectrofotometria de alicuotas de los cultivos a
longitudes de onda de 680 nm (numerador) y 750 nm (denominador). La
densidad dptica mide la turbidez de los diferentes cultivos y se efectua en
espectrofotdmetro UV/visible (ThermoSpectronic—Genesis 10UV) a 680 y 750
nm, tras haber diluido 1 mL de cultivo, en caso de ser necesario, hasta
obtener absorbancias entre 0,2y 0,8.
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2.3.4. Determinacion de las tasas de crecimiento.

Las tasas de crecimiento se calcularon por regresion lineal de los
datos de la fase exponencial de la curva de crecimiento, representados como
el logaritmo neperiano (Ln) del peso seco frente al tiempo.

2.3.5. Determinacién de productividades de biomasa.

Las productividades de biomasa se obtuvieron como el incremento
del peso seco en un volumen dado de cultivo, durante un periodo
determinado de la fase exponencial de crecimiento de la microalga.

2.4. Determinaciones analiticas.

2.4.1. Determinacion del contenido en clorofilas y carotenoides en
microalgas.

La determinacién del contenido en clorofilas a y b de los cultivos de
microalgas de esta Tesis, se llevd a cabo mediante el método de
Liechtenthaler modificado (Liechtenthaler 1987).

Para ello se tomd 1 mL de cultivo en tubos eppendorf, se centrifugo a
13.000 rpm durante 7 min en una centrifuga Mini Spin Plus de Eppendorf
eliminando posteriormente el sobrenadante. El pellet obtenido se mantuvo
en un bafio de ultrasonido (Bandelin Sonorex) durante 5 min para provocar
la disgregacion celular.

Después se afiadié un volumen adecuado de metanol, en funciéon de
la cantidad de pigmentos presentes en la muestra. Para extraer los
pigmentos, el pellet de células resuspendido en metanol se agitaba de forma
enérgica en vértex (Velp Scientifica) y se dejaba reposar durante 8 min en
bafio ultrasonido a una temperatura de 60 °C. Seguidamente, la muestra se
centrifugaba de nuevo a 13.000 rpm durante 5 min. La extraccion se daba
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por concluida una vez que se obtenia un pellet totalmente blanco, libre de
pigmentos.

Una vez terminado el proceso de la muestra, dicha soluciéon se
transferia a tubos de ensayo y se afiadian 4 mL de metanol, se centrifugaba
durante 5 min a 4.400 rpm (centrifuga Eppendorf modelo 5702) y asi se
obtenia el sobrenadante libre de restos celulares.

La determinacidn de clorofilas y carotenoides totales se realizé en el
sobrenadante midiendo la absorbancia a 470, 647 y 663 nm en el
espectrofotémetro ThermoSpectronic—Genesis 10UV. Las concentraciones
de clorofila a y b presentes en los extractos se calcularon utilizando como
coeficientes de extincidn a 663 nm y 647 nm, los valores 74,46 y 18,3 mg™
mL-cm™, respectivamente. Los contenidos en clorofila a y b, clorofila total y
carotenoides totales presentes en las células de los cultivos se calcularon a
partir de las siguientes ecuaciones:

Clorofila a: Chla = 5-[(12,25-Ase3) — (2,73-Acs7)]
C|Or0fi|a b: Ch/b =5. [(2115'A647) - (511'A663)]

Clorofila total: Clorofila a + Clorofila b

Carotenoides totales: Car = ((5000'A470)_(1'819?161)_(BS’OZ'Chlb))

2.4.2. Separacion, identificacién vy cuantificacién de carotenoides

especificos de microalgas mediante cromatografia liguida de alta

resolucion (HPLC).

Para la extraccion de las muestras se empleé el método
Liechtenthaler modificado descrito en el apartado anterior. Una vez
obtenidos los extractos, el sobrenadante se filtré con ayuda de una jeringa y
un filtro de tamafio de poro 0,45 um (Millipore), pasandose a otro tubo
eppendorf para su conservacion a -4 °C hasta el analisis por HPLC.

En la posterior separacidon y cuantificacion de los carotenoides
principales se utiliz6 un equipo de HPLC (Figura 2.6), modelo Thermo
Separation Productcs, con una columna Hipersil Gold thermo Scientific de

80



Il. Materiales y Métodos

fase reversa RP-18 250 x 4 (mm) y de 5 um de poro, equipado con un
detector UV-Vis.

Figura 2.6. Equipo de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) utilizado en la separacion y
cuantificacion de carotenoides especificos.

La longitud de onda para la deteccién de los carotenoides se ajusté a
450 nm. La fase movil utilizada fue la siguiente: disolvente A, acetato de
etilo; disolvente B, acetonitrilo: agua (9:1 v/v). El flujo aplicado al sistema fue
de 1 mL:-min™. En la elucién de cada muestra se empleé el gradiente descrito
por Young et al. (1997), con ligeras modificaciones, que se presenta en la
Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Gradiente de elucién empleado en la separacion de carotenoides

Acetonitrilo:agua

Tiempo (s) Acetato de etilo (%) (9:1 v/v)(%)
. o

0 0 100
10 50 50
15 60 40
20 65 35
22 76 24
25 100 0
30 0 100

Las muestras se introdujeron automaticamente en el equipo, gracias
a su muestreador automadtico de 100 viales, cuya aguja automatica lleva la
muestra a un loop de carga de 100 pLL.

La identificacién y cuantificacién de los carotenoides especificos
encontrados se basé en la comparacién de los tiempos de retencién para
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cada uno de ellos con los de patrones comerciales de concentracién
conocida, situada entre 0,7 y 1,5 pg-mL™, pertenecientes a la casa comercial
DHI® Water & Environment (Denmark). Los patrones de pigmentos utilizados
(luteina y B- caroteno) tenian una pureza superior al 99 % y fueron diluidos
en metanol al 100 %. A partir de los cromatogramas obtenidos para cada
solucidon estandar, se procedid a calcular los factores de conversién
adecuados para la cuantificacion de los pigmentos, dividiendo Ia
concentracion (ug-mL™") del patrén entre el area del pico correspondiente

(1V).

2.4.3. Determinacion de proteinas en células de microalgas.

El contenido en proteinas se determind mediante el método
colorimétrico de Bradford (1976). La proteina contenida en el extracto
produce con el reactivo de Bradford un complejo coloreado, cuyo maximo de
absorcion es 595 nm. El calibrado del reactivo de Bradford se realizaba con
disolucién patron de seroalbimina bovina (BSA) de concentraciéon 0,02
mg-mL™. Para determinar el contenido en proteinas se adicionaba un
volumen de 0,2 mL de reactivo de Bradford a 0,8 mL de una solucidon de
muestra que contenia una cantidad de proteina entre 2 y 8 ug. Tras agitar
suavemente y esperar 15 min para dar tiempo a la formacién del complejo
coloreado, se midié la absorbancia a 595 nm. Como coeficiente de extincién
se utilizo el valor obtenido de la recta de calibrado realizada con BSA.

La determinacidn del contenido celular en proteinas se realizaba a
partir de 50 mL de cultivo. Tras centrifugar este volumen y desechar el
sobrenadante, se procedia a la rotura de las células mediante sonicacién
(BioblocK Scientific Vibra-Cell 75041) con pulsos de 10 s y paradas de 59 s en
un total de 5 pulsos y siempre manteniendo las muestras a 4 °C. Tras la
rotura del pellet, éste se resuspendia en 1 mL de agua destilada y se
realizaban las diluciones apropiadas antes de realizar el ensayo.

2.4.4. Determinacion de lipidos totales en células de microalgas

El procedimiento desarrollado para la extraccion de lipidos totales de
microalgas se realizd con ayuda de un equipo llamado extractor de grasas o
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soxhlet automatico que se muestra en la Figura 2.7 A. Los disolventes
organicos que se usaron fueron cloroformo:metanol (2:1 v/v) tal como
describe Bligh y Dyer (1959), para asegurar el arrastre de los compuestos
lipidicos polares y neutros al entrar en contacto los disolventes con las
células de microalgas. Se procedid a tomar un volumen de muestra que
correspondiera, segun el cultivo, a 0,5 g de biomasa seca, lo que supone
aproximadamente 1 L de volumen de cultivo dependiendo de cada
experimentacion. El pellet obtenido se lavd en todos los casos con agua
destilada. En la experimentacién de los cultivos de C. onubensis en medios
con NaCl, los pellet se lavaron con la solucidn correspondiente de formiato
amonico, tal y como se describid en la determinacidon del peso seco de
microalgas (véanse 2.3.2 - Determinacidn de peso seco -).

Antes de la extraccién de lipidos las muestras fueron pretratadas. Los
pellet himedos se liofilizaron y seguidamente se determind el porcentaje de
humedad de estos. Los pellet liofilizados fueron de nuevo hidratados con
cloroformo:metanol (2:1 v/v), bien mezclados mediante agitacién intensa
con vortex y por Ultimo rotos por sonicacion para asi facilitar la extraccién de
lipidos totales.

Figura 2.7. (A) Extractor de grasas multipunto o soxhlet automatico. (B) Esquema del proceso de
extraccion de grasas. En la grafica B y de izquierda a derecha: Punto de ebuillicion del solvente (Boiling);
Recogida de aceites de las muestras (Rinsing); 3. Recogida de disolventes organicos limpios de aceites,
listos para su posterior uso (Recovery); Pre-secado de las muestras de lipidos o aceites recogidas en los
viales (Pre-drying).

Unas vez pretratadas las muestras, se introdujeron en los cartuchos
de celulosa del soxhlet, donde se procedio a la extraccién de lipidos totales a
partir del programa elegido segun la naturaleza del disolvente y aconsejado
por el fabricante del equipo. La extraccion durd unas 3 h (Figura 2.7 B), de
acuerdo con los siguientes pasos: Boiling 70 min, Rinsing 90 min, Recovery 15
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min y Pre-drying 15 min. Seguidamente, los viales donde se recogieron los
aceites de las muestras se llevaron a estufa durante 24 h a 80 °C, siendo
posteriormente pesados para conocer los gramos de lipidos por muestra de
microalga, segln se indica en la siguiente formula.

Vial soxhlet lleno lipidos — Vial vacio

Gramos de lipidos por muestra =
Peso seco muestra en soxhlet

2.4.5. Determinacién de productividades de lipidos.

Las productividades de lipidos se calcularon como el incremento en
lipidos (masa) en un volumen dado de cultivo, durante un periodo
determinado de tiempo de la fase exponencial de crecimiento de la
microalga.

2.4.6. Transesterificacidén acida de lipidos totales. Obtencién de FAMEs.

El andlisis de acidos grasos por cromatografia de gases exige que
éstos sean volatiles a las temperaturas de trabajo usadas en esta técnica.
Para ello es necesario transformar los acidos grasos, esterificados o libres, en
sus respectivos ésteres metilicos a través de una reaccién de esterificacion
con alcohol. Este procedimiento llamado transesterificacién, se realizé
siguiendo el método modificado descrito por diversos autores (Gouveia y
Oliveira 2009, Ota et al. 2009, Widjaja et al. 2009, Halim et al. 2011,
Prabakaran y Ravindran 2011). La transesterificacion fue acida, donde
aproximadamente 10 mg de residuos de los aceites (triacilglicéridos) y un
alcohol con un catalizador (metanol enriquecido al 5% v/v en H,SO,) produce
glicerol y alquil ésteres de acidos grasos, los cuales son conocidos como
biodiesel. La reaccidn de transesterificacion se realizé a 70 °C y en continua
agitacién por un agitador incubador modelo MaxQ 4450 (ThermoScientific)
durante 3 h, para favorecer la conversion.

Posteriormente, las muestras fueron refrigeradas a 4 °C, se les

afiadié un volumen de agua destilada para lavado, y de hexano, que serd la
matriz que arrastre todos aquellos acidos grasos metilados obtenidos en la

84


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Prabakaran%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21575021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ravindran%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21575021

Il. Materiales y Métodos

reaccidn de transesterificacidn. La solucién de hexano se conservara a -20 °C
para su posterior andlisis por cromatografia gaseosa.

2.4.7. |Identificacion cualitativa vy cuantificacién de &cidos grasos en

extractos de células de microalgas.

En la posterior separacidon y cuantificacién de los acidos grasos
principales de microalgas se utilizd6 un equipo de cromatografia de gases
(Figura 2.8), modelo Agilent 7890 A con muestreador automatico 63440 Ay
detector FID, con una columna capilar de silica Omegawax " 320 de longitud
30 m, ancho 0,32 mm y de poro interior 0,25 um. El gas portador fue He y la
llama se obtuvo con una mezcla de aire sintético:H, (350:40 mL-min™).

Figura 2.8. Equipo de cromatografia de gases

El programa de rampa de temperatura del horno del equipo de
cromatografia de gases se obtuvo a partir de modificaciones de Gouveia y
Oliveira 2009, y Halim et al. 2011. Dicho programa se optimizd a partir de
pruebas previas con el analisis de extractos de acidos grasos de distintas
especies de microalgas, hasta conseguir una separacién legible de picos en
los cromatogramas resultantes. La Tabla 2.5 presenta el gradiente de
temperatura del cromatégrafo de gases (GC). La temperatura del inyector
fue de 100 °C y la del detector FID de 240 °C, modo Split 20:1 y volumen de
inyeccion de 1 L.

La identificacion y cuantificacion de 4cidos grasos especificos
encontrados se basd en la comparacién de los tiempos de retencién para
cada uno de ellos con los correspondientes tiempos para una mezcla de
patrones comerciales de concentracién conocida, situada entre 50 a 1000
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ppm, pertenecientes a la casa Supelco Analytical. Los patrones de acidos
grasos utilizados (FAME MIX C4-C24, Figura 2.9) tenian una pureza del 98,7 al
99,9 % y fueron diluidos en hexano como las muestras problema. A partir de
los cromatogramas obtenidos para cada solucién estandar, se procedié a
calcular los factores de conversién adecuados para la cuantificacion de los
acidos grasos, dividiendo la concentracidn (ppm) del patrén entre el area del
pico correspondiente (pA).

Tabla 2.5. Gradiente de temperatura empleado en la separacién de carotenoides

Pendiente Temperatura Tiempo de retencién

Ramea  (oc .min’) ) (min)
0 - 80 0
1 5 140 0
2 4 170 2
3 1 190 2
4 4 210 0

16.001 - C16:0

P —e 12374 - G140

E—— 12994 - C141

e § 872 - C12:0 .

p— 10627 - C13:0

f—— 14804 - C15:1
|

" & 9
2 ] 2
1 I 1
e 7. 210 - C11:0

=
o

Figura 2.9. Cromatograma de una mezcla patrén de acidos grasos. FAME MIX C4-C24 (Supelco
Analytical).

2.5. Determinaciones de actividades bioldgicas

2.5.1. Medida de la actividad fotosintética en células de microalgas.

La actividad fotosintética es la actividad biolégica elegida como
indicador de la viabilidad celular de los cultivos, y se determina en muestras
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de cultivo sometidas a alta intensidad luminica. La actividad respiratoria se
determina en oscuridad.

El oxigeno que se acumula durante la fotosintesis o el que se
consume durante la respiracion se puede detectar paleograficamente por un
electrodo de oxigeno modelo Oxygraph Hansatech Instruments (Figura 2.10).

Figura 2.10. Electrodo de Oxigeno

Para ello, se necesario considerar el coeficiente de solubilidad de
oxigeno a la temperatura de medida, siendo este de 0,2594 pmol/mL a 25 °C.
La celda de medida estd dotada de un catodo de Pt y un dnodo de Ag/AgCl
inmerso en una solucién saturada de KCI. Al aplicar el potencial, el oxigeno
existente en la celda es reducido generandose una corriente eléctrica
proporcional a la cantidad de O,. Las reacciones que tienen lugar son las
siguientes:

0, +4H" + 4e” > 2H,0
4Ag > A Ag +4e

Tras introducir 1 mL de cultivo en la cdmara de reaccidn, se realizan
las medidas de evolucién de oxigeno a 25 °C, bajo condiciones de luz blanca
saturante (= 650 pmol fotones:m™?-s™) para la produccién fotosintética de
aquel, y en oscuridad para su consumo por respiracion enddgena.

La cinética de desprendimiento de oxigeno obtenida en el periodo de
luz es el resultado neto del funcionamiento simultdneo de la fotosintesis y la
respiracion celular. Asi, la pendiente obtenida, mediante una aplicacion
informatica, durante el periodo de luz (produccién neta de O,) ha de
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sumarse al valor de la pendiente obtenida durante el periodo de oscuridad
(consumo de 0,), resultando la actividad fotosintética de la microalga.

2.5.2. Medida de fluorescencia en células de microalgas.

La medida de fluorescencia se obtuvo como el maximo Q, (eficiencia
del fotosistema Il, PSIl). La produccién de fluorescencia por parte de la
clorofila es una de las formas en que el cloroplasto disipa energia luminica
sobrante. La fluorescencia de la clorofila demuestra ser una herramienta util
para la evaluacion del potencial fotoquimico del PSIl y también del posible
estrés celular. A modo de ejemplo, cambios en la eficiencia fotosintética
preceden en muchas ocasiones a cambios en el contenido celular en
clorofilas, por lo tanto la variacién de la fluorescencia se puede observar con
mucha mas antelacién a sintomas clordticos de tipo visual, siendo una
técnica de tipo no destructiva, no invasiva y rapida (Mohammed et al.
1995). Este método, al no ser destructivo, permite realizar medidas
repetidas sobre la misma muestra.

Las medidas de fluorescencia se determinaron usando un equipo
PAM (Pulse Amplitude Modulation, modelo AquaPEN AP100). Las
determinaciones se efectuaban colocando una alicuota de cultivo en la
cubeta del PAM y manteniéndola en oscuridad durante 15 min, para oxidar
los centros de reaccién de los fotosistemas. Posteriormente, se emite un
pulso de luz saturante, que satura rapidamente los centros de reaccién de
los fotosistemas e induce la emisiéon de la fluorescencia maxima de la
clorofila de los estos, dando el valor de Q, , medida del rendimiento
potencial maximo del PSIl, como fraccion de la unidad, tomada esta como
100% (Schreiber et al. 1995).

2.5.3. Actividades enzimaticas del sistema antioxidante.

Extractos crudos

Las células de los cultivos de C. onubensis se recogieron durante la fase
exponencial de crecimiento por centrifugacién a 4.400 rpm (Eppendorf
centrifuga 5810) durante 5 min y, tras eliminar los restos de medio de cultivo
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mediante dos lavados sucesivos con agua destilada y posterior
centrifugacion, se utilizaron directamente, o bien se congelaron a -20 °C
hasta su uso. En el caso de la experimentacion con diferentes
concentraciones de sal con C. onubensis, el lavado se realizdé con la solucién
de concentracién de formiato aménico pertinente.

Las células correspondientes a una muestra de un cultivo,
aproximadamente entre 1y 3 g de biomasa humeda, se resuspendieron con el
tampdn de trabajo para poder traspasar el pellet correspondiente a tubos
eppendorf de 2 mL. Se volvié a centrifugar hasta dos veces en la centriguga
MiniSpin Plus de Eppendorf, a 5.000 rpm durante 5 min. Una vez eliminado el
sobrenadante, se procedid a la preparacién de los extractos crudos por
sonicacion. Primero, se realizé la rotura celular a una temperatura de 4 °C. Los
pulsos de la sonicacién (BioBlocK Scientific Vibra-Cell 75041) fueron de 10 s con
paradas de 59 s durante un total de 5 pulsos. A continuacién se afadié de
nuevo 1,5 mL de tampdn de trabajo, se agitd vigorosamente durante 1 miny se
centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min. Con cuidado de no pasar restos
celulares, se trasvasé con pipeta el sobrenadante a otro tubo eppendorf, siendo
posible su conservacién a -20 °C para posteriores medidas. El sobrenadante
obtenido se utilizé como extracto crudo.

Ascorbato peroxidasa

La ascorbato peroxidasa (APX) cataliza la descomposiciéon de
peréxido de hidrégeno en presencia de acido ascérbico para producir
ascorbato monohidrato y agua:

ascorbato > dehidroascorbato

=

H,0, H,0

La ascorbato peroxidasa se determind espectrofotométricamente
por desaparicién de ascorbato reducido, a 290 nm (g = 2,8 mM™*-cm™) y a 25
°C utilizando el método descrito por Asada (1984) y modificado por Amako
et al. (1994). La mezcla de reaccién contenia, en 1 mL de volumen final: 1
pmol de EDTA; 0,24 umol de ascorbato reducido; 5 umol de H,0, y 100 pL de
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extracto crudo. Una unidad, U, representa la cantidad de enzima que cataliza
la desaparicidon de 1 umol de H,0, por min.

Catalasa

La catalasa (CAT) cataliza la descomposicion del perdxido de
hidrégeno en oxigeno y agua. La actividad de la enzima se determiné en un
electrodo de oxigeno tipo Clark, mediante la cinética de aparicidn de oxigeno
a 25 °C, modificando el método descrito por Halbach (1977). La mezcla de
reaccién contenia un volumen total de 2 mL, compuesto por 1 mL de tampdn
fosfato 100 mM a pH 7, 500 uL de extracto crudo y 500 uL de una disolucién
de H,0, 40 mM, que da comienzo a la reaccién. Una unidad, U, de actividad
representa la cantidad de enzima que cataliza la produccién de 1 umol de O,
por min.

Glutation reductasa

La glutatién reductasa (GR) cataliza la reduccién de glutation oxidado
con NADPH:
GSSG 2 GSH

<

NADPH NADP*

Fue determinada cinéticamente por la desaparicién de NADPH, medida
espectrofotométricamente a 340 nm (g = 6,3 mM™tcm™?), segun Lamotte et al.
(2000). Asi, un 1 mL de reaccion contenia: 25 pumol de TrisHCI (pH 7,5); 0,5 pumol
de EDTA; 1 umol de glutation oxidado; 100 uL de extracto crudo y 0,25 pmol
de NADPH, que es el reactivo con el que se empieza la reaccién. Una unidad, U,
de actividad representa la cantidad de enzima necesaria para catalizar la
desaparicion de 1 umol de NADPH por min.

90


http://es.wikipedia.org/wiki/Cat%C3%A1lisis
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua

'@lmvermdad
de Huelvl

11l. RESULTADOS Y
DISCUSION







Capitulo 3

CRECIMIENTO, ACUMULACION
DE LIPIDOS Y RESPUESTA
ANTIOXIDANTE DE Coccomyxa
onubensis EN CONDICIONES
DE CARENCIA NUTRICIONAL

Universidad
de Huelva







Ill. Resultados y Discusion

3. CRECIMIENTO, ACUMULACION DE LIPIDOS Y RESPUESTA
ANTIOXIDANTE DE Coccomyxa onubensis EN CONDICIONES DE
CARENCIA NUTRICIONAL.

3.1. Crecimiento en carencia nutricional

Numerosas microalgas responden de forma similar a condiciones de
carencia nutricional mediante la acumulacidn de lipidos (Geider et al. 1998,
Phadwal y Singh 2003, Lamers et al. 2012). En este apartado de la Tesis se ha
estudiado el efecto de la carencia de nitrato, fosfato y sulfato sobre el
crecimiento de Coccomyxa onubensis, con objeto de analizar si la viabilidad
del cultivo y la acumulacién de lipidos en estas situaciones pudieran ser
procesos compatibles.

Para realizar la experimentacién se tomaron alicuotas de cultivos
celulares en fase exponencial de crecimiento, incubados en condiciones
estdndar segun se describe en Materiales y Métodos. Las células se lavaron
previamente con medio fresco K9 carente en cada uno de los nutrientes
mencionados, siendo seguidamente resuspendidas en dichos medios. En
total se inocularon cuatro cultivos, tres de ellos incubados en carencia de
nitrégeno, fosforo y azufre, respectivamente. El cuarto fue un cultivo control
de Coccomyxa onubensis crecido con medio K9 pleno de nutrientes.

A lo largo de 16 dias de experimento y en varias réplicas, se tomaron
muestras de los diferentes cultivos para determinar la evolucién de
pardmetros especificos del crecimiento. Estos parametros fueron el peso
seco o densidad celular, el contenido en clorofila y el contenido en
carotenoides totales y especificos -luteina y B-caroteno-. Asi mismo, se
determinaron parametros para conocer el estado del PSIl, indicador de la
viabilidad celular, y se cuantificé el contenido de lipidos totales y de FAMEs.
Finalmente, se realizé experimentacion para estudiar la actividad de enzimas
que desempefian un papel importante en la defensa frente al estrés
oxidativo que pueda provocar la carencia nutricional en Coccomyxa
onubensis.

La Figura 3.1 muestra la evolucidn en el tiempo del peso seco de
cultivos de C. onubensis incubados bajo carencia nutricional de nitrégeno,
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fésforo o azufre. Como se observa en la Figura, el peso seco del cultivo
control fue superior al de los cultivos en carencia de nutrientes, a lo largo de
todo el experimento. En particular, tras dos semanas de experiencia el
cultivo incubado en carencia de nitrdgeno acumuld la menor concentracion
de biomasa, siguiendo en orden creciente los cultivos incubados en carencia
de azufre, de fésforo y, como se ha referido, el cultivo control. A pesar de las
condiciones de carencia de nutrientes, se observa que todos los cultivos
aumentan la concentracién de biomasa a lo largo del experimento.

Se calcularon las tasas especificas de crecimiento a partir de la
evolucidn de la biomasa seca en los distintos cultivos sometidos a carencia
nutricional. Las tasas de crecimiento mds bajas obtenidas correspondieron al
cultivo incubado en carencia de nitrégeno (0,01 d). Las tasas de crecimiento
para los cultivos incubados en carencia de fésforo y azufre fueron de 0,14 y
0,16 d %, respectivamente. Por ultimo, el cultivo control alcanzé una media
de0,19d ™.

Peso seco (g-L?)

Tiempo (d)

Figura 3.1. Evolucion del peso seco de Coccomyxa onubensis incubada en carencia nutricional. Cultivos
de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios
sin nitrégeno (-e-), fosforo (-e-) 6 azufre (-e-), respectivamente. Como control se utilizé un cultivo
incubado en medio pleno de nutrientes (-®-). Los cultivos se incubaron con luz PAR continua de intensidad
140 pmol fotones m?s?, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacion, tal y como se detalla en Materiales y
Métodos.

La carencia de nutrientes en el medio puede inducir una secuencia
de eventos negativos para los organismos fotosintéticos, entre ellos: la
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disminucién del contenido celular de biomoléculas y, por tanto, de su tasa de
crecimiento; la pérdida en la eficiencia de captacion y fijacidn de luz y
carbono; la reduccién en la sintesis de proteinas y la reduccién del contenido
de pigmentos fotosintéticos. En definitiva, la paralizacién del crecimiento
(Geider et al. 1998).

Segln los resultados de esta experimentacion, la respuesta del
cultivo incubado bajo carencia de nitrégeno es la inhibicién casi completa del
crecimiento celular. Resulta obvio que la carencia de nitrégeno en el medio
de cultivo afecte negativamente al crecimiento celular de cualquier
organismo puesto que afecta, de manera negativa e inmediata, a la sintesis
de proteinas (Grossman 2000, Phadwal y Singh 2003, Cakmak et al. 2012).
Todos los organismos fotosintéticos necesitan abundancia de nitrégeno para
sintetizar proteinas, acidos nucleicos y clorofilas, entre otras biomoléculas.
La carencia de nitrégeno también puede contribuir a la disminucion del
contenido celular de la RUBISCO vy, por tanto, de la eficiencia de la captacién
de carbono (Geider et al. 1993).

El fosforo es un nutriente esencial para el crecimiento de los
organismos y forma parte de macromoléculas y de actividades especificas de
enzimas y ribosomas (Geider et al. 1998). También, el fésforo es componente
importante en la estructura de fosfolipidos implicados en la pared celular.
Asi, la carencia de fésforo provoca que una parte de la estructura de la
membrana de las células fotosintéticas sea sustituida por otros lipidos que
no contienen fdsforo (Spijkerman y Wacker 2011), perdiendo por tanto su
composicion y fluidez originales. El azufre es un elemento esencial presente
también en proteinas y lipidos. La carencia de fosforo 6 azufre, por tanto,
puede influir en la cantidad total de lipidos y su composicidn de acidos
grasos, pero no de forma tan dramatica en el crecimiento celular como
ocurre con la carencia de nitrégeno, ya que la demanda celular de fésforo y
azufre es muy inferior a la de nitrégeno. Como otros autores han publicado,
aunque fosforo y azufre sean esenciales por su presencia en la estructura de
macromoléculas, su carencia no afecta tan drasticamente a la division celular
como el nitrégeno (Phadwal y Singh 2003, Cakmak et al. 2012).

La carencia de nitrégeno, fosforo o azufre también es conocida
porque puede provocar una reduccidon en la concentracidn celular de los
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pigmentos fotosintéticos y dificultar asi la fijacidn fotosintética de CO, (Ben-
Amotz 1987, Grossman 2000, Cakmak et al. 2012). El fésforo juega un
importante papel en el transporte de energia celular a través de enlaces
fosfato de alta energia (ATP, azUcar-fosfato), y en la sefializacién intracelular
(fosforilacion y desfosforilacion de proteinas), por lo que la menor
biodisponibilidad del fosforo afecta directamente al ciclo de Calvin, que
requiere energia metabdlica. El azufre, en su caso, forma parte, entre otras
moléculas, de la proteina Fe-S ferredoxina, que se encarga de reducir NADP *
con electrones liberados de la oxidacién del agua en el PSII. La limitacién de
azufre afecta negativamente a la obtencién de poder reductor en la
fotosintesis (Melis et al. 2000).

