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Resumen

Los acidos grasos w-3, entre los cuales destacan el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6
w-3) y el &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 w-3), tienen diversas propiedades benéficas
para la salud. Por sus propiedades, estos acidos w-3 y sus derivados se han empleado
como nutracéuticos. Las microalgas de la clase Bacillariophyceae (diatomeas), son uno de
los principales organismos productores de w-3. Phaeodactylum tricornutum, perteneciente
al grupo de microalgas anteriormente mencionado, ha cobrado una mayor relevancia en

los ultimos afios como plataforma para la produccién de EPA.

En el desarrollo de procesos con microalgas las funciones objetivo han sido enfocadas en
la optimizacion de la productividad de biomasa, y por ende de los metabolitos de interés.
Las principales variables estudiadas en P. tricornutum para la produccion de acidos
grasos son las siguientes: luz, nutrientes, temperatura, modalidad de cultivo (mixotrofia y
heterotrofia) y niveles de CO.. Debido al gran impacto que tienen sobre los procesos
aerobios, la transferencia de oxigeno en biorreactores ha sido ampliamente estudiada en
otros sistemas bioldgicos, siendo el coeficiente global de transferencia de oxigeno (k.a)
una variable de proceso que engloba los efectos de la aireacion y del mezclado, es un
parametro ampliamente empleado como criterio de escalamiento.

En este trabajo se examing la influencia de la transferencia de oxigeno (k.a) en cultivos
mixoétroficos sobre la produccion de biomasa, de lipidos, acidos grasos y de EPA en la
cepa P. tricornutum UTEX 646 y en una cepa mutante (HUP+). Asimismo, se estudio el
efecto del k,a sobre la expresion de los genes accl, mel, ptd5 y hupl que codifican para
las enzimas acetil-CoA carboxilasa, malonato deshidrogenasa, A5-desaturasa y para el
transportador de glucosa HUP+ (cepa mutante) respectivamente. Los resultados
demostraron un importante efecto del k,a sobre la produccion de biomasa y la produccion
volumétrica de EPA. En la cepa mutante LK1, los mejores resultados se obtuvieron en
condiciones de baja transferencia de oxigeno (66 h™*) con una produccién volumétrica de
26.6 + 2.3 mgepa L't comparado con la condiciéon de mayor transferencia. Estos resultados
contrastan con los obtenidos con la cepa silvestre (UTEX 646), en donde la mayor
producciéon de EPA se logr6é bajo condiciones de alta transferencia de oxigeno (122 h')
con un titulo de 21.4 + 5.6 mgepa L comparado con la condicién de menor transferencia.
En ambos casos, la mayor produccion de EPA estuvo asociada a una mayor produccion

de biomasa.



En P. tricornutum en lo que se refiere a la expresién de los genes:accl,mel, y ptd5, se
observé que los cambios en el k.a tuvieron un efecto importante en los niveles de
transcritos ligados al contenido de acidos grasos y de lipidos totales en las dos cepas

evaluadas.

El conocimiento generado permitié seleccionar a la cepa mutante LK1 (HUP+), en una
condicion de baja transferencia de oxigeno (66 h') como la mejor opcién para lograr un
mayor porcentaje de EPA en la mezcla total de &cidos grasos, asi como para aumentar la
sintesis de otros &cidos grasos insaturados (respecto a la cepa silvestre), ademas de
requerir una menor cantidad de energia al disminuir los requerimientos de potencia del

proceso.



Abstract

Omega-3 (w-3) fatty acids, especially docosahexaenoic acid (DHA 22:6(w-3)) and
eicosapentaenoic acid (EPA 20:5(w-3)), have been associated to several health benefits.
Therefore, omega-3 and their derivatives are important nutraceutical and pharmaceutical
targets. Microalgae belonging to the class Bacillariophyceae (diatoms), are one of the
main organisms that produce w-3. Phaeodactylum tricornutum (belongs to that group) is a
prominent candidate and has been investigated in the last years as a biofactory for w-3

fatty acids focusing on EPA production.

In general, the development of processes based on algae has been focused to the
increase in the biomass productivity and at the same time maximizing the yield of the high-
value products. Commonly, the growth and the lipid content of diatoms are influenced by
environmental factors, e.g. light, nutrients, temperature, culture mode (mixotrophic and
heterotrophic mode) and CO; levels. Oxygen mass transfer coefficient (kLa) is an important
variable in aerobic process in biological systems that incorporate mixing and aeration and

has been studied for several years for scaling-up process.

In this work, we studied two levels of oxygen transfer (k.a) in mixotrophic cultures of P.
tricornutum UTEX 646 and one transformant: HUP+ (LK1), in terms of the production of
biomass, lipids, fatty acids, and EPA. At the same time, we conducted a study of the
expression of some important genes: accl, mel, ptd5, and hupl, that encode for the
enzymes: acetyl-CoA carboxylase, malonate dehydrogenase, A5-desaturase and for the
glucose transporter HUP+, respectively. In the mutant LK1, we obtained the best results
under the low-oxygen mass transfer condition (66 h™*) with a yield of 26.6 + 2.3 mgepa L.
In contrast, in the case of the wild-type strain (UTEX 646), the best results (21.4 + 5.6
mgera L) were obtained under the high-oxygen mass transfer condition (122 h). In both

cases, the highest EPA production was associated with the highest biomass production.

Regarding the expression of genes related to lipid metabolism (accl, mel and ptd5), these
showed important differences in transcripts levels under the two conditions of mass
transfer, in the case of the mutant LK1, the normalized values of the transcripts were 5
times higher (even more in the case of hupl gene) in the high-oxygen mass transfer
condition. in the case of the wild-type strain the transcripts levels were 0.5 times higher in

low-oxygen mass transfer. We observed a possible relationship between the increase in



the total content of fatty acids and a higher transcripts level in the mutant LK1 in high-
oxygen mass transfer and the rise in total lipids and the higher transcripts levels in the

wild-type in low-oxygen mass transfer.

Based in our results, we selected the mutant strain LK1 (HUP+), under low oxygen mass
transfer (66 h) as the best option to obtain the highest percentage of EPA in the mixture
of the total fatty acids. Also, the mutant strain showed a higher biosynthesis of unsaturated
fatty acids, as compared to the wild type. The low oxygen mass transfer condition is also

an advantage, as it implies a low power consumption in the culture process.



1. Introduccién

El 4cido eicosapentaenoico (EPA, C20:5) y el &cido docosahexaenoico (DHA, C22:6) son
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas en inglés polyunsaturated fatty
acids) pertenecientes a la familia w-3, y a su vez pueden ser clasificados como acidos
grasos altamente insaturados (HUFAs, por sus siglas en inglés highly unsaturated fatty
acids) los cuales poseen 20 0 mas atomos de carbono y tres 0 mas dobles enlaces. Estos
desempefian un papel de gran importancia en el mantenimiento y funcionamiento del
sistema cardiovascular, asi como de la retina y el cerebro (Sang et al., 2012). Estos
acidos grasos no son sintetizados en el humano, por lo que la fuente tradicional de
PUFAs, proviene de una dieta rica en aceite de pescado. Sin embargo, los peces no son
productores de PUFAs, ya que los acumulan a partir de su dieta. Ademas, las reservas de
pescado han disminuido debido al aumento de la sobreexplotacion pesquera, y presentan
problemas relacionados con la acumulacion de contaminantes liposolubles como metil
mercurio, bifenilos policlorados (PCBs, por sus siglas en inglés polychlorinated biphenyls)
y otras toxinas que han dificultado la purificacién y los costos del proceso de obtencion de

estos acidos grasos (Castilla-Casadiego et al., 2016).

Las microalgas pertenecientes al grupo de las diatomeas son microorganismos
fotosintéticos que cuentan con la maquinaria enzimatica necesaria para llevar a cabo la
sintesis de EPA y DHA, siendo los productores primarios de estos metabolitos.
Actualmente, la busqueda de estrategias de cultivos que logren maximizar su produccion
se encuentra en proceso. La microalga Phaeodactylum tricornutum es un microorganismo
que pertenece a la clase Bacillariophyceae, y es conocida por presentar una alta tasa de
crecimiento y un elevado porcentaje de lipidos, especialmente de acidos grasos w-3,
principalmente EPA (~ 35 % TFA), pero solo trazas de DHA (Yongmanitchai & Ward,
1991; Hamilton et al., 2014). Estas propiedades vuelven a esta especie atractiva para la
produccién industrial de EPA. Cabe mencionar que se cuenta con el genoma secuenciado
de esta diatomea, lo que ha facilitado conocer en términos moleculares y bioquimicos los
procesos involucrados en la biosintesis de lipidos, lo cual podria emplearse como una
herramienta para el disefio de estrategias de cultivo y de ingenieria metabdlica para
incrementar la productividad de EPA y DHA (Mihlroth et al., 2013).



