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INTRODUCCION

La microalga fotosintética H. pluvialis es la mejor productora natural de Astaxantina, un compuesto
carotenoide “super antioxidante” con elevado interés farmacéutico (Katsuda et.al., 2004; Shah
et.al.,, 2016). Existe un creciente interés en su cultivo, pero se dificulta su estudio en todas las
escalas debido a que presenta diferentes estadios de vida, asociados al estrés (Kobayashi et.al.,
1997). Se destacan dos principales: un estadio vegetativo de color verde en el que las algas se
encuentran reproductivamente activas, y un estadio de estructura de resistencia "cisto" con
elevada acumulacion de Astaxantina, que le otorga color rojo. Uno de los factores menos costosos
y que mas influye en la duracion de dichos estadios es la luz (Park, 2001). Un estudio
fisico/matematico/computacional de la interaccién luz-células es necesario para continuar en estas
lineas de investigacion. En este sentido, las propiedades oOpticas, que son coeficientes numéricos
que representan la interaccion luz-célula en un momento particular del ciclo de vida (lbanez et.al.,
2020), constituyen un campo Util y sin antecedentes en H. pluvialis. Se propone el uso de estas
propiedades Opticas como herramienta para establecer un balance de energia radiante, a modo
de estrategia de control de la luz. De esta manera, la medicion de propiedades Opticas permitiria
tomar decisiones al momento de detectarse modificaciones en la intensidad de luz en el interior de
un cultivo de H. pluvialis segun el objetivo perseguido.

OBJETIVOS

- Estudiar las propiedades 6pticas de cultivos a escala laboratorio de H. pluvialis, partiendo de un
estadio vegetativo hacia un estadio final de produccién de sustancias de interés industrial.

- Estudiar las propiedades Opticas de la etapa de germinaciéon de estructuras de resistencia de H.
pluvialis (aplanosporas) hacia la etapa reproductiva de las mismas.
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METODOLOGIA

La cepa en estudio fue H. pluvialis mex (CCM-FAUBA, Argentina). Para este trabajo, se prepard
un indculo de acuerdo a una metodologia adaptada de Aflalo et al. (2007). Primeramente, se
realizaron cultivos concentrados de células vegetativas a partir de cistos de la microalga en medio
BG-11 (LLavarasi et.al. 2011) y en condiciones controladas (T = 298 K, pH= 7,5, intensidad
luminosa = 7,8*10° mol*m2*s™, luz LED de tipo blanco célido y frio) en una cdmara de cultivo
Demetra470L (J3Desarrollos, Mar del Plata, Argentina). Se partié de un volumen de 1,5*102 L
conteniendo una suspensién concentrada de cistos, y tras haber alcanzado una concentracion
igual a 5,0*10” células reproductivas*L™, las células fueron cosechadas mediante centrifugacion
suave y resuspendidas en 1,0*10" L de medio BG-11 estéril. Seguidamente se repitié el mismo
procedimiento hasta obtener la misma densidad celular que antes, y se repiti6 el mismo
procedimiento en un volumen final de 5,010 L, para finalmente transferir dicha concentracion de
células reproductivas a un volumen final de 1.8 L con medio BG-11 en un biorreactor. Este
biorreactor consistié en un frasco Schott con la tapa modificada para mantener un flujo de aire en
condiciones de esterilidad. El cultivo fue mantenido en condiciones controladas (T = 298 K, pH=
7,5, intensidad luminosa = 1,40*10* mol*m2*s™', luz LED de tipo blanco célido y frio). Los cultivos
fueron aireados mediante una corriente de aire filtrado enriquecido a un 1.5% con CO2 puro, con
un caudal controlado mediante un caudalimetro (Nikkon, Buenos Aires) de 3,3 *10”" min™'.

Las experiencias se desarrollaron en dos etapas. La etapa 1, con una duracion total de 15 dias, y
la etapa 2, con una duracion de 3 dias. En la etapa 1, se evalué la transicion de una cantidad inicial
de células en estado vegetativo hacia su transformacién total a cistos. En la etapa 2,
contrariamente, se analizd la capacidad de reactivacidon de una cantidad inicial de cistos
(aplanosporas) y su desarrollo hacia células en estadio vegetativo. Una vez por cada dia de la
etapa 1, se tomo una muestra de 1,0*102 L, la cual fue recolectada por volcado en condiciones de
esterilidad. En el caso de la etapa 2, el muestreo se realizo de la misma manera pero cada 8 horas.
De ese volumen, una parte se utilizd para la determinacién de carotenoides y clorofilas de acuerdo
a la metodologia sugerida por Ritchie et al. (2006). Adicionalmente se realizaron un recuento de
las poblaciones celulares de acuerdo a cada estadio, mediante recuento en camara de Neubauer,
y la determinacion de propiedades épticas de cada muestra. El dispositivo para determinacion de
propiedades 6pticas fue construido y calibrado segun se describe en Ibafiez et al. (2020). En lineas
generales, el dispositivo contiene una fuente de luz conectada a una fibra 6ptica inmaovil. El haz de
luz transmitido por dicha fibra 6ptica se hace incidir en una cubeta (6,010 L). La luz que atraviesa
la cubeta es recogida por una segunda fibra éptica en diferentes angulos alrededor de la muestra,
y luego es derivada a un espectrometro que transduce la senal a intensidades de luz relativas y
longitudes de onda, lo que es leido, interpretado y graficado por un programa de computadora
(Spectra Gryph). Finalmente, a través de un balance de energia, se resuelve la ecuacién de
transferencia de energia radiante para cada experimento a través del método de Monte Carlo, y
se calculan 31 valores de coeficientes de absorcién y de dispersion para cada muestra, y la funcién
de fase de dispersion de las mismas.