Resulta significativo el hecho de observar crecimiento en los cultivos
sometidos a carencia nutricional de fdsforo o azufre, algo no esperable
transcurrido un tiempo de cultivo equivalente a varias veces el de
duplicacidn celular. Este hecho podria ser coherente con la respuesta celular
de adaptacion a las condiciones quimicas propias del habitat natural de la
microalga. Los drenajes acidos de la cuenca minera del rio Tinto son pobres
en fésforo, y ademds presentan un alto contenido en metales, tanto en
variedad como en concentracién. Entre los principales mecanismos de
resistencia a metales descritos para las microalgas se encuentran las
fitoquelatinas (Kneer y Zenk 1992, Hirata et al. 2005). Estas moléculas
contienen en su estructura el aminodcido cisteina. Si bien no existen datos
de contenido en fitoquelatinas para Coccomyxa, la presencia en su habitat
natural de Zn y Cd, metales secuestrados por tales fitoquelatinas, sugiere
que es esperable la expresidn en Coccomyxa de dichos péptidos. Estudios
previos del grupo de investigaciéon han revelado una significativa tolerancia
de la microalga a metales, entre ellos Fe (II) y Cu (Il) (Garbayo et al. 2008,
Vaquero et al. 2012). El Cu (Il) es uno de los metales capturados por las
fitoquelatinas (Gaur y Rai 2001). Ademas, la presencia de metales a pH acido,
por tanto solubles en medio acuoso, aumenta el estrés oxidativo en la célula
(Li et al. 2006), produciéndose un incremento en la sintesis de moléculas
antioxidantes que contienen azufre, como el glutation (Nagalakshmiy Prasad
2001). Las moléculas del sistema antioxidante que contienen azufre suponen
una reserva celular de grupos tidlicos en forma de cisteina, por tanto, una
reserva de azufre util en situaciones de carencia de dicho elemento, lo que

98



Ill. Resultados y Discusion

seria coherente con la viabilidad de los cultivos de Coccomyxa tras dos
semanas en carencia de azufre.

Las clorofilas permiten obtener informacidn sobre el crecimiento y la
capacidad fotosintética de la microalga. La Figura 3.2 (superior) presenta la
evolucidn en el tiempo de la concentracidn de clorofila celular referida a
volumen de cultivo de C. onubensis incubada en carencia nutricional. Los
datos de la Figura muestran diferentes tendencias a lo largo del tiempo. En la
primera semana, se observa que todos los cultivos, excepto el carente en
nitrégeno, mantienen una evolucidn constante de aumento de clorofilas. A
partir de la segunda semana, el cultivo control aumenta la concentracidn de
clorofilas respecto a los cultivos incubados en carencia de fésforo y azufre,
mientras que el cultivo incubado en carencia de nitrégeno disminuye la
concentracién de clorofilas, sefial de la inhibicién del crecimiento por falta de
nitrégeno inorganico. La Figura 3.2 (inferior) muestra la evoluciéon en el
tiempo de la concentracidon de clorofila celular referida a peso seco de
cultivos de C. onubensis incubados en carencia nutricional, lo que permite
obtener informacion sobre la actividad de su biosintesis. Salvo en la primera
semana, se observa durante la experiencia que la concentracién de clorofila
celular referida a peso seco es superior en el cultivo control. La
concentracién de clorofila del cultivo en carencia de azufre se mantiene
constante e inferior a la concentracion del cultivo control y una tendencia
similar se observa para el cultivo incubado en carencia de fésforo. Por
ultimo, los datos que representan la concentracion intracelular de clorofilas
del cultivo sometido a carencia de nitrégeno muestran durante todo el
tiempo del ensayo una tendencia decreciente, produciéndose la caida mas
intensa durante la Ultima semana. Tan sdlo el cultivo control muestra una
biosintesis neta y significativa de clorofila en el experimento realizado.

Como se puede comprobar en ambas graficas de la Figura 3.2 la
carencia de nitrégeno es la que mads influye en la evolucion de la
concentracién de clorofilas de C. onubensis, tanto por volumen de cultivo
como por peso seco de biomasa. Desde el inicio de la experimentacion, las
células no son capaces de sintetizar dichos pigmentos, que contienen
nitrégeno en su estructura y son responsables primarios de la fotosintesis.
Los cultivos carentes de fésforo y azufre modifican la concentracién de
clorofilas en menor medida que el cultivo carente en nitrégeno,
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manteniendo una concentracion de clorofila celular referida a peso seco
promedio relativamente estable durante el tiempo de incubacién en las
respectivas carencias.
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Figura 3.2. Evolucion de la concentracion de clorofilas de Coccomyxa onubensis incubada en carencia
nutricional. La grafica superior representa la concentracion de clorofila celular referida a volumen de
cultivo y la gréafica inferior representa la concentracién de clorofila celular referida a peso seco. Cultivos
de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios
sin nitrégeno (-e-), fosforo (-e-) 6 azufre (-e-), respectivamente. Como control se utilizé un cultivo
incubado en medio pleno de nutrientes (-®-). Los cultivos se incubaron con luz PAR continua de intensidad
140 pmol fotones-m™>s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacion, tal y como se detalla en Materiales y
Métodos. PS: peso seco.

El aumento del contenido de clorofila celular referida a peso seco en
un cultivo en modo bafio indica biosintesis del pigmento para sostener la
minima necesidad de clorofila para la captura de la luz, propia de cultivos
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oscuros con alta demanda de luz PAR (Ritchie y Larkum 2012). Por
afadidura, la estabilizacidn del contenido de clorofila celular referida a peso
seco puede indicar deficiencias en los complejos proteicos colectores de luz,
que impliquen defectos en el nimero de complejos, en el de moléculas de
clorofilas o en su capacidad fotoquimica (Melis 2007). Lo ultimo puede
evidenciarse mediante la determinacion de la eficiencia del PSII, Q, (quantum
yield). La Figura 3.3 muestra la eficiencia del PSIl de C. onubensis a lo largo de
las primeras 96 h de incubacién en las distintas carencias nutricionales. La
tendencia de Q, en los cultivos sometidos a carencia de fésforo y azufre es
similar a la del cultivo control durante casi toda la experiencia, mostrando al
final una leve tendencia descendente. De manera diferente, el cultivo
incubado en carencia de nitrégeno muestra, a partir de las 24 h, una
disminucién de la eficiencia fotosintética, siendo siempre inferior que para
los demas cultivos a lo largo de la experimentacidn.
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Figura 3.3. Eficiencia del PSIl de Coccomyxa onubensis incubada en carencia nutricional. Cultivos de C.
onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios sin
nitrégeno (barra roja), fésforo (barra verde) 6 azufre (barra azul), respectivamente. Como control se
utilizé un cultivo incubado en medio pleno de nutrientes (barra negra). Cultivos se incubaron con luz PAR
continua de intensidad 140 umol fotones-m'z-s'l, a temperatura de 25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacion,
tal y como se detalla en Materiales y Métodos. La medida se realizd con un fluorémetro modelo PAM-210
WALZ, como se describe en Materiales y Métodos.

La eficiencia del PSIl, medida en forma de fluorescencia al excitar las
clorofilas de los fotosistemas, aporta informacion de la capacidad
fotosintética y de la viabilidad celular de los cultivos. Como ya se ha descrito,
la carencia de nitrégeno afecta a la fotosintesis, entre otras acciones
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mediante la reduccidn de la eficiencia de los captadores de luz, las moléculas
de clorofila. Incubar cultivos en carencia de nitrégeno afecta a las proteinas
del cloroplasto, incluidas las que forman parte de los centros de reaccién del
PSIl (Parkhill et al. 2001, Berden-Zrimec et al. 2008), disminuyendo la
eficiencia del PSIll, tanto por contener menor nimero de clorofila antena
como por la disfuncidon fotosintética derivada de las deficiencias en su
estructura proteica.

En la Figura 3.2 (superior), el aumento de la concentracidon de
clorofila celular referida a volumen de cultivo carente de azufre es coherente
con la Figura 3.1, que muestra aumento del peso seco de dicho cultivo. El
cultivo carente en azufre crece, aunque en menor medida que el cultivo
control. Por contraste, la Figura 3.2 (inferior) que representa la evolucién de
la concentracién de clorofila celular referida a peso seco del cultivo incubado
en carencia de azufre, muestra constante dicho pardmetro, lo que justifica
en parte la desaceleracion del crecimiento como consecuencia de la menor
captura de energia luminica y, por tanto, su traduccién en menor cantidad de
biomasa. La carencia de azufre impide la regeneracién rapida de alguna
subunidad proteica del PSII (Volgusheva et al. 2007), necesaria para producir
la rotura del H,0 (Melis et al. 2007). Por lo tanto, la carencia de azufre, en el
extremo, produce anaerobiosis e impide el crecimiento, como ha descrito
Melis (2000) en Chlamydomonas, ya que afectaria necesariamente a la
actividad fotosintética y al rendimiento de la fotosintesis. En el caso de
cultivos bafio de Coccomyxa en carencia de azufre, no hay alteracién del Q,,
lo que prueba la funcionalidad del PSIl, es coherente con el crecimiento
observado en tales cultivos (Figura 3.1) y redunda en la hipétesis de la
posible existencia de reservas de azufre en la microalga que permiten
regenerar el PSII.

En conclusidn, C. onubensis crece de manera sostenida en el tiempo
cuando se incuba en carencia de fosforo o azufre, manteniendo captura
activa de luz y su conversion eficiente en energia quimica. Los resultados de
esta Tesis y otros previos obtenidos por el equipo de investigacion sugieren
la posible disponibilidad de reservas de azufre en la microalga, necesarias
para preservar la actividad del PSIl en carencia de dicho elemento. Por el
contrario, otros estudios, por ejemplo con Chlamydomonas reinhardtii o
cianobacterias (Melis et al. 2000, Antal y Lindblad 2005), demuestran que
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tras 24 h de incubacidn en carencia de azufre la actividad fotosintética cae a
un nivel mds bajo que la tasa respiratoria, entrando el cultivo en
anaerobiosis como se ha indicado anteriormente.

3.2. Acumulacién de lipidos en carencia nutricional.

Cuando todos los elementos necesarios para el crecimiento del
cultivo estan disponibles en el medio, las células de las microalgas se dividen
rapidamente y sintetizan con preferencia lipidos de membrana y, en
particular, lipidos del cloroplasto. La limitacién nutricional ralentiza la fijacion
fotosintética del carbono y se caracteriza por la acumulacién de lipidos
neutros y no polares como los carotenoides (Geider et al. 1998, Phadwal y
Singh 2003, Solovchenko 2012). Ademas, los lipidos no polares desempefian
un papel importante en la defensa frente al estrés inducido por las carencias
nutricionales. Esto se debe a su elevado grado de insaturacién, ya que los
carotenoides son excelentes sumideros de radicales libres de oxigeno y de
otras especies radicales libres que dafian el metabolismo celular al oxidar
moléculas de muy diferente naturaleza, desde transportadores de electrones
hasta lipidos de membrana (Del Campo et al. 2004). Por esta razdn, factores
fisico-quimicos que sean capaces de generar estrés oxidativo son, en
principio, candidatos a estimular la biosintesis de carotenoides.

Estudios previos han descrito que, en general, las microalgas
incubadas en carencias nutricionales inducen la caroterogénesis; por
ejemplo, Dunaliella salina o Dunaliella tertiolecta incrementan la
concentracidon en B-caroteno tras ser incubadas en carencia de nitrégeno
inorgdanico (Rabinowitch et al. 1987, Lers et al. 1991, Phadwal y Singh 2003).

La Figura 3.4 (superior) muestra la evolucién, a lo largo del
experimento, de la concentracién de carotenoides celulares referida a
volumen de los cultivos de C. onubensis incubados bajo carencia nutricional.
La Figura presenta diferentes tendencias a lo largo del tiempo. Desde el
inicio, se observa en todos los cultivos, excepto el carente en nitrégeno, un
aumento en la concentracidn de carotenoides totales. Tras dos semanas de
experimentacion, los cultivos incubados en carencia de fdsforo y azufre
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mantienen dicha tendencia al aumento en la concentracidon de carotenoides,
siendo siempre inferior a la que presenta el cultivo control. El cultivo
incubado en carencia de nitrégeno no acumula carotenoides, como es
esperable por el cese del crecimiento (Figura 3.1). La Figura 3.4 (inferior)
presenta la evolucidon en el tiempo de la concentracién de carotenoides
celulares referida a peso seco de los cultivos de C. onubensis incubados en
carencia de nutrientes, que aporta informacion sobre la biosintesis de tales
moléculas. La Figura muestra, a lo largo de la primera semana, un aumento
notable de la concentracién de carotenoides celulares referida a peso seco
del cultivo carente en nitrégeno, superior a los datos del cultivo control,
disminuyendo posteriormente y de manera drdstica por la degradacion del
cultivo. Por otro lado, ninguna de las otras condiciones de carencia indujo
una biosintesis neta de carotenoides cuya magnitud fuese notable y
destacada respecto al cultivo control.

Tal y como se describe para otras microalgas, el contenido de
carotenoides celulares referido a peso seco aumenta en carencia de
nitrégeno (Cakmak et al. 2012). Los resultados obtenidos son coherentes con
tales observaciones, limitandose la acumulacion intracelular a una semana
debido a la inhibicién del crecimiento.

Si bien la carencia de nitrogeno pareciera ser una estrategia
adecuada para inducir la sintesis de carotenoides, hay que tener en cuenta,
por lo ya descrito anteriormente, que esta carencia provoca en C. onubensis
una desaceleracidon del crecimiento celular y afecta negativamente a la
sintesis de otros pigmentos, como las clorofilas. Como consecuencia, el
aumento de la actividad de biosintesis de carotenoides observado durante
los primeros dias en los cultivos carentes de nitrégeno no se traduce en altas
productividades de carotenoides. La acumulacién de carotenoides celulares
referida a peso seco en cultivos de Coccomyxa carentes de nitrégeno, tendria
mas sentido como respuesta fisioldégica a la necesidad de fijar carbono en
forma de moléculas con elevado grado de insaturacidén, para mitigar los
dafios que provoca dicho estrés nutricional derivados de la generacién de
radicales libres (Solovchenko 2013), que en funciones de captura de luz para
fotosintesis.
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Figura 3.4. Evolucidn de la concentracion de carotenoides totales de Coccomyxa onubensis incubada en
carencia nutricional. La grafica superior representa la concentracidn de carotenoides celulares referida a
volumen del cultivo y la gréfica inferior representa la concentracion de carotenoides celulares referida a
peso seco. Cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y
resuspendieron en medios sin nitrégeno (-e-), fosforo (-e-) 6 azufre (-e-), respectivamente. Como control
se utilizaron cultivos incubados en medio pleno de nutrientes (-e-). Los cultivos se incubaron con luz PAR
continua de intensidad 140 pmol fotones‘m™s’, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacidn, tal y como se
detalla en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

Para confirmar los resultados anteriores, se procedid a la separacion
y cuantificacion de pigmentos especificos con un papel antioxidante
reconocido. Es el caso de luteina y B-caroteno en C. onubensis. La Figura 3.5
(superior) muestra la evolucidn de la concentracidn de luteina en los cultivos
bajo las diferentes carencias nutricionales. Tras 48 h en tales condiciones, los
cultivos incubados en carencia de nitrégeno y azufre alcanzan su mdaxima
concentracién intracelular de luteina, por encima del cultivo control. Sin
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embargo, el cultivo sometido a carencia de fdésforo mantiene la misma
concentraciéon de luteina que la del cultivo control, a lo largo de la
experimentacion.

La Figura 3.5 (inferior), representa la evolucidn de la concentracion
de B-caroteno en C. onubensis a lo largo de las primeras 72 h de incubacion
en carencias nutricionales. En este caso, de nuevo en coherencia con la
Figura 3.4, el cultivo incubado en carencia de nitrégeno llega a aumentar la
concentracidn intracelular de B-caroteno tras 48h de exposicidn. Los cultivos
incubados en carencia de fosforo y azufre mantienen la concentracién de la
misma forma que el cultivo control.

La respuesta de C. onubensis incubada en carencia de nitrégeno
encuentra similitud en otras microalgas. Muchas especies aumentan su
concentracién de terpenoides cuando estdn sometidas a condiciones no
favorables de crecimiento, alcanzando hasta un 6 % del peso seco de la
microalga en pigmentos secundarios, como [-caroteno en el caso de
Haematococcus pluvialis (Wang et al. 2003). Las microalgas que componen el
género Dunaliella acumulan B-caroteno también como respuesta a la alta
salinidad del medio (Czygan 1970, Ben-Amotz et al. 1983). Especies de
microalgas extremofilas, como Chlorella nivali, que habita en zonas de
glaciares del Antdrtico, acumulan de forma natural altas concentraciones de
astaxantina, demostrandose que ciertas especies que viven en lugares
inhdéspitos producen en mayor medida estos lipidos terpenoides
probablemente por su funcién antioxidante (Remias et al. 2005).

En conclusion, los resultados muestran que la carencia de nutrientes
no tiene una influencia determinante en la produccién de carotenoides. En el
caso del cultivo incubado bajo carencia de nitrégeno, se observa un aumento
de la sintesis de luteina y B-caroteno, pero ocurre de forma puntual, ya que
no se mantiene en el tiempo debido a la pérdida de viabilidad del cultivo. Los
resultados obtenidos apuntan hacia la funcidon antioxidante de la sintesis
temporal mas activa de carotenoides en cultivos carentes en nitrégeno, a la
falta de productividad de carotenoides en carencia de nitrégeno, y a una
productividad sostenida y similar a la de cultivos control en aquellos carentes
en fésforo o azufre.
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Figura 3.5. Evolucidn de la concentracion de luteina y B-caroteno de Coccomyxa onubensis incubada en
carencia nutricional. La grafica superior representa la concentracion intracelular de luteina y la gréfica
inferior representa la concentracién intracelular de B-caroteno. Cultivos de C. onubensis incubados en
condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios sin nitrégeno (barra roja),
fosforo (barra verde) 6 azufre (barra azul), respectivamente. Como control se utilizé un cultivo incubado
en medio pleno de nutrientes (barra negra). Los cultivos se incubaron con luz PAR continua de intensidad
140 pmol fotones-m™>s?, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacién, tal y como se detalla en Materiales y
Métodos. Las medidas se realizaron por HPLC, como se describe en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

Se analizd la influencia de las carencias nutricionales en la
acumulacidn de lipidos totales de Coccomyxa onubensis. La carencia de
nitrégeno es considerada como la estrategia mas eficiente para incrementar
el contenido de lipidos neutros en las microalgas (Guschina y Harwood
2006). Respuestas similares son inducidas en algunas microalgas por la
carencia de fdsforo o azufre. Sin embargo, la acumulacién de lipidos en
microalgas ante la restriccion de nutrientes es considerablemente variable v,
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por tanto, no es posible establecer un comportamiento generalizado entre
las distintas especies (Ben-Amotz et al. 1985, Hu et al. 2008, Rodolfi et al.
2009, Widjaja et al. 2009).

La Figura 3.6 muestra el contenido en lipidos totales respecto al peso
de biomasa seca de C. onubensis incubada bajo carencia de nitrégeno,
fésforo o azufre. Como se observa en la Figura, la carencia de nitrégeno,
fésforo 6 azufre estimula la acumulacion intracelular de lipidos durante las
primeras 48h de experimentacidon. Posteriormente, tan sélo el cultivo
carente en nitrogeno mantuvo concentraciones intracelulares de lipidos
superiores a las del cultivo control, si bien tales cultivos carentes de
nitrégeno se degradaron con rapidez.
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Figura 3.6. Contenido total de lipidos de Coccomyxa onubensis incubada en carencia nutricional.
Cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron
en medios sin nitrégeno (barra roja), fosforo (barra verde) 6 azufre (barra azul), respectivamente. Como
control se utilizé un cultivo incubado en medio pleno de nutrientes (barra negra). Los cultivos se
incubaron con luz PAR continua de intensidad 140 umol fotones-m™s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a
saturacion. Los datos son calculados en gramos de lipidos totales respecto a los gramos de peso seco. La
extraccion de los lipidos totales se realizd mediante soxhlet usando como extractante disolventes
organicos, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

Estos resultados sugieren que la carencia del medio de cultivo en
nitrégeno, fésforo o azufre favorece, durante las primeras horas, el
incremento de la fraccion de carbono fijada cuyo destino final son moléculas
lipidicas. Tal conclusion estaria soportada también por el hecho de que, en
las mismas condiciones de incubacién, el contenido celular en lipidos
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terpenoides aumenta, lo cual sugiere en Coccomyxa una mayor expresion -
en condiciones de carencia nutricional - de la funcién de reserva energética
y, también, de la funciéon antioxidante de la que forman parte los
carotenoides.

En los cultivos sin fosforo 6 azufre, el aumento de la concentracion
intracelular de lipidos ocurre de forma puntual en las primeras 48h. Los
datos obtenidos siguen una evolucién similar a la que presenta el cultivo
control en la Figura 3.4, donde se representa la variacion de la concentracién
intracelular de carotenoides en las distintas carencias nutricionales bajo las
gue se incuba C. onubensis. El comportamiento de C. onubensis incubada en
carencia de nitrégeno, fosforo 6 azufre se asemeja a lo publicado para
microalgas no extremdfilas, que generalmente tienden a acumular lipidos en
carencia nutricional, particularmente de nitrogeno 6 fésforo (Mandal y
Mallick 2009, Scarsella 2010). La posible redistribucidon de azufre y fdsforo
desde reservas intracelulares (polifosfatos, grupos tidlicos) podrian justificar
en parte la respuesta fisiolégica observada, consistente en aumentos tan
s6lo moderados del contenido celular en lipidos, y crecimiento celular poco
acorde con las situaciones de carencia impuestas.

Dentro del estudio sobre la estimulacion de la produccién de lipidos
neutros y polares en C. onubensis, resulta particularmente relevante la
sintesis de los acidos grasos, debido a las distintas aplicaciones de estos ya
descritas en la Introduccion de la Tesis. Se determind qué fraccidn de lipidos
totales correspondia a dichas moléculas, en extractos obtenidos de C.
onubensis incubada bajo las diferentes carencias nutricionales. Se ha
publicado que el incremento en el total de lipidos de microalgas al incubarlas
bajo condiciones de estrés corresponde principalmente al aumento de TAG,
alcanzando maximos de hasta el 80% del total de los lipidos (Hu et al. 2008),
dependiendo de especies y condiciones de cultivo. Por dicha razdn se estudié
la variacién en el contenido de acidos grasos esterificados de C. onubensis
incubada bajo las distintas condiciones de estrés nutricional aplicadas en
este apartado de la Tesis. Los resultados se muestran en la Figura 3.7, en
forma de FAMEs, obtenidos por transesterificacion. Los valores de FAMEs se
calcularon como el sumatorio de las concentraciones de acidos grasos
mayoritarios respecto al peso seco de cada cultivo incubado en carencia
nutricional. Los dacidos grasos fueron identificados y cuantificados con
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patrones internos, a través de cromatografia de gases, como ya se ha
descrito en Materiales y Métodos.

Se observa que la concentracién de FAMEs obtenida a partir de
extractos de lipidos de los cultivos incubados en carencias de nitrégeno,
fésforo 6 azufre, aumenta respecto a los cultivos control en las primeras 48h,
disminuyendo con posterioridad, de nuevo respecto a los cultivos control.
Como diversos autores describen, la carencia nutricional en cultivos de
microalgas puede favorecer la fijacion de carbono en forma de lipidos de
reserva energética (Phadwal y Singh 2003, Tan y Lin 2011, Solovchenko
2012).

0,15
w
o
[}
el
w 0,10 |
20
it}
=
<
w
S
S 005 |
=]
c
[J]
c
o
(&)

0,00

0 48 96
Tiempo (h)

Figura 3.7. Contenido de FAMEs de Coccomyxa onubensis incubada en carencia nutricional. Cultivos de
C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios
sin nitrégeno (barra roja), fosforo (barra verde) 6 azufre (barra azul), respectivamente. Como control se
utilizé un cultivo incubado en medio pleno de nutrientes (barra negra). Los cultivos se incubaron con luz
PAR continua de intensidad 140 pmol fotones:m™s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacion, tal y como se
detalla en Materiales y Métodos. Los datos se calcularon en gramos de &acidos grasos esterificados
respecto a los gramos de peso seco de biomasa. La reaccidon de transesterificacion, la identificacion y
cuantificacion de acidos grasos se realizaron tal y como se detalla en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

La forma en la que se demuestra este aumento, entre otros
compuestos lipidicos, es en la mayor sintesis de triacilglicéridos (TAG). Los
acidos grasos son las cadenas hidrocarbonadas que forman los TAG y parte
de otros lipidos y son sintetizados en los cloroplastos. Diversas evidencias
sugieren que la ruta de biosintesis de TAG puede jugar un papel mas activo
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como respuesta al estrés, como almacenamiento extra de carbono y energia
(Hu et al. 2008).

La enzima acetil-CoA carboxilasa (ACCase) es clave en la regulacion
de la sintesis de acidos grasos, catalizando la primera reaccién de biosintesis
de acidos grasos, la formacién de malonil-CoA desde acetil-CoA, ATP y CO,
(disuelto como HCOj3). Ante condiciones ambientales desfavorables o
condiciones de estrés para el crecimiento, muchas microalgas alteran la ruta
de sintesis de lipidos incrementando la acumulacién de lipidos neutros,
principalmente de TAG. Desde la demostracion de Page et al. (1994) donde
se comprobd el control de la enzima ACCase sobre la sintesis de acidos
grasos en plantas, esta enzima ha sido sobreexpresada en diferentes
especies de plantas para mejorar la produccién de acidos grasos e indica uno
de los caminos para la investigacién en microalgas.

Son escasos los intentos de modificacion genética de la ruta de
sintesis de acidos grasos que han tenido cierto éxito en microalgas (Sheenan
et al. 1998). Los intentos iniciales de utilizar la ingenieria genética para
estimular la sintesis lipidos consistieron en la sobreexpresién de acetil-CoA-
carboxilasa (Dunahay et al. 1996), sin éxito. Se han utilizado recientemente
mutantes de Chlamydomonas reinhardtti con la funcidon de biosintesis de
almiddén bloqueada, para demostrar que se puede desviar parte del flujo de
fotosintatos del ciclo de Calvin hacia la biosintesis de lipidos, consiguiendo
con ello un aumento de acilglicéridos (Li et al. 2010). No obstante, los
resultados no son aun prometedores si se comparan con la menor
complejidad de las estrategias fisioldgicas y sus resultados.

También se ha publicado que la carencia nutricional provoca cambios
en el perfil de los acidos grasos, modificando, en ciertos casos, la relacién
entre acidos grasos saturados e insaturados (Courchesne et al. 2009), como
se ha descrito que sucede por la incubacién de ciertas microalgas en carencia
de nitrégeno (James et al. 2011). Este hecho resulta determinante en el valor
de los FAMEs obtenidos para su uso como biodiesel. Para analizar el efecto
de la carencia de nutrientes en el perfil de acidos grasos de C. onubensis se
representa en la Figura 3.8 (superior) la variacion de dichas moléculas en las
condiciones ensayadas. Esta Figura muestra la variacidn de los acidos grasos
mayoritarios respecto al contenido total de acidos grasos obtenido en los
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cultivos controles de Coccomyxa onubensis, a las 48 h de incubacién en
carencia de nitrégeno, fésforo o azufre

40 -
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Figura 3.8. Variacion del contenido de acidos grasos mayoritarios de Coccomyxa onubensis incubada en
carencia nutricional, en relacion al contenido de acidos grasos del cultivo control. Los datos del
contenido de 4cidos grasos fueron calculados tras las primeras 48h de incubacidn de la microalga en
carencias nutricionales y expresadas respecto a peso seco de la microalga (PS). Se adopté como referencia
el contenido de acidos grasos de los cultivos control. La grafica superior muestra cultivos de C. onubensis
incubados en condiciones estédndar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios sin nitrégeno
(barra roja), fosforo (barra verde) ¢ azufre (barra azul), respectivamente. La grafica inferior representa un

cromatograma tipo de acidos grasos de un cultivo control de C. onubensis. PS: peso seco.

Los cultivos incubados en carencia de nitrégeno, fésforo o azufre
aumentan las concentraciones de los acidos grasos C16:0 y C18:3 respecto a
los datos del control, tomados estos ultimos como valor cero en la Figura.
Por otro lado, en cultivos carentes disminuyen las concentraciones de C18:0
y C18:1 respecto a los datos del control. La Figura 3.8 (inferior) muestra un
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cromatograma tipo de acidos grasos de un cultivo control de C. onubensis. Se
muestran tanto la nomenclatura de cada acido graso como el porcentaje de
abundancia relativa al total de dacidos grasos integrados. Como puede
observarse, los tres acidos grasos mayoritarios son: palmitico (C16:0),
linoléico (C18:2) y linolénico (18:3).

Por lo que se ha mostrado con los resultados de este capitulo de
Tesis, la carencia nutricional, mas en concreto la carencia de nitrégeno
provoca una desaceleracién en el crecimiento celular, afecta negativamente
a la eficiencia fotosintética (Q,) y al contenido intracelular de pigmentos
fotosintéticos primarios. Sin embargo, se ha mostrado que dicha carencia
produce un aumento del contenido intracelular de lipidos totales,
particularmente de carotenoides, respuesta que se produce en la mayoria de
células fotosintéticas de microalgas expuestas a condiciones no favorables de
cultivo (Merzlyak et al. 2007, Solovchenko 2012 y 2013).