Por lo anterior, en este proyecto se analizaron las condiciones de cultivo que permitan
incrementar la acumulacion de EPA en dos cepas mutantes de P. tricornutum en cultivos
mixotréficos mediante la manipulacién de la disponibilidad de oxigeno. El desarrollo de
este proyecto fue posible gracias a la donacion de las cepas mutantes (HUP+) LK1y LK2,
a través de la colaboracion de la universidad de Goethe (Frankfurt), las cuales mediante
expresion heterdloga del gen hupl de la microalga Chlorella kessleri que codifica para el
transportador de glucosa HUP+ y por ende de incrementar la velocidad de internalizacién
de glucosa en el citoplasma, la cual es utilizada para desarrollar cultivos en nutricién
mixotrofica (Kramer, 2022). Respecto a la transferencia de oxigeno (k.a) en el sistema de
cultivo de microalgas, se ha reportado por Shi et al., (2017) la importancia del oxigeno en
la biosintesis de PUFAs (w-3) que tiene lugar en el reticulo endoplasmico, durante la
formacion de los dobles enlaces de estos 4cidos grasos (Shi et al., 2017). En general, un
mayor suministro de oxigeno incrementa el crecimiento celular y el contenido de acidos
grasos saturados pero obstruye la biosintesis de PUFAs (Sun et al., 2018). Los resultados
obtenidos permitieron generar informacion necesaria para realizar procesos de

escalamiento.



2. Antecedentes

2.1 Acidos grasos w-3

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) w-3 son compuestos hidrocarbonados de 18 o
mas carbonos, los cuales poseen mas de un doble enlace entre los carbonos adyacentes,
y un grupo carboxilo terminal. Los acidos grasos denominados w-3 presentan su primer
doble enlace entre el tercer y cuarto carbono del extremo metilo terminal. En la Tabla 2.1,
se enlistan los principales acidos grasos w-3, ordenados por nimero de carbonos e

instauraciones; también se describe su fuente de obtencién (Ward & Singh, 2005).

Tabla 2.1. Acidos grasos poliinsaturados w-3. Adaptado de Ward & Singh, (2005).

Nombre Nomenclatura Fuente de obtencidn

Acido a-linolénico ALA (C18:3) Nueces, linaza, soya, canola.

Acido eicosapentaenoico EPA (C20:5) Aceite de pescado,
microalgas.

Acido docosapentaenoico DPA (C22:5) Aceite de pescado,
microalgas.

Acido docosahexaenoico DHA (C22:6) Aceite de pescado,
microalgas.

Dentro de este grupo de acidos grasos w-3, destacan el acido eicosapentaenoico (EPA;
C20:5) y docosahexaenoico (DHA; C22:6) por su amplia gama de aplicaciones y estudios
gue han demostrado efectos positivos sobre la salud, como se describira en la seccion
2.2. En la Figura 2.1. se presenta la estructura quimica de EPA y DHA, los cuales son de
interés comercial (Ward & Singh, 2005).
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Figura 2.1. Estructura quimica de (A) EPA: Acido
eicosapentaenoico (20:5458111417) y (B) DHA:

Acido docosahexaenoico (22:6% 4710131619
Adaptado de Moreno et al., 2012.



2.2 Importanciay aplicaciones de los &cidos grasos EPA y DHA

En humanos, la sintesis de EPA y DHA se inicia a partir del &cido alfa-linolénico (ALA), el
cual se obtiene a través de la dieta. Sin embargo, la velocidad de desaturacion/elongacion
es demasiado lenta y dependiente de la edad y género. Por ello, la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) considera critico el consumo de w-3 en porcentajes del 6-11 %, y de
EPA/DHA entre 0.5-2 % (=500 mg dia?) de la ingesta diaria de alimentos (Stark et al.,
2016). Se han realizado diversos estudios en el ser humano con el objetivo de entender el
papel de estos acidos grasos w-3. Ello debido a que se sabe que son necesarios para el
mantenimiento de las membranas celulares, el funcionamiento del cerebro y la divisién
celular (Gogus & Smith, 2010). Adicionalmente, se ha reportado que estos acidos grasos
w-3 son precursores de la biosintesis de eicosanoides y leucotrienos que participan como
moléculas sefalizadoras que desencadenan efectos fisiolégicos y bioquimicos
relacionados a los procesos antinflamatorios principalmente asociados a la inhibicion de
citoquininas TNF-a, IL-6, y IL-8; y que podrian ayudar principalmente en la prevencion de
enfermedades cardiovasculares (Tabla 2.2; Funk, 2001; Simopoulos, 2002; Cottin et al.,
2011; Pinazo-Duran & Bosca-Gomar, 2012; Kris-Etherton et al., 2019).

Tabla 2.2. Principales estudios sobre el efecto positivo de EPA y DHA en el tratamiento de
enfermedades relacionadas al sistema cardiovascular. Adaptado de Kris-Etherton et al., (2019).

. Dosis
(E%tgsdldoe Pais EPA+DH Muestra/ Hallazgos Referencia
seguimiento) A Condiciones 9
9 (mg/ dia)
Reducciébn de la tasa de
N mortalidad en un 19 % por ataque
ASCEND U.K. 840 1.5’ 480/ al corazon; 25 % de reduccion de Bowman et
(7. 4) pacientes con di | al., 2018.
diabetes tipo 2 eventos _ cardiovasculares
mayores (dosis 4 gepa dia™).
Reduccién del 28 % en el riesgo
25%275::::;05 de paro cardiaco; 50 % de
VITAL* USA 840 enfe>rlmedades reduccion de ataque fatal al  Manson et
(5.3) s ; corazén; 17 % de reduccién de  al., 2019.
cardiovasculare . .
s riesgo de ataque al corazén por
enfermedad coronaria.
.8'179/ Reduccién del 26 % en eventos
3,600 Pame_ntes CON  cardiovasculares en el
REDUCE-IT* 11 ' niveles X - Bhatt et al.,
. (solo . tratamiento médico para
(4.9) paises EPA) medianos de acientes con hipertrigliceridemia 2018.
triglicéridos 216 P pering :
mg dL™2.

*Nomenclatura de la tabla: Ascent: A study of cardiovascular events in diabetes; VITAL: the vitamin D and
omega-3 trial; REDUCE-IT: Reduction of cardiovascular events with icosapent ethyl—intervention trial.



2.3 Produccion actual de EPA y DHA

La creciente demanda de aceite de pescado a nivel mundial (~ 900,000 toneladas
anuales) tiene un importante impacto en el ambiente, principalmente por el incremento en
el consumo de recursos naturales y espacio (Finco et al., 2017). Sin embargo, el principal
problema de obtencién de w-3 es la baja sustentabilidad del proceso ya que los peces
solo acumulan estos acidos grasos w-3, lo cual ha generado una disminucion (al punto de
extincion) de algunas especies de peces, lo que podria eventualmente crear un
desbalance entre las especies y tener un severo impacto en la biodiversidad (Kitessa et
al., 2014). Por consiguiente, se han incrementado los esfuerzos para producir estos
lipidos a escala industrial empleando microorganismos oleaginosos, los cuales son
definidos como aquellos con la capacidad de producir y almacenar lipidos en un alto
porcentaje (30-70%) en condiciones de limitacion nutricional, entre estos se encuentran
algunas bacterias, hongos y principalmente, microalgas (Pal et al., 2019). Las microalgas
presentan ventajas para lograr posicionarse como una alternativa para la produccion de
w-3, ya que poseen la maquinaria enzimatica necesaria para llevar a cabo la biosintesis
de w-3 y de HUFAs (cadena extralarga) (Muhlroth et al., 2013). Por otro lado, también se
encuentran las plantas que han sido modificadas genéticamente con el objetivo de
alcanzar altos niveles de EPA y DHA (Adarme-Vega et al., 2014). Sin embargo, a pesar
de que las plantas genéticamente modificadas (GM) ya son una alternativa para la
produccion de acidos grasos w-3 para consumo humano, sus niveles de DHA/EPA son
menores en comparaciéon con los de los microorganismos oleaginosos. Como se muestra
en la Tabla 2.3, la produccion de aceite y los porcentajes de w-3 presentes en el aceite
vegetal en plantas de Camelina sativa GM es menor en un 41 % y 83 % respecto a lo

producido por la microalga Schizochytrium sp.

Tabla 2.3. Produccién de w-3 mediante diversas fuentes. Tabla adaptada de Finco et al., (2017).

Aceite vegetal Aceite microbiano
Parametro Camelina sativa GM  Schizochytrium sp.
Biomasa (kg) 1000 1000
Aceite (kg) 350 600
w-3 (kg) 49 300
w-3 PUFA (% TFA) 14 50




Por estas razones, la produccion de w-3 mediante microorganismos, especificamente
microalgas, puede proveer niveles sustentables de EPA y/o DHA, antes que otros
microorganismos con mayores tasas de crecimiento, y a través de la ingenieria genética
logren establecerse en el mercado. Thiyagarajan et al., (2020) reporté en E. coli la
produccion de EPA a través de la expresion heter6loga del gen Abdes-iso que codifica
para la enzima A5 desaturasa de la microalga Isochrysis sp. obteniendo resultados
interesantes de produccion de EPA. No obstante, la produccion especifica de EPA en E.
coli se encuentra muy por debajo (4 veces menos) respecto a la de Isochrysis sp. de

forma nativa.