Ademas de las variables antes mencionadas, se realiz6 un registro fotografico de la variacion
morfologica utilizando microscopios Nikon Eclipse TSI100 y Leica DM 3000 LED.
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CONCLUSIONES

En la etapa 1, los coeficientes de dispersién se mantuvieron practicamente constantes en t=0 d,
en un promedio de 1,09*10“ + 2,4*10° m™, mientras que en t=14 d se registraron valores mas
elevados (6,46*10* + 1,43*10“% m™) y oscilaciones con picos notables en 540 nm y 690 nm de
8,70*10* m™. La funcion de fase que se puede obtener con dichos coeficientes se calcula por
defecto, y no tiene una utilidad directa para plantear una estrategia de control por luz en relacion a
las propiedades Opticas. Sin embargo, podria emplearse en una etapa posterior del andlisis del
comportamiento de esta especie a escalas industriales, tanto para el calculo de la cantidad de luz
absorbida por los cultivos como para la estimacion de la productividad real de biomasa en cuanto
a la cantidad total de energia entregada.
En relacion a los perfiles de coeficientes especificos de absorcion de luz (Fig. 1), obtenidos al
dividir los coeficientes de absorcidn por la cantidad de biomasa presente en el cultivo, se observan
los picos caracteristicos en 480 nm y 680 nm correspondientes a las clorofilas a y b
respectivamente para el tiempo t=0 d. Se observa la variacion en el patrén de absorcion a medida
que pasa el tiempo, obteniendo valores de absorcion tipicos de carotenoides (460-490 nm) en
tiempo t=14 d. Es notable como en la transicion desde las formas vegetativas a las de estrés, se
observa un incremento relativo en la absorcion de luz visible verde, la cual no es fotosintéticamente
util para las células verdes. Esto ultimo en si mismo no es un resultado relevante en cuanto al
célculo de la cantidad de luz absorbida por los cultivos, pero puede ser un indicador potencial de
la aparicién de cistos. Detectar estos cambios permitiria
x10° ejecutar decisiones respecto a las condiciones de iluminacién

t=0d

AN ot=1¢ . del cultivo y evitar o promover la formacion de cistos. Como

7 la aparicion de estas estructuras de resistencia se da
¢ A ooy 8 mediante la activacion de genes relacionados a la
/AN 3 carotenogénesis (Shah et al.,, 2016), un ajuste de la
i R intensidad de iluminacién del cultivo permitiria controlar la

va _oé produccion de astaxantina por estrés oxidativo.

% g 't Figura 1. Evolucion temporal de los coeficientes especificos de
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En cuanto a la concentracion de pigmentos, los resultados obtenidos son consistentes con lo
esperado para el cultivo (Fig. 2). La concentracion inicial de clorofilas disminuyé de una
concentracion inicial 3,94*10° g*L", a 6,5*10* g*L" al dia 15. Por contrapartida, la concentracion
de carotenoides totales incrementé de 8,810 g*L™" a 1,142*102 g*L™" al dia 15, con aumentos
significativos registrados en los dias 12 y 15. Autores como Lopez et al. (2006) han reportado que
en H. pluvialis del 75 al 80% de carotenoides corresponden a astaxantina, por lo que puede
tomarse el valor obtenido como indicador de la concentracion de dicho lipido. El 20% restante
corresponderia a su precursor inmediato, cantaxantina, y a restos de beta-caroteno.
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Figura 2. Evolucion temporal de la concentracion
de pigmentos en los cultivos de H. pluvialis
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control de la luz en cultivos de H. pluvialis, o que abre nuevos
horizontes en técnicas de optimizacion para obtener
astaxantina a diferentes escalas.
s

2| ‘ I I | | Con respecto a la etapa 2, se parti6 de la reactivacién de un
A1 1n I I i cultivo de 8,0*10* células aplanosporas*L™'. Se estudiaron las
S o propiedades Opticas correspondientes a todas las etapas y se
realiz6 un detenido seguimiento en cuanto a las variaciones
de las poblaciones celulares hasta que la totalidad de la composicion del cultivo fue de células en
estadio reproductivo (3 dias luego de la reactivacion). Los perfiles de propiedades opticas y de
concentracion de pigmentos resultaron a la inversa que las tendencias presentadas en las Figuras
1y 2 anteriormente, con la excepcion de que inicialmente el cultivo tuvo una concentracion de
clorofilas a'y b igual a 1,5*10* g*L"!, mientras que al finalizar las 72 horas de anélisis, la misma se
correspondié con una concentracion aproximada de 4,3*102 g*L'. Estos datos resultaron similares
a las cantidades totales presentadas en la Figura 2. Sin embargo, el valor de la concentraciéon de
pigmentos al final de los 3 dias de andlisis resulté ser ligeramente superior que los valores
registrados para la misma secuencia de tiempo al comienzo de la etapa 1. Esto se puede
relacionar, entre otras causas, con que las células que se reactivaron ya habian sufrido un proceso
de foto-adaptacion previo, lo que provocd que en un lapso de tiempo similar, frente a las mismas
condiciones de iluminacion y de cultivo, se desarrollen mas células en el mismo tiempo y con una

concentracion de pigmentos mas elevada.
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