Numerosos autores definen las condiciones de estrés como aquellas
no favorables para el crecimiento (Grossman 2000). En tales condiciones las
células vegetales producen ROS, las llamadas especies reactivas de oxigeno,
especialmente anién superdxido 0,° "y H,0,, que actian como segundos
mensajeros en muchos procesos asociados con el crecimiento y desarrollo de
la célula (Foreman et al. 2003, Ledford y Niyogi 2005). Estas situaciones se
denominan de “estrés oxidativo” (Doke et al. 1994). Los ROS son moléculas
qgue pueden reaccionar con biomoléculas como ADN, proteinas o lipidos,
impidiendo sus funciones fisioldgicas (Halliwell 1996).

Se ha publicado que durante las primeras horas de incubacidn de una
microalga bajo estrés por carencia de nitrégeno podria generarse un exceso
de actividad en la cadena de transporte electrénico fotosintético e inducirse
una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, las cuales causan,
como ya se ha mencionado, dafio en lipidos, proteinas y otras
macromoléculas (Hu et al. 2008). La formacion de &acidos grasos es un
sumidero de poder reductor; por ejemplo, la sintesis de C18:0 consume
aproximadamente 24 unidades de NADPH derivado de la cadena de
transporte de electrones, dos veces mas poder reductor que en la formacion
de carbohidratos del mismo peso. Por tanto, favorecer la sintesis de acidos
grasos es una posible forma de mitigar el exceso de poder reductor y asi
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poder compensar el desequilibrio electrénico (Hu et al. 2008). Ello seria
coherente con el aumento de lipidos observado en las primeras 48h, cuando
los cultivos en carencia de nitrégeno muestran viabilidad fotosintética.

También, los acidos grasos polinsaturados tienen afinidad para
reaccionar con los ROS. A mayor niumero de insaturaciones, mayor tasa de
reacciébn con las especies oxidantes para terminar formando lipidos
hidroperodxidos (Kiritsakis y Dugan 1985, Girotti y Kriska 2004), lo que, en
principio, determina una disminucidon de la proporciéon de acidos grasos
insaturados. En este sentido, bajo carencia nutricional, C. onubensis no
presenta un cambio definido en el perfil de acidos grasos, como se observa
en la Figura 3.8 (superior), lo que sugiere un bajo nivel de estrés oxidativo en
carencia nutricional, la predominancia de otros mecanismos con capacidad
antioxidante, por ejemplo, su elevada concentracién intracelular de
pigmentos antioxidantes como la luteina, o una alta actividad de enzimas
antioxidantes que participan en la eliminacidn de ROS en condiciones de
estrés. El vinculo entre carencia nutricional y estrés oxidativo requiere de la
determinacion de actividades enzimdticas propias de la respuesta
antioxidante en microalgas.

3.3. Respuesta enzimatica antioxidante.

Para determinar si la carencia nutricional produce dicho estrés
oxidativo, se midieron actividades enzimdticas del sistema antioxidante de la
microalga cuando ésta se incubd en carencia de nitrégeno, fésforo o azufre.
Las llamadas enzimas antioxidantes son proteinas que catalizan la
detoxificacion de ROS. Estas enzimas, con el concurso de sustratos reducidos,
como glutatidon o ascorbato, participan en la disminucidn de dichos radicales
oxidantes para la célula. Las enzimas analizadas fueron glutation reductasa,
ascorbato peroxidasa y catalasa. Los resultados obtenidos se muestran en las
siguientes Figuras.
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Figura 3.9. Incremento relativo de las actividades glutation reductasa (GR) y ascorbato peroxidasa (APX)
de Coccomyxa onubensis incubada en carencia nutricional. La grafica superior representa el porcentaje
de aumento de la actividad enzimatica GR y la grafica inferior representa el porcentaje de aumento de la
actividad enzimatica APX, ambos casos calculados respecto a los cultivos control de C. onubensis
incubados en plenitud de nutrientes. La medida de las actividades enzimaticas se realizd en extractos
crudos obtenidos de cultivos en carencia de nitrégeno (barra roja), fésforo (barra verde) é azufre (barra
azul), tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Actividad GR del cultivo control a tiempo cero = 6,20
U GR - mg" de proteinas. Actividad APX del cultivo control a tiempo cero = 3,76 U APX - mg'lde proteinas.

La Figura 3.9 (superior) muestra la variacion de la actividad de la
enzima glutation reductasa (GR) presente en los extractos enzimaticos de C.
onubensis incubada en carencia nutricional, calculada respecto a la actividad
basal que presentan los extractos de los cultivos control crecidos en medio
estandar. El aumento de la actividad GR es progresivo con el transcurso de la
exposicién de C. onubensis a carencia de nitrégeno, fésforo o azufre, lo que
sugiere un aumento de la presencia de ROS en la célula derivado del estrés
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nutricional. Aunque son muy escasos los trabajos que muestren la
vinculacion entre carencia nutricional y estrés oxidativo, algunos apuntan en
la direccién sugerida por los resultados de esta Tesis (Foyer y Noctor 2005), si
bien esta es la primera vez que se evidencian en una microalga de ambiente
acido.

La Figura 3.9 (inferior) presenta la variacién de la actividad de la
enzima ascorbato peroxidasa (APX) presente en los extractos enzimaticos de
Coccomyxa, calculada respecto a los valores basales observados en los
cultivos control, tras incubar la microalga durante 96 h en carencia
nutricional.

Las enzimas GR y APX estan relacionadas en su actividad, ya que
participan dentro del ciclo ascorbato-glutation o ruta de Halliwell-Asada,
donde se producen sucesivas reacciones de oxidacidon y reduccién de
ascorbato, glutatiéon y NADPH por las enzimas glutation reductasa, ascorbato
peroxidasa y dihidroascorbato reductasa (Mallick y Mohn 2000) para la
eliminacién de H,0,. El ascorbato es el mds importante reductor biolégico
del H,0, a H,0 (Mehlhorn et al. 1996). La enzima ascorbato peroxidasa oxida
moléculas de ascorbato regenerando poder reductor, NADPH, que se emplea
para recuperar el glutation reducido por accién de la enzima glutation
reductasa sobre glutation oxidado (Noctor y Foyer, 1998). La glutation
reductasa (GR) es otra enzima de la ruta Halliwell-Asada. El
monodehidroascorbato se reduce a ascorbato para a su vez reducir al
glutatién (GSH), que es después oxidado. Para la mayoria de las funciones
celulares el glutation deberia estar disponible en forma reducida (GSH). En
dicha forma reside su potencial antioxidante. El aumento en el tiempo de las
actividades GR y APX en extractos de cultivos carentes en nitrégeno, fésforo
6 azufre respecto a la actividad de extractos del cultivo control, es, por tanto,
consistente con el incremento del estado oxidativo celular ocurrido en
medios sin nitrégeno, fésforo 6 azufre.

Otra forma de eliminar H,0, es mediante a la accion de la enzima
antioxidante catalasa (CAT), la Unica enzima que degrada H,0, sin consumir
poder reductor. Por tanto, la catalasa es un mecanismo energéticamente
eficiente para la célula en la eliminacidn de peréxido de hidrégeno (Mallick y
Mohn 2000). La Figura 3.10 representa la variacion relativa de la actividad
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catalasa que participa en la detoxificacion de H,0,, en los cultivos de C.
onubensis incubados en carencia de nitrégeno. Los datos fueron calculados a
partir de la variacidon de la actividad CAT respecto a la misma actividad
enzimatica de los cultivos control. En extractos de cultivos carentes de
fésforo & azufre no se observd aumento de la actividad enzimatica CAT
(datos no mostrados).
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Figura 3.10. Incremento relativo de la actividad catalasa (CAT) de Coccomyxa onubensis incubada en
carencia nitrégeno. La grafica representa el porcentaje de aumento de la actividad enzimatica CAT en
extractos de cultivos carentes en nitrégeno respecto a la actividad en extractos de los cultivos control de
C. onubensis incubados en plenitud de nutrientes. La medida de la actividad enzimatica se realizd
mediante la evolucién de la produccidn de oxigeno producida en un electrodo de Clark cuando el peréxido
de hidrégeno se descompone en O, y H,0O debido a la actividad de la enzima, tal y como se detalla en
Materiales y Métodos. Actividad CAT del cultivo control a tiempo cero = 23,43 U CAT - mg ™ de proteinas.

Como se observa en la Figura, durante la incubacidn de la microalga
en carencia de nitrégeno la actividad antioxidante CAT aumenta
progresivamente. Esta respuesta, al igual que para las otras actividades
enzimaticas medidas, demuestra que la incubacién en carencia de nitrogeno
de C. onubensis desencadena eventos que producen estrés oxidativo, con el
consiguiente aumento de la actividad de dichas enzimas que participan en
reacciones de defensa antioxidante (Ledford y Niyogi 2005), y ratifica
experimentalmente la relacién existente entre la carencia de nutrientes y la
generacion de estrés oxidativo. Estas observaciones son consistentes con el
incremento observado en la intensidad de acumulacién de carotenoides,

117



Ill. Resultados y Discusion

como respuesta al estrés oxidativo producido por la carencia de nutrientes
en cultivos de C. onubensis.

Como conclusiones de este Capitulo de resultados, a diferencia de la
mayoria de las microalgas no extremdfilas, los cultivos de C. onubensis
fueron viables durante semanas al incubarse en carencia de fésforo 6 azufre.
Las carencias nutricionales no fueron determinantes para la acumulacidn de
carotenoides celulares referida a volumen de cultivo, aunque en los cultivos
incubados en carencia de nitrégeno las concentraciones celulares referidas a
peso seco de luteina y B-caroteno si aumentaron durante unos dias.

El perfil de acidos grasos de C. onubensis bajo carencias nutricionales
fue similar al de otras microalgas no extremdfilas, siendo el acido graso
linolénico (C18:3) el mas abundante de los identificados e integrados.
Ademas, hay que destacar que C. onubensis se puede cultivar en medios
altamente acidos (pH 2,5, e incluso inferior) lo que permite su produccion al
aire libre y su preservacién frente a cualquier tipo de contaminacién por
otras microalgas. El vinculo entre la carencia de nutrientes y el estrés
oxidativo fue por primera vez puesto de manifiesto en una microalga
aciddfila.
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4, CRECIMIENTO, ACUMULACION DE LIPIDOS Y RESPUESTA
ANTIOXIDANTE DE Coccomyxa onubensis EN FUNCION DE LA
SALINIDAD.

4.1. Crecimiento en funcion de la salinidad.

La salinidad es un factor de estrés que genera una respuesta celular
dependiente de la adaptabilidad del microorganismo a la sal, lo que permite
clasificarlo como haléfilo o halotolerante (Richmond 1986). Las microalgas
difieren en su adaptacioén a la salinidad segun su tolerancia al estrés salino.
Especies haldfilas, como Dunaliella, sirven como ejemplo de microalga capaz
de crecer en condiciones extremas de sal y como modelo de comprensién de
las estrategias celulares de respuesta a altas concentraciones de sal (Rao et
al. 2007, Takagi 2006). Altas concentraciones de sal pueden inducir, ademas,
el aumento de las tasas de produccion de biopolimeros y la acumulacidn de
ciertos solutos organicos conocidos como osmoprotectores). Estos solutos
protegen proteinas y membranas contra dafos por las altas concentraciones
de iones inorganicos (Yancey et al. 1982). Algunos osmoprotectores que
sofocan la presion osmoética derivada de la presencia de altas
concentraciones de sal, también protegen la maquinaria metabdlica contra el
dafio oxidativo a que da lugar el estrés salino. Asi, se produce en algunas
microalgas acumulacidon de alcoholes y de aminodcidos, algunos de valor
comercial (Rathinasabapathi 2000).

Entre las respuestas de las microalgas al estrés salino se produce la
acumulacion de lipidos (Subramaniam et al. 2010). De hecho, se ha publicado
que especies como Monodus subterraneus (lwamoto y Sato 1986), Dunaliella
sp. (Borowitzka y Borowitzka 1988), Nannochloropsis sp. (Pal et al. 2011) o
Scenedesmus obliquus (Salama et al. 2013) mejoran su contenido en lipidos
como resultado del incremento de salinidad en el medio. En el dmbito de las
microalgas aciddfilas, sin embargo, la respuesta a sal es desconocida
(Fernandez-Remolar et al. 2004). Del mismo modo, Coccomyxa podria
mostrar cierta halotolerancia, ya que en su habitat crece en un medio rico en
sales, como sulfatos y altas concentraciones de cationes metdlicos disueltos
por el pH acido del rio Tinto, como ya se describid en la Introduccidn de esta
Tesis. Estas condiciones de partida permiten sugerir que C. onubensis podria
resistir una determinada fuerza idnica mostrando cierta halotolerancia en

121



Ill. Resultados y Discusion

comparacién con otras especies de agua dulce. En este apartado de la Tesis
se ha estudiado el efecto de la adicidn de varias concentraciones de NaCl al
medio de cultivo de C. onubensis, como condicién para favorecer la
acumulacidon de lipidos, analizandose previamente el efecto de dicha
condicidn sobre su crecimiento.

La experimentacién se llevd a cabo tomando alicuotas de cultivos
celulares en fase exponencial de crecimiento, incubados en condiciones
estandar segln se describe en Materiales y Métodos, con concentraciones
iniciales de biomasa seca de 0,5 g-L™. Las células se lavaron previamente con
medio fresco K9 siendo seguidamente resuspendidas en medios de cultivos
estandar con concentraciones de 20, 50, 100, 200, 500 mM y 1M de NacCl,
respectivamente. En total se inocularon siete cultivos, seis de ellos con cada
una de las concentraciones de sal antes citadas y el séptimo como cultivo
control de C. onubensis crecido con medio K9 estandar.

Para facilitar la comprensién al lector, se diferencian en este Capitulo
de Tesis dos rangos de concentraciones de sal. Esta diferenciaciéon se ha
realizado a partir de los resultados preliminares obtenidos en C. onubensis
tras su incubacidn bajo diferentes concentraciones de sal. Se determind un
rango de concentracion de sal que permite viabilidad del cultivo (20, 50 y 100
mM de NaCl afiadido al medio K9) y un rango de concentracién de sal mas
elevado comprendido entre 200, 500 mM y 1 M de NaCl, que inhibe el
crecimiento de C. onubensis.

A lo largo de cinco dias de experimento, se tomaron muestras de los
diferentes cultivos para determinar la evolucidon de pardmetros especificos
del crecimiento. Estos parametros fueron la evolucién del peso seco o
densidad celular, la evolucion del contenido en clorofila celular y la evolucién
del contenido en carotenoides celulares totales y especificos -luteina y B-
caroteno-. Asi mismo, se determinaron pardmetros para conocer el estado
del PSII, la tasa fotosintética y la evolucidn en el contenido de lipidos totales
y de FAMEs. En un ultimo apartado también se estudid la actividad de
enzimas que desempefian un papel importante en la defensa del estrés
oxidativo que pueda ser provocado por la adicién de NaCl al medio de cultivo
de C. onubensis.
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La Figura 4.1 presenta la evolucién en el tiempo del peso seco de
cultivos de C. onubensis incubada bajo distintas concentraciones de NaCl.
Como se observa en la Figura, el peso seco del cultivo control fue superior al
de los cultivos incubados en rango de concentraciones altas de NaCl, a lo
largo de todo el experimento. En particular, tras 48h de experiencia, todos
los cultivos incubados bajo condiciones de alta salinidad disminuyeron
significativamente la concentracidon de biomasa respecto al momento inicial.
Los cultivos incubados en concentraciones bajas de sal muestran crecimiento
estimulado tras 96 h de ensayo, siendo sus concentraciones de biomasa
superiores a las de los cultivos control. El cultivo incubado bajo 100 mM de
NaCl es el que mejores resultados presenta.
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Figura 4.1. Evolucion del peso seco de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas concentraciones de
NaCl. Los cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y
resuspendieron en medios con las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20 mM (-o-), 50 mM (-o-), 100
mM (-o0-), 200 mM (-m-), 0,5 M (-m-) y 1 M (-m-), respectivamente. Como control se utilizé un cultivo
incubado en medio pleno de nutrientes y sin sal afadida (-e-). Los cultivos se incubaron con luz PAR
continua de intensidad 140 pmol fotones: m™s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacion, tal y como se
detalla en Materiales y Métodos.

En la Figura 4.2 se presentan los valores medios de las tasas de
crecimiento (i) de C. onubensis sometida a las diferentes concentraciones de
NaCl, calculadas tras 96h de incubacion en estas condiciones. Se comprueba
que los valores de p (d*) de C. onubensis mas favorables son los obtenidos
en aquellos cultivos incubados con 20, 50 y 100 mM de NaCl, por lo que la
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baja salinidad en el medio K9 mejora la tasa de crecimiento de la microalga.

A mayores concentraciones, la sal inhibe el crecimiento por completo.
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Figura 4.2. Tasas de crecimiento medias de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas
concentraciones de NaCl. Los cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se
centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios con las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20
mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 0,5 M y 1 M, respectivamente. Como control se utilizé un cultivo
incubado en medio pleno de nutrientes y sin sal afiadida. Los valores medios de tasas de crecimiento se
obtuvieron en el inicio de la fase exponencial de los cultivos bafio. Los cultivos se incubaron con luz PAR
continua de intensidad 140 pumol fotones m™>s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO; a saturacion, tal y como se
detalla en Materiales y Métodos.

Las clorofilas permiten obtener informacién sobre el crecimiento y
sobre la capacidad fotosintética de la microalga. Los resultados de la Figura
4.3 muestran la evolucion de la concentracion de clorofila celular referida a
volumen de cultivo y a peso seco de C. onubensis, respectivamente.

La Figura 4.3 (superior) presenta la evolucidén en el tiempo de la
concentracidon de clorofila celular referida a volumen de cultivo de C.
onubensis incubada bajo las distintas concentraciones de sal. Los datos de la
Figura muestran dos tendencias principales a lo largo de la experiencia. El
cultivo control aumenta su concentracién volumétrica de clorofilas de forma
paralela a su crecimiento, llegando a ser hasta un 50% superior a la inicial. La
misma tendencia muestran los cultivos incubados en bajas concentraciones
de sal. Sin embargo, los tres cultivos incubados bajo salinidades moderadas
de 0,2 M, 0,5 My 1 M de NaCl, respectivamente, mantienen una tendencia
de disminucion de clorofilas por volumen de cultivo a lo largo de toda la

124



Ill. Resultados y Discusion

experiencia. El descenso de clorofilas en tales cultivos es consecuencia
directa de la inhibicion del crecimiento producida en los mismos (Figura 4.1).
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Figura 4.3. Evolucidén de la concentracion de clorofilas de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas
concentraciones de NaCl. La gréfica superior representa la concentracidn de clorofila celular referida a
volumen de cultivo y la gréfica inferior representa la concentracion de clorofila celular referida a peso
seco. Los cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y
resuspendieron en medios con las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20 mM (-o-), 50 mM (-o-), 100
mM (-o-), 200 mM (-m-), 0,5 M (-m-) y 1 M (-m-), respectivamente. Como control se utilizé un cultivo
incubado en medio pleno de nutrientes y sin sal afiadida (-e-). Los cultivos se incubaron con luz PAR
continua de intensidad 140 pumol fotones m™>s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO; a saturacién, tal y como se
detalla en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

Para conocer si la salinidad determina una biosintesis de clorofilas
mas activa en los cultivos de baja concentracién de NaCl, es necesario
representar la evolucion en el tiempo del contenido intracelular de las

125



Ill. Resultados y Discusion

clorofilas. La Figura 4.3 (inferior) muestra la evolucién en el tiempo de la
concentracién de clorofila celular referida a peso seco de cultivos de C.
onubensis incubados bajo las distintas concentraciones de NaCl. Estos
resultados permiten obtener informacién sobre la actividad de su biosintesis.
Los datos que representan al cultivo control muestran una concentracién de
clorofilas por peso seco constante, por otra parte esperable durante los
primeros dias de cultivo de Coccomyxa bajo intensidad de luz limitante.
Sorprendentemente, durante las primeras 24h de incubacién de Coccomyxa
bajo las tres concentraciones mds altas de sal, la concentracidn de clorofila
celular referida a peso seco aumenta, disminuyendo pasado el primer dia de
incubacién hasta valores inferiores a los del indculo inicial. Por el contrario,
la concentracién de clorofila celular referida a peso seco de las células de C.
onubensis crecidas en baja salinidad (20 mM, 50 mM y 100 mM) muestra una
tendencia similar a la del cultivo control, alcanzando valores incluso
superiores a esta.

En este sentido, tanto PSI como PSII resultan afectados por la
salinidad. La concentracidn de clorofilas de los complejos colectores de luz
puede modificarse segun la concentracion de sal del medio y, especialmente,
de la tolerancia de la especie de microalga a la sal. Por ejemplo, estudios
previos en Spirulina platensis crecida en 0,8 M NaCl no mostraron
modificacién de la concentracion de clorofila a (Lu y Vonshak 2002). Sin
embargo, cultivos de la cianobacteria Synechocystis sp. mostraron
incremento o descenso de clorofila a segun la salinidad comprendida entre
0,3 y 1M (Schurtbert et al. 1993), revelando mayor sensibilidad a las
variaciones de salinidad del medio.

Coccomyxa muestra cierta halotolerancia basada en una ligera
estimulacion del crecimiento, coherente ademas con una biosintesis mas
activa de clorofilas que mantiene altas eficiencias en el uso de la luz en
fotosintesis. La Figura 4.4 muestra la eficiencia del PSIl de C. onubensis a lo
largo de cinco dias de incubacién en las distintas concentraciones de sal. Los
cultivos incubados bajo concentraciones de sal comprendidas entre 20 mM y
0,5 M de NaCl, respectivamente, mantienen a lo largo de la experiencia
valores de actividad del PSIlI similares a los del cultivo control. Por el
contrario, el cultivo incubado bajo 1M en el medio de Coccomyxa, disminuye
su Qq en las primeras 24 h hasta un 40% al final de la experiencia. Estos
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resultados evidencian que la inhibicién del crecimiento observada para
salinidades superiores a 200 mM, no parece tener su origen en una menor
eficiencia de la conversién fotosintética de luz en energia quimica. Tan sélo
para la salinidad mas alta (1 M) se observan efectos negativos evidentes en
el Q,.
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Figura 4.4. Eficiencia del PS Il de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas concentraciones de NaCl.
Cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron
en medios con las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20 mM (o), 50 mM (o), 100 mM (o), 200 mM
(m), 0,5 M (m) y 1 M (m), respectivamente. Como control se utilizé un cultivo incubado en medio pleno de
nutrientes y sin sal afiadida (m). Los cultivos se incubaron con luz PAR continua de intensidad 140 umol
fotones-m?s™, a 25 ©C, pH 2,5 y con CO, a saturacién, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. La
medida de la actividad del PSII se realizé con un fluorémetro modelo PAM-210 WALZ, como se detalla en
Materiales y Métodos.

Estudios previos demuestran que las proteinas D1 que forman parte
del complejo D1/D2 del centro de reaccion del PSII, son altamente sensibles
a condiciones ambientales no favorables al crecimiento, como las carencias
nutricionales, altas temperaturas, alta irradiancia de UV-B y visible o sequia,
influyendo en las propiedades de dichas proteinas (Giardi et al. 1997). El
estrés salino tiene efectos en la actividad del transporte fotosintético de
electrones debido a alteraciones de dichas proteinas (Sudhir et al. 2005). El
aumento de la concentracién de Na' induce la degradaciéon de proteinas
asociadas al centro de reaccion, como D1, y también produce alteraciones
del complejo de la oxidacion del agua (Sudhir y Murthy 2004). Sudhir et al.
(2005) demostraron recientemente que el NaCl también induce Ia
degradacion de clorofilas antena del PSlI, alterando asi la transferencia de
energia al centro de reaccidn del mismo. En plantas superiores, se han
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probado efectos similares de la sal sobre el complejo de la oxidacidn del agua
bajo estrés salino (Murata et al. 1992).

Varios autores sugieren que niveles moderados de sal estimulan en
cultivos de microalgas la respiracién y la actividad del PSI (Verma y Morhanty
2000, Lu y Vonshak 2002, Sudhir y Murthy 2004). En tales condiciones,
algunos autores han descrito incrementos en los carotenoides en detrimento
de la clorofila, sugiriendo a un tiempo, por tanto, intensificacién de la
respuesta antioxidante manteniendo la captura de luz del aparato
fotosintético celular con la contribucién de carotenoides a dicha funcién
(Schurtbert et al. 1993).

En este estudio, la Figura 4.4 muestra practicamente la misma
eficiencia del PSII (Q,), en todas las concentraciones de sal, de los cultivos de
C. onubensis a lo largo de la experiencia, a excepcion de aquellos incubados
bajo 1 M NaCl. Esto sugiere, a pesar de la evidencia de otros estudios que
confirman la alteraciéon de la actividad del PSII por el estrés salino, que C.
onubensis mantiene intacta la actividad fotoquimica del PSII durante algunos
dias, lo que facilitaria una cierta tolerancia a la salinidad. Por tanto, en
cultivos incubados con salinidad superior a 100 mM de NaCl, si bien la
evolucidn de la concentracidn intracelular de clorofilas disminuye, las células
siguen siendo fotosintéticamente viables hasta concentraciones de 0,5 M de
NaCl inclusive. La viabilidad fotosintética de microalgas en medios salinos se
ha evidenciado con numerosas especies de microalgas no marinas.
Kirchneriella sp. (Ferroni et al. 2007) o Botryococcus braunii (Rao et al.
2007) mejoran su crecimiento con la aportacidon de NaCl en sus medios de
cultivos y no muestran efectos negativos en la fotosintesis, aunque a
concentraciones de sal menores de las que soporta C. onubensis.

La viabilidad de la fotosintesis resulta relevante para poder explicar
algunas posibles respuestas fisiolégicas de la microalgas al estrés salino. La
retencién, por la célula fotosintética, de la capacidad de fijar energia
luminica en forma de poder reductor en situaciones de estrés, sugiere que la
fraccion de energia quimica no destinada a sintetizar nuevas estructuras
celulares o nueva maquinaria metabodlica debe utilizarse en rutas de
almacenamiento de carbono y energia, evitando de esta forma los dafios
oxidativos derivados de la disipacién de poder reductor no utilizado (Carrieri

128



Ill. Resultados y Discusion

et al. 2010). Esto es coherente con lo publicado por Rao et al. 2007, que
demuestra el aumento intracelular de lipidos y carbohidratos en microalgas
incubadas con aumento de salinidad y que mantienen la viabilidad de la
fotosintesis.

4.2. Acumulacion de lipidos en funcidon de la salinidad.

Diversos estudios muestran que el crecimiento de microalgas en
medios con salinidad aumentada incrementa la concentracién de lipidos,
particularmente en el caso de carotenoides y acilglicéridos. Microalgas
marinas, como Dunaliella, mejoran su contenido intracelular de lipidos hasta
un 70 % del total de su peso seco al ser cultivadas con concentraciones de sal
de entre 0,5y 1 M (Takagi et al. 2006).

La Figura 4.5 (superior) muestra la evolucién de la concentracion de
carotenoides celulares referida a volumen de los cultivos de C. onubensis
incubados bajo distintas concentraciones de NaCl. La Figura presenta dos
tendencias claras. Por un lado, el cultivo control junto con los cultivos de C.
onubensis incubada en medios con concentraciones de 20, 50 y 100 mM de
NaCl, muestran aumento en la concentracién de carotenoides por volumen a
lo largo de toda la experimentacién. Por el contrario, los cultivos incubados
en medios con las concentraciones de sal mas elevadas (0,2, 0,5y 1 M de
NaCl), no muestran aumento en carotenoides, disminuyendo éstos datos al
final de la experimentacion.

La evolucién en el tiempo de la concentracidn de carotenoides
celulares referida a peso seco de los cultivos de C. onubensis incubados en
medios salinos (Figura 4.5, inferior), revela que tan sélo el cultivo incubado
bajo 0,5 M de NaCl presenta mayor biosintesis de carotenoides, superior a
los datos del cultivo control. Los demas cultivos mantienen concentraciones
de carotenoides celulares referidas a peso seco constantes y parecidas entre
ellas a lo largo del tiempo. Por tanto, la acumulacidn por volumen de cultivo
estd asociada al crecimiento y no parece inducida por la salinidad.