2.4 Microalgas como fuente de EPA y/o DHA

Las microalgas, como microorganismos oleaginosos, han sido estudiadas como fuentes
potenciales para la produccion de EPA/DHA. Existe una amplia variedad de especies con
gran versatilidad metabdlica y con la maquinaria enzimatica necesaria para sintetizar EPA
y/o DHA (Kelly et al., 1959; Kendrick & Ratledge, 1992).

2.4.1 Cepas productoras de DHA

En las dltimas dos décadas se han evaluado diversas especies con la capacidad de
producir DHA (Singh & Ward,1997). Dentro de estas, dos de ellas se han establecido en
el mercado para su comercializacion industrial (Barclay et al., 1994). Kyle et al. en 1992,
empleando cultivos heter6trofos de la cepa Crypthecodinium cohnii en lote alimentado con
glucosa, con tiempos de cultivo superiores a las 400 h, reportaron productividades de 1-
1.5 goua Lidia. Por otra parte, Bailey et al. en el 2003 mediante el uso de estrategias de
limitacion de oxigeno en la cepa de Schizochytrium limacinum perteneciente a la familia
Thraustochytriaceae, reportaron una productividad de aproximadamente 10 goua L dia?,
en un tiempo menor de cultivo (90-100 h) en comparacion de C. cohnii. En la Tabla 2.4 se
muestran la produccién de biomasa y DHA de estas cepas, en donde ademas se incluye
el estudio realizado por Bajpai et al. (1991) con la cepa Thraustochytrium aureum, la cual
destaca por su alto porcentaje de DHA en la composicion total de sus acidos grasos (>50
%) y mayor en comparacion de las cepas S. limacinum y C. cohnii con un 38 % y 29 %,
respectivamente. Sin embargo, la productividad de DHA reportada para esta cepa fue

menor en comparacion con las primeras dos cepas mencionadas.
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Tabla 2.4 Resumen de investigaciones enfocadas en la produccion industrial de DHA y EPA. Tabla
adaptada de Ward & Singh, (2005).

DHA
Microorganismo Biomasa Productividad Referencia
@LY)  mgL! w%/Biomasa %/TFA roductivida
(mg L~ dia™)
Bajpai et al.,
T. aureum 4.9 510 10.4 57 90 1991
C. cohnii 20-40 2000 5.7 35 500 Kyle, 1992
Schizochytrium 20 4000 20 40 1000 Ba"%oe; al,
EPA
. . Biomasa .
Microorganismo 1 . Productividad Referencia
L -1 g 0
(gL mg L %/Biomasa  %/TFA (mg L dia?)
Boswell et al.,
N. alba 40-50 500 3.0 4.0 100 1992
N. laevis 22.1 700 1.4 19.4 30 Wen & chen.
P. tricornutum 4-6 700 3.3 28-35 25 Yongmanitchai

& Ward, 1991

2.4.2 Cepas productoras de EPA

Dentro de las especies productoras de EPA se encuentran las diatomeas pertenecientes a

la clase Bacillariophyceae, ampliamente distribuidas tanto en habitats marinos como de

agua dulce, y que contienen entre un 15-30 % de EPA en la mezcla total de acidos

grasos.

En esta clase de microalgas se encuentran Nitzschia alba y Nitzschia laevis (diatomeas

marinas) que inclusive cuenta con la capacidad de crecer bajo condiciones de heterotrofia
y producir grandes cantidades de EPA (35.08 mgepa L™; Wen & Chen, 2000). En la Tabla

2.4 se muestra un resumen de las principales especies productoras de EPA y sus

principales pardmetros de produccién de este &cido graso. Boswell et al. en 1992,

realizaron un estudio con la cepa N. alba en cultivo en lote alimentado con glucosa,
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obteniendo una concentracion de biomasa de 40-50 g L* (~40 % lipidos) en 100 h de
cultivo y una produccion de 1.25 g L de EPA. Sin embargo, la fraccién de EPA en la
mezcla lipidica fue solo del 4 %, por lo que, a pesar de ser una buena cepa en términos
de obtencién de biomasa, no lo es respecto al contenido de EPA. Wen y Chen en el 2003,
empleando a la cepa de N. laevis en condiciones de heterotrofia en cultivo en lote
alimentado con glucosa, obtuvieron cultivos de alta concentracion celular y una
productividad de 73 mg L dia? de EPA en 14 dias de cultivo, ademas de obtener un
mayor porcentaje de EPA en la mezcla lipidica, respecto a la cepa de N. alba. El problema
de N. laevis reside en las condiciones de optimizacién para maximizar la concentracion de
EPA a través de la limitacion nutricional con la fuente de nitrdgeno, condiciones donde
existe una mayor produccion de metabolitos que causan un efecto nocivo a las células,
reduciendo la productividad de EPA a solo 30 mg L? dia?, menor a lo alcanzado por N.
alba (Ward & Singh, 2005).

Por dltimo, en la Tabla 2.4 también se muestran los pardmetros de produccion de la
especie Phaeodactylum tricornutum, la cual puede alcanzar un porcentaje de EPA en
peso seco entre 2.6 y 3.1 % y una produccion de 235 + 68 mgepa L2, correspondiente a un
30 % en el porcentaje total de acidos grasos (Yongmanitchai & Ward, 1991). Es decir, un
40 y 90 % mayor que en N. laevis y N. alba, respectivamente, convirtiéndose en la
principal especie de estudio para la obtencion de EPA en la uUltima década (Steinriicken et
al., 2018). No obstante, la productividad de EPA de la cepa de P. tricornutum en cultivos
continuos autétrofos ha sido limitada (<100 mgepa Ldial) por lo que en términos
comerciales, en la actualidad no es una opcion viable para su comercializacién industrial.
Es por ello por lo que las condiciones de cultivo y la modificacion genética de las cepas se

han vuelto herramientas indispensables para maximizar la produccion de EPA.

Hasta hace poco, la produccién de aceite de algas rico en EPA se habia restringido a
escala de laboratorio. En el afio 2011, la empresa Aurora Algae, dedicada a la produccién
de biodiesel, emprendi6 la comercializaciéon de A2 EPA Pure™ con un porcentaje de EPA
mayor al 65 % del total de los acidos grasos; sin embargo, un reporte (Lane, 2015), indica
gue esta empresa entré en crisis econdmica; y de ahi la importancia en la basqueda y
exploraciébn de condiciones de cultivo como nicho de oportunidad en procesos
biotecnoldgicos en diversas especies de microalgas productoras de EPA que logren
superar o alcanzar el porcentaje de EPA en el proceso de obtencion y purificacién

reportado por Aurora Algae con la microalga Nannochloropsis sp. Es importante resaltar la
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ausencia de procesos de produccion de EPA como componente principal de la mezcla de

acidos grasos totales (Winwood, 2013).

2.5 Phaeodactylum tricornutum

P. tricornutum, es una diatomea que posee una fristula atipica pues su estructura y
composicion carecen de silicato (Fig. 2.2). Esta variacion, en comparacién con otras
diatomeas, hace que esta especie no necesite silicio en el medio para crecer,
disminuyendo los costos en la formulacibn del medio. Se han descrito multiples
morfologias: fusiforme, triadas y ovales (Martino et al., 2011). Sin embargo, las Unicas
formas aisladas y que han logrado crecer en cultivo sumergido son las primeras dos
(Tesson et al., 2009). Asimismo, su genoma ya fue secuenciado (Bowler et al., 2008) lo
cual ha permitido la generacion de cepas transformadas por biobalistica y electroporacion,
incrementando asi la versatilidad de este organismo para la produccién de acidos grasos
w-3 (Muhlroth et al.,, 2013) y de igual manera gracias al desarrollo de herramientas
moleculares, ahora es posible modificar las rutas metabdlicas w-3 y w-6 especificas para
incrementar la produccion de acidos grasos de alto valor agregado, por ejemplo, en la

formacion de triacilgliceroles (TAGS) y w-3 (Hamilton et al., 2016).

Figura 2.2 Micografia P. tricornutum UTEX 646 100X

En la Tabla 2.5 se muestra un resumen de las investigaciones recientemente publicadas,
enfocadas en la produccién de EPA en P. tricornutum como modelo de estudio, mismos
gue han reportado una abundancia de EPA relativa a la cantidad de 4cidos grasos totales
del 14 % al 32 %. Un trabajo preliminar del grupo del Dr. Galindo en colaboracion con L.
Kramer, mostro una abundancia relativa de EPA del 28 %, es decir, un 12 % menor a lo
reportado por Ceron-Garcia et al. en el 2013, que es el autor que ha reportado el maximo

nivel de EPA hasta el momento (32 %).
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Las principales diferencias en el porcentaje de EPA, reportado por los diferentes autores
radica en las variaciones que presenta la cepa de P. tricornutum en los diferentes
sistemas de cultivo, asi como de las condiciones operacionales del mismo. En la seccién
2.7, se discutira a detalle los sistemas empleados para el cultivo de microalgas. En
general, la cepa UTEX 640 se ha empleado con mayor frecuencia para la obtencion de
EPA y mediante esta se han reportado las mejores productividades (56 mgepa L1d?;
Fernandez-Sevilla et al., 2004) en comparacién de la cepa UTEX 646, siendo esta Ultima
de mayor uso como modelo en la ingenieria genética para la obtenciébn de cepas
modificadas para la produccion de metabolitos de interés comercial por ejemplo: para la
sintesis de acidos grasos libres antibacterianos para el tratamiento de infecciones
bacterianas (Desbois et al., 2008), la degradacion del plastico tereftalato de polietileno
(PET) (Moog et al., 2019) o como fuente de poliéster sintético a partir de aceite de algas
(Roesle et al., 2014). Para la mayoria de las aplicaciones, las condiciones del cultivo son
optimizadas para lograr una alta produccion de biomasa. No obstante, para la obtencion
de altas productividades de lipidos en P. tricornutum, la manipulacion del metabolismo
juega un papel importante en el aumento tanto de la biomasa como del porcentaje de los
lipidos (Butler et al., 2020).