Siendo sobradamente conocido que numerosas especies de
microalgas intensifican la acumulacidn de carotenoides para protegerse

129



Ill. Resultados y Discusion

contra la oxidaciéon producida en condiciones de estrés, como la alta
concentracién de sales (Gouveia et al. 1996), la acumulacidn de carotenoides
no parece ser en C. onubensis una de las respuestas principales de la
microalga al estrés salino.
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Figura 4.5. Evolucion de la concentraciéon de carotenoides totales de Coccomyxa onubensis incubada
bajo distintas concentraciones de NaCl. La gréfica superior representa la concentracidn de carotenoides
celulares referida a volumen de cultivo y la grafica inferior representa la concentracion de carotenoides
celulares referida a peso seco. Cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se
centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios con las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20
mM (-0-), 50 mM (-o-), 100 mM (-o0-), 200 mM (-m-), 0,5 M (-m-) y 1 M (-m-), respectivamente. Como
control se utilizé un cultivo incubado en medio pleno de nutrientes y sin sal afiadida (-e-). Los cultivos se
incubaron con luz PAR continua de intensidad 140 pumol fotones m'z-s'l, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a
saturacion, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

La evoluciéon en el tiempo de los carotenoides mayoritarios en cada
uno de los cultivos bajo estrés salino se muestra en las siguientes Figuras,
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qgue representan las concentraciones intracelulares de luteina y B-caroteno,
pigmentos antioxidantes (Campenni et al. 2013).
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Figura 4.6. Evolucién de la concentracion de luteina y B-caroteno de Coccomyxa onubensis incubada
bajo distintas concentraciones de NaCl. La grafica superior representa la concentracion intracelular de
luteina y la grafica inferior representa la concentracién intracelular de B-caroteno. Los cultivos de C.
onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios con
las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20 mM (o), 50 mM (), 100 mM (o), 200 mM (m), 0,5 M (m) y
1 M (m), respectivamente. Como control se utilizé un cultivo incubado en medio pleno de nutrientes y sin
sal afiadida (m). Los cultivos se incubaron con luz PAR continua de intensidad 140 pmol fotones m2s™, a
25 °C, pH 2,5 y con CO, a saturacion, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. La separacién y
cuantificacion de luteina y B-caroteno se realizé por HPLC, seguin se describe en Materiales y Métodos. PS:
peso seco.

La Figura 4.6 (superior) muestra la evolucién de la concentracion
intracelular de luteina en los cultivos de Coccomyxa en medios con las
diferentes concentraciones de NaCl. El cultivo incubado en 0,5 M de NaCl
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acumula, con diferencia, la mayor concentracién intracelular de luteina,
alcanzando el maximo tras 72 h de incubacion. El cultivo con 1 M de NaCl
responde con un aumento en luteina tras las primeras 24 h de exposicion,
disminuyendo después a lo largo de la experiencia, en su caso
probablemente debido a la degradacion del mismo. Los cultivos con
concentraciones de sal inferiores a 200 mM incrementaron ligeramente el
contenido en luteina respecto al control durante los primeros dias,
decreciendo posteriormente.

La Figura 4.6 (inferior) representa la evolucidon de la concentracion
intracelular de B-caroteno en C. onubensis a lo largo de las primeras 96 h de
incubacion en distintas concentraciones de NaCl. En este caso, de nuevo el
cultivo incubado en 0,5 M de NaCl alcanza mayor concentracién comparada
con el cultivo control, a lo largo de toda la experimentacion, mostrando un
maximo tras 72 h de experiencia. Los cultivos incubados entre 20 y 200 mM
de NaCl presentan mayores concentraciones intracelulares de B-caroteno
qgue el cultivo control durante las primeras 72 h de experimentacion,
disminuyendo con posterioridad.

A modo de conclusién, la salinidad favorecid inicialmente la
acumulacidn de luteina y B-caroteno, especialmente en los cultivos de mayor
salinidad, si bien dicha acumulacién cesd tras los primeros dias, descenso
ligado a la pérdida de viabilidad en los cultivos.

Se analizé también el contenido en lipidos totales y, particularmente,
el de FAMEs, de interés para la obtencidn de biocombustible de algas.

La Figura 4.7 muestra la evolucién del contenido de lipidos totales
respecto al peso de biomasa seca de C. onubensis incubada en medios con
las diferentes concentraciones de NaCl antes citadas. Como se observa en la
Figura, los cultivos incubados en concentraciones mas bajas de NaCl, 20, 50,
100 y 200 mM, incrementan el contenido intracelular de lipidos durante la
experiencia, respecto a los valores del cultivo control. El cultivo incubado con
0,5 M de NaCl aumenta su porcentaje de lipidos totales por peso seco de
forma creciente desde el principio de la experimentacion, alcanzado mas del
doble de la concentracidn de lipidos que contenia al inicio de la experiencia.
Los cultivos incubados con 1 M de NaCl aumentan su concentracién al inicio
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de la experiencia, disminuyendo al final por debajo de los valores de los
cultivos control, posiblemente como consecuencia de la falta de viabilidad de

aquellos y su consiguiente degradacion.
06 r
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Figura 4.7. Contenido de lipidos totales de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas
concentraciones de NaCl. Los cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se
centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios con las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20
mM (-0-), 50 mM (-0-), 100 mM (-0-), 200 mM (-m-), 0,5 M (-m-) y 1 M (-m-), respectivamente. Como
control se utilizé un cultivo incubado en medio pleno de nutrientes y sin sal afiadida (-e-). Los cultivos se
incubaron con luz PAR continua de intensidad 140 umol fotonessm™s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO, a
saturacion, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Los datos son calculados en gramos de lipidos
totales respecto a los gramos de peso seco. La extraccidn de los lipidos totales se realizé como se detalla
en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

De forma global, las concentraciones de NaCl usadas generan en los
cultivos de C. onubensis una respuesta similar en la evolucion de la
concentracién de carotenoides y del contenido de lipidos respecto a peso
seco. Es el cultivo incubado bajo 0,5M de NaCl el que muestra mayor cambio
en la concentracién de lipidos.

La rentabilidad de la produccion de lipidos de valor a partir de
cultivos de microalgas, dependera de que se obtenga el mejor resultado
posible del producto de dos factores, la productividad de la biomasa vy el
contenido en lipidos, preferiblemente en cultivos que mantienen la
viabilidad de la fotosintesis. La Figura 4.8 representa el maximo contenido
intracelular de lipidos alcanzado para cada concentracidn de sal junto con la
productividad de los correspondientes cultivos.
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La Figura 4.8 sugiere que la produccion eficiente de lipidos en C.
onubensis se alcanzaria a una concentracién de sal para la cual el producto
de los factores “contenido intracelular de lipidos” y “productividad de
biomasa” fuese maximo. Atendiendo a los resultados de la Figura 4.8, se
demuestra que salinidades entre 50 y 100 mM (aproximadamente entre 5y
10 veces inferiores a la salinidad marina) permitirian alcanzar las mayores
productividades de lipidos totales, en cultivos viables. Con concentraciones
mas elevadas de sal, como 0,5 M, aproximadamente la salinidad marina, el
contenido intracelular de lipidos totales es superior pero la influencia de la
sal es negativa en el crecimiento celular (ver Figura 4.1). Por tanto, la sintesis
de lipidos y el crecimiento celular se ven favorecidos en C. onubensis con
concentraciones moderadas de sal.
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Figura 4.8. Maximo contenido intracelular de lipidos y productividad de biomasa correspondiente, de
cultivos de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas concentraciones de NaCl. Cultivos de C.
onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medios con
las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 0,5 My 1 M,
respectivamente. Como control se utilizd un cultivo incubado en medio pleno de nutrientes y sin sal
afiadida. Los valores maximos del contenido intracelular de lipidos totales (barra gris) y los valores de
productividad de biomasa (-e-) se corresponden con dias diferentes a lo largo de la experiencia. Los
cultivos se incubaron con luz PAR continua de intensidad 140 umol fotones-m™s™, a 25 °C, pH 2,5 y con
CO; a saturacidn, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. PS: peso seco.

Generalmente, el aumento moderado de la salinidad en los medios
de cultivo, tanto de microalgas cuyo habitat es el agua de mar como de
microalgas denominadas de “agua fresca”, tiende a incrementar el contenido
en lipidos totales en diversa extension, dependiendo de géneros, especies y
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de la salinidad aplicada, y no suele producir efectos positivos sobre el
crecimiento de las microalgas (Ruangsomboon 2012, Santos et al. 2012,
Campenni et al. 2013). Por aumento moderado de la salinidad se entenderia
el incremento de la fuerza idnica hasta valores siempre inferiores a los del
agua de mar. El equilibrio osmético de la célula requeriria de una cierta
fuerza idnica en el medio, lo que justificaria crecimientos algo mas rapidos en
cultivos con salinidad superior a 0 psu (Ruangsomboon 2012). El hecho
observado en C. onubensis, peculiar en relacidon a microalgas de ambiente no
marino, de que limitar la fuerza iénica a la del propio medio de cultivo
ralentice el crecimiento de la microalga, encuentra justificaciéon en el hecho
de la adaptacion de la microalga al enorme gradiente de protones entre el
interior y el exterior de la pared celular (Gross 2000). La alta concentracion
externa de protones permite esperar cierta halotolerancia de las microalgas
de ambiente d4cido. Aunque son muy escasos los estudios al respecto,
algunos autores han publicado que, en efecto, las microalgas acidéfilas o
acidotolerantes muestran una significativa halotolerancia o, del mismo
modo, muestran crecimiento ralentizado al disminuir al minimo posible la
fuerza idnica del medio de cultivo (Musacchio et al. 1978, Albertano et al.
1990). Este hecho da a Coccomyxa onubensis una cierta ventaja competitiva
para procesos de produccidn masiva de biomasa enriquecida en lipidos, al
poder plantearse la posibilidad de utilizar en la preparacién de medios de
cultivo agua de mar diluida hasta salinidades apropiadas.

El efecto que produce la salinidad en la sintesis de acidos grasos
también ha sido estudiado en este Capitulo de Tesis. La sal produce cambios
cuantitativos en el perfil de dcidos grasos, dependiendo de especies y de su
adaptabilidad a la sal. Asi, Rao et al. (2007) publican que un aumento de la
concentracién de sal del medio causé una disminucion de la proporcion de
acido estearico y linoléico, y un aumento en acido palmitico y oleico en la
microalga Botryococcus braunii. Sin embargo, el acido oleico se reduce en
otra estirpe de dicho género, en Botryococcus braunii Kiitz IPPAS H-252,
después de ser cultivada en un medio altamente salino (hasta 700 mM).

Estas variaciones en la sensibilidad a la sal de microorganismos
taxondmicamente tan cercanos hacen que no sea posible inferir, de manera
mas genérica, un efecto estimulador en la biosintesis de acidos grasos
producido por la sal.
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Dado el interés de la obtenciéon de acidos grasos en esta Tesis, se
determind qué fraccién de los lipidos totales acumulados correspondia a
dichas moléculas, en extractos obtenidos de C. onubensis incubada bajos las
diferentes concentraciones de NaCl. Los resultados se muestran en la Figura
4.9 en forma de FAMEs. El contenido de FAMEs de cada cultivo se calculd
como el sumatorio de las concentraciones de acidos grasos mayoritarios
respecto al correspondiente peso seco de la muestra de biomasa de la que
estos procedian. Los acidos grasos fueron identificados y cuantificados con
una curva de patrones externos, a través de cromatografia de gases, como ya
se ha descrito en Materiales y Métodos.
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Figura 4.9. Maximo contenido intracelular de FAMEs de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas
concentraciones de NaCl. Cultivos de C. onubensis incubados en condiciones estandar, se centrifugaron,
lavaron y resuspendieron en medios con las siguientes concentraciones de sal (NaCl): 20 mM, 50 mM, 100
mM, 200 mM, 0,5 My 1 M, respectivamente. Como control se utilizé un cultivo incubado en medio pleno
de nutrientes y sin sal afladida. Los cultivos se incubaron con luz PAR continua de intensidad 140 pmol
fotones-m™s™, a 25 °C, pH 2,5 y con CO; a saturacion. Los datos se calcularon en gramos de acidos grasos
esterificados respecto a los gramos de peso seco de biomasa. La reaccidn de transesterificacién, y la
identificacion y cuantificacion de acidos grasos se realizaron tal y como se detalla en Materiales y
Métodos. PS: peso seco.

Se observa que las maximas concentraciones de FAMEs se
obtuvieron a partir de extractos de lipidos de los cultivos crecidos con
concentraciones de sal de hasta 100 mM y en las primeras 48h de incubacién
en medios salinos, en coherencia con los datos de lipidos totales en Figura
4.7, disminuyendo al final de la experiencia. Las concentraciones de sal
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superiores a 200 mM afectan de forma negativa al contenido intracelular de
acidos grasos, respecto a los valores de los cultivos control sin sal.

Ya se mencioné que las principales funciones de los acidos grasos y
lipidos polares en microalgas, al igual que en plantas, son estructural y
energética, formando parte de la composicién de membranas celulares y de
almacenamiento como fuente de energia y carbono, respectivamente. Como
se ha mencionado, estudios previos justifican que la incubacién de
microalgas bajo diferentes condiciones abidticas, entre ellas la salinidad, no
solo estimulan la produccidn de lipidos sino que modifican también el perfil
de acidos grasos (Lv et al. 2010, Lin y Lin 2011). Los acidos grasos
proporcionan el esqueleto carbonado principal de dichas membranas
celulares por lo que una modificacion en el perfil de estos puede dar lugar a
cambios en la funcionalidad de la célula.

La Figura 4.10 muestra como afecta la salinidad del medio de C
onubensis al contenido maximo acidos grasos presentes en los extractos de
aceites de los cultivos incubados bajo las distintas concentraciones de NaCl.
Los 4cidos grasos mayoritarios obtenidos de cultivos bajo salinidad y de los
cultivos control de C. onubensis son el acido palmitico (C16:0) y el acido
linoleico (C18:2), con mayor produccién en cultivos incubados con 100 mM
de NacCl.

Ya se detalld en la Introduccion de esta Tesis que si bien no existe
informacidn cuantitativa suficiente que permita proponer un perfil de acidos
grasos de aceites de microalgas claramente mds adecuado para la obtencién
de biodiesel (Song et al. 2013), es preferible larga longitud de cadena y bajo
grado de insaturacidn de los 4cidos grasos para que el biodiesel tenga un
buen comportamiento a baja temperatura y una buena estabilidad oxidativa
(Refaat 2009, Francisco et al. 2010, Hoekman et al. 2012). Los acidos grasos
mayoritarios en microalgas presentan por lo general longitudes de cadena
inferiores a 20 atomos de carbono (Song et al. 2013). La microalga C.
onubensis presenta dicho perfil, y en todo caso el incremento de salinidad en
el medio produce un ligero descenso del grado de insaturacion de los acidos
grasos determinados como FAMEs, por tanto un aumento de la relacién de
los acidos grasos saturados y monoinsaturados respecto a los
poliinsaturados. En todo caso, los cambios cuantitativos producidos no
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justificarian, por si solos, la incubacién en medio con salinidad aumentada
como estrategia para mejorar significativamente la calidad de los aceites
obtenidos, de cara a su posterior utilizaciéon en la obtencién de biodiesel. Las
concentraciones bajas de sal dan lugar a células mas ricas en linoléico (C18:2)
y linolénico (C18:3), PUFAs esenciales en alimentacion humana.
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Figura 4.10. Contenido maximo de FAMEs de Coccomyxa onubensis incubada bajo distintas
concentraciones de NaCl. Los datos fueron calculados como valores méximos de acidos grasos metilados
a partir de extractos de lipidos obtenidos por Soxhlet. Los &cidos grasos representados son los
mayoritarios identificados e integrados del perfil de Coccomyxa onubensis, incubada con varias
concentraciones de NaCl en el medio de cultivo. Los acidos grasos representados fueron: C16.0 o acido
palmitico (barra negra), C16:1 o palmitoleico (barra blanca), C18:1 o acido oleico (barra roja), C18:2 o
acido linoléico (barra verde) y C18:3 o acido linolénico (barra azul). PS: peso seco.

4.3. Respuesta enzimatica antioxidante.

El siguiente bloque de estudio analiza la actividad de enzimas que
participan en la detoxificacion de ROS: la glutatiéon reductasa (GR), la
ascorbato peroxidasa (APX) vy la catalasa (CAT). Un aumento de la actividad
de estas enzimas indicarian que el estrés salino provocado por la presencia
de NaCl en el medio de cultivo de C. onubensis es, al menos parcialmente, de
naturaleza oxidativa.
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Se ha publicado que la salinidad produce estrés por la produccién
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como 0,°*, H,0, y *OH
que interfieren con las proteinas, lipidos y ADN, y producen dafios en las
membranas celulares (Shalata y Neumann 2001, Mittler 2002, Parida y Das
2005, Jithesh et al. 2006). Como se detallo en el Capitulo 3 de esta Tesis, la
produccién y eliminacion de ROS es controlada principalmente por
mecanismos enzimaticos que secuestran radicales libres, incluyendo la
superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT) y
ascorbato peroxidasa (APX) (Mittler 2002), de ahi que en este Capitulo de
Tesis se incluyan determinaciones de tres enzimas que participan en la
respuesta antioxidante. Tales actividades permiten evaluar el estado
oxidativo de la microalga, informacién relevante en cultivos masivos
semicontinuos o continuos, y establecer relaciones entre la posible
acumulacién de carotenoides y el estrés oxidativo.

Ya se explicd en esta Tesis que el ciclo de glutatidon-ascorbato es el
mds importante protector de los sistemas antioxidantes para eliminar H,0,
generada en el citosol, mitocondria y cloroplasto (Miller et al. 2010). La
Figura 4.11 (izquierda) muestra la variacién de la actividad de la enzima
glutatiéon reductasa (GR) presente en los extractos enzimaticos de C.
onubensis incubada bajo tres concentraciones de sal (20, 50 y 1000 mM
NaCl), calculada como variacidn respecto a la actividad de los extractos de los
cultivos control. En general, el aumento de la actividad GR es progresivo a lo
largo del tiempo de incubaciéon en medio salino, lo que sugiere un aumento
de ROS en la célula (Miller et al. 2010) por estrés salino, consistente con la
menor actividad celular observada en los experimentos de crecimiento en
cultivos con las mayores concentraciones de sal (Figura 4.2).
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Figura 4.11. Incremento relativo de la actividad glutation reductasa (GR) y ascorbato peroxidasa (APX) y actividad enzimatica catalasa (CAT) de Coccomyxa onubensis incubada
bajo distintas concentraciones de NaCl. La grafica izquierda representa el porcentaje de aumento de la actividad enzimatica GR y la grafica centro representa el porcentaje de
aumento de la actividad enzimatica APX, en ambos casos respecto a los cultivos controles de C. onubensis incubados sin NaCl afiadida. La grafica derecha representa la actividad
enzimatica CAT de los extractos crudos C. onubensis, en todos los casos la medida de las actividades enzimaticas se realizd en extractos crudos obtenidos de cultivos con
concentraciones de sal de 0,2 M (barra roja), 0,5 M (barra verde) 6 1 M (barra azul), tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Actividad GR del cultivo control a tiempo cero =
0,83 U mg™ proteinas. Actividad APX del cultivo control a tiempo cero = 2,17 U mg™ proteinas. Actividad CAT del cultivo control a tiempo cero = 0,93 U mg proteinas ™.
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La Figura 4.11 (centro), presenta de la misma manera, la variacion de
la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa (APX) en extractos crudos de
Coccomyxa incubada bajo distintas concentraciones de sal, calculada
respecto a los valores determinados en los cultivos control. En los tres casos
de incubacidn de la microalga con sal se produce un aumento de la actividad
de la enzima antioxidante respecto a los valores de los cultivos control. Este
resultado indicaria, de nuevo, un aumento de ROS en el metabolismo de C.
onubensis, generado por la presencia de sal en el medio de cultivo. Por tanto,
la presencia de sal en determinadas concentraciones incrementa el estado
oxidativo de la microalga.

Finalmente, la Figura 4.11 (derecha) muestra la actividad de la
enzima catalasa de los extractos de C. onubensis, tras 24 h y 72 h de
exposicién a las salinidades ensayadas. Esta actividad no presenta cambios
significativos respecto a la actividad de CAT determinada en los extractos
crudos de los cultivos control. La atenuacién de la presencia de ROS en
células de C. onubensis parece estar catalizada, en mayor medida, por GR y
APX (Figura 4.11 izquierda y centro) que por CAT.

La capacidad antioxidante de extractos de microalgas es un
pardmetro de referencia para conocer su estabilidad oxidativa en el uso
alimentario o quimico. La capacidad antioxidante se mide habitualmente al
hacer reaccionar con DPPH —generador de radicales libres- los compuestos o
extractos ensayados (Cerdn et al. 2007). Los valores asi obtenidos indican la
presencia de compuestos de naturaleza antioxidante, entre los que pueden
incluirse pigmentos, compuestos fendlicos y acidos grasos. Sin embargo,
éstos no son utiles para inferir si la respuesta antioxidante de la microalga se
corresponde con una situacién fisioldgica de alta actividad antioxidante o,
por el contrario, aquella deriva sobre todo de una acumulacién de moléculas
antioxidantes en células con baja viabilidad por las condiciones de cultivo.
Las actividades enzimaticas del sistema antioxidante proporcionan dicha
informacidn y permiten, en consecuencia, poder actuar sobre el cultivo en
procesos de produccién continua de microalgas en los que puedan estar
produciéndose condiciones de estrés negativas para la viabilidad del cultivo.
La intervencién sobre el cultivo puede consistir en mantener condiciones
destinadas a sostener la respuesta antioxidante, que incluye acumulacién de
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compuestos de valor comercial, o en relajar la presién del estrés para
mantener la productividad de biomasa.

Apenas existen en la bibliografia trabajos que relacionen condiciones
de estrés con el estrés oxidativo que, en tantas ocasiones, se esgrime como
razén para la acumulacién de carotenoides y/o acidos grasos en cultivos de
microalgas (Garbayo et al. 2008). Uno de estos escasos trabajos publicados
en los ultimos afios y que mejor identifica la relacidon entre acumulacion de
antioxidantes y capacidad antioxidante, relaciona la limitacién en nitrégeno
inorganico con un incremento en las fracciones de xantofilas y de acidos
grasos en la microalga Haematococcus (Cerdn et al. 2007), si bien se limita a
la determinacién de la capacidad antioxidante de diferentes fracciones
obtenidas a partir de extractos de la microalga. La determinacién de las
actividades GR, APX y CAT en C. onubensis muestra su utilidad para revelar el
aumento de estrés oxidativo celular y determinar acciones sobre los cultivos.

A modo de conclusién, por lo demostrado en este Capitulo del
trabajo de Tesis, las salinidades moderadas, inferiores a 0,5 M, inducirian una
respuesta antioxidante principalmente dependiente de las enzimas que
utilizan glutation y ascorbato reducidos, una respuesta que esta acompafiada
de un biosintesis mas activa de carotenos y acidos grasos y que permite, de
este modo, relacionar una cierta halotolerancia de la microalga aciddfila con
un aumento de la respuesta antioxidante de la microalga, basado en un
incremento de la bateria de moléculas y actividades destinadas al efecto.
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5. AISLAMIENTO, SELECCION Y CARACTERIZACION DEL
CRECIMIENTO Y LIPIDOS DE MICROALGAS DE LA REFINERIA
LA RABIDA DE CEPSA.

En este y el proximo capitulo de la Tesis se recogen algunos de los
principales resultados obtenidos en el proyecto ALGINCO2 de CEPSA, en el
que han participado también la Universidad de Huelva, la Universidad de
Cadiz y la empresa BioOQils. El propdsito de este trabajo fue aislar microalgas
de distintas zonas de la Refineria, capaces de crecer de forma robusta en
aguas residuales para después incubarlas bajo condiciones que estimulasen
la sintesis de lipidos (Subramaniam et al. 2010, Solovchenko 2012). A partir
de los resultados obtenidos en productividades de biomasa y contenido de
lipidos, se seleccionaron las mejores para futura experimentacion
relacionada con el escalado.

5.1. Establecimiento de puntos de muestreo.

Diversas visitas a la Planta de CEPSA-La Rabida permitieron
establecer los puntos de muestreo en el interior y exterior de las
instalaciones de la Refineria. Se determind la conveniencia de tomar
muestras de depodsitos, canales y estanques que contuviesen una matriz
acuosa, de agua dulce (preferentemente) o marina. Se expresé, igualmente,
la preferencia por realizar la toma de muestra en aquellas de dichas
localizaciones que estuviesen habitualmente expuestas a la luz solar,
independientemente de que tuviesen mayor o menor carga de sustancias
orgdnicas.

Por tanto, para comenzar, se priorizd en el criterio de busqueda la
localizacion de microorganismos fotoautdtrofos, fotoheterdtrofos y
mixétrofos (Liang et al. 2009), es decir: que utilizasen la luz como fuente
primaria de energia para la fijacién de didxido de carbono (primer caso), o de
compuestos organicos (segundo caso), o que obtuviesen la energia tanto de
la luz como de compuestos organicos carbonados (tercer caso). En el
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laboratorio se comenzaria especificamente la bdsqueda de microorganismos
fotoautétrofos.

La intencidn de buscar microalgas en aguas de la Refineria reside en
la idea de que tal matriz, que necesariamente se utiliza a diario en las
operaciones de planta, podria ser reciclada, en su momento, para servir de
base al cultivo y obtencidon de biomasa de microalgas ya adaptadas a crecer
en las condiciones fisicas y quimicas que tales aguas retnen.

En funcién de tales consideraciones, se establecieron una serie de
puntos de muestreo, que se relacionan seguidamente junto a alguna

caracteristica especifica de cada ubicacién y una fotografia (Figura 5.1):

1. Planta de tratamiento de residuos liguidos de Refineria. En la Figura 5.1 se

identifica con el nimero 1. A groso modo, se compone de:

a. Una balsa de recepcién y almacenamiento de aguas usadas de la
Refineria.

b. Una balsa de tratamiento anaerobio y una balsa de tratamiento
aerobio, para la correspondiente degradacidon de materia orgdnica.

¢. Un decantador circular, que recoge fangos y deriva el agua
descontaminada a un segundo tanque de decantacién, donde
permanece unas 24h antes de su evacuacién al exterior. Ademas, la
planta de tratamiento posee una balsa de recepcién de agua dulce
de lluvia y de limpieza de planta, agua cruda de embalse.

Figura 5.1. Planta de tratamiento de efluentes acuosos de Refineria La Rabida de CEPSA. Fuente: Google
maps.
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2. Canal de desagiie. El agua depurada del segundo tanque de decantacién

vierte a un arroyo procedente de la laguna primera de Palos. En la Figura 5.1
aparece con el nimero 2.

3. Laguna primera de Palos. Se muestra en la Figura 5.2. Situada a la derecha

de la via de servicio que separa la Refineria de la planta de Bio-Qils S.L,,
transcurre perpendicular a la carretera Huelva-Mazagén, y en sentido Norte.
Entorno natural de la planta de refino, a cuyo sostenimiento contribuye la
propia Refineria. La laguna es de agua dulce, cuyos aportes dependen de la
situacién del nivel freatico y, por tanto, de la pluviosidad.

Tras analizar la informacién facilitada por Refineria Cepsa-La Rabida,
se tomé la decision de realizar la primera toma de muestras de las
localizaciones 1 y 2, donde tedricamente se podrian encontrar microalgas
con mayor capacidad de adaptacién al uso de sustancias organicas.

La capacidad de ciertos
organismos fotosintéticos de crecer
de forma heterétrofa es otra de las
ventajas que pueden proporcionar
las especies asiladas de las aguas
tratadas de Refineria. El crecimiento
heterdtrofo supera las principales
limitaciones de la produccién a gran

escala de microalgas, la
Figura 5.2. Fotografia de la Laguna Primera dependenCia de la luz Yy el uso de
de Palos. Fuente: Google maps. carbono inorgénico.

El cultivo fotoautotréfico complica el proceso de cultivo,
aumentando los costes e, incluso y dependiendo de condiciones de cultivo,
reduciendo la produccién de compuestos potencialmente utiles como
biocombustibles. Por el contrario, los cultivos heterétrofos permiten el uso
de subproductos carbonados como glicerol, procedente de Ia
transesterificacion de acilglicéridos. Cultivar heterotréficamente requiere, en
principio, de instalaciones menos complejas y de menor mantenimiento que
los cultivos autdtrofos a gran escala (Perez-Garcia et al. 2011).
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5.2.  Aislamiento de microalgas.

Las muestras obtenidas se utilizaron para aislar microalgas, segun el
procedimiento indicado en Materiales y Métodos de esta Tesis. La primera
semana de crecimiento en medio liquido, en aire, de las microalgas
seleccionadas desde los tedricos monocultivos en placa, permitié observar ya
diferencias en la velocidad de crecimiento entre unas y otras posibles
microalgas. La Figura 5.3 muestra, a simple vista, diferencias entre distintos
cultivos de esta primera tanda de crecimiento de microalgas en medio
liquido.

Figura 5.3. Recrecimiento en placas de Petri de colonias obtenidas de las primeras siembras (derecha) y
cultivo en medio liquido (izquierda), de posibles microalgas seleccionadas tras la fase de aislamiento en
medio sélido. El criterio de seleccion de colonias para proceder a las sucesivas siembras fue visual, en
funcidn de la velocidad de aparicidn y la apariencia de monocultivo de cada colonia. Las microalgas fueron
cultivadas en medio sin fuente de carbono organico y con aire como Unica fuente de carbono inorganico.

En base a los crecimientos de este experimento preliminar, se
descartaron algunos de los cultivos, continuando la experimentacién con el
resto de ellos hacia la siguiente fase: el establecimiento de las curvas de
crecimiento de microalgas seleccionadas, con un total de 17 (tedricos)
monocultivos de posible interés en base al crecimiento mas rapido. Antes de
pasar a la fase de mayor volumen, se realizaron de nuevo sucesivas réplicas
de cada uno de los 17 cultivos seleccionados. Estas réplicas se realizaron con
el objetivo de confirmar los crecimientos observados y de preservar copias
de las microalgas.
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5.3. Seleccion de microalgas.

Para realizar la experiencia se generaron, en primer lugar, cultivos
madre de las microalgas en frascos erlenmeyer de 100 mL de capacidad, con
un volumen de cultivo de 50 mL en cada uno de ellos. Los erlenmeyer
conteniendo los medios de cultivo (un total de 17, el mismo ndmero que de
colonias aisladas con las que iban a inocularse tales medios) se autoclavaron
y se inocularon con muy poco volumen de cada uno de los cultivos de
microalgas obtenidos previamente. La Figura 5.4 muestra los 17 cultivos de
esta experiencia, realizados en erlenmeyer. Los medios y las condiciones de
cultivo se han descrito en el apartado de Materiales y Métodos de esta Tesis.

Figura 5.4. Determinacion de las cinéticas de crecimiento en medio liquido de las microalgas
seleccionadas tras la fase de aislamiento en medio sélido. Los cultivos se realizaron en erlenmeyers que
contenian 250 mL del medio mineral minimo descrito en esta Tesis (imagen izquierda) y se inocularon con
densidades celulares bajas para garantizar maximas velocidades iniciales de crecimiento en el modo bafio
utilizado. Las microalgas fueron previamente adaptadas a concentraciones altas de CO, en los cultivos
madre de 50 mL (imagen derecha). Las condiciones de cultivo se detallaron en el capitulo de Materiales y
Métodos.

5.4. Caracterizacion del crecimiento.

En funcién de los resultados obtenidos del aislamiento y crecimiento
de microalgas en medio liquido, se seleccionaron cinco para continuar la
experimentacion. En relacién al crecimiento, se determind la velocidad
especifica y la productividad de estos cultivos en funcién del peso seco
acumulado en la fase exponencial temprana. En relacion al valor de las
microalgas para obtencidén de aceites y otras moléculas de mayor valor, se
realizaron las primeras determinaciones del contenido de las microalgas en
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acidos grasos (Utiles para biodiesel) y carotenoides (valor para la salud). Las
muestras seleccionadas se recogen en la Tabla 5.1.

Los criterios para seleccionar las cinco muestras de microalgas
fueron los datos de tasas de crecimiento, de densidades dpticas alcanzadas
en los cultivos en modo bafio y de rapidez aparente para adaptarse a
condiciones nutricionales y de luz cambiantes.

Tabla 5.1. Clasificacién y codificacion de las 5 microalgas seleccionadas.

Balsa de recepcion y Decantadora
Zona de . . Canal de
muestreo almacenamiento de aguas ricas en desagiie (CN) de fangos
hidrocarburos (BR) & (DEC)
Codificacién BR1By BR2D CN1Ay CN1D DEC1B
muestras

El seguimiento del crecimiento se efectué mediante la determinacidn
del peso seco y de la densidad dptica de los cultivos. La Figura 5.5 recoge la
evolucidn en el tiempo del peso seco y de la densidad éptica a 750 nm de los
distintos cultivos, junto con la fotografia al microscopio dptico de dichas
microalgas.

Los resultados ponen de manifiesto que todos los cultivos muestran
en el peso seco y en la densidad dptica una evolucién practicamente
idéntica. Todas las curvas de crecimiento muestran el perfil caracteristico de
un cultivo de microalga limitada por luz, y por tanto, en la disponibilidad de
energia necesaria para satisfacer el incremento en la densidad celular propio
de la fase exponencial avanzada.

Las productividades de los cultivos, inferidas de los datos de peso
seco, variaron entre 120 y 250 mg-L'-d™. Esta productividad se obtuvo en
condiciones de cultivo no saturantes en relaciéon a la luz. Como se ha
comentado, en cultivos en modo bafio la productividad disminuye cuando
aumenta la densidad celular hasta oscurecer los cultivos.
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Figura 5.5. Determinacion de la evolucidn del peso seco y la densidad 6ptica de las 5 microalgas aisladas de Refineria, en cultivo bafio, junto con las fotografias al microscopio
optico de los distintos cultivos. En las Figuras inferiores se representan la evolucion del peso seco (-A-) y de la densidad dptica a 750nm (-e-) de las 5 microalgas. De izquierda a
derecha, las microalgas cultivadas son: A, BR1B; B, BR2D; C, CN1A; D, CN1D y E, DEC1B. Las condiciones de cultivo se detallaron en el capitulo de Materiales y Métodos.
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No se observa en ningun caso fase de latencia claramente
diferenciada, indicando la rapida adaptacién de los cultivos al medio; el
crecimiento exponencial se desarrolla aproximadamente a lo largo de una
semana, y el agotamiento de los cultivos en modo bafio ocurre de manera
rapida tras alcanzar estos una concentracién de biomasa superiora 2 g-L™". La
suave caida de los valores de densidad dptica revela un “blanqueamiento”
del cultivo como consecuencia del agotamiento de nutrientes, entre ellos el
nitrégeno inorganico, que implica entre otros hechos la inhibiciéon de la
biosintesis de clorofila (Parkhill et al. 2001, Berden-Zrimec et al. 2008). Los
resultados apuntan a crecimientos intensos y con elevadas productividades,
si se producen bajo intensidades de luz mas altas y con la adecuacién
paulatina de la densidad de cultivo a altas irradiancias.

La Tabla 5.2 recoge los datos de tasa de crecimiento (d*) calculada
para cada uno de los microorganismos fotosintéticos que crecieron en los
cultivos estudiados, determinada en base a los datos de peso seco. Aunque a
partir de los datos de tasa de crecimiento es dificil, establecer diferencias
entre microorganismos, parece en principio que la microalga obtenida del
decantador (DEC1B) presenta, con claridad, el crecimiento mas rapido. Estos
datos fueron obtenidos de los ensayos realizados en modo bafio y en
recipientes erlenmeyer de 500 mL. En estos recipientes el paso de luz es
considerable en relacion a las condiciones de luz no saturantes de la cdmara
(140 pmol fotones-s'm?), que son suficientes para producir crecimiento
rapido aunque limitante. Es esperable que intensidades de luz mas altas
mejoren las productividades de los cultivos y la sintesis de lipidos (Wahidin et
al. 2013). La influencia de intensidades de luz mas altas sobre dichos
pardmetros se analiza mas adelante en esta Tesis.

Tabla 5.2. Tasas de crecimiento de las 5 microalgas seleccionadas. Las tasas de crecimiento se calcularon

al principio de la fase exponencial. Los cultivos se crecieron en modo bafio bajo las condiciones de cultivo
descritas en el capitulo de Materiales y Métodos.

Microalga
BR1B BR2D CN1A CN1D DEC1B

Tasa de crecimiento (d™”) 0,26 0,44 0,23 0,46 0,52
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5.5. Caracterizacion de lipidos.

La seleccidn final de las microalgas mas adecuadas a los objetivos del
trabajo se realizé en base al contenido en lipidos de valor comercial, aquellos
utiles para la preparacion de biodiesel (acidos grasos) y otros de alto valor
afiadido como las xantofilas y los carotenoides. Como se explicé en la
Introduccidn de esta Tesis, la obtencién de biocombustibles de microalgas no
es aln una actividad rentable. Para que resulte econdmicamente viable, se
plantea actualmente hacer uso comercial de productos de alto valor afadido
de las microalgas, carotenos y xantofilas entre ellos.

Por tanto, se realizaron tareas de extraccién, separacion,
identificacion y cuantificacidn de algunas moléculas lipidicas. Las moléculas
extraidas e identificadas en este trabajo son acidos grasos (acilglicéridos) y
carotenoides. Los 4cidos grasos seran necesarios para la obtencidon de
biodiesel, y los carotenoides son moléculas de valor comercial que pueden,
potencialmente, utilizarse para compensar los elevados costes de produccion
de la biomasa que hacen de la produccién del biocombustible un proceso
aun econdmicamente inviable.

Como ya se ha descrito en Materiales y Métodos, los lipidos totales
se obtuvieron gravimétricamente a partir de los residuos aceitosos obtenidos
en soxhlet. En la Tabla 5.3 se muestra el porcentaje de lipidos totales
obtenidos en las 5 microalgas cultivadas en condiciones control, es decir,
condiciones de cdmara de cultivo controlada y con medio pleno de
nutrientes (Sueoka). Tras 4 y 9 dias de experimentacién en modo bafio se
recogié biomasa suficiente para extraer aceites.

Por lo que se observa en los valores de lipidos totales, las muestras
de microalgas seleccionadas presentan abundancia lipidica. Sus valores se
encuentran dentro del rango de muchas de las Chlorellas descritas por
diversos autores (Chisti 2007). El incremento en la acumulacién de lipidos
totales, por tanto también de acilglicéridos, es esperable en condiciones que
limiten el crecimiento de la microalga, segun lo publicado por numerosos
autores (Hu et al. 2008). La estimulacién de la biosintesis de acidos grasos
puede realizarse siguiendo varias estrategias, entre las cuales estan la
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limitacién de nutrientes, especialmente nitrégeno inorgdnico, y la alta
intensidad de luz. Este es uno de los fines de este capitulo de Tesis.

Tabla 5.3. Contenido de lipidos totales respecto a peso seco de biomasa de las 5 microalgas
seleccionadas. Los valores se obtuvieron a partir de cultivos controles de las 5 microalgas cultivadas en
condiciones ya descritas en Materiales y Métodos. Los datos de lipidos totales se obtuvieron después de 4
y 9 dias de crecimiento de las microalgas en cultivos bafios, y se expresan como g de lipidos - g * peso seco
-100. Los pesos secos medios de cada estirpe variaron entre 0,6 y 1,2 g-L™.

Tiempo (d) Microalga
BR1B BR2D CN1A CN1D DEC1B

21 24 27 30 38

Se determind también el contenido en carotenoides de las
microalgas estudiadas, con objeto de analizar el posible valor afiadido de la
biomasa. La Tabla 5.4 muestra el contenido de pigmentos especificos
carotenoides en condiciones control, en modo bafio y a lo largo de distintos
momentos de la fase exponencial de crecimiento de cada una las microalgas.
La Tabla representa los contenidos de luteina y B-caroteno en extractos de
las microalgas obtenidos en disolvente organico (metanol). Los pigmentos se
extrajeron mediante procedimientos que se describen en el apartado de
Materiales y Métodos. La separacién, identificacidn, y cuantificacion de los
pigmentos mayoritarios se realiz6 utilizando técnicas de cromatografia
liquida (HPLC).

Tabla 5.4 Contenido en carotenoides mayoritarios de las 5 microalgas seleccionadas. Se resumen los
. . . . . -1

contenidos medios en carotenoides. Los carotenoides se expresan como mg de pigmento-g~ peso seco,

encontrados en los extractos de las microalgas seleccionadas, crecidas en medio plenos de nutrientes. Los

pesos secos medios de cada estirpe variaron entre 0,6 y 1,2 g-L™.

Pigmentos Microalga
BR1B BR2D CN1A CN1D DEC1B

Luteina 2,01 1,77 1,65 1,62 1,50
B-caroteno 0,38 0,48 0,39 0,48 0,16
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La composicion de las microalgas en lipidos neutros y polares, a
pesar de depender principalmente de la especie, resulta afectada por
diversas condiciones fisicas y quimicas de cultivo, tales como la fase de
crecimiento, la disponibilidad y la naturaleza de los nutrientes, la salinidad, el
tipo, periodos e intensidad de luz, la temperatura o el pH. Frente a estas
condiciones, las respuestas generales de las células fotosintéticas son
cambios morfoldgicos y en la velocidad de divisién celular, alteraciones en la
permeabilidad de las membranas, acumulacién de lipidos y/o polisacaridos,
cambios en la actividad fotosintética y modificacion de procesos metabdlicos
(Thompson 1996).

La limitacion de nitrégeno es considerada como la estrategia mas
eficiente para incrementar el contenido de las microalgas en lipidos neutros,
en particular el de triglicéridos conformados por dacidos grasos con un
elevado grado de saturacidn (Guschina y Harwood 2006, Solovchenko 2013).

La alta intensidad de luz es otra de las condiciones que favorecen la
acumulacidn de triglicéridos con mayor grado de saturacién. Los lipidos son
uno los constituyentes principales de los cloroplastos y las insaturaciones de
los PUFAs funcionan como sumidero de radicales libres que se han producido
en mayor medida por la pérdida del equilibrio electrénico en los
fotosistemas (Hill et al. 2011) al aumentar la intensidad de luz. Altos
contenidos de PUFA estan relacionados con niveles bajos de irradiancias,
esto sugiere que la composicién bioquimica de los cloroplastos esta
adaptada a niveles de baja intensidad de luz, favoreciendo la sintesis de
PUFA. En muchos estudios se confirma que el contenido de acidos grasos
como EPA (acido eicosapentaenoico) es mas elevado en cultivos incubados
con bajas intensidades de luz. Sin embargo los contenidos celulares de DHA
(acido docosahexaenoico) aumentan bajo altas irradiancias (Guedes et al.
2010). Aunqgue la incubacién bajo altas irradiancias atenue la divisién celular,
por tanto la productividad de los cultivos, esto es consecuencia de la
asimilacion de carbono orientada hacia la sintesis activa de acidos grasos. Los
lipidos acumulados bajo tales condiciones son una reserva celular de
carbono y energia. Las condiciones de estrés hasta ahora mencionadas,
favorecen la generacidon de radicales libres (Mallick y Mohn 2000). Entre
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otras consecuencias, tal y como mencionan diversos autores, se favorece la
acumulacidén relativamente mayor de acidos grasos saturados, ya que los
poliinsaturados tienen afinidad por ROS con las cuales reaccionan
(Alexander-North et al. 1994) dando lugar a hidroperdxidos lipidicos,
disminuyendo asi la proporcidn de tales acidos grasos en la célula (Abe et al.
2007).

En este capitulo se han aplicado algunas de dichas estrategias
conocidas por favorecer la sintesis de lipidos: la carencia de nitrégeno en el
medio y el cultivo bajo intensidades de luz saturantes (650 pumol fotones:m’
%.5™). La carencia de nitrégeno en el medio se realizé transfiriendo cultivos en
modo bafio, en fase exponencial de crecimiento, a medios carentes en
nitrégeno inorganico. La eleccion de la intensidad de la luz saturante se
realizé seleccionando la minima intensidad que asegura, tedricamente,
saturacion por luz de un cultivo de microalgas de densidad celular moderada
(no superiora 1 g-L).

La Figura 5.6 muestra una curva de saturacién por luz de la
fotosintesis en microalgas del género Chlorella. Como se explicard mas
adelante, las microalgas seleccionadas finalmente para escalar produccion de
biomasa enriquecida en lipidos identificados en esta Tesis pertenecen al
género de Chlorella. En la mayoria de experiencias en fotobiorreactores, el
flujo de fotones dptimo saturante para el crecimiento de microalgas ocurre
entre 350 y 1100 pmol fotones -m™ -s™* (Subramaniam et al. 2010). Asi, si se
aplican irradiancias saturantes, no fotoinhibitorias, la tasa fotosintética
puede ser maxima, resultando en una mayor eficiencia en la fijaciéon de
carbono que en condiciones de luz no saturantes (Ho et al. 2012). Los
cultivos control, sin embargo, son incubados bajo las condiciones de
irradiancia de la cdmara de cultivo, aproximadamente 140 umol fotones
-m™2:s?, por lo que se esperarian resultados mas favorables en crecimiento y
en sintesis de lipidos con la irradiancia superior utilizada en este apartado de
Tesis.
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Figura 5.6. Curva de saturaciéon de consumo de carbono inorganico por luz en Chlorella sp. Modificado
de Tredici 2010 y http://www.koofers.com/flashcards/biology-physiological-lec-4/review.

El siguiente bloque de resultados muestra la respuesta de las 5
microalgas seleccionadas al ser incubadas bajo carencia de nitrégeno y bajo
luz saturante (650 umol fotones-m™:s™), respectivamente. Tanto la carencia
nutricional como la incubaciéon bajo luz saturante influyen en el crecimiento
celular y en la concentracidn de lipidos y FAMEs de estos organismos. Asi, la
Figura 5.7 muestra, en la parte superior, la evolucién del ratio de
absorbancia a 680 y 750 nm respecto al tiempo de experimentacidon en
cultivos controles de las 5 microalgas aisladas, en cultivos sometidos a
carencia de nitrégeno y en cultivos crecidos con luz saturante de 650 umol
fotones'm™-s™. En las Figuras inferiores, se representan la evolucién del peso
seco de las 5 microalgas en cultivos controles, en cultivos incubados bajo
carencia de nitrégeno y en cultivos sometidos a luz saturante de 650
pmolfotones-m™-s™.

El ratio de absorbancias representa una relacion aproximada de la
cantidad de clorofilas que contienen las células (680 nm) y la concentracion
de biomasa presente en el cultivo (750 nm). En todos los casos se utilizaron
cultivos en modo bafio, en fase exponencial de crecimiento. Para la
experiencia del cultivo bajo luz saturante, todas las estirpes fueron
previamente crecidas en condiciones estandar y, pasado el tiempo
pertinente de adaptacidn en fase exponencial, se aumenté la intensidad de
140 a 650 pumol fotones:-m™-s™ medidos en la superficie de los recipientes.
Las microalgas se cultivaron en botellas de 5 L de volumen. Las tasas de
crecimiento obtenidas fueron algo diferentes a las mencionadas
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anteriormente, debido entre otras cosas a un mayor paso de luz que el de los
cultivos controles de la experiencia antes descrita.

Los perfiles de las graficas de la ratio de absorbancias
correspondientes a las 5 microalgas siguen la misma tendencia. En los
controles (linea discontinua negra), el ratio decrece con el paso del tiempo.
Esto significa que la concentracién de biomasa aumenta y el cultivo, por
tanto, crece. La cantidad de clorofilas aumenta en menor medida durante la
fase exponencial, si bien al final de la misma se observa un cierto repunte de
la relacion de absorbancias en tres de los cultivos, sefal de aumento de la
clorofila por limitacién de luz.

Cuando los cultivos pasan a carencia de nitrégeno (linea azul), el
ratio aumenta rapidamente en todos los casos, debido a la ralentizacién del
crecimiento. Las graficas inferiores representan la evolucién de peso seco de
las 5 microalgas en las mismas condiciones de incubacién. Bajo carencia de
nitrégeno, todos los cultivos sufren una desaceleracidon en el crecimiento
celular, de manera inmediata. El nitrdgeno es esencial para la sintesis de
proteinas y para la divisién celular, entre otras cosas, y su ausencia afecta a
estos parametros durante las primeras horas de carencia, si bien no de forma
drastica, observacion coincidente con la de otros autores que identificaron
reservas intracelulares de nitrégeno inorganico en microalgas (La Russa et al.
2012). Las ultimas horas de experimentacién en carencia de nitrégeno se
corresponde con la decoloracidn celular, probablemente debida al efecto
negativo de la carencia de nitrédgeno en la sintesis de las clorofilas.

En el caso de la incubacién de las 5 microalgas en condiciones de luz
saturante (linea roja), ocurre algo similar a lo anterior. Las graficas de la
evolucidn de peso seco muestran que el transito a luz saturante induce una
mayor productividad celular. Los cultivos crecen en mayor medida que los
controles. Los ratios presentan en todos los casos la misma tendencia:
primero aumentan y luego tienden a disminuir. La relacidn clorofila/biomasa
es mayor al principio, al aumentar rdpidamente la cantidad de clorofilas por
aumento del ndmero de células.
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Figura 5.7. Evolucion de la ratio de absorbancias a 680 y 750nm y del peso seco de las 5 microalgas seleccionadas, en cultivo bafio y bajo distintas condiciones de estrés. Las

graficas superiores representan la evolucién del ratio de absorbancias a 680/750 nm. Las graficas inferiores representan la evolucidn del peso seco. De izquierda a derecha las
microalgas cultivadas son: A, BR1B; B, BR2D; C, CN1A; D, CN1D y E, DEC1B. Partiendo de cultivos en condiciones estandar (-e-), descritas en Materiales y Métodos, los cultivos se
transfirieron a carencia de nitrégeno (-e-) 6 luz saturante, 650 pmol fotones -m?-s* (-e-), respectivamente.
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Comparando las graficas de los ratios de absorbancia de los cultivos
incubados bajo carencia de nitrégeno y bajo luz saturante, en todos los casos
excepto en los cultivos CN1A y DEC1B los datos obtenidos en carencia de
nitrégeno son superiores a los datos obtenidos en luz saturante. La
desaceleracion del crecimiento de la mayoria de los cultivos en condiciones
de carencia de nutrientes, en este caso de nitrégeno, es mayor que la de las
clorofilas correspondientes, lo que tiene como resultado valores mas altos de
la relacion clorofila/biomasa en comparacion con los cultivos sometidos a
alta irradiancia, que resultan estimulados en su crecimiento.

La siguiente Figura 5.8 representa el contenido de lipidos en las
primeras 96h de incubacién bajo carencia de nitrégeno y bajo luz saturante
de 650 pmol fotones'm™s™*. Ademas, se representan en dichas gréaficas los
datos diarios de productividades de lipidos en dichas condiciones de
incubacion.

Los cultivos controles de cada una de las respectivas microalgas BR
1B, BR 2D, CN 1A, CN 1D y DEC 1B, rindieron, respectivamente, un contenido
de lipidos totales respecto a su biomasa seca de 0,21; 0,14; 0,26; 0,39 y 0,38
g-g", antes de incubar los cultivos bajo las condiciones de carencia de
nitrégeno y luz saturante.

Como se observa en la Figura 5.8 (graficos superiores), cuando BR2D
y CN1A (B y C, respectivamente) son incubadas en carencia de nitrégeno
apenas modifican su contenido de lipidos totales, manteniendo ambas
méximos alrededor de 0,20 g-g" peso seco. BR1B y CN1D aumentan su
contenido de lipidos pasadas las primeras 48h de incubacion en dicha
carencia, alcanzando maximos de un 50 % de lipidos totales respecto a su
peso seco. Estos valores caen durante las ultimas horas de experimentacion.
Por ultimo, DEC1B alcanza un 50% de su peso en lipidos totales tras 24h en
carencia de nitrégeno, disminuyendo el tercer y cuarto dia en condiciones de
carencia de nitrédgeno. La productividad de lipidos en los cinco cultivos
incubados en carencia de nitrégeno muestra una tendencia similar,
aumentando durante las primeras 48h.
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Figura 5.8. Evolucion de la concentracion de lipidos totales y de la productividad diaria de lipidos de las 5 microalgas seleccionadas, en cultivo bafio y bajo distintas condiciones
de estrés. Las figuras superiores representan la evolucién de la concentracion de lipidos totales (barra azul) y de la productividad diaria de lipidos (-e-) en las 5 microalgas bajo
carencia de nitrégeno. Las figuras inferiores representan la evolucion de la concentracion de lipidos totales (barra roja) y de la productividad diaria de lipidos (-e-) en las 5
microalgas bajo luz saturante de 650 umol fotones -m?-s™. De izquierda a derecha, las microalgas cultivadas son: A, BR1B; B, BR2D; C, CN1A; D, CN1Dy E, DEC1B.
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Las Figuras inferiores representan los 5 cultivos incubados bajo
irradiancia saturante. La maxima acumulacién de lipidos totales se produce
durante las primeras 24-48h de incubacién bajo esta condicién de luz, por lo
general con maximos préximos a 0,4 g-g™* peso seco en CN1A, CN1D y DEC1B,
respectivamente. Las productividades de lipidos en los 5 cultivos crecidos
con luz saturante (linea continua graficos inferiores) muestran un perfil
similar, siendo superior el primer dia de exposicién y disminuyendo después,
a excepcion de DEC 1B, que aumenta la productividad de lipidos hasta 72h
después de exposicion a luz saturante.

Por los resultados obtenidos, incubar cultivos bajo carencia de
nitrégeno favorece la acumulacién y la productividad de lipidos en las
microalgas aisladas. Aunque la carencia de nitrégeno favorece la sintesis de
lipidos, ralentiza el crecimiento, si bien el metabolismo basal continda
fijando CO, en forma de lipidos y carbohidratos como reserva de energia y
carbono (Subramaniam et al. 2010).

Por otro lado, la luz es critica para el crecimiento celular y la
acumulacién de lipidos bajo condiciones fototréficas. La tasa especifica de
crecimiento aumenta con el incremento del flujo de fotones en el rango
fotosintético (luz PAR de 400 a 700nm). En dicho rango, si el flujo de fotones
es superior al valor 6ptimo, el exceso de energia luminica puede ser disipado
en forma de calor y exceso de poder reductor, y podria causar inhibicidon de
funciones celulares (Ho et al. 2012). El transito de irradiancia moderada a
saturante conlleva, temporalmente, una mayor produccién de poder
reductor en fotosintesis que no se corresponde con la demanda metabdlica,
aun no adaptada a un anabolismo mas activo. El exceso de poder reductor
conduce a una mayor actividad respiratoria con el consiguiente incremento
de la produccién de ROS y del estado oxidativo de las células (Osmond et al.
1997). En esta situacion, parte del poder reductor puede disiparse a través
de la fijacién de carbono en forma de lipidos, cuya biosintesis demanda alta
concentracién de dicho poder reductor (Hu et al. 2008).La siguiente Tabla 5.5
muestra un resumen de valores maximos de pardmetros de crecimiento y
contenido de lipidos obtenidos en los ensayos con las 5 microalgas aisladas
de Refineria. Como ya se ha mencionado anteriormente, la carencia de
nitrégeno y la luz saturante aplicada favorecen la sintesis de lipidos neutros y
de carotenoides.
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Bajo luz saturante, en todos los casos las microalgas presentan un
aumento de la productividad de biomasa con respecto a los cultivos control.
Légicamente, el incremento de la irradiancia facilita la penetracién de la luz
en el cultivo, incrementa la zona fética y aumenta la dispersidén de la luz,
aumentando la productividad mientras la irradiancia no produzca
fotoinhibicidn intensa (Wahidin et al. 2013).

Respecto a los datos de contenido en lipidos de la Tabla 5.5, todos
los cultivos a excepcion de BR2D y CN1A presentan valores maximos cuando
son incubados bajo carencia de nitrégeno, pero la productividad de lipidos es
mayor en las cinco microalgas bajo la condicidon de cultivo con irradiancia
saturante ya que esta condicion no inhibe el crecimiento de las microalgas, lo
gue conduce a una mayor produccidn de lipidos en términos cuantitativos
(LiuJ. et al. 2012).

Tabla 5.5. Valores maximos de parametros de crecimiento y contenido en lipidos de las 5 microalgas
seleccionadas. Se resumen los valores maximos obtenidos de las 5 microalgas sometidas a las distintas
condiciones de incubacién: carencia de nitrégeno 6 exposicidn continua a intensidad de luz saturante (650
pmol fotones -m™ -s). PS: peso seco.

Microalgas aisladas y Ta.sa.de Productividad Cont’e.nido Produ’ct.ividad de
condiciones de incubacién crecimiento (mg-L™d™) en lipidos lipidos
(d”) g (gg™ PS) (mg:L™d™)

Control 0,31 306,67 0,27 12,80

BR1B Carencia de nitrégeno 0,19 135,60 0,53 89,60
Luz saturante 0,21 354,61 0,24 105,8

Control 0,42 200,00 0,25 6,40

BR2D Carencia de nitrégeno 0,18 120,89 0,21 28,04
Luz saturante 0,23 366,31 0,16 89,16

Control 0,39 180,50 0,35 11,25

CN1A Carencia de nitrégeno 0,29 280,00 0,22 26,18
Luz saturante 0,25 420,60 0,35 99,83

Control 0,27 100,11 0,38 12,00

CN1D Carencia de nitrégeno 0,23 170,55 0,43 21,78
Luz saturante 0,22 280,25 0,39 127,5

Control 0,29 130,89 0,42 11,00

DEC1B Carencia de nitrégeno 0,17 116,71 0,51 88,96
Luz saturante 0,30 885,56 0,33 92,11
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Por el contrario, cultivar bajo carencia de nitrégeno provoca una
ralentizacion del crecimiento, por lo que parametros como las tasas de
crecimiento y la productividad de lipidos disminuyen sus valores en casi
todas las microalgas aisladas de Refineria en relacidn a los cultivos control. La
carencia de nitrégeno afecta negativamente a la viabilidad de la célula vy,
aunque de forma puntual mejore el contenido intracelular en lipidos
respecto a otras condiciones de incubacidn, dicha mejora no se mantiene en
el tiempo porque las células no son viables y dejan de dividirse (Cakmak et al.
2012, Geider et al. 1998).

También se analizaron los acidos grasos mayoritarios obtenidos en
las diferentes condiciones de experimentacién en las 5 microalgas aisladas,
ya que los TAG (triacilgliceridos) no sélo son importantes como aceites
destinados a alimentacién, sino también para la produccién de
biocombustible por su contenido en acidos grasos (% p/p) y la menor
presencia de moléculas que interfieren en su produccion, como fosfolipidos
o glucolipidos (Breuer et al. 2012).

La Tabla 5.6 muestra el porcentaje de acidos grasos mayoritarios
presentes en cultivos control de las cinco microalgas seleccionadas. En el
caso de los 4acidos grasos saturados aparece como mayoritario C16:0
(palmitico), entre los acidos grasos monoinsaturados los mas abundantes son
C14:1 (miristoleico), C16:1 (palmitoleico) y C18:1 (oleico), y en los

poliinsaturados los mas abundantes C18:2 (linoleico) y C18:3 (linolénico).

Por lo tanto, parece recomendable mejorar la productividad
volumétrica de acumulacién de acidos grasos en las microalgas estudiadas
mediante la produccidon de biomasa en fase de crecimiento exponencial, en
condiciones 6ptimas, para ser luego sometidas a condiciones de carencia de
nitrégeno o de incubacién con luz saturante, con mayor rendimiento en ésta
ultima condicion.
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Tabla 5.6. Composicion de acidos grasos principales de las 5 microalgas seleccionadas. Los valores
fueron expresados como porcentaje de abundancia respecto al total de acidos grasos integrados por
cromatografia gaseosa de cultivos control de las 5 microalgas.