Tabla 2.5. Principales investigaciones enfocadas en la produccién de EPA, empleando cepas de
P. tricornutum como modelo de estudio.

Cepa YEPA* Condiciones de cultivo Referencia

Medio Yongmanitchai & Ward, (1991); Yongmanitcha

P. tricornutum UTEX 640 30.5 4000 luxes; Autotrofia; 20 °C; 5 % CO2 ! &1\é\galrd,
. Medio f/2; 165 umol fotdn m2s?; Wang et al.,
P. tricornutum (SCUN/SCUEC) 14.0 Autotrofia: 20 °C. 2012
Medio reportado por Cerén et al.,
. 2013; 280 pymol foton m2s™; Cerbn et al.,
P. tricornutum UTEX 640 320 Mixotrofia; 50 % CO2; glicerol 0.1 M: 2013
20 °C.
Medio ESAW,; 60 ymol foton m2s™; Hamilton et
P. tricornutum UTEX 646 23.0 Disminucion de la temperatura de 20 a
16 °C al., 2014
. Medio f/2; 100 ymol fotén m2s; Wu et al.,
P. tricornutum ECS 21.0 Autotrofia; 20 °C; 0.15 % CO» 2015
. Medio Walne’s; 100 ymol fotén m2s?; Steinriicken et
P. tricornutum M28 28.9 15 °C: 1 % CO> al., 2018
P. tricornutum cepa (Institute of . . .
. . Medio f/2; 100 pmol fotén m=s™; Wu et al.,
Hydrobiology, Chinese Academy 26.0 Autotrofia: 20 °C: 0.15 % CO» 2019

of Sciences)

Medio ASP; 30 pmol foton m2s;

P. tricornutum UTEX 646 28.0 Autotrofia: 18 °C.

Kramer, 2022

*Abundancia relativa de EPA respecto a la mezcla de total de 4cidos grasos.
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2.5.1 Cepas mutantes de Phaeodactylum tricornutum UTEX 646 (HUP+ LK1y LK2)

En el departamento de biociencias moleculares de la universidad de Goethe en Frankfurt
(Alemania). Se generaron dos cepas mutantes LK1 y LK2, utilizadas en este estudio, de
P. tricornutum UTEX 646 (wt), y que expresan el transportador de glucosa HUP+
(proteina, 534 aminoacidos) de la clorofita Chlorella kessleri, este transportador de
hexosas demostré estar situado correctamente en la membrana plasmatica mediante
ensayos de localizacién in situ y de mejorar un 20 % la produccion de biomasa en cultivos
en mixotrofia respecto a la cepa silvestre (UTEX 646, utilizada también en este estudio)
(Kramer, 2022). Sin embargo, debido al método de transformacion por biobalistica las dos
cepas mutantes (LK1 y LK2) han mostrado tener fenotipos diferentes (velocidad de
transporte de glucosa, produccion de biomasa, porcentaje de lipidos) debido a los eventos
de recombinacién del gen hupl. Respecto a lo reportado Liv Kramer en 2022, estas cepas
mutantes LK1 y LK2 presentan una velocidad de transporte de glucosa promedio de 45
nmol 10%cel! al medio intracelular es decir 16 veces mas, respecto a los estudios
reportados por Zaslavskaia et al., en 2001 con el transportador de glucosa Glutl. Por
altimo, en términos de produccién biomasa en las cepas mutantes LK1 y LK2, estas
produjeron un 20 % mas de biomasa respecto a los cultivos de la cepa silvestre UTEX

646 en condiciones de autotrofia.

2.6 Metabolismo de lipidos en las microalgas

Las vias de biosintesis de &cidos grasos y lipidos en microalgas son similares a las rutas
presentes en plantas, las cuales incluyen vias reportadas en eucariotas y procariotas (Hu
et al., 2008). Estas rutas estan distribuidas en los diversos organulos de las microalgas:
cloroplasto, citosol y reticulo endoplasmico. Sin embargo, se desconoce como estas
células regulan el flujo de la fuente de carbono para la produccién de lipidos. Se ha
observado que bajo condiciones de limitacién nutricional y en autotrofia, el crecimiento se

ve comprometido e inicia la acumulacién de lipidos (Cheng & He, 2014).

2.6.1 Rutade biosintesis de w-3

El primer paso para la biosintesis de acidos grasos w-3 en microalgas, es la conversion
del acetil-CoA a malonil-CoA. Este paso es realizado en el cloroplasto por la acetil-CoA
carboxilasa (ACCasa) (Huerlimann & Heimann, 2013), se ha reportado que en este paso
limitante de la biosintesis de acidos grasos, el radical hidroxilo (*OH) participa en el sitio
activo de la enzima ACCasa, regulando asi su actividad, y a su vez conduce al incremento

de la acumulacién de lipidos en niveles mas altos de especies reactivas de oxigeno
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(ERO) (Sun et al., 2018). Posteriormente, en el cloroplasto se lleva a cabo el primer paso
para la biosintesis de los acidos grasos a través de la condensacion de una molécula de
acetil-CoA y de una de malonil-CoA para luego de ello formar el acetoacetil y llevar a cabo
el proceso de elongacion, en donde el malonil-CoA dona dos de sus tres atomos de
carbono al esqueleto del acido graso en crecimiento (Zulu et al., 2018). Las cadenas de
acidos grasos son elongadas (hasta un total de 18 atomos de carbono) por el complejo
multienzimatico de la sintasa de &cidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés fatty acid
synthase), como se muestra en la Figura 2.3. los acidos grasos de 18 carbonos se
pueden extender hasta 20-24 carbonos por elongasas de &cidos grasos situadas en el
reticulo endoplasmico (RE). Por ultimo, la biosintesis de acidos grasos poliinsaturados w-
3 de cadena larga (20-24 carbonos) es completada por una serie de desaturasas
(ubicadas en el reticulo endoplasmico), las cuales introducen dobles enlaces en los

carbonos en la posicién 5,8,11,14,17 dando lugar a la formaciéon de EPA (C20:5).

El aislamiento de las desaturasas y elongasas ha sido utilizado para la caracterizacion
metabdlica de la sintesis de acidos grasos. Se ha estudiado a la enzima desaturasa
PtFADG6 proveniente de la cepa P. tricornutum, que ha sido caracterizada y presenta
relacion en la sintesis de GLA (acido vy-linoleico) a partir del HDA (acido
hexadecadienoico) (Domergue et al., 2003). Las desaturasas solubles estan involucradas
en la conversion del acido esteédrico (C18:0) al acido oleico (C18:1 w-9), mediante la
liberacion de dos atomos de hidrogeno que son transferidos al oxigeno molecular, al
mismo tiempo se transfieren dos electrones y dos protones desde el NADH, que reducen
al Oz en moléculas de H,O, formando asi un doble enlace en la cadena carbonada del
acido graso. Primeramente, se da la introduccion de un primer doble enlace en la posicién
12-13 de la cadena del acido oleico (C18:1 w-9). Una segunda desaturacién en los
carbonos 15-16 de la cadena, da origen al acido a-linolénico (C18:3 w-3). Posteriormente,
se presenta una elongacion de la cadena y dos desaturaciones adicionales, que dan
origen al acido eicosapentaenoico (C20:5 w-3). Por la adicion de dos carbonos se origina
el acido docosapentaenoico (C22:5 w-3) que es desaturado y da lugar al &cido
docosahexaenoico (C22:6 w-3) (Villanova et al., 2017). Los genes que codifican para las
enzimas A4, A5 y A6 desaturasas, implicadas en la sintesis de DHA, ya han sido
caracterizadas en T. pseudonana (Tonon et al., 2005). Asimismo, los genes que codifican
para las enzimas A6y A5 desaturasas, involucradas en la sintesis de EPA e identificadas
en las cepas O. tauri (Domergue et al., 2005) y P. tricornutum (Domergue et al., 2003),

respectivamente, también han sido caracterizadas.
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Figura 2.3 La sintesis de &cidos grasos y w-3 en P. tricornutum. La sintesis de estos acidos grasos inicia con la
conversion del acetil-CoA a malonil-CoA en el cloroplasto. En este organelo son sintetizados los &cidos grasos
de cadena corta (C16-18) por la sintasa de &cidos grasos. Los 4cidos grasos de cadena larga son extendidos por
las elongasas (ELO) en el citosol. Los PUFAs de cadena corta son desaturados (FADs, por sus siglas en inglés
fatty acid desaturases) en el cloroplasto y los de cadena larga (EPA, DHA) enel reticulo endopldsmico (ER).
Adaptado de Domergue et al., (2002) y Guschina & Harwood, (2006).
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2.7 Cultivo de microalgas

Las microalgas estan adaptadas para acceder a los nutrientes que le permitan su
crecimiento y supervivencia, asi como para incrementar la eficiencia de utilizacion de esos
nutrientes, en condiciones extremas o de limitacion nutricional. En general, en el caso del
crecimiento autétrofo, las microalgas dependen de un suministro de diéxido de carbono y
luz para llevar a cabo la fotosintesis. No obstante, las microalgas son capaces de crecer
en heterotrofia y mixotrofia, en respuesta a cambios en las condiciones de cultivo (Wen &
Chen, 2003; Chen & Chen, 2006; Morales-Sanchez et al., 2015).