) Microalga
A;i?::i'f;?::s BR 1B BR 2D CN 1A CN 1D DEC 1B
Saturados
C13:0 0,9 1,0 3,0 1,2 0,8
C14:0 3,1 2,0 3,1 1,4 1,9
C15:0 0,9 0,4
C16:0 14,8 21,0 22,6 14,6 23
C17:0 7,2 7,3 13,1 4,6
C18:0 0,5 4,0 1,3 3,1 0,9
C20:0 0,7
Mono-insaturados
C14:1 2,2 2,8 1,2
C15:1 0,9 0,7
C16:1 3,0 0,5 0,8 3,2 1,3
C17:1 0,4 5,2
C18:1 4,4 6,6 1,3 24,4 7,2
Poli-insaturados
C18:2 32,6 42,8 41,1 8,7 46,3
C18:3 33,7 12,4 11,2 39,7 14,1

La Tabla 5.7 muestra los mdaximos porcentajes de lipidos
transesterificables obtenidos en las cinco microalgas aisladas de Refineria e
incubadas bajo las distintas condiciones ya descritas.

La Tabla muestra que los mejores resultados de proporcién de acidos
grasos metilados en el total de lipidos extraidos, se obtuvieron cuando los
cultivos de las 5 microalgas eran incubados bajo carencia de nitrégeno en vez
de bajo luz saturante. Segun los resultados obtenidos, incubar bajo carencia
de nitrégeno favorece el contenido de FAMEs en mayor medida que bajo luz
saturante, si bien se obtienen menores productividades como se ha
discutido.
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Tabla 5.7. Porcentaje maximo de FAMEs de las 5 microalgas seleccionadas. Los datos fueron calculados a
partir del porcentaje total de acidos grasos metilados respecto al total de lipidos obtenidos por soxhlet.
Las 5 microalgas se incubaron bajo carencia de nitrégeno o bajo luz saturante (650 pmol fotones -m™ -s™).

Condiciones de incubacion Microalga
BR1B BR2D CN1A CN1D DEC1B

Control 9 4 4 9 6
Carencia de nitrégeno 25 29 25 13 24
Luz saturante 4 6 6 5 10

De las cinco microalgas estudiadas, aquella que rindié mejores
resultados de lipidos totales y FAMEs fue la codificada como DEC1B. Por
tanto, la produccidn eficiente de lipidos utiles para obtener biodiesel con la
microalga DEC1B consistird en la incubacidon de la microalga bajo una
condicion que aune productividad de biomasa y mayor contenido
intracelular de lipidos (particularmente acilglicéridos), con el objetivo de
conseguir la maxima productividad de lipidos, recogiendo la biomasa en el
momento de mdaxima acumulacidn de estos.

La Figura 5.9 muestra la cinética de acumulacion de lipidos y de
produccién de los correspondientes FAMEs de la microalga en las dos
condiciones de incubacion, carencia de nitrégeno o luz saturante.

En la Figura se evidencia que la maxima produccién de FAMEs es de
aproximadamente el 15% de la biomasa seca de la microalga,
independientemente de la condicién de incubacién. El contenido en lipidos
totales de la microalga cuando se alcanza dicho mdximo de FAMEs varia
considerablemente segln la condicién de incubacion: en los cultivos
incubados bajo irradiancia saturante ha de emplearse menos cantidad de
disolvente para extraer la misma cantidad de FAMEs, pues el contenido de la
microalga en lipidos en menor. Adicionalmente, la condicién de irradiancia
saturante permite crecimiento del cultivo, lo que no ocurre en carencia de
nitrégeno inorganico, como se puso de manifiesto en los datos de Figuras y
tablas anteriores en este Capitulo.
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Figura 5.9. Evolucion del contenido de lipidos totales y de FAMEs de una de las microalgas
seleccionadas, en cultivo bafio bajo distintas condiciones de estrés. La grafica superior representa la
evolucidn del contenido de lipidos totales (-e-) y de FAMEs (-0-) respecto a peso seco de la microalga DEC
1B bajo carencia de nitrégeno. La grafica inferior representa la evolucion del contenido de lipidos totales

(-e-) y de FAMEs (-0-) respecto a peso seco de la microalga DEC 1B bajo luz saturante de 650 umol fotones
-m?-s™. PS: peso seco.

A modo de conclusidn, de los resultados obtenidos se infiere que la
produccién de FAMEs a partir de los aceites obtenidos de la microalga
denominada DEC1B aislada de Refineria La Rabida, de CEPSA,
posteriormente identificada como Chlorella sp., se realiza de forma mads
eficiente si los cultivos - en condiciones fotoautotréficas - se someten a
incubacién bajo irradiancias saturantes, manteniendo mayor productividad
de lipidos que cultivos sometidos a carencia nutricional como consecuencia
de la mayor productividad de biomasa.
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En las condiciones de maxima acumulacion determinadas, la
microalga Chlorella sp. objeto de estudio alcanza un contenido promedio de
lipidos de un 40 % - 45 %, de los cuales un maximo de aproximadamente 30%
son FAMEs.
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6. IDENTIFICACION MOLECULAR Y ESTUDIOS FISIOLOGICOS
PARA LA ESTIMULACION DE LA PRODUCCION DE LiPIDOS
DE UNA MICROALGA AISLADA DE LA REFINERIA LA
RABIDA DE CEPSA.

6.1. Identificacion molecular de microalgas aisladas de Ia
Refineria La Rabida de CEPSA.

De las posibles distintas microalgas cuyo crecimiento se analizé en
el Capitulo anterior de esta Tesis, las dos consideradas mds prometedoras
para el cultivo masivo y el andlisis de la acumulacién de lipidos -
previamente denominadas DEC1B y CN1D - se identificaron mediante el
uso de técnicas moleculares. De ellas, se seleccioné finalmente una para
continuar la investigacién. Las microalgas se aislaron y cultivaron en
medio sdlido y liquido como se indicé en apartados anteriores de estas
Tesis, incluyendo Materiales y Métodos. De forma rutinaria se utilizo la
microscopia Optica para asegurar, en lo posible, la pureza de los cultivos
liquidos, de cara a la identificacion molecular de las microalgas.

Para los estudios filogenéticos se utiliza habitualmente material
genético nuclear; en el caso de las microalgas, se recurre al andlisis de
homologias de DNA correspondiente al RNA ribosémico de la subunidad
18S. Para la identificacién de las microalgas de este trabajo se recurrid al
andlisis de homologias de DNA cloroplastico correspondiente a la
subunidad grande de la ribulosa bisfosfato carboxilasa (Rubisco, gen rbcL),
gen utilizado rutinariamente en andlisis filogenéticos de plantas y del que
se dispone de una gran base de datos de estirpes (Novis et al. 2009).

Los resultados obtenidos del analisis de homologias se han
incluido en las bases de datos del GenBank con los nimeros de acceso
indicados en la siguiente Tabla, y las secuencias obtenidas para el gen rbcl
de DEC1B y CN1D se muestran mas abajo.
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Tabla 6.1. Analisis de homologia de secuencias del gen rbcL (subunidad grande de Rubisco) de las
microalgas aisladas de Refineria mediante la herramienta Blast.

Total Query Max Accesion

Clon Description .
P score  cover % ident % Number

DEC1B Chlorella sp. 944 944 99 100 AB260910.1
(posible sorokiniana)
Chlorella sp.

CN 1D (posible sorokiniana) 917 917 100 100 AB260910.1

Secuencia rbcl para DEC1B

CACCAGAAGCTACTGGCATTGTACCTGGTAAAGAAACCCAGTCTTGAGTGAAG
TAAATACCACGGCTACGATCTTTTTCAATGTAGTCATCACGCATTAAGTCAACAA
AACCTAATGTTACTTCACGTTCACCTTCTAATTTACCTACAACAGTACCTGAGTG
TAAGTGGTCACCACCTGATAAACGAAGAGCTTTTGCTAAAACACGGAAGTGAA
TACCGTGGTTTCTTTGACGGTCAATAACCGCGTGCATCGCACGGTGAATGTGTA
AAAGAAGACCATTGTCACGGCAGTAGTGAGCTAAACTTGTGTTTGCTGTGAAA
CCACCAGTTAAGTAGTCGTGCATGATAATAGGTACACCTAAATCTTTAGCACAT
TCTGCACGTTTTAACATTTCTTCAGCAGTAGCTGCAGTAGCGTTTAAATAGTGAC
CTTTAATTTCACCTGTTTCTGCTTGAGATTTGTAAATAGCTTCAGCTACGAATAA
GAAACGATCTCTCCAACGCATGAAAT

Secuencia rbcl para CN1D

CACCAGAAGCTACTGGCATTGTACCTGGTAAAGAAACCCAGTCTTGAGTGAAG
TAAATACCACGGCTACGATCTTTTTCAATGTAGTCATCACGCATTAAGTCAACAA
AACCTAATGTTACTTCACGTTCACCTTCTAATTTACCTACAACAGTACCTGAGTG
TAAGTGGTCACCACCTGATAAACGAAGAGCTTTTGCTAAAACACGGAAGTGAA
TACCGTGGTTTCTTTGACGGTCAATAACCGCGTGCATCGCACGGTGAATGTGTA
AAAGAAGACCATTGTCACGGCAGTAGTGAGCTAAACTTGTGTTTGCTGTGAAA
CCACCAGTTAAGTAGTCGTGCATGATAATAGGTACACCTAAATCTTTAGCACAT
TCTGCACGTTTTAACATTTCTTCAGCAGTAGCTGCAGTAGCGTTTAAATAGTGAC
CTTTAATTTCACCTGTTTCTGCTTGAGATTTGTAAATAGCTTCAGCTACGAATAA
GAAACGATC
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El resumen de los resultados obtenidos indica que se aislaron
nuevas cepas de dos microalgas pertenecientes al género Chlorella, y
posiblemente a la especie sorokiniana. En este Capitulo del Bloque de
Resultados y Discusién de la Tesis se ha estudiado la acumulacién de
lipidos en la microalga denominada DEC1B, en adelante Chlorella sp.

La identificacion como nuevas cepas de Chlorella de las microalgas
seleccionadas es coherente con los datos de rdpido crecimiento obtenidos
en las experiencias de laboratorio y mostrados en el Capitulo anterior, y
justifican la adecuada seleccién de microalgas en los trabajos de
discriminacién de estas en base a crecimiento rdpido, estable y con un
contenido de lipidos lo mdas alto posible en Ilas condiciones
experimentales. Chlorella aparece con frecuencia en la literatura reciente
sobre estudios de obtencién de lipidos de microalgas para la produccion
de biodiesel, con contenidos de estas moléculas variables por lo general
entre un 10% y un 50% respecto al peso seco del microorganismo (Mata
et al. 2011). Ademas, el aislamiento de las nuevas cepas desde aguas
tratadas de Refineria La Rabida de CEPSA supone la ventaja afiadida de la
disponibilidad de un recurso acuoso econdmico al cual las microalgas
identificadas estan adaptadas, abriendo asi la opcién del uso de dicho
recurso para el cultivo masivo de estas a la intemperie.

6.2.  Estudios fisiologicos para la estimulacion de la produccion
de lipidos de una microalga aislada de la Refineria La
Rabida de CEPSA.

El objetivo del sexto Capitulo de esta Tesis es la obtencion de
conocimiento sobre las estrategias de estimulacion de la acumulacién de
acilglicéridos en una microalga seleccionada durante el desarrollo de los
trabajos. Se realizd una evaluacién de la produccidn de tales lipidos utiles
para producir biodiesel en cultivos de la microalga seleccionada, bajo la
influencia de la alta irradiancia, de los efectos de la carencia nutricional de
nitrogeno inorgdnico y en condiciones heterotréficas (usando distintas
fuentes de carbono orgéanico). Adicionalmente, se realizé experimentacién
en cultivos a los que se adiciond el herbicida DCMU (3-(3,4-diclorofenil)-
1,1-dimetilurea), un inhibidor del fotosistema I, con el objetivo de

173



IIl. Resultados y Discusion

estudiar si a la sintesis de acidos grasos puede contribuir la oxidacién de
reservas de carbono reducido.

En el Capitulo 5 de Resultados y Discusién de la Tesis se resumen
los resultados de la investigacién con cinco posibles microalgas que
mostraban crecimiento mas rdpido y robusto. En este Capitulo 6 se
estudio la evolucién, en camara de cultivo, del crecimiento de una de las
microalgas seleccionadas (codificada como DEC1B e identificada como
Chlorella sp.), en distintas condiciones de cultivo potencialmente
adecuadas para favorecer la acumulacién de acilglicéridos en las
microalgas. La seleccidn de esta especie se realizé entre las 5 estudiadas
en el Capitulo 5 y se efectud en base a los mejores datos de tasas de
crecimiento y productividad de lipidos obtenidos y discutidos previamente
en esta Tesis. Como ya se ha descrito en el primer epigrafe de este
Capitulo 6, la microalga se identific6 como una nueva estirpe
perteneciente al género Chlorella y, posiblemente, a la especie
sorokiniana.

El Capitulo se subdividira en dos apartados, que son:

1. Estudio de la influencia de la combinacién de alta irradiancia
(LEDs) y carencia de nitrégeno en el medio de cultivo sobre la
acumulacidn de lipidos utiles para la produccion de biodiesel.

2. Estudio de la influencia de condiciones heterotréficas en el
crecimiento y en la acumulaciéon de lipidos, particularmente
acidos grasos, obtenidos a partir del uso del precursor organico,
acetato o glicerol. Estudio del efecto sinérgico de la carencia de
nitrégeno y la heterotrofia.

6.2.1. Estudio de la influencia de la combinacidon de alta irradiancia y

carencia de nitrégeno en el medio de cultivo sobre el crecimiento

y la acumulacidon de lipidos

En este apartado se utilizd, como factor comun en Ia
experimentacion con la microalga codificada como DEC1B e identificada
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como Chlorella sp., el uso de LEDs que suministraban una irradiancia de
1800 pmol fotones:m™s™ en la superficie de los cultivos. Estos fueron
sometidos a dicha intensidad de luz en continuo durante cinco dias de
experiencia. Como se ha explicado en otros Capitulos de la Tesis, los
cambios en la intensidad de la irradiancia pueden influir en la
estimulacién de la ruta de sintesis de lipidos. La transferencia de cultivos a
una intensidad de luz significativamente mas alta que aquella a la que
estdn aclimatados, implica la incidencia de un repentino exceso de
fotones no utilizado fotoquimicamente y de un exceso de poder reductor
derivado del aumento de la actividad de la fase de luz de la fotosintesis
(Ho et al. 2011). Como se ha explicado en esta Tesis, el exceso de poder
reductor encuentra en la biosintesis de acidos grasos una de las vias de
disipacion (Hu et al. 2008), evitando de este modo contribuir a
incrementar el estrés oxidativo mediante excesiva actividad respiratoria
enddgena. Por lo tanto, se esperaba que la transferencia de los cultivos a
alta irradiancia estimulase la acumulacién de lipidos.

La carencia de nitrégeno produce dos efectos en las microalgas:
(a) genera un desequilibrio en la asimilacién de C y N, de modo que la
sintesis de aminoacidos resulta negativamente afectada mientras el
carbono se destina a incrementar la abundancia celular de carbohidratos
y lipidos, y (b) produce estrés oxidativo, efecto escasamente mostrado en
la literatura de microalgas y que ha sido evidenciado y discutido en esta
Tesis para una microalga de ambiente acido. Las situaciones de caracter
fisico-quimico que producen estrés oxidativo en microalgas se han
demostrado, en muchos casos, estimuladoras de la acumulacidon de
lipidos. Asi se ha publicado para el efecto producido por altas irradiancias
o alta concentracidon de sal (Subramaniam et al. 2010, Salama et al. 2013,
Wahidin et al. 2013).

Ademas de la intensidad, la calidad de la luz también juega un
papel relevante en la tasa de crecimiento de las células (Ravelonandro et
al. 2008, You y Barnett 2004). Se ha publicado que el crecimiento bajo la
luz roja (600-700nm) podria intensificar la actividad del fotosistema Il en
relacidn con el fotosistema I, mientras que la luz azul (400-500nm) podria
favorecer la actividad del fotosistema | (Ravelonandro et al. 2008, You y
Barnett 2004). En este apartado de la Tesis se utilizaron paneles de luces
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LEDs rojas de alta intensidad de luz, con el doble objetivo de estimular la
acumulacién de lipidos y de aumentar la actividad del fotosistema II, lo
gue aumentaria el estrés por oxigeno y el flujo fotosintético de electrones
destinado a la produccion de poder reductor, esencial para una mayor
actividad anabdlica de sintesis de acidos grasos, como se ha discutido.

En definitiva, irradiacion excesiva o carencia nutricional conducen
-en el primer caso- a una sobre-reduccion en la cadena de transporte de
electrones de la fotosintesis y —en ambos casos- a dafios fotooxidativos
(Foyer y Noctor 2000, Niyogi 1999). Muchos organismos autotrofos son
capaces de canalizar el exceso de energia almacendndolo en forma de
lipidos. Para numerosas especies de microalgas, entre ellas algunas
pertenecientes a los géneros Haematococcus (Hu et al. 2008), Chlorella
(Bar et al. 1995), Scenedesmus (Hanagata y Dubinsky 1999) y Dunaliella
(Ben-Amotz et al. 1989), se han sugerido mecanismos fotoprotectores
basados en sintesis de carotenoides secundarios y de lipidos de
almacenamiento energético.

Adicionalmente a ambas condiciones de experimentacién, se ha
estudiado la influencia de aporte extra de CO, en el gaseo de los cultivos
para conocer si se favorece la ruta de sintesis de lipidos. Como se explica
en Materiales y Métodos, una de las condiciones de cultivo en camara fue
el empleo de aire enriquecido con CO, al 5% (v/v) como fuente de
carbono, a excepcion de los experimentos que usaban especificamente
otra fuente organica como acetato o glicerol. En este apartado de la Tesis
se estudia, por un lado, la combinacién de la alta irradiancia y la carencia
de nitrégeno en aire como Unica fuente de carbono inorganico, y por otro
lado se ha evaluado el efecto de la adicion extra del 5% de CO, en la
aireacion.

Por ultimo, se muestran en este apartado de Tesis resultados de
experimentacion en cultivos a los que se adicioné DCMU. Benemann et al.
(1973) utilizaron inhibidores del PSIl como DCMU para detener la
produccién de oxigeno en microalgas, produciendo asi condiciones
andxicas. Esta idea fue entonces usada por varios autores (Zhang y Melis
2002, Fouchard et al. 2005) para obtener conocimiento que permitio
entender mejor las dos principales vias metabdlicas de produccion de
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hidrégeno, es decir, la via PSIl dependiente de la propia actividad del
fotosistema, donde los electrones proceden directamente de la divisidn
de las moléculas de agua, y la via vinculada al catabolismo de sustratos
endégenos como el almidén, fuente adicional de electrones. El
inconveniente de los inhibidores como DCMU es su efecto irreversible
sobre la actividad del PSIl. El objetivo de la utilizacion de DCMU es
intentar determinar si la microalga seleccionada puede utilizar reservas de
electrones almacenados como carbono reducido (carbohidratos), para
incrementar la sintesis de acidos grasos.

Para abordar la experimentacion planificada, previamente se
cultivd la especie seleccionada en condiciones estandar, es decir, con
plenitud de nutrientes proporcionados con el medio Sueoka ya descrito en
Materiales y Métodos, intensidad de luz de cdmara de cultivo (140 umol

fotones-m™s™

de PAR) emitida por tubos fluorescentes de luz blanca,
temperatura de 252C y gaseo constante, cuya fuente de carbono se
suministraba burbujeando los cultivos con una mezcla de aire procedente
de un compresor y enriquecida, o no, segun las condiciones de
experimentacién, en CO, al 5% (v/v). Dicha mezcla se conseguia
adicionando a la corriente de aire CO, que tenia una pureza del 99,997%.
Estos cultivos son los llamados cultivos control. Una vez preadaptados,
tras al menos cinco dias de cultivo estos se recogieron por centrifugacion,
se lavd la biomasa y se inocularon nuevos cultivos en las distintas
condiciones de incubacion previstas, con una concentracion de biomasa
seca inicial de 0,8 g-L'l. El volumen de los sistemas de cultivo, descritos en
Materiales y Métodos, fue de 6 L.

Los primeros resultados que se muestran corresponden a los
experimentos de incubacién de la microalga seleccionada, en las
siguientes condiciones: (a) cultivos control transferidos desde la
irradiancia de la cdamara de cultivo a alta intensidad de luz (1800 umol
fotones'm™-s™) y en carencia de nitrégeno inorganico; (b) cultivos control
transferidos a alta intensidad de luz, en carencia de nitrégeno inorganico y
en limitacion de carbono inorgéanico (sélo aire); y (c) cultivos control
transferidos a alta intensidad de luz, carencia de nitréogeno inorgéanico y
DCMU, en concentracién 10 uM, adecuada segun experiencias previas y
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aportaciones de la literatura del campo para mantener los cultivos viables
(Zhang et al. 2002, Fouchard et al. 2005).

La Figura 6.1 muestra la evoluciéon del ratio de absorbancias a 680
y 750nm vy la evolucidn del peso seco de la microalga seleccionada, a lo
largo de 96h de experimentacién. En el Capitulo anterior de la Tesis se
detalla que el ratio de absorbancias aporta informacién sobre la viabilidad
de los cultivos a través de los cambios relativos producidos en el
contenido de clorofilas (680 nm) y en la concentracidon de biomasa (750
nm), tras la incubacién de los cultivos de microalgas bajo las distintas
condiciones de estimulacion de lipidos.

Para los cultivos de la microalga se observa que, tras la incubacion
en cualquiera de las tres condiciones elegidas para conocer las diferencias
en la estimulacidn de sintesis de lipidos, el ratio 680/750 se mantiene en
una cierta tendencia descendente y constante durante el tiempo de la
experiencia. Los datos de peso seco observados en la grafica inferior
muestran una cierta tendencia creciente durante las primeras 48 h,
disminuyendo hasta aproximadamente el 50 % de los valores iniciales tras
96 h de experiencia. Los factores comunes en todas las condiciones
experimentales, la alta irradiancia y la carencia de nitrégeno, conllevan el
cese del crecimiento, que comienza a observarse de manera efectiva tras
el agotamiento de las reservas intracelulares de nitrégeno, responsables
de un cierto incremento de biomasa durante las primeras horas tras el
inicio del periodo de carencia. El cese del crecimiento se observa también
en la estabilizacion del nimero de células del cultivo transcurridas 48 h
(datos no mostrados). El ligero descenso de la relacién de absorbancias
paralelo al aumento de peso seco de los cultivos evidencia un
aclaramiento de estos derivado del cese de la sintesis de clorofila y su
degradacion, consecuencias inmediatas de la carencia de nitrégeno
impuesta.
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Figura 6.1. Evolucion del ratio de absorbancias a 680 nm y 750 nm y del peso seco de la microalga
seleccionada, en cultivo bafio bajo alta irradiancia y otras condiciones de estrés. El gréfico superior
representa la evolucidn del ratio de absorbancias a 680/750nm, y el grafico inferior muestra la
evolucidn del peso seco de la microalga. Cultivos incubados en condiciones estandar descritas en
Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su
incubacion bajo las siguientes condiciones: alta irradiancia usando luces LEDs (1800 pumol fotones m”
2.s™) y: carencia nitrégeno en el medio de cultivo (-0-), carencia de nitrégeno mas aire (-e-), o carencia
de nitrégeno y DCMU 10 uM (-X-), respectivamente.

Los resultados de la Figura ponen de manifiesto hechos que se
describen en la literatura cientifica y que son comunes en cultivos de
microalgas incubados en alta intensidad de luz y carencia de nitrégeno
inorganico (Guschina y Harwood 2006, Hu et al. 2008, James et al. 2011).
Los hechos comunes son: (1) Cese de la divisidon celular transcurridas 48-
72 h desde el inicio de la situacidn de carencia; (2) Aumento del tamano
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de las células tras 24-48h, observandose en algunos casos morfologia
celular anormal (James et al. 2011); (3) Autolisis con liberacién de cuerpos
lipidicos.

En la experimentacidon realizada en esta Tesis, apenas se ha
observado morfologia anormal en las células de la microalga bajo carencia
de nitrégeno, pero sin embargo puede sospecharse la existencia de
autolisis a partir del tercer dia, aproximadamente, basandonos en el
hecho de que el marcado descenso del peso seco de biomasa se ve
acompainado de un ligero incremento en la relacién de absorbancias,
sugiriendo que el contenido en clorofilas en el cultivo desciende de modo
menos rapido que el nimero de células y que, en coherencia, aquellas
habrian sido parcialmente liberadas en procesos de rotura celular. La
autolisis seria consistente con un debilitamiento de la pared celular
derivado de la carencia de nitrégeno inorganico (James et al. 2011). Estos
resultados sugeririan que la recuperacion de biomasa para la extraccion
de lipidos, en esta experimentacion de la Tesis, podria no ser conveniente
transcurridas mas de 72 h desde el inicio de las condiciones de estrés. En
la experimentacién realizada no se observé la presencia de cuerpos
lipidicos en los medios de cultivo.

Se determind el contenido en clorofilas por célula y por volumen
de cultivo (Unicamente el contenido derivado de la clorofila existente en
la biomasa centrifugada, no en el medio de cultivo). La Figura 6.2
(superior) presenta la evolucién en el tiempo de la concentracion de
clorofila celular referida a volumen de los cultivos. Como se ha indicado,
estos fueron incubados bajo alta irradiancia y: (a) carencia de nitrégeno,
(b) carencia de nitrégeno y limitacién de CO,, o (c) carencia de nitrégeno y
adicion del inhibidor DCMU. Tras 24 h de exposicion con LEDs y las
condiciones adicionales ya mencionadas, la tendencia en la evolucién de
las clorofilas es descendente, tanto en el contenido referido a peso seco
como a volumen de cultivo, siendo mas aguda en este ultimo caso v,
particularmente, cuando comienza el descenso del peso seco en los
cultivos. Estos datos son consistentes con la pérdida de biomasa en el
tiempo derivada del cese del crecimiento, observandose los descensos de
clorofila intracelular esperables correspondientes a la carencia de
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nitrégeno (situaciones b y c) y a la irradiancia fotoinhibitoria (situacién a).
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Figura 6.2. Evolucion de la concentracion de clorofilas de la microalga seleccionada, en cultivo bafio
bajo alta irradiancia y otras condiciones de estrés. El grafico superior representa la evolucion de la
concentracién de clorofila celular referida a volumen de cultivo de la microalga, y el grafico inferior
muestra la evolucidon de la concentracién de clorofila celular referida a peso seco de la microalga.
Cultivos incubados en condiciones estdndar descritas en Materiales y Métodos, se centrifugaron,
lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su incubacidn bajo las siguientes condiciones: alta
irradiancia usando luces LEDs (1800 umol fotones m™s™) y: carencia nitrégeno en el medio de cultivo
(-0-), carencia de nitrégeno mas aire (-e-), o carencia de nitrégeno y DCMU 10 puM (-X-),
respectivamente.

Por tanto, una de las consecuencias derivadas de la aplicacion
simultanea de alta intensidad de luz y carencia de nitrégeno a los cultivos
de la microalga es el descenso del contenido celular en clorofilas, que se
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produce, particularmente, de manera inmediata desde el inicio de la
incubacién bajo las citadas condiciones de cultivo. Comparando las
tendencias del contenido intracelular de clorofila y del peso seco en todos
los cultivos desde dicho momento inicial, se observan evoluciones
contrarias en las primeras 48h. Si bien la ausencia de nitrégeno inorganico
impide la sintesis de clorofila, el cese inmediato de su produccién no es
consistente con el aumento inicial del peso seco en el cultivo. Los
resultados son diferentes a lo publicado por otros autores con varias
especies de microalgas sometidas a carencia de nitrégeno (Yantao et al.
2010, James et al. 2011).

El distinto comportamiento en el caso de Chlorella sp. (posible
sorokiniana) podria estar relacionado, a nuestro juicio, con el ajuste
rapido del tamafio de la antena de clorofila del fotosistema Il para disipar
parte del excesivo flujo de fotones que no tendra destino fotoquimico y
gue, por tanto, contribuiria a incrementar el estrés oxidativo y los
problemas de fotoinhibicién de la fotosintesis (Osmond et al. 1997).

Tales fendmenos son propios de cultivos expuestos a intensidades
de luz muy altas. Anteriormente ya se ha utilizado el término intensidad
de luz saturante, intensidad que depende de la especie y del estado del
cultivo del organismo fotosintético. La intensidad de luz saturante es la
maxima intensidad de luz que puede gestionar el aparato fotosintético
para obtener alto rendimiento fotoquimico. Su valor es variable entre 50 y
500 pmolfotones'm™s™ para la mayoria de algas (Goldman 1979). La alta
intensidad de luz aplicada en este apartado de Tesis es similar a las
condiciones de radiacidn solar a mediodia en el sur de Espafa, medida en
la costa onubense (ESAT, INTA), entre 4 y 40 veces la intensidad de luz
saturante de muchas especies.

Los pigmentos fotosintéticos, tales como clorofilas y carotenoides,
absorben energia en los complejos colectores alrededor de los centros de
reaccion (Hu y Schulten 1997). Sin embargo, si las células fotosintéticas
absorben mas luz que la demandada por su capacidad fotosintética, este
exceso de energia produce una sobre-reduccion de la cadena de
transporte de electrones, genera mayor poder reductor en fotosintesis,
demanda mayor cantidad de oxigeno para satisfacer la respiracion
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enddgena, produce mayor cantidad de oxigeno en el fotosistema Il e
incrementa de esta manera el estrés oxidativo. En estas situaciones, la
célula de la microalga tiende a minimizar los dafios disminuyendo el
tamanfio de la antena (Kim y Lee 2001) y disminuyendo asi la disipacién no
fotoquimica de luz, lo que justificaria un rapido descenso en el contenido
intracelular de clorofilas en cultivos viables. Particularmente, no se ha
encontrado en esta Tesis una explicacién satisfactoria al hecho observado
de un descenso mds acentuado en el contenido intracelular de clorofilas
del cultivo en alto CO,.

Desde la perspectiva de la biosintesis de lipidos, una de las
principales consecuencias fisiolégicas de los eventos descritos en alta
intensidad de luz deberia incluir una biosintesis mas activa de
carotenoides, al menos en las primeras 48 h y como respuesta al aumento
de estrés oxidativo (Solovchenko et al. 2013), y un aumento de la
biosintesis de lipidos neutros, Utiles para la obtencién de FAMEs (Liu J. et
al. 2012) pues seria esperable que la sobreproduccién de poder reductor
fuese parcialmente disipada en procesos anabdlicos de alta demanda de
NAD(P)H, minimizando asi el aumento del estado oxidativo celular
derivado de la alta actividad oxidativa mitocondrial (Hu et al. 2008).

Acumulacion de carotenoides.

Se analizo, por tanto, la variacidén del contenido de carotenoides
celulares referido a peso seco en la microalga objeto de estudio, incubada
en las distintas condiciones descritas en este apartado de la Tesis. La
siguiente Figura 6.3 (superior) muestra la evolucién, a lo largo del
experimento, de la concentracién de carotenoides celulares referida a
volumen de los cultivos de la Chlorella sorokiniana aislada de la Refineria
CEPSA y sometida a alta irradiancia (LEDs) junto con las otras condiciones
de incubacién: carencia de nitrégeno, sin CO, afadido y presencia del
inhibidor DCMU. La concentracion de carotenoides por volumen de
cultivo comienza a disminuir pasadas las 48 h de experiencia, descenso
coherente con la pérdida de peso seco de microalgas en el cultivo ya
discutida con anterioridad. La Figura 6.3 (inferior) presenta la evolucion en
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el tiempo de la concentracion de carotenoides celulares referida a peso
seco de Chlorella sorokiniana de la experiencia comentada.

Carotenoides (ug-mL* de cultivo)
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Figura 6.3. Evolucion de la concentracion de carotenoides de la microalga seleccionada, en cultivo
bafio bajo alta irradiancia y otras condiciones de estrés. El grifico superior representa la evolucion
de la concentracion de carotenoides celulares referida a volumen de cultivo de la microalga, y el
grafico inferior muestra la evolucion de la concentracion de carotenoides celulares referida a peso
seco de la microalga. Cultivos incubados en condiciones estandar descritas en Materiales y Métodos,
se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su incubacion bajo las siguientes
condiciones: alta irradiancia usando luces LEDs (1800 umol fotones m'z-s'l) y: carencia nitrégeno en el
medio de cultivo (-0-), carencia de nitrégeno y mas aire (-e-), o carencia de nitrégeno y DCMU 10 uM
(-X-), respectivamente. PS: peso seco.

Los resultados muestran una tendencia ligeramente contraria a
los observados en la Figura 6.2 (inferior) correspondientes a Ia
concentracién de clorofila celular referida a peso seco: en todas las
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condiciones experimentales, el contenido de carotenoides celulares
referido a peso seco tiende a aumentar ligeramente y, en el caso menos
favorable, a permanecer constante, durante el tiempo de
experimentacion. En dos de las condiciones ensayadas, la concentracion
de carotenoides celulares referida a peso seco aumenta de manera
notable, alcanzando valores incluso cercanos al doble de los iniciales. Esta
evolucidn se produce a pesar del descenso del peso seco en el cultivo
producido por condiciones de estrés incompatibles con el crecimiento.
Dicha respuesta, una biosintesis mas intensa de carotenoides, es
caracteristica en determinadas situaciones de estrés oxidativo (Gouveia et
al. 1996, Bonente et al. 2012).

El aumento significativo de la concentraciéon de carotenoides
celulares referida a peso seco no tiene, esencialmente, una funcién de
captura de luz como lo prueba el hecho de que el contenido de clorofila
celular referido a peso seco no se incrementa. La necesidad de captura de
luz para la actividad fotosintética implica un incremento del nimero de
complejos colectores de luz y, con ello y simultdneamente, de las
moléculas de clorofila y carotenoides asociadas a la estructura de dichos
complejos (Dubinsky y Stambler 2009), lo que no se observa en la
experimentacion realizada, poniendo en evidencia una posible respuesta
a estrés oxidativo.

Se analizd la evolucién de los dos carotenoides mayoritarios de la
microalga estudiada, Chlorella sp. La Figura 6.4 representa la evolucidn de
la concentracion de luteina (superior) y B-caroteno (inferior) a lo largo de
96 h de incubacidn bajo las diferentes condiciones impuestas a los cultivos
en medio liquido. En general, se observa que la acumulacién de luteina
tiende a aumentar con el tiempo transcurrido en las diferentes
condiciones de estrés, mientras que el nivel intracelular de B-caroteno se
mantiene aproximadamente constante. Tras 4 dias de incubacién en
condiciones incompatibles con el crecimiento, el contenido celular de
ambos pigmentos inicia una tendencia descendente, probable
consecuencia de las condiciones limitantes de cultivo que impiden el
mantenimiento de la actividad anabdlica basica de la microalga, como
demuestran los valores de actividad fotosintética de los cultivos, que
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disminuyen desde maximos de 450-500 umol O,- h*-mg™ clorofilas hasta
valores alrededor de 150-200 pumol O,-h™*-mg™ clorofilas, tras 72 h.
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Figura 6.4. Evolucion de la concentracion de luteina y B-caroteno de la microalga seleccionada, en
cultivo bafio bajo alta irradiancia y otras condiciones de estrés. La grafica superior representa la
concentracion intracelular de luteina y la inferior muestra la concentracion intracelular de B-caroteno,
de la microalga seleccionada. Cultivos de la microalga incubados en condiciones estandar descritas en

Materiales y Métodos se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su
incubacion bajo condiciones de alta irradiancia usando luces LEDs (1800 umol fotones m'2~s'1) y bajo
las siguientes condiciones adicionales: carencia de nitrégeno inorgénico en el medio de cultivo (barra
blanca), carencia de nitrégeno mas aire (barra gris), o carencia de nitrogeno mas 10 uM del inhibidor
DCMU (barra negra), respectivamente. Los datos de lipidos totales se expresan en gramos respecto a

peso seco (PS) de la microalga.
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Los carotenoides fotosintéticos estan asociados a la membrana
del tilacoide y en los organismos fotosintéticos ejercen funciones de
captura de luz y de proteccion frente al dafio fotooxidativo y estructural
que pueda producirse en el aparato fotosintético (Ladygin y Shirshikova
2006) durante la incidencia de alta irradiancia o de incrementos notables
de la misma. Entre sus funciones, diversos autores explican la actividad
que ejercen los carotenoides en la disipaciéon del exceso de PAR (Ben-
Amotz et al. 1989, Solovchenko y Merzlyak 2008) y en la detoxificacion del
exceso de ROS (Lemoine y Schoefs 2010). De acuerdo con las condiciones
experimentales aplicadas y con los efectos fisioldgicos producidos por ROS
en las microalgas, la biosintesis mas activa de luteina debiera estar ligada,
en buena ldgica, a estas Ultimas funciones de detoxificacién.

Acumulacion de lipidos totales y de dcidos grasos.

Se evalud también la acumulacién de lipidos, que como se
menciondé con anterioridad seria, en principio, una de las respuestas de la
microalga esperable en las situaciones de estrés aplicadas.

La Figura 6.5 muestra el contenido en lipidos totales respecto al
peso de la microalga, incubada en alta irradiancia y: bajo carencia de
nitrégeno, bajo carencia de nitrégeno y ausencia del aporte adicional de
CO,, o bajo carencia de nitrégeno mas el inhibidor del PSIl, DCMU. Como
se observa en la Figura, la microalga incrementa la concentracion
intracelular de lipidos, en distinta medida, bajo las tres condiciones de
incubacién, alcanzdndose mayor porcentaje de lipidos respecto a peso
seco en los cultivos incubados en condiciones de carencia de nitrégeno y
presencia del inhibidor DCMU. La maxima concentracion se observa a las
48 y 72 h de exposicion de los cultivos a tales condiciones, disminuyendo
con posterioridad.
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Figura 6.5. Contenido de lipidos totales de la microalga seleccionada, en cultivo bafio bajo alta
irradiancia y otras condiciones de estrés. Cultivos incubados en condiciones estandar descritas en
Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su
incubacion bajo condiciones de alta irradiancia usando luces LEDs (1800 pmol fotones m™>s™) y bajo
las siguientes condiciones adicionales: carencia nitrogeno inorgénico en el medio de cultivo (barra
blanca), carencia de nitrégeno mas aire (barra gris), o carencia de nitrégeno mas 10 uM del inhibidor
DCMU (barra negra), respectivamente. Los datos de lipidos totales se expresan como contenido en
gramos respecto a peso seco (PS) de la microalga.

La Figura 6.6 representa el contenido de acidos grasos metilados a

partir de una determinada cantidad de lipidos totales de la microalga. Se
observa que la tendencia principal es la disminucién de la concentracion
de FAMEs respecto al contenido de lipidos totales, transcurrido el tiempo
de incubacién bajo las tres condiciones de estudio. No obstante, durante
las primeras 24h se observa un ligero aumento en la fraccién de FAMEs en
las muestras correspondientes a los cultivos sometidos a incubacién con
aire, por tanto con menor disponibilidad de carbono, uno de ellos,
ademas, en presencia de DMCU. Tras 24 h se produce una disminucion
muy notable en la fraccion de FAMEs del contenido de lipidos totales de la
microalga, en todos los cultivos. El maximo contenido en FAMEs respecto
al total de lipidos extraidos se situa alrededor del 60%, tras 24h en las
condiciones de estrés mencionadas —ausencia de nitrégeno inorgdnico,
alta intensidad de luz, aire como fuente de carbono y DCMU-.
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Figura 6.6. Contenido de FAMEs de la microalga seleccionada, en cultivo bafio bajo alta irradiancia y
otras condiciones de estrés. Cultivos incubados en condiciones estandar descritas en Materiales y
Métodos, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su incubacién bajo
condiciones de alta irradiancia usando luces LEDs (1800 pmol fotones m™>s™) y bajo las siguientes
condiciones adicionales: carencia nitrégeno de inorganico en el medio de cultivo (barra blanca),
carencia de nitrégeno mas aire (barra gris), o carencia de nitrégeno mas 10 uM del inhibidor DCMU
(barra negra), respectivamente. Los datos de FAMEs se expresan en gramos de lipidos totales
metilados respecto a los gramos totales de lipidos obtenidos por extraccién en soxhlet.

La siguiente Figura 6.7 representa los valores maximos obtenidos
de lipidos totales y FAMEs respecto a peso seco en las tres condiciones de
incubacién bajo alta irradiancia. Estos valores no coinciden en el tiempo,
es decir, los maximos valores de lipidos se obtienen tras 48 y 72 h de
incubacién, mientras que los maximos en FAMEs se alcanzaron tras las
primeras 24 h de experimentacién, cayendo drasticamente después.
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Figura 6.7 Maximo porcentaje intracelular de lipidos totales y FAMEs de la microalga seleccionada,
en cultivo bafio bajo alta irradiancia y otras condiciones de estrés. La Figura representa el porcentaje
intracelular maximo de lipidos (barras) y el porcentaje intracelular maximo de FAMEs (-e-) de la
microalga. Cultivos incubados en condiciones estandar descritas en Materiales y Métodos, se
centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su incubacién bajo condiciones de
alta irradiancia usando luces LEDs (1800 pmol fotones m™s™) y bajo las siguientes condiciones
adicionales: carencia nitrégeno inorganico en el medio de cultivo, carencia de nitrégeno mas aire, o
carencia de nitrégeno mas 10 uM del inhibidor DCMU, respectivamente. Los datos de lipidos se
expresan como gramos de lipidos respecto a gramos de peso seco y los datos de FAMEs como gramos
de lipidos totales metilados respecto a los gramos totales de peso seco.

La Tabla 6.2 muestra el porcentaje de abundancia relativa de los
principales acidos grasos integrados por cromatografia de gases respecto
al total de acidos grasos identificados. Los datos se obtuvieron tras 72 h
de incubacion en las diferentes condiciones ya indicadas.

Ya se ha explicado que las microalgas tienden a acumular
triacilglicéridos en situaciones de estrés como alta intensidad de luz y
carencia de nutrientes (Guschina y Harwood 2006; Hu et al. 2008, James
et al. 2011). El flujo de carbono inorganico fijado por la fotosintesis se
reparte entre la biosintesis de almiddn y de lipidos. De hecho, las rutas de
biosintesis de almidén y de lipidos comparten intermediarios comunes de
3 dtomos de carbono procedentes de la fijacion fotosintética de carbono
en el ciclo de Calvin (Work et al. 2012). Este hecho se demostré mediante
la obtencién de mutantes de Chlamydomonas en la biosintesis de
almidén, observandose en tales mutantes una desviacion hacia la
biosintesis de lipidos del flujo de carbono en condiciones autotréficas y
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fotoheterotrdficas, no asi en heterotrofia (Wang et al. 2009, Li et al.
2010).

Tabla 6.2. Composicion de acidos grasos principales de FAMEs de la microalga seleccionada, en
cultivo bafio bajo alta irradiancia y otras condiciones de estrés. Los valores fueron expresados como
porcentaje de abundancia relativa al total de acidos grasos integrados por cromatografia de gases,
tras 72 h de incubacién bajo alta irradiancia (1800 pmol fotones m™s™) y las condiciones adicionales

indicadas.

Acidos grasos Carencia de Carencia de Carencia de nitrégeno
principales nitrégeno nitrégeno mas aire y 10 uM DCMU
Saturados

C16:0 36,70 36,21 18,17
C17:.0 0,50 3,14 3,11
C18:0 0,3 0,5 0,4

Mono-insaturados

Cle:1 15,70 18,54 15,17
C18:1 60,10 39,37 48,26
C24:1 0,6 0,50 9,34

Poli-insaturados
C18:2 0,9 2,73 6,00

La experimentacidn realizada pone de manifiesto que la cantidad
de lipidos totales acumulada por la microalga bajo las condiciones de
estrés aplicadas, alta irradiancia y carencia de nitrégeno inorganico, no
esta determinada, aparentemente, por la concentracion de diéxido de
carbono disponible (Figura 6.7). Asi se infiere de los resultados obtenidos
en cultivos incubados en aire, y en aquellos incubados en aire
suplementado con diéxido de carbono, no observandose diferencias
relevantes entre ambas condiciones en la cinética de lipidos totales
acumulados por la microalga en carencia de nitrégeno inorgdnico. Los
resultados de peso seco de ambos cultivos (Figura 6.1) ya revelaron que la
mayor disponibilidad de diéxido de carbono no daba lugar a mayores
rendimientos de biomasa en la condicién de carencia de nitrégeno —
apenas un 10% de diferencia-, probable consecuencia de los efectos
negativos de esta sobre la fotosintesis y, por tanto, sobre la generacién de
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poder reductor para mantener una fijacién de carbono muy activa (Deng
et al. 2011). Esto seria coherente con el hecho de que la cantidad de
lipidos acumulados por Chlorella en carencia de nitrégeno aumente y sea
similar con independencia de la concentracion de carbono inorganico
disponible, sugiriendo que la inhibicién de la fotosintesis actuaria como
inductora de la acumulacién de reserva de carbono en forma de lipidos
(Liu W. et al. 2012).

Cuando se utilizd el inhibidor del fotosistema Il, DCMU, para
bloquear por completo la produccién de poder reductor en la cadena de
transporte electrdnico, la cantidad de lipidos acumulada por Chlorella
aumento significativamente. Considerando que la variacién, a lo largo de
la experimentacion, del peso seco de los cultivos con DCMU no es
diferente de la observada para los otros cultivos, se deduce que el
aumento de lipidos deberia proceder, en buena ldgica, de la conversion
de reservas de carbono de la célula, puesto que no se utilizaron fuentes
de carbono reducido afiadidas al carbono inorganico disponible con el
gaseo. Los cultivos con DCMU pondrian de manifiesto que la acumulacion
de lipidos en la Chlorella seleccionada y cultivada bajo alta irradiancia y en
carencia de nitrogeno no dependeria de la cantidad de carbono
inorganico disponible y sugeriria, al mismo tiempo, que parte de dicho
carbono podria proceder de reservas de carbono reducido de la
microalga.

El contenido en lipidos totales y el contenido en FAMEs
evolucionan de manera contraria; mientras el primero muestra una cierta
tendencia a aumentar en las primeras 72 h de incubacién de los cultivos
en carencia de nitrégeno, el segundo tiende a descender de forma
drastica tras las primeras 24 h de incubacién. Estos resultados sugieren
que la incubacién de los cultivos de la microalga en carencia de nitrégeno
afecta a la actividad de las rutas de biosintesis de lipidos de manera
diferenciada, de modo que la acumulacién de acilglicéridos estaria
favorecida sélo en el corto plazo, durante 24h, tornandose a partir de
entonces mds activa la biosintesis de otros lipidos. Segin refiere la
bibliografia, la sintesis de acilglicéridos estaria favorecida para numerosas
microalgas cuando estas se cultivan en carencia de nitrégeno (Wang et al.
2009, Li et al. 2010), si bien los acilglicéridos constituirian tan sélo una
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fraccion del total de lipidos que variaria con el tiempo de incubacién en
las condiciones elegidas y que incluiria también esteroles y ésteres de
esteroles (Li et al. 2010 y 2011). Segun dichos trabajos, los acilglicéridos
constituirian, como maximo, entre un 30% y un 60% del total de lipidos
acumulados.

Los resultados discutidos plantean la posibilidad de que la
heterotrofia pudiese resultar adecuada para estimular la acumulacién de
lipidos totales en la microalga objeto de estudio. Para ello se desarrollé la
experimentacién que se muestra y discute en el siguiente apartado.

6.2.2. Estudio de la influencia de condiciones heterotréficas sobre el

crecimiento v la acumulacidon de lipidos a partir del uso de un

precursor organico, acetato o glicerol. Estudio del efecto sinérgico
de la carencia de nitrogeno vy la heterotrofia.

Los resultados obtenidos previamente con Chlorella bajo
condiciones autdtrofas y en carencia de nitrogeno sugerian que la
heterotrofia podria resultar adecuada para aumentar el contenido
intracelular de lipidos de la microalga.

Por ello, se planted el siguiente bloque de experimentos, en el
cual se utilizan precursores de carbono orgdnico para estimular la
biosintesis de acilglicéridos y conseguir un mayor conocimiento sobre la
acumulacidn de lipidos en la microalga objeto de estudio. El factor comun
en todos los cultivos es la incubacidon bajo oscuridad. La heterotrofia
presenta ventajas frente a las condiciones autodtrofas, y es que las
condiciones heterotroficas contribuyen a la disminucion de costes en la
produccién de lipidos de microalgas. En heterotrofia, las microalgas se
cultivan en condiciones de oscuridad y la fuente de carbono es organica,
tales como azucares y acidos organicos. La glucosa, acetato o glicerol son
ejemplos de posibles fuentes organicas de carbono utiles en cultivos
heterdtrofos. La heterotrofia elimina la necesidad de luz y, por lo tanto,
ofrece la posibilidad de aumentar la densidad celular y la productividad de
biomasa y de lipidos en microalgas, al margen de la eventual mayor o
menor disponibilidad de luz (Chen 1996, Xu et al. 2006, Li et al. 2007).
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Ademas, la adicidon de carbono en forma de CO, es menos econémica en
comparacién con el uso de fuentes de carbono reducido, siempre que
estos sustratos procedan de desechos de otras actividades industriales y
no incremente, por lo tanto, los costes de produccién de la biomasa algal.

Se ha expresado en esta Tesis que el crecimiento autotréfico se
caracteriza principalmente porque los microorganismos, al ser
fotosintéticos, son capaces de capturar la energia solar y transformarla en
productos de valor a partir de moléculas naturales y sencillas como el CO,
y H,0 (Carvalho et al. 2006), ademas de contribuir a la reduccion global
del CO,. Sin embargo, con este modo de cultivo la consecucién de altas
densidades celulares y su mantenimiento en el tiempo depende de
algunos factores que requieren de un control preciso. Por ejemplo, la
penetracion de la luz es inversamente proporcional a la concentracién
celular (Chen y Johns 1991, 1995) y el sombreado de la propia biomasa
afecta negativamente a la fijacién de diéxido de carbono vy, por tanto, a la
productividad de las moléculas objeto de produccién (Martinez y Orus
1991). Ademas, los costes del cosechado dependen de la productividad de
los cultivos (Wen y Chen 2003), por lo que una productividad variable
encarece el proceso e, incluso, bajas densidades celulares pueden hacer el
cosechado inviable. En consecuencia y como ya se detallé en el apartado
de Introduccion, la heterotrofia ofrece algunas ventajas que pueden
hacerla competitiva para la produccion de biomasa en comparacion con la
autotrofia, dependiendo de géneros y especies.

Chlorella aparece como uno de los géneros con mayor nimero de
especies con capacidad metabdlica para crecer en heterotrofia con alta
productividad (Pérez-Garcia et al. 2011). Dado que la microalga
finalmente seleccionada para los trabajos mostrados en este Capitulo de
la Tesis pertenece al género Chlorella y considerando los resultados
obtenidos en luz, se realizaron experimentos para evaluar la acumulacion
de lipidos de la microalga en heterotrofia.

Para la condicién de heterotrofia estudiada en este apartado, se
eligieron dos fuentes de carbono organico, acetato y glicerol. Ambas son
moléculas usadas en heterotrofia con microalgas (Bollman y Robinson
1977, Richmond 1986) y, en particular, el glicerol es recientemente usado
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en este tipo de experiencias por ser un subproducto derivado de los
procesos de produccién de biodiesel. Bio-Oils es una Empresa dedicada a
la obtencién de biodiesel a partir de aceites vegetales y es una de las
entidades colaboradoras en el proyecto, liderado por CEPSA, que ha dado
lugar a los resultados de este apartado de la Tesis. Bio-Oils produce, por
tanto, glicerol a gran escala. La utilizacién del glicerol como fuente de
carbono en procesos heterotréficos de obtencién de la biomasa algal
implicaria una reduccién en los costes de produccion de biomasa de
microalgas a mayor escala, en un eventual proceso de obtencién masiva
de biodiesel de microalgas vinculado a las propias infraestructuras de una
Empresa de obtencion de dicho combustible a partir de aceites vegetales.
Por su parte, el acetato se ha demostrado eficiente en la produccién
heterétrofa de biomasa de microalgas, habiéndose realizado durante
décadas extensa investigacion al respecto (Bollman y Robinson 1977,
Pérez-Garcia et al. 2011). Por esta razén se ha elegido como fuente de
carbono control en las experiencias en heterotrofia.

Los experimentos de estimulacion de la acumulacién de lipidos en
los cultivos de Chlorella sp. se realizaron en ausencia de fuente de
carbono inorganico. Para ello, los cultivos se burbujearon con aire que se
hacia pasar por una trampa de KOH 3 M para asegurar la eliminacién de
todo el CO,. Con el uso de acetato se utilizd, adicionalmente, la condicion
de carencia de nitréogeno inorganico para analizar si la limitacion
nutricional incrementaba el contenido en lipidos totales y/o FAMEs. Todos
los indculos procedian de cultivos madre de la especie seleccionada,
Chlorella sp., crecidos en condiciones estandar descritas en Materiales y
Métodos, con plenitud de nutrientes proporcionada con el medio Sueoka,
intensidad de luz de cdmara de cultivo (140 umol fotones-m™s™ de PAR),
temperatura de 26 °C y gaseo constante burbujeando los cultivos con una
mezcla de aire enriquecida en CO, al 5% (v/v). Se recogié biomasa de
cultivos en fase exponencial y con ella se inocularon nuevos cultivos en las
distintas condiciones de incubacién heterotréfica, con una concentracién
de biomasa seca inicial de 0,5 g-L™* en todos los recipientes. La condicidn
de oscuridad se verificd con el fotometro descrito en Materiales y
Métodos. Finalmente, se incluyé un cultivo en carencia de nitrégeno, en
oscuridad y con CO, , como control para la acumulacion de lipidos en los
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cultivos con acetato y en carencia de nitréogeno. A continuacion se
presentan todos los resultados obtenidos en estas experiencias.

La Figura 6.8 muestra, en la parte superior, la evolucién del ratio
de absorbancias a 680 y 750 nm. Este factor representa valores
relacionados con la evolucion de la concentracion de clorofilas (680 nm) y
la concentraciéon de biomasa (750 nm). Se observa como en todas las
condiciones ensayadas el ratio mantiene el mismo perfil a partir de las
primeras 24h, a excepcién del cultivo de Chlorella sp. incubado en acetato
y carencia de nitrégeno en el medio, cuyo ratio cae rdpidamente pasado
el primer dia de experiencia. La misma Figura 6.8 presenta, en la parte
inferior, la evolucién de peso seco en las cuatro condiciones de incubacién
bajo oscuridad a lo largo de 96 h de experimentacién.

En todos los cultivos, tras una fase inicial de adaptacién a la
oscuridad, se observa un aumento de biomasa seca, en mayor medida en
el cultivo de Chlorella sp. incubado con acetato como fuente organica de
carbono, aumentando en mas de tres veces la concentracion de peso seco
del indculo inicial. Los cultivos con glicerol, y con acetato y carencia de
nitrégeno, mantienen una evolucion de biomasa similar, si bien la
tendencia en el tiempo del cultivo en glicerol es de claro crecimiento, al
mismo ritmo que el cultivo en acetato. Por ultimo, el cultivo incubado
bajo oscuridad y burbujeado con aire enriquecido en CO, y carencia de
nitrogeno apenas experimenta aumento de biomasa, como era de
esperar.

El cultivo en acetato y carencia de nitrégeno inorganico muestra
inicialmente una cierta tendencia al crecimiento, algo ya observado en las
experiencias con luz y achacable, en principio, a reservas intracelulares de
nitrégeno inorganico (LaRoche et al. 1993, Geider et al. 1998), pues en
condiciones de heterotrofia las microalgas no disponen de amonio
procedente de la fotorrespiracion, cuya produccion depende de luz (Di
Martino Rigano et al. 1998).
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Figura 6.8. Evolucion del ratio de absorbancias a 680 nm y 750 nm y del peso seco de la microalga
seleccionada de Refineria, en cultivo baiio bajo oscuridad y otras condiciones de estrés. La grafica
superior representa la evolucidn del ratio de absorbancias a 680/750nm vy la grafica inferior muestra la
evolucidn del peso seco de la microalga identificada como Chlorella sp. Los cultivos de Chlorella sp.
incubados en condiciones estandar descritas en Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y
resuspendieron en medio de cultivo para su incubacidn bajo condiciones de oscuridad combinada con
otras condiciones: 1% (p/v) de acetato como Unica fuente de carbono (-0-), 1% (v/v) de glicerina como
Unica fuente de carbono (-A-), carencia de nitrégeno y 1% (p/v) de acetato (-e-) y carencia de
nitrégeno mas 5% v/v de CO, en aire (-X-), respectivamente.

Los cultivos crecidos bajo condicion heterotréfica y sin limitacion
nutricional son, en definitiva, los que alcanzan mayores tasas de
crecimiento, aunque que de forma puntual sea el cultivo incubado en
acetato mas carencia de nitrogeno el que presente una mayor tasa de
crecimiento, inicialmente. El cultivo incubado con acetato y plenitud de
nutrientes alcanza una tasa de crecimiento media de 0,43 d™ y maxima de

197



IIl. Resultados y Discusion

0,67d*%, y el cultivo incubado con glicerol rinde una tasa de crecimiento
media de 0,37 d' y méxima de 0,62 d™.
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Figura 6.9. Evolucion de la concentracion de clorofilas de de la microalga seleccionada de Refineria,
en cultivo bafio bajo oscuridad y otras condiciones de estrés. La grafica superior representa la
concentracion de clorofila celular referida a volumen de cultivo y la grafica inferior muestra la
concentracion de clorofila celular referida a peso seco de la microalga identificada como Chlorella sp.
Los cultivos de Chlorella sp. incubados en condiciones estandar descritas en Materiales y Métodos, se
centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su incubacién bajo condiciones de
oscuridad combinados con otras condiciones: 1% (p/v) de acetato como Unica fuente de carbono (-o-),
1% (v/v) de glicerina como Unica fuente de carbono (-A-), carencia de nitrégeno y 1% (p/v) de acetato
(-®-) y carencia de nitrégeno mas 5% v/v de CO, en aire (-X-), respectivamente. PS: peso seco.

La Figura 6.9 (superior) representa la evolucion en el tiempo de la
concentracién de clorofila celular referida a volumen de los cultivos de
Chlorella sp. En todos los casos se observa una evolucion constante en la
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concentracién de clorofilas por volumen, a excepcién del cultivo crecido
en acetato como fuente de carbono, el cual multiplica por cinco la
concentracién de clorofilas en el medio. La grafica inferior de la Figura 6.9
muestra la evolucidn, en 96 h de experiencia, de la concentracion de
clorofila celular referida a peso seco de Chlorella sp. El cultivo incubado
con acetato es el Unico que muestra un aumento de la actividad de
biosintesis de clorofilas, pasadas 48h de experiencia. Los demas cultivos
muestran una clara tendencia a la disminucién del contenido de clorofila
celular referida a peso seco a lo largo de la experiencia.