Las diatomeas son reconocidas por exhibir una gran flexibilidad en su modo de cultivo
(Wen & Chen, 2003). La mayor parte de estas son autotrofas y utilizan CO, como fuente
de carbono el cual fijan mediante la fotosintesis. Sin embargo, algunas de estas
microalgas son capaces de utilizar fuentes organicas de carbono (ej. fructosa, glicerol,
glucosa, acetato) en condiciones heterotrofas o en presencia de luz (mixotrofia o
fotoheterotrofia) (Vazhappilly & Chen, 1998; Chen & Chen, 2006).

2.7.1 Nutricion autotrofica

En la actualidad, la forma mas comun de cultivar microalgas es a través de la autotrofia,
debido a su capacidad de utilizar el CO, como fuente de carbono vy fijarlo a través del
proceso de fotosintesis, y de requerimientos minimos de los medios de cultivo. Varias
tecnologias de cultivo han sido desarrolladas por investigadores y productores
comerciales. Las microalgas autétrofas son cominmente cultivadas en estanques abiertos
al ambiente y en fotobiorreactores cerrados. Dentro de las ventajas de los cultivos en
estanques abiertos se incluye su sencillez y bajos costos de inversion (Wen & Chen,
2003). Sin embargo, los costos de produccion se incrementan al considerar el uso de
terrenos, disponibilidad de agua y, debido a que son abiertos al ambiente, son
dependientes de las condiciones climatoldgicas y son susceptibles de contaminacion por
hongos o bacterias (Morales-Sanchez et al., 2015). Ademas, estos sistemas presentan
problemas como pérdidas de agua por evaporacion, transferencia limitada de CO; al
cultivo por su baja concentracién en el aire (300-500 ppm) y en sistemas con burbujeo de

CO; su baja solubilidad por el efecto de la temperatura (Pérez-Garcia et al., 2011).
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En el caso particular de P. tricornutum cultivada en condiciones de autotrofia, Wu et al. en
2015 reportaron el efecto de la concentracibn de CO,, encontrando una mayor
productividad de biomasa, en comparacion a los cultivos en donde se us6é una menor
concentracién de CO,. Asimismo, Gardner et al. en el 2012, reportaron efectos similares
en la productividad de biomasa mediante la adicion de bicarbonato de sodio (NaHCO3),
ademas de una mayor acumulacion de triacilgliceroles (TAGs). El uso de fuentes

organicas de carbono sera abordado en las secciones siguientes.

2.7.2 Nutricion heterotrofica

Algunas especies de diatomeas pueden crecer de forma heterodtrofa utilizando fuentes
organicas de carbono como sustrato, en condiciones de oscuridad. Este grupo de
microalgas heterétrofas pueden ser clasificadas en dos categorias: i) heter6trofas
obligadas, es decir son capaces de crecer en ausencia luz, metabolizando fuentes
organicas de carbono a través del proceso aerobio (Lee, 2001) y ii) heter6trofos
facultativos, los que pueden llevar a cabo de forma separada el proceso de fotosintesis y
la oxidacion de compuestos organicos de carbono como fuente de energia, en presencia

de luz (Pérez-Garcia et al., 2011).

Los equipos utilizados en este sistema de cultivo son biorreactores de tanque agitado,
similares a los fermentadores utilizados para otros microorganismos que no requieren luz.
Entre las ventajas de la heterotrofia se cuentan: escalamiento sencillo, incluyendo
consideraciones como el tamafio del reactor, el mezclado, la transferencia de masa y la
productividad (Eriksen, 2008). Ademas, ofrecen la posibilidad de incrementar en forma
importante la produccién de biomasa y la productividad de lipidos con bajos costos a

través de cultivos alimentados, continuos o cultivos de perfusién (Wen & Chen, 2003).

Algunas especies de microalgas heterétrofas han sido utilizadas para la produccion de
DHA (S. limacinum, C. cohnii) y EPA (N. laevis, N. alba) utilizando diversas fuentes de
carbono (acetato, glicerol, glucosa, fructosa y almidén), como se describié en las
secciones 2.4.1 y 2.4.2, respectivamente. Sin embargo, sélo los cultivos para la
produccion de DHA han logrado su comercializacion industrial (Barclay et al., 1994). Una
de las limitantes para la produccion heterétrofa de EPA reside en el nUmero de cepas que
pueden crecer bajo esas condiciones, el costo de la adicién de la fuente organica de
carbono, la contaminacion y competencia con otros microorganismos, la inhibicién por el
exceso de la fuente de carbono y, principalmente, en la disminucién de intermediarios y

metabolitos involucrados en la sintesis de acidos grasos (Chen, 1996; Wen & Chen, 2003;
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Pérez-Garcia et al.,, 2011). Por ejemplo, la microalga Nitzschia laevis disminuye la
productividad de EPA un 68 % en condiciones de cultivo heterétrofas, respecto a los
cultivos en mixotrofia en donde la velocidad especifica de crecimiento aumenta un 26 %,

respecto al cultivo en heterotrofia (Wen & Chen, 2000).

En este sentido, la ingenieria metabdlica ha surgido como una herramienta potencial para
el uso biotecnolégico de estos organismos manipulado las rutas metabdlicas de las
microalgas para mejorar el crecimiento fotosintético en condiciones especificas y para
lograr la conversion tréfica (nutricion autétrofa a nutricion heterétrofa). Aunque estas vias
no estan estrictamente relacionadas con los metabolitos secundarios, los enfoques de la
biologia sintética podrian potencialmente trasladarse a este campo y de esta forma lograr
incrementar la productividad de biomasa y la produccién de metabolitos de interés
mediante el consumo de fuentes organicas de carbono (Zaslavskaia et al., 2001; Gimpel
et al., 2015).

Respecto a la especie P. tricornutum Bohlin, ha sido posible modificarla, con la finalidad
de incorporar el gen Glut 1, proveniente de eritrocito humano, que codifica para el
transportador de glucosa (Glut 1). De esta forma se obtuvieron cepas transformadas de P.
tricornutum Bohlin que incrementan el transporte de glucosa, resultando en cultivos de
alta concentracion celular en ausencia de luz, con respecto a los cultivos de la cepa

silvestre en autotrofia (Zaslavskaia et al., 2001).

2.7.3 Nutricion mixotroéfica

El cultivo mixotréfico surge como una variante del cultivo heterotréfico, donde el CO; y la
fuente organica de carbono son asimilados simultdneamente por el microorganismo a
través del proceso de respiracion y fotosintesis (Lee, 2001; Bailleul et al., 2015). Esta
estrategia de cultivo se ha utilizado con la finalidad de incrementar la concentracion de
biomasa debido a una mayor eficiencia fotosintética y a la disminucion del efecto de
fotoxidacion (Lee, 2001; Pang et al., 2019).

Dentro de las ventajas en el sistema de cultivo en mixotrofia se han reportado una mayor
produccion de biomasa y un aumento en la velocidad especifica de crecimiento
(equivalente, en algunos casos, a la suma de la velocidad especifica de crecimiento en
autotrofia y heterotrofia), ademas de incrementar la biosintesis de acidos grasos (Pérez-
Garcia et al., 2011; Morales-Sanchez et al., 2015).
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Algunas especies de microalgas pueden metabolizar fuentes orgénicas de carbono,
dependiendo de las condiciones de cultivo. Wood et al. en 1999, reportaron el uso
preferencial del glicerol como fuente organica de carbono en condiciones de mixotrofia en

las cepas Nannochloropsis sp., Rhodomonas reticulata, y Cyclotella cryptica.

En general, los estudios de nutricion mixotréfica en diatomeas es escasa (Villanova et al.,
2017) en el caso de P. tricornutum, se ha reportado, que ésta tiene la capacidad de crecer
en condiciones de mixotrofia. Cerén-Garcia et al.,(2000) analizaron la capacidad de P.
tricornutum UTEX 640, para crecer en presencia de diversas fuentes de carbono como
glicerol, glucosa, acetato y almidon. Sin modificaciones genéticas y con la adicion de 0.1
M de glicerol al medio de cultivo y con una intensidad luminosa de 165 pmol fotén m2s?,
alcanzé la mayor productividad de biomasa: 74 % mayor respecto a las condiciones de
autotrofia. Respecto al uso de glucosa como sustrato, se observdO que a una
concentracion de 5 g L%, la generacién de biomasa fue 30 % mayor respecto a los cultivos
control sin glucosa. Sin embargo, cuando se empleé almidén (0-5 g L) y acetato (0-0.1
M) en la cepa UTEX 640, no se evidencié un cambio en la produccion de biomasa,
respecto a lo observado en los cultivos en condiciones de autotrofia (Cer6n-Garcia et al.,
2013).

La mayor parte de las vias sintesis de PUFAs se lleva a cabo en el cloroplasto y en el
reticulo endoplasmico, mismas que se mantienen con mayor actividad en condiciones de
autotrofia, por lo que a través de cultivos en mixotrofia (modalidad de cultivo que
mantiene activa las rutas autétrofas y heterétrofas), se ha logrado incrementar la
concentracién de biomasa y la sintesis de precursores de lipidos, asi como una mayor

acumulacion de PUFAs (Ceron-Garcia et al., 2005).

2.8 Parametros de cultivo que afectan la produccién de PUFAs
2.8.1 Limitacion nutricional

Una de las principales estrategias utilizadas para incrementar la produccion de lipidos es
la limitacion nutricional. El nitrdgeno, como uno de los principales macro componentes en
los medios de cultivos en microalgas, se ha visto que este en limitacién tiene efectos
fisiologicos y morfolégicos al ser uno de los principales formadores de macromoléculas
como son proteinas, acidos nucleicos vy lipidos, ademas de estar involucrado en varios
procesos metabdlicos dentro de las células (Litchman et al., 2009). Se ha reportado que

en especies de Schizochytrium sp. la limitacion de nitrégeno activa a la enzima AMP
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deaminasa, que reduce la concentracion intracelular de AMP (Heggeset et al., 2019).
Cuando hay niveles bajos de AMP en la mitocondria, se inicia una cascada de reacciones
gue causan la acumulacion de citrato. Cuando el citrato se transloca al citosol, éste sirve
como precursor del acetil-CoA, que a su vez funciona como un precursor para la sintesis
de lipidos (Jakobsen et al., 2008). En P. tricornutum, se han descrito diversos efectos en
condiciones de limitacién de nitrdgeno, las cuales van desde mecanismos de degradacion
de proteinas con el objetivo de mantener el metabolismo basal (Villanova et al., 2017), por
otra parte en limitacién de nitr6geno los sistemas fotosintéticos suelen verse afectados
debido a la disminucion de las proteinas LHC (por sus siglas en inglés, light-harvesting
complexes) inhibiendo la eficiencia fotosintética debido a la disminucién en la biosintesis
de pigmentos (Alipanah et al., 2015). Asimismo, Alipanah et al., en 2015 observaron que
en condiciones de estrés por limitacibn de nitrégeno el crecimiento celular en P.
tricornutum puede verse afectado y la energia derivada por el proceso de fijacion de
carbono suele dirigirse a la acumulacion de lipidos, principalmente de triacilgliceroles
(TAG). Bajo estas condiciones de cultivo, se ha reportado un incremento de EPA del 27
%, respecto a los cultivos sin limitacion nutricional. Sin embargo, la produccién de EPA se
ve afectada por la baja productividad de biomasa que induce la limitacion de nitrégeno en

el medio (Cerén-Garcia et al., 2005).

2.8.2 Transferencia de masa

Una de las variables mas importantes en el cultivo de microalgas que incide en el
crecimiento y produccién de metabolitos, y que pocas veces suele ser considerado, es la
transferencia de masa, misma que engloba tanto la transferencia de O, como la de CO-
(Sobczuk et al., 2005). Esta variable de cultivo estd implicada en tres procesos celulares
gue se encuentran en constante interaccion: fotosintesis, fotorrespiracion y la respiraciéon

celular.

Los fotobiorreactores ofrecen un ambiente cerrado. En estos sistemas se protege a los
cultivos de las condiciones ambientales e invasion de microorganismos no deseados, las
condiciones de cultivo son controladas, hay un aumento en la fijacion de CO., el cual es
burbujeado a través del medio de cultivo y se pueden obtener productividades de EPA 5
veces mas en comparacion con los cultivos en estanques abiertos (Wen & Chen, 2003).
Este sistema de cultivo es mas costoso comparado con los estanques abiertos, debido al
alto costo de inversion en la infraestructura. No obstante, permiten una mejora en la

transferencia de masa en el sistema (Sobczuk et al., 2005).
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Durante la fotosintesis las microalgas hacen uso de energia luminica y del CO; para
producir energia y liberar oxigeno (O2) como subproducto. Sin embargo, a altas
concentraciones de oxigeno disuelto (OD), la ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa
oxigenasa, que es la principal enzima encargada de fijar el CO2 en el ciclo de Calvin,
cambia su actividad enzimética y procede a utilizar el O, para producir CO; a través de la

fotorrespiracion (Contreras et al., 1998).

Ademas, gran parte del O, que se libera como subproducto de la fotosintesis se puede
acumular (8-10 mg O, L™*min!; Weissman et al., 1988) en el cultivo y causar un alto nivel
de toxicidad que puede amenazar la supervivencia de las microalgas. Se ha reportado
gue una acumulacién de oxigeno disuelto (OD) podria dar paso a la inhibicién del
crecimiento celular, especialmente en sistemas cerrados donde el OD acumulado se
elimina con el intercambio de gases desde la zona de mayor concentracion a la de menor
concentracion y de a través del desgasificador por efecto de la transferencia de masa. El
OD puede oxidar una o mas enzimas, también puede afectar la cadena transportadora de
electrones, y suprimir el proceso de fotosintesis. Es por ello, que los cultivos de
microalgas en biorreactores tubulares o cerrados deben limitarse en un cierto intervalo el
cual no exceda el 400% (32 ppm) del valor de saturacion del aire por efecto de la
acumulacion de O, durante los cultivos (Sobczuk et al., 2005), esto contrasta con los
cultivos en estanques abiertos, donde la concentracién de O, siempre se encuentra por

debajo de la concentracion en biorreactores tubulares de menor diametro.

En cuanto al CO;, se utiliza habitualmente como fuente de carbono en el cultivo de
microalgas y este suministro puede ser un factor limitante si su concentracién en la fase
liquida es demasiado baja (por ejemplo, cuando se usa aire como gas de alimentacion) o
si la mezcla en el biorreactor es insuficiente (Molina et al., 1999). Se ha reportado que el
CO; debe suministrarse en concentraciones suficientemente altas para evitar limitar el
crecimiento celular (Contreras et al., 1998). Por lo tanto, se recomienda que la presion
parcial de CO; sea superior a 0.2 kPa (equivalente a 3.3 mg L~ 1). Dado que la presion
parcial de CO; en la atmésfera es 0.04 kPa, el aire puro (es decir, con un contenido de
CO; de 0.035% por volumen) es insuficiente para el suministro de CO- y por lo tanto se

requiere una mezcla de gases enriquecida con COx.
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2.8.2.1 Oxigeno

Por otro lado, se han llevado a cabo estudios sobre el efecto de la limitacién de oxigeno,
condicion que induce una mayor acumulacion de lipidos, sin comprometer la
concentracién de biomasa en cultivos heterétrofos y/o mixotroficos. Respecto a esta
variable de cultivo, se han reportado estudios en Schizochytrium sp y Aurantiochytrium sp,
en los que se ha logrado incrementar la produccion de DHA estableciendo diferentes
tasas de aireaciéon (vvm). En estos casos, la condiciéon de limitacién de O, disminuyé la
actividad de las desaturasas dependientes de oxigeno y se favorecid la sintasa de

PUFAs, independiente del nivel de oxigeno disuelto (Bailey et al., 2003; Ren et al., 2010).

2.8.2.2 Otras alternativas

Otra de las alternativas para incrementar el contenido de lipidos en P. tricornutum es a
través de la sobreexpresién de enzimas como la G6PD, involucrada en la ruta de las
pentosas fosfato y principal generadora de NADPH, el cual es utilizado para la sintesis de
acidos grasos, ya que es una ruta altamente reductora. En cultivos de P. tricornutum,
empleando cultivos enriquecidos con CO; y desplazando el O, se ha logrado incrementar
la produccion de lipidos asi como de los acidos grasos de cadena corta, larga e
insaturados (EPA; C20:5, w-3), inhibiendo las rutas involucradas en la degradacion de
acidos grasos, reduciendo el flujo de electrones hacia la cadena respiratoria al no estar

presente el oxigeno como ultimo aceptor de electrones (Wu et al., 2019).
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3. Justificacioén

El EPA es precursor de eicosanoides y leucotrienos los cuales son metabolitos bioactivos
involucrados en diversas funciones fisiologicas, principalmente asociada a los procesos
antinflamatorios como respuesta a la inhibicién de citoquininas en el cuerpo humano. La
evidencia médica de los efectos del consumo de EPA sobre la salud humana ha llevado a
gue este acido graso capte la atencion de los mercados de nutraceuticos y de
farmacéuticos. La creciente demanda de EPA y el hecho que las fuentes convencionales
(aceite de pescado) son insuficientes e inadecuadas para ciertas aplicaciones, han
llevado a una busqueda extensa de fuentes alternativas, entre ellas las microalgas. Estos
microorganismos bajo condiciones de mixotrofia promueven el crecimiento celular y la
acumulacion de lipidos. Debido al desarrollo de cepas mutantes de P. tricornutum UTEX
646, productoras de EPA, que expresan el transportador de glucosa HUP+ con lo que se
ha logrado una mayor internalizacion de la fuente de organica de carbono e incrementar la
producciébn de biomasa, vuelve a estas mutantes una opcion interesante para la
produccion de EPA en condiciones de mixotrofia. Asimismo, existe poca informacion
publicada sobre cultivos de la cepa UTEX 646 en condiciones de mixotrofia y del estudio
del efecto de la transferencia de oxigeno (variable utilizada en el escalamiento de
procesos) tanto en la cepa silvestre como de cepas mutantes y como éstas condiciones

podrian afectar directamente la produccion de EPA.

Respecto al oxigeno en cultivo de P. tricornutum, Song et al.,(2014) evaluaron el efecto de
la tasa de aireacién (vvm) en siete niveles en el intervalo de 0 a 2.5 vvm, los resultados de
este estudio conducen a una clara relacién entre el porcentaje de acidos grasos saturados
e insaturados mismos que se producen a mayor y menor tasa de aireacién
respectivamente, asimismo en se determind que en las condiciones de mayor aireacion
(2.5 vwm) la produccién de los acidos grasos totales fue 35 % mayor, respecto a las

condiciones de menor aireacion.
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4. Hipotesis

Bajo condiciones de mixotrofia y de baja transferencia de oxigeno, en cepas mutantes
(HUP+) de Phaeodactylum tricornutum UTEX 646, se favorecera la acumulacion de EPA 'y
de biomasa, con respecto a cultivos de la cepa silvestre en condiciones de mixotrofia y de

baja transferencia de oxigeno.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Estudiar condiciones de cultivo que incrementen la acumulacion de EPA en cepas
mutantes de Phaeodactylum tricornutum UTEX 646 (HUP+).

5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar y seleccionar cepas mutantes de Phaeodactylum tricornutum UTEX 646,
a través de cultivos en condiciones de mixotrofia en matraces agitados mediante sus
cinéticas de crecimiento, productividad de biomasa, consumo de glucosa y produccion
de PUFAs.

Con la cepa seleccionada (HUP+) de Phaeodactylum tricornutum UTEX 646:

2. Analizar el efecto en la produccion de EPA y su relacién con el crecimiento en cultivos
lote en biorreactor de 1 L de P. tricornutum en mixotrofia, en funcién de dos niveles del
coeficiente global de transferencia de oxigeno (k.a).

3. Analizar la expresion de los genes involucrados en la sintesis de acidos grasos w-3.
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6. Estrategia experimental

La estrategia experimental se esquematiza en el diagrama de flujo ilustrado de la Figura
6.1.

Etapa 1:

En la primera etapa se realiz6 el estudio cinético de la cepa silvestre P. tricornutum UTEX
646 y dos cepas mutantes HUP+ LK1 y LK2, en condiciones de mixotrofia, en cultivos en
matraces agitados. Esto se llevd a cabo con el fin de evaluar la velocidad especifica de
crecimiento de las microalgas, la concentracion de biomasa y PUFAs, asi como los
rendimientos y consumos respectivos, que permitieron seleccionar entre una de las dos
cepas mutantes de P. tricornutum UTEX 646 con mayor potencial para llevar a cabo los

cultivos en el biorreactor.
Etapa 2:

En esta segunda etapa, la cepa seleccionada se evalué en cultivos en biorreactor de 1 L.
Se evalué la influencia del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, k.a
(establecido mediante agitacion y aireaciéon) en dos niveles ( 66 y 122 hl), sobre los
pardmetros cinéticos, la concentracién celular y la produccion de EPA. Mediante estos
experimentos, se llevaron a cabo dos condiciones de cultivo por triplicado con un total de
4 experimentos, con variacién del k,a, como se muestra en la Figura 6.2. Asimismo, se
realizd, en fase estacionaria, el analisis de expresion de los principales genes
involucrados en la sintesis de 4cidos grasos. Los resultados obtenidos se compararon con

respecto a la cepa silvestre bajo las mismas condiciones de cultivo.
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Figura 6.1 Estrategia experimental desarrollada para el estudio del crecimiento y produccion de EPA en cepas de
P. tricornutum (Pt) UTEX 646 y las cepas mutantes LK1 y LK2.
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7. Material y métodos

7.1 Cepas

Recientemente, en 2018, en la Universidad de Goethe en Frankfurt, Alemania, se
construyeron cepas de Phaeodactylum tricornutum UTEX 646 con la incorporacion del
gen hupl, proveniente de Chlorella kessleri, que codifica para el transportador de glucosa
(HUP+), obteniendo cepas de P. tricornutum (HUP+) que han mostrado la capacidad de
crecer en condiciones de mixotrofia, en presencia de una baja intensidad luminosa
(Kramer, 2022).

La cepa de P. tricornutum UTEX 646, asi como las cepas transformadas (HUP+ LK1 y
LK2; Tabla 7.1), fueron proporcionadas por L. Kramer (Kramer, 2022) a través de una
colaboracién con la Universidad de Goethe de Frankfurt (Alemania). Las cepas se
conservaron en medio ASP liquido y so6lido (1.3 % agar) a 20 °C, e intensidad luminosa de

30 umol fotén m2s?,

Tabla 7.1 Cepas donadas por la Universidad de Frankfurt

Origen del Gen
Cepas transportador de | Promotor | Vector resistencia Crecimiento
glucosa
P. tricornutum - .
UTEX 646 (wt) - - - Autotrofia
P. tricornutum
UTEX 646 Hup 1- Chlorella pPHAN- . . .
(HUP+1)- cepa Kessleri FcpA nat Zeocina Mixotrofia
LK1
P. tricornutum
UTEX 646, Hup 1- Chlorella pPHAN- . . .
(HUP+1)- cepa Kessleri FcpA nat Zeocina Mixotrofia
LK2

7.2 Medio de cultivo

El medio ASP fue utilizado para llevar a cabo los cultivos en matraz y biorreactor. La
composicion del medio se muestra en la Tabla 7.2. Las soluciones stock se prepararon
utilizando agua Milli-Q, y se adicionaron a 940 mL de agua Milli-Q con 5 g de NaCl. Para
evitar precipitacion, los stocks del medio de cultivo fueron disueltos y esterilizados por
separado a 121 °C por 15 min a excepcion de las soluciones de Eisen Ill (Tabla 7.3) y
micronutrientes A (Tabla 7.4), las cuales fueron esterilizadas mediante filtros con tamario
de poro de 0.22 pm y posteriormente se adicionaron 1 mL de estas soluciones al medio
ASP, en campana de flujo laminar. El pH del medio se ajust6, antes de esterilizar, a un

valor de 7.7, mediante la adicion de H>SO,4 concentrado.
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Tabla 7.2 Composicién del medio ASP, soluciones stock.

Volumen de
Solucion stock al

medio (mL)
KCI (21 mM) 10
MgS04.7H20 (8.1 mM) 10
Tris (4 mM) 10
NaNO3(11.8 mM) 10
K2HPO4 (0.58 mM) 10
CaClz. 2H20 (2.72 mM) 10
H3BO3z (0.16 mM) 1

Tabla 7.3 Solucidn Eisen IIl, en 100 mL de agua Milli-Q

Cantidad
Compuesto
(mg)
EDTA 465
FeCls 198

Tabla 7.4 Soluciones de micronutrientes Ay B, en 95 mL de agua Milli-Q

Solucién micronutrientes A (pH 5.5, Solucién micronutrientes B
NaOH)
Compuesto Cantidad Compuesto Cantidad
EDTA 3000 mg CoCl2.H20 48 mg
MnCl2.4H20 405 mg NazMoO4. 2H20 24 mg
ZnCl 30 mg CuCl2.2H20 12 mg
micronutrientes B 5mL H20 200 mL

7.3 Sistema de cultivo

umol fotén m2s* mediante el uso de lamparas LED (por sus siglas en

diode), ajuste de fotoperiodos y opcién para el monitoreo del CO; (bior
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En la primera parte de este trabajo, fue necesario el disefio de un equipo (Fig. 7.1) debido
a que en el Instituto de Biotecnologia, no se contaba con un equipo que cubriera las
condiciones de cultivo necesarias, es decir, con una temperatura menor a los 25 °C,
control de fotoperiodos, intensidad luminosa homogénea menor a 150 ymol foton m2s?y
el espacio fisico para montar el disefio experimental por triplicado en biorreactores de 1 L.
Con este equipo fue posible llevar a cabo cultivos en condiciones de mixotrofia con un

sistema de control de temperatura a 20 °C, intervalo de intensidad luminosa de 0 a 150

inglés, light emitting

reactor).



, :
Figura 7.1. Imagenes del equipo disefiado para la realizacién de los cultivos en

condiciones de mixotrofia de este trabajo: i) sistema biorreactor 3 L, ii) sistema
biorreactor 1 L, iii) sistema agitacién orbital matraces.

N

El sistema cuenta con tres opciones para realizar los cultivos: i) cultivo en biorreactor de 3
L (Applikon, Schiedam), ii) sistema de agitacibn magnética para realizar por triplicado
cultivos en biorreactor de 1 L (Duran, GL 45) y iii) sistema de agitacion orbital para cultivos
en matraz. Este equipo permitié llevar a cabo el disefio de experimentos de forma paralela
por triplicado para cada condicion, lo que aseguré una mayor reproducibilidad de los

experimentos en comparacion con la realizacion de estos de forma separada.

7.4 Cultivos en matraces agitados

Las dos cepas mutantes y la cepa silvestre fueron cultivadas en el medio ASP, descrito en
la seccién 7.2. Los cultivos se mantuvieron a una intensidad luminosa de 30 umol fotén m-
251 con ciclos de 16 h luz y 8 h de oscuridad a 100 rpm en agitacion a 20 °C. Se utilizé 1
g L de glucosa como fuente organica de carbono en los cultivos en mixotrofia; en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 45 mL de medio de cultivo, se agregaron 5 mL de

inoculo en fase exponencial (7 dias).
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Los cultivos se mantuvieron durante dos semanas, y se tomd muestra cada 48 h para
realizar los analisis correspondientes. Todos los experimentos se llevaron a cabo por

triplicado.

7.5 Cultivos lote en biorreactor

Los cultivos se realizaron en biorreactores Duran (GL 45) de 1 L de volumen nominal (Fig.
7.2a) y con un volumen de trabajo de 750 mL, equipado con agitadores magnéticos
montados en el centro de la tapa del biorreactor, con una relacién didmetro del
impulsor/diametro del tanque (D/T) de 0.18, un difusor de aire con un orificio y una
distancia minima entre el fondo del reactor y el impulsor de 5 cm (Fig. 7.2b). Los cultivos
se realizaron bajo las mismas condiciones operacionales para los cultivos en mixotrofia
descritos en la seccién 7.3, para la cepa transformada seleccionada y la cepa silvestre.
Con la finalidad de establecer dos condiciones de transferencia de oxigeno dentro de
nuestro sistema experimental, con base en las caracteristicas y limitaciones operaciones
del biorreactor GL45, se estableci6 como una variable fija a la velocidad de aireacion en
0.66 vvm. Este valor de aireacién se ha reportado previamente por Song et al., en 2014
en cultivos de P. tricornutum, donde el menor porcentaje de acidos grasos saturados se
encuentra dentro del intervalo (0.5-1 vvm).

Respecto a la agitacion en el sistema, la primera condicion se fijo6 en 150 rpm, donde se
asegurd (visualmente) que las células permanecieran en suspension, fijando esta misma
como la condiciébn de menor transferencia. La segunda condicién de agitacién en el
sistema se establecié a 250 rpm, con el fin de lograr un k.a de al menos el doble de aquel
logrado a 150 rpm (ver seccion 7.4.1). En esta condicion se observé un vortex

pronunciado, lo que se sabe que incrementa el area interfacial.

Puertos de entrada * a)

Y

Aireacion

e N T L

Agitador
maanético

Muestreo

17 cm

Figura 7.2. a) Biorreactor Duran (GL45) de 1L, integrado con agitador
magnético de ancla (0-500 rpm); b) Esquema dimension del biorreactor.
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7.5.1 Medicion del coeficiente de transferencia de oxigeno (kLa)

La caracterizacion del k.a para este sistema se realizé mediante el método del sulfito,
mismo que permite determinar la eficiencia en fermentacién mediante el empleo de
soluciones de sulfito de sodio catalizadas con iones cobre (Garcia-Ochoa et al., 2009).
Este es un método indirecto, que se lleva a cabo en agua y que se sabe que los
coeficientes de transferencia kia, no son los mismos que se obtendrian durante la
realizacién del proceso de fermentacion (Ertola et al., 1965), pero que sin embargo

permiten la comparacion entre diferentes condiciones de fermentacion.

Se utilizé el método de Cooper et al., (1944) para calcular el coeficiente de transferencia
de oxigeno para los biorreactores de 1 L (Fig. 7.3). Este método implica la determinacion
de la tasa maxima de oxidacion de sulfito de sodio a sulfato de sodio en presencia de

catalizador de iones Cu?* o0 Co?*:
Na,SO;z + Y2 Oy ----- >Na,SO,

Cuando la concentracién de Cu?* esta en el orden de 0.5 — 2x103 M, y el pH se mantiene
neutro o ligeramente alcalino, esta reaccion es suficientemente rdpida como para que en
el tiempo cero, la concentracién de oxigeno en la fase liquida (C.) sea practicamente nulo,
pero no tan rapida como para que afecte el espesor de la pelicula. Ademas se debe

cumplir que:

* La velocidad de la reaccién no dependa de la concentracion de SOs*
(reaccidén de orden cero). Para ello, ésta debe ser mayor que 0.015 M.

= El volumen ocupado por la pelicula liquida debe ser muy pequefio con
relacion al volumen total de la fase liquida. Esto hace que el O, luego de
difundir a través de la pelicula, pueda reaccionar con un gran volumen de

solucion de Na,SOs, garantizando asi que C, = 0.

En estas condiciones la reaccion de oxidacién ocurrira totalmente en el seno del liquido, y
la velocidad de reaccién estara controlada por la velocidad maxima de difusion de O, es

decir:
r=kia.C*

Doénde r es la velocidad de reaccion del sulfito en el seno del liquido. Si se conoce C*

podemos estimar el coeficiente de transferencia a partir de r. La velocidad de oxidacién
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del sulfito puede estimarse mediante la determinacion del sulfito residual mediante

yodometria.

La estimacion del coeficiente global de transferencia de oxigeno (k.a) con el método del

sulfito se muestra en el anexo 2.

Figura 7.3 Biorreactor GL45

7.6 Métodos analiticos
7.6.1 Recuento celular (cAmara de Neubauer)

El conteo celular se utilizo para evaluar el crecimiento de las microalgas y se realizé con
una periodicidad de toma de muestra de 48 h durante dos semanas del cultivo ( en matraz
y biorreactor) utilizando la camara de Neubauer con la metodologia reportada por
Camacho-Fernandez et al., en 2018. En condiciones de esterilidad, se tomaron 200 pL de
la suspensién de células a analizar. Con los datos obtenidos de la cAmara de Neubauer,

se calculé la concentracion celular, de acuerdo con la siguiente ecuacion 1.

células totales i
.factor de dilucién.10* (1)

Concentracién celular (cel/mL) =
cuadrantes contados

7.6.2 Cuantificacién gravimétrica de biomasa

La evaluacion del crecimiento de la biomasa se llevd a cabo a través de gravimetria,
determinando la concentracién de biomasa por peso seco utilizando la metodologia
previamente reportada por Breuer et al., en el 2013. Se tomaron 10 mL de suspension de
células en condiciones asépticas en tubos Falcon de 15 mL. Se separ6 el sobrenadante y
el paquete celular se filtr6 al vacio a través de membranas de acetato de celulosa de 0.45
pm de tamafio de poro, previamente taradas (24 h a 70 °C). Las muestras fueron secadas

en estufa (24 h a 70 °C) para la obtencion de un peso constante. Las muestras se
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mantuvieron en un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente (aprox. 1.5 h).
Finalmente las muestras se pesaron y por diferencia de peso se obtuvo la cantidad de

biomasa.

7.6.3 Cuantificaciéon de glucosa

Para la cuantificacion de la glucosa se recuperé 1 mL de caldo de cultivo en tubos
Eppendorf de 1.5 mL. La cuantificacién se realiz6 por HPLC empleando una columna
aminex HPX-87H (300 y 7.8 mm) (Biorad, Hércules, CA, USA) y H,SO, 0.014 N como
fase movil a un flujo de 0.65 mL mint y una temperatura de andlisis de 50 °C. Las
muestras se diluyeron en agua Milli-Q para alcanzar las concentraciones en la curva de
calibracion (2.5-20 mM). Para la cuantificacion de la glucosa se utilizdé el detector de
indice de refraccion (IR; Waters 2414) (Castillo et al., 2013).

7.6.4 Lipidos totales

La obtencion y cuantificacién de lipidos totales se fundamenta en un procedimiento de
extraccién con solventes, seguido de un analisis gravimétrico (Khoomrung et al., 2013).
Las muestras fueron pesadas en la balanza analitica (OHAUS PA114, repetibilidad
(desviacion estandar) + 0.1 mg; linealidad + 0.2 mg). En el caso particular de cultivos de

P. tricornutum, los lipidos totales se determinaron a partir de muestras liofilizadas (5-20

mgq).

Se agregaron 3 mL de cloroformo-metanol (2: 1, v / v) al tubo, para evitar la oxidacion de
los lipidos totales, las muestras se asperjaron con N, por 