Acumulacion de carotenoides.

Se analizé también la evolucidn de carotenoides en los cultivos
heterotroficos. La Figura 6.10 (superior) representa la evolucion en el
tiempo de la concentracién de carotenoides celulares referida a volumen
de los cultivos de Chlorella sp. De forma similar, los cultivos de la
microalga crecidos en condiciones heterotroficas, tanto con acetato como
con glicerol, generan un perfil parecido de aumento en carotenoides. Los
cultivos en carencia nutricional acumulan concentraciones volumétricas
de carotenoides mas bajas. El cultivo incubado en acetato mas carencia de
nitrégeno mantiene la concentracidn de carotenoides, con una tendencia
ascendente al final de la experiencia. Por ultimo, el cultivo de Chlorella
sp. incubado en alto CO, y carencia de nitrégeno revela una caida suave
del contenido de carotenoides desde el principio de la experiencia.

La Figura 6.10 (inferior) muestra la evolucién de la concentracion
de carotenoides celulares referida a peso seco de Chlorella sp. respecto a
biomasa seca. Todas las condiciones de cultivo dan lugar a una
disminucién de la biosintesis de carotenoides. La comparacion de ambas
graficas de la Figura 6.10 revela que la acumulacion de carotenoides en
aquellos cultivos en que se produce, es consecuencia del crecimiento
celular y no de una biosintesis activa de dichos pigmentos.
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Figura 6.10. Evolucion de la concentracion de carotenoides de la microalga seleccionada de
Refineria, en cultivo bafio bajo oscuridad y otras condiciones de estrés. La grafica superior
representa la concentraciéon de carotenoides celulares referida a volumen de cultivo y la grafica
inferior muestra la concentracién de carotenoides celulares referida a peso seco de la microalga
identificada como Chlorella sp. Los cultivos de Chlorella sp. incubados en condiciones estandar
descritas en Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo
para su incubacién bajo condiciones de oscuridad combinados con otras condiciones: 1% (p/v) de
acetato como Unica fuente de carbono (-0-), 1% (v/v) de glicerina como Unica fuente de carbono (-A-),
carencia de nitrégeno y 1% (p/v) de acetato (-e-) y carencia de nitrégeno mas 5% v/v de CO, en aire (-
X-), respectivamente. PS: peso seco.

Se analizaron igualmente los contenidos intracelulares de los dos
carotenoides mayoritarios de la microalga, luteina y B-caroteno. La Figura
6.11 representa, en la grafica superior, la evolucién de la concentracidn
intracelular de luteina de Chlorella sp. a lo largo de 96 h de incubacion en
oscuridad y bajo diferentes condiciones nutricionales. Se observa que
todas las condiciones de incubacion dan lugar a un decrecimiento de la
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concentracién intracelular de luteina. Tan sélo los cultivos incubados con
acetato o glicerol y sin limitacidn nutricional presentan inicialmente una
menor tendencia a la disminucion del contenido intracelular en luteina, si
bien dicha disminucién se produce avanzada la experiencia. Por otro lado,
la grafica inferior, muestra la evolucidn de la concentracién intracelular de
B-caroteno en Chlorella sp. bajo las cuatro condiciones ya mencionadas.
Se observa en casi todas las condiciones ensayadas una biosintesis mas
intensa de B-caroteno durante las primeras 48-72 h, con tendencia a la
disminucién posterior.

La continua disminucidn del contenido de clorofila celular referida
a peso seco observada en todas las condiciones experimentales aplicadas,
con excepcién puntual de los cultivos incubados en acetato y sin
limitacidn nutricional, es coherente con el hecho de la falta de luz.

Si bien los pigmentos auxiliares, carotenoides y xantofilas, se
producen en condiciones fotoautotroficas, sorprendentemente algunos
son acumulados por las microalgas también en condiciones heterotréficas
en oscuridad. La xantofila astaxantina es acumulada por Chlorella
zofingiensis cultivada heterotréficamente con glucosa, y lo hace con un
rendimiento notablemente superior al de la microalga Haematococcus en
condiciones fotoautotréficas (Lp y Chen 2005). Similares resultados se han
publicado para la acumulacién de ficobilinas con cianobacterias cultivadas
en condiciones heterotrdficas, entre ellas Spirulina platensis (Sloth et al.
2006). Si bien no hay muchos trabajos relacionados con la acumulacién de
carotenoides y xantofilas en cultivos heterotréficos, lo publicado hasta la
fecha revela que aun en ausencia de luz la carencia de nitrégeno
inorgdnico sigue siendo elemento estimulador de la biosintesis (Wang y
Peng 2008). En especies de microalgas del género Chlorella se ha
vinculado la acumulacién de xantofilas mayoritarias, principalmente
luteina, al crecimiento fotoautotrdéfico activo y, por tanto, a la asimilacién
de carbono (Fernandez-Sevilla et al. 2010), si bien la limitacién o carencia
de nitrégeno inorganico podria actuar como factor estimulador de la
acumulacién. De hecho, tales observaciones ya se constataron en el
apartado previo de esta Tesis, la experimentacién con LEDs, con la
microalga objeto de estudio.
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Figura 6.11 Evolucion de la concentracion de luteina y B-caroteno de la microalga seleccionada de
Refineria, en cultivo bafio bajo oscuridad y otras condiciones de estrés. La grafica superior
representa la concentracién intracelular de luteina y la gréfica inferior muestra la concentracién
intracelular de B-caroteno de la microalga identificada como Chlorella sp. Los cultivos de Chlorella sp.
incubados en condiciones estdndar descritas en Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y
resuspendieron en medio de cultivo para su incubaciéon bajo condiciones de oscuridad combinados
con otras condiciones: 1% (p/v) de acetato en el medio como Unica fuente de carbono (barra blanca),
carencia de nitrégeno y 1% (p/v) de acetato (barra gris clara), carencia de nitrégeno mas 5% (v/v) de
CO, en aire (barra gris oscura) y 1% (v/v) de glicerina como Unica fuente de carbono (barra negra),
respectivamente. PS: peso seco.

En condiciones heterotréficas, el hecho de la acumulacion de
carotenoides asociada al crecimiento es por tanto coherente con lo
publicado en la bibliografia. Particularmente, el uso de acetato o glicerol
en condiciones no limitantes de nutrientes da lugar a mayor produccion
de carotenoides como consecuencia de la acumulacidn de biomasa en el
cultivo (Figura 6.8, inferior), pero no como consecuencia de una
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estimulacién de la biosintesis (Figuras 6.10, inferior). La limitacion
nutricional en oscuridad no resulté ser un factor determinante para
estimular la acumulacién de carotenoides que, en el caso de la microalga
estudiada, se mostré claramente dependiente de la disponibilidad de
carbono (inorgdnico u organico) y de luz.

Acumulacion de lipidos totales y de dcidos grasos.

La acumulacion de lipidos totales y de FAMEs en microalgas no
tiene por qué seguir el mismo patrén cinético que los carotenoides vy las
xantofilas. Este hecho ya se ha observado en diferentes microalgas
(Pignolet et al. 2013) e incluso en este mismo trabajo de Tesis, donde se
puso de manifiesto que el contenido intracelular en luteina tendia a
aumentar en Chlorella sp. a lo largo del tiempo de incubacion bajo alta
irradiancia y limitacidn en nitrégeno inorganico, de manera similar a la
evolucidn de los lipidos totales pero de forma contraria a la evolucién del
contenido en acidos grasos (FAMEs, Figura 6.6). Las rutas de biosintesis de
acidos grasos y de carotenoides comparten intermediarios comunes,
como se explicd en esta Tesis, pero los factores que aumentan su
actividad difieren, como se ha puesto de manifiesto en este trabajo.

Para determinar la influencia de las condiciones de heterotrofia
sobre la acumulacion de lipidos, se siguid la evolucién de estos durante el
tiempo de experimentacion. La Figura 6.12 representa la evolucién del
contenido intracelular de lipidos totales obtenidos de Chlorella sp. bajo las
cuatro condiciones estudiadas. Como se observa de forma evidente, la
incubacién con glicerol como fuente de carbono es la que mas favorecio la
acumulacidn intracelular de lipidos totales. Las demds condiciones, en una
lectura general, producen algun incremento en la concentracion de lipidos
durante las primeras 24h, particularmente el cultivo incubado en
oscuridad, con CO, y carencia de nitrégeno, disminuyendo con el tiempo
de forma continua.
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Figura 6.12 Contenido de lipidos totales de la microalga seleccionada de Refineria, en cultivo bafio
bajo oscuridad y otras condiciones de estrés. Los cultivos de Chlorella sp. incubados en condiciones
estandar descritas en Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio
liquido para su incubacién bajo condicidn de oscuridad combinada con otras condiciones: 1% (p/v) de
acetato en el medio como unica fuente de carbono (barra blanca), carencia de nitrégeno y 1% (p/v) de
acetato (barra gris clara), carencia de nitrégeno mas 5% (v/v) de CO; en aire (barra gris oscura) y 1%
(v/v) de glicerina como unica fuente de carbono (barra negra), respectivamente. PS: peso seco.

De nuevo, para conocer qué condicidn de cultivo es mas
productiva de cara a la acumulacién de lipidos totales, ademas del
contenido intracelular de lipidos ha de considerarse la evolucién de la
concentracién de biomasa a lo largo de la experimentacidon. De esta
forma, es facil determinar que la mayor produccion de lipidos, en
términos absolutos de cantidad, se obtendria siempre en condiciones de
crecimiento heterotroéfico —acetato o glicerol, sin limitacidon nutricional-.
Muchas microalgas aumentan su nivel intracelular de lipidos en limitacién
o carencia de nitrégeno inorgdanico desde 20-30% hasta 60-70% , respecto
a su biomasa seca, pero aunque se alcancen buenos resultados en esta
condicién, la tasa de crecimiento se reduce notablemente por la
limitacién nutricional y por la acumulacion de carbono en forma de lipidos
de reserva (Liang et al. 2009). Eso hace que el momento del cosechado
resulte clave de cara a la produccidn de lipidos, si se emplean condiciones
limitantes para el crecimiento. En cultivos en crecimiento, el momento
adecuado para el cosechado ocurre cuando el producto matematico de la
productividad de biomasa por el contenido intracelular en lipidos es
maximo.
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La Figura 6.13 muestra el maximo valor de productividad obtenido
en las cuatro condiciones de incubacién bajo oscuridad y su contenido de
lipidos correspondiente a ese valor de productividad, calculado respecto a
su peso seco. Como se puede observar, los cultivos incubados bajo
condicion heterotréfica usando glicerol como fuente de carbono, son los
que presentan mejores resultados. Esta incubacion da lugar a elevada
productividad de biomasa ademas de acumular lipidos de forma eficiente.
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Figura 6.13. Maxima productividad de biomasa y contenido intracelular de lipidos correspondiente
de la microalga seleccionada de Refineria, en cultivo bafio bajo oscuridad y otras condiciones de
estrés. La Figura representa la maxima productividad de biomasa (-e-) y su correspondiente valor de
contenido intracelular de lipidos totales (barras) de la microalga identificada como Chlorella sp. Los
cultivos de Chlorella sp. incubados en condiciones estandar descritas en Materiales y Métodos, se
centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio liquido para su incubacién bajo condicién oscuridad
combinada con otras condiciones: 1% (p/v) de acetato en el medio como Unica fuente de carbono,
carencia de nitrogeno y 1% (p/v) de acetato, carencia de nitrégeno mas 5% (v/v) de CO, en aire y 1%
(v/v) de glicerina como unica fuente de carbono, respectivamente. PS: peso seco.

Al contrario de lo que sucedia en la experimentacién con alta
irradiancia y carencia de nitrdgeno inorganico, en heterotrofia la
evolucidn del contenido intracelular de lipidos totales y de acilglicéridos
(determinados estos como FAMEs) sigue una evolucién paralela. La Figura
6.14 representa el contenido de lipidos transesterificables respecto al
total de lipidos en las cuatro condiciones ensayadas. Los cultivos de
Chlorella sp. incubados con acetato y glicerol mantienen un perfil similar
de dicho parametro. Con el transcurso de la experiencia, la proporcion de
FAMEs por lipidos totales en estos dos casos, acetato y glicerol como
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fuentes de carbono, es mayor, al contrario de lo que ocurre en los cultivos
con limitacion de nutrientes. En heterotrofia, por tanto, el factor
determinante en la acumulacién de lipidos, incluidos FAMEs vy
carotenoides, es la disponibilidad de carbono. El uso de una fuente u otra
de carbono, acetato o glicerol, influye notablemente en la cantidad de
lipidos y FAMEs obtenidos, con mayor rendimiento cuando se utiliza
glicerol.
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Figura 6.14. Contenido de FAMEs de la microalga seleccionada de Refineria, en cultivo bafio bajo
oscuridad y otras condiciones de estrés. Los cultivos de Chlorella sp. incubados en condiciones
estandar descritas en Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de
cultivo para su incubacién bajo condicion de oscuridad combinada con otras condiciones: 1% (p/v) de
acetato en el medio como Unica fuente de carbono (barra blanca), carencia de nitrégeno, 1% (p/v) de
acetato (barra gris claro), carencia de nitrégeno mas 5% (v/v) de CO; en aire (barra gris oscuro) y 1%
(v/v) de glicerina como Unica fuente de carbono (barra negra), respectivamente.

La siguiente Figura 6.15 representa los valores maximos obtenidos
de lipidos totales y FAMEs respecto a peso seco, en las cuatro condiciones
de incubacién bajo oscuridad. Estos valores no coinciden en el tiempo, es
decir, los maximos valores de lipidos se obtienen tras 24 h de incubacion a
excepcion del cultivo incubado heterotréficamente con glicerol, cuyo
maximo se obtuvo a las 96 h. Por su parte, los valores maximos de FAMEs
se obtuvieron en los ultimos dias de experimentacion en todos los casos.
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Figura 6.15. Maximo porcentaje intracelular de lipidos totales y FAMEs de la microalga
seleccionada, en cultivo bafio bajo oscuridad y otras condiciones de estrés. La Figura representa el
porcentaje intracelular maximo de lipidos (barras) y el porcentaje intracelular maximo de FAMEs (-e-)
de la microalga. Los cultivos de Chlorella sp. incubados en condiciones estandar descritas en
Materiales y Métodos, se centrifugaron, lavaron y resuspendieron en medio de cultivo para su
incubacion bajo condicion de oscuridad combinada con otras condiciones: 1% (p/v) de acetato en el
medio como Unica fuente de carbono, carencia de nitrégeno y 1% (p/v) de acetato, carencia de
nitrégeno mas 5% (v/v) de CO, en aire y 1% (v/v) de glicerina como unica fuente de carbono,
respectivamente. Los datos de lipidos se expresan como gramos de lipidos respecto a gramos de peso
seco y los datos de FAMEs como gramos de lipidos totales metilados respecto a los gramos totales de
peso seco. PS: peso seco.

La Tabla 6.3 muestra de forma pormenorizada, la composicién de
acidos grasos de la microalga Chlorella objeto de estudio tras incubacion
en las diferentes condiciones ensayadas en oscuridad. El uso de glicerol
produce un cambio significativo en dicha composicidon de acidos grasos,
incrementando notablemente la abundancia relativa de linoléico y
linolénico, ambos de valor comercial.

El glicerol se ha mostrado como un sustrato adecuado para el
crecimiento de microalgas (Pérez-Garcia et al. 2011). El glicerol es una
sustancia con capacidad para aumentar la fuerza osmodtica de una
disolucién y, consecuentemente, mantener el equilibrio osmético en la
célula. Ademas, es una fuente de carbono econdémica y util para satisfacer
los requerimientos energéticos y de carbono celulares, y es un soluto
compatible con la acciéon de las enzimas y las estructuras de las
membranas, sin efectos toéxicos incluso a altas concentraciones (Richmond
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1986). Las microalgas pueden producir glicerol como producto de la
hidrodlisis de acilglicéridos y otros glicerolipidos. Algunas especies pueden
utilizarlo como fuente de carbono, con una serie de consecuencias
relacionadas fundamentalmente con el tamafio del fotosistema Il y el
nuimero de tilacoides por célula (Lewitus et al. 1991) que no inhiben la
actividad metabdlica basal.

Tabla 6.3. Composicion de acidos grasos principales de FAMEs de la microalga seleccionada, en
cultivo bafio bajo oscuridad y otras condiciones de estrés. Los valores estdn expresados como
porcentaje de abundancia de cada acido graso relativa al total de acidos grasos, integrados por
cromatografia de gases tras 72 h de incubacidn las condiciones indicadas en la Tabla.

Acidos grasos Acetato Carencia de Carencia de Glicerol
principales nitrégeno y acetato nitrégeno y CO,
Saturados
C13:0 - - 3,91 -
C16:0 33,60 38,0 32,80 26,60
C17:0 13,78 10,2 23,18 --
C18:0 3,0 1,62 - 4,70
C24:0 3,26 17,0 34 -

Mono-insaturados

Cl6:1 37,43 28,20 2,82 7,10
C18:1 2,0 0,4 0,4 11,74

Poli-insaturados

C18:2 2,0 0,8 0,87 38,3
C18:3 4,13 3,45 2,13 11,50

La entrada del glicerol se ha descrito en plantas y ocurre por
difusién. El glicerol es inicialmente fosforilado a glicerolfosfato, lo cual
sucede en plantas mediante la accién de una glicerol quinasa y el
concurso de ATP. Posteriormente, una glicerol-3-fosfato-NAD"
oxidorreductasa produce la oxidacién de glicerolfosfato a gliceraldehido-
3-fosfato. Se ha demostrado que el glicerol-3-fosfato inhibe Ia
gluconeogénesis, y se ha sugerido que inhibe también la via de las
pentosas fosfato (Aubert et al. 1994). Se ha demostrado mediante algunas
especies de microalgas que estas pueden utilizan glicerol de forma
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mixotréfica (Kaplan et al. 1986), sin aporte de CO, externo y en luz.
Algunos autores han publicado resultados de productividad en cultivos
con glicerol y luz, notablemente superiores a los obtenidos con cultivos en
condiciones autotroficas (Ceron et al. 2000). Los mismos autores
describieron que el crecimiento en glicerol, a diferencia de lo que sucede
en glucosa, produce una fase de adaptacidn prolongada, coincidente con
lo observado en nuestras experiencias.

La acumulacién de lipidos en heterotrofia puede superar la
producida en condiciones autotroficas (Xu et al. 2006). Los resultados
obtenidos en esta Tesis no muestran diferencias cuantitativas notables
entre condiciones autotrdficas y heterotroéficas.

Los mecanismos que inducen una mayor acumulacion de lipidos
varian entre géneros y especies. En el caso de microalgas del género
Chlorella se ha sugerido que la acumulacién en condiciones autotréficas y
heterotroficas, podria no depender tanto de la carencia de nitrégeno
como de la cantidad de carbono disponible (De Swaaf et al. 2003). En los
resultados obtenidos en la Tesis este hecho se observa de manera mas
clara en las condiciones heterotréficas. La inhibicion de Ia
gluconeogénesis por el uso de glicerol daria lugar a un mayor flujo de
carbono para la formacidn de lipidos, a partir de gliceraldehido-3-fosfato,
piruvato y acetil-CoA, favoreciendo la sintesis de acidos grasos y de
carotenoides, como se ha observado en esta Tesis para Chlorella sp. De
otra parte, la acumulacidn de excesos de carbono derivada de la carencia
de nitrégeno inorganico daria lugar a la conversidn de azucares en lipidos
(Ratledge y Wynn 2002, De Swaaf et al. 2003). Tal efecto no se ha
observado en las experiencias de este trabajo realizadas en heterotrofia.
Con especies de microalgas adecuadas, el glicerol puede resultar de alto
valor para la obtencidon de biodiesel. Los escasos trabajos publicados al
respecto revelan que los rendimientos de lipidos obtenidos con
microalgas eficientes en la asimilacion de glicerol pueden ser
notablemente superiores a los obtenidos cuando se emplea glucosa o
fructosa como fuente de carbono (Wood et al. 1999). El analisis de los
resultados obtenidos permite concluir que los maximos rendimientos de
produccién de acidos grasos en heterotrofia se obtendrian, para Chlorella
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sp., cultivandola con glicerol y en plenitud de nutrientes, alcanzandose los
maximos de acumulacidn de lipidos y de proporcién de acidos grasos.

A modo de conclusiones, se aisl6 una microalga de rapido
crecimiento desde aguas tratadas de la Refineria La Rabida, de CEPSA, que
se identific6 mediante técnicas moleculares como una nueva cepa del
género Chlorella, posiblemente perteneciente a la especie sorokiniana. En
las condiciones experimentales de esta Tesis, la microalga acumuld en
forma de lipidos maximos cercanos al 50% de su peso seco. Los resultados
obtenidos en condiciones limitantes para la fotosintesis sugieren que la
microalga podria utilizar reservas de carbono reducido para incrementar
la acumulacién de lipidos en dichas condiciones.

Chlorella sp. resulté ser una microalga acumuladora natural de
luteina, cuyos contenidos intracelulares maximos, considerado de interés
para produccién industrial, se alcanzaron en cultivos limitados en su
crecimiento por carencia de nitrégeno vy alta irradiancia 6 en condiciones
de heterotrofia con glicerol como fuente de carbono. Estas condiciones,
especialmente la heterotrofia, abren una via de estudio para la
produccién masiva de luteina a mayor escala.

La produccidn de lipidos en Chlorella sp. resultd similar, desde el
punto de vista cuantitativo, tanto en condiciones autotréficas como
heterotroficas de crecimiento. En condiciones heterotrdficas, la mayor
produccién de lipidos - hasta un 35% del peso seco de la microalga- y de
FAMEs - hasta un 60% del peso total de lipidos- se obtuvo utilizando
glicerol como fuente de carbono en oscuridad y en cultivos sin limitacion
nutricional. La alta productividad de biomasa obtenida en heterotrofia y
los menores costes de produccion esperables en dichas condiciones
sugieren que tales condiciones de cultivo serian de especial valor en la
obtencidon de FAMEs (biodiesel) a partir de la Chlorella sp. estudiada.
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C. onubensis crece de manera sostenida en el tiempo cuando se
incuba en carencia de fésforo o azufre, manteniendo captura activa
de luz y su conversidn eficiente en energia quimica. Los resultados de
esta Tesis junto a otros previos obtenidos por el equipo de
investigacion sugieren la posible disponibilidad de reservas de azufre
en la microalga, que permiten la actividad fotosintética y el
crecimiento del cultivo en carencia de dicho elemento.

La carencia del medio de cultivo en nitrégeno, fésforo o azufre
favorece, durante las primeras horas, el incremento de la fraccién de
carbono fijada en forma de lipidos, tanto terpenoides como acidos
grasos, siendo el acido graso linolénico (C18:3) el mas abundante de
los identificados e integrados. Por vez primera en una microalga de
ambiente acido extremo, se ha puesto de manifiesto el vinculo entre
carencia de nutrientes y estrés oxidativo.

Coccomyxa muestra cierta halotolerancia basada en una ligera
estimulacion del crecimiento, coherente ademas con una biosintesis
mas activa de clorofilas que mantiene altas eficiencias en el uso de la
luz en fotosintesis. Una salinidad moderada, inferior a la del mar,
favorece temporalmente la acumulacidon de luteina, B-caroteno vy
acidos grasos, particularmente linoléico y linolénico, ambos
esenciales en alimentacién humana.

Salinidades moderadas, inferiores a la del mar, inducen una respuesta
antioxidante principalmente dependiente de las enzimas que utilizan
glutatién y ascorbato reducidos, respuesta que esta acompafiada de
una biosintesis temporalmente mds activa de luteina, B-caroteno y
acidos grasos - especialmente linoléico y linolénico - lo que permite
relacionar una cierta halotolerancia con el incremento de la respuesta
antioxidante de la microalga.

Se aislé una microalga de rapido crecimiento desde aguas tratadas de
la Refineria La Rabida de CEPSA, que se identificd6 mediante técnicas
moleculares como wuna nueva cepa del género Chlorella,
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posiblemente perteneciente a la especie sorokiniana. En las
condiciones experimentales de esta Tesis la microalga acumuld, en
forma de lipidos, mdximos cercanos al 50 % de su peso seco. Los
resultados obtenidos en condiciones limitantes para la fotosintesis
sugieren que la microalga podria utilizar reservas de carbono
reducido para incrementar la acumulacién de lipidos en dichas
condiciones.

La productividad de FAMEs obtenidos a partir de los aceites de la
microalga Chlorella sp. aislada de Refineria La Rabida de CEPSA y
cultivada en condiciones fotoautotréficas, es mayor en cultivos
sometidos a incubacion bajo irradiancias saturantes que en cultivos
sometidos a carencia nutricional, como consecuencia de la mayor
productividad de biomasa. En las condiciones de maxima
acumulacién determinadas, la microalga Chlorella sp. objeto de
estudio alcanza un contenido promedio de lipidos de un 40%-45%, de
los cuales un maximo de aproximadamente 30% son FAMEs.

Chlorella sp. resultd ser una microalga con potencial para la
acumulacién de luteina, cuyos contenidos intracelulares maximos,
considerados de valor para produccién industrial, se alcanzaron en
cultivos limitados en su crecimiento por carencia nutricional y alta
irradiancia 6 en condiciones de heterotrofia con glicerol como fuente
de carbono. Estas condiciones, especialmente la heterotrofia, abren
una via de estudio para la produccion masiva de luteina a mayor
escala.

La produccién de lipidos en Chlorella sp. resulté similar, desde el
punto de vista cuantitativo, tanto en condiciones autotroficas como
heterotroficas de crecimiento. En condiciones heterotréficas, la
mayor produccién de lipidos - hasta un 35% del peso seco de la
microalga - y de FAMEs - hasta un 60% del peso total de lipidos - se
obtuvo utilizando glicerol como fuente de carbono en oscuridad, en
cultivos sin limitacién nutricional. La alta productividad de biomasa
obtenida en heterotrofia y los menores costes de produccion
esperables en dichas condiciones sugieren que tales condiciones de
cultivo serian de especial valor en la obtencién de FAMES (biodiesel)
a partir de la Chlorella sp. estudiada.
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C. onubensis grows steadily over time when incubated in lack of
phosphorus or sulfur, keeping light capture active and converting it
into chemical energy efficiently. The results of this thesis with other
previously obtained by the research team suggest the possible sulfur
stocks availability in the microalga, allowing for photosynthetic
activity and culture growth to take place in sulfur-lacking culture
medium.

Lack of culture medium in nitrogen, phosphorus or sulfur favors,
during the first hours, the increase of that carbon fraction fixed in
the form of lipids, including fatty acids and terpenoids, linolenic acid
(C18: 3) being the most abundant identified and integrated fatty
acid. For the first time in an extreme acidic environment microalga,
the link between nutrient deficiency and oxidative stress has been
shown.

Coccomyxa showed halotolerance based on slight growth
stimulation, also consistent with a more active chlorophyll
biosynthesis maintaining high efficiencies in the use of light in
photosynthesis. Moderate salinity, below that of the sea, temporarily
promotes accumulation of lutein, P-carotene and fatty acids,
particularly linoleic and linolenic acids, both essential in human
nutrition.

Moderate salinity, below that of the sea, induces an antioxidant
response mainly dependent on enzymes using reduced glutathione
and ascorbate. Such a response is accompanied by a temporarily
more active biosynthesis of lutein, B-carotene and fatty acids,
especially linoleic and linolenic - allowing for relating the observed
halotolerance with the increased antioxidant microalga response.

A fast-growth microalga was isolated from CEPSA’s La Rabida
Refinery treated wastewaters, which was identified by molecular
techniques as a new strain of the genus Chlorella, possibly belonging
to sorokiniana species. Under the experimental conditions of this
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thesis, the microalga accumulated about 50% of its dry weight in the
form of lipids. The results obtained for photosynthesis limiting
conditions suggest that the microalga could use stocks of reduced
carbon to increase lipid accumulation in these conditions.

FAMEs productivity from Chlorella sp. oils, microalga isolated from
CEPSA’s La Rabida Refinery and cultivated in photoautotrophic
conditions, is higher in cultures under saturating irradiances than in
those cultures subjected to nutrient deficiency, as a result of the
higher biomass productivity. Under those conditions for maximal
accumulation, the microalga Chlorella sp. reached an average lipid
content of about 40%-45%, of which a maximum of about 30% are
FAMEs.

Chlorella sp. proved a potential for lutein accumulation, whose
intracellular maximum contents, considered valuable for industrial
production, were reached in growth-limited cultures by nutrient
deficiency and high irradiance, or heterotrophic conditions with
glycerol as carbon source. These conditions, especially the
heterotrophy, open a research line for mass production of lutein at
larger scale.

Lipid production in Chlorella sp. was quantitatively similar in grown
cultures under autotrophic and heterotrophic conditions. In
heterotrophic conditions, the highest contents of lipids -up to 35% of
the algal dry weight- and FAMEs -up to 60% of the total weight of
lipids- were obtained by using glycerol as a carbon source in
darkness, in cultures with no nutrient limitation. High productivity of
biomass obtained under heterotrophy and lower production costs to
be expected in these conditions suggest that such culture conditions
would be of particular value for obtaining FAMES (biodiesel) from
Chlorella sp.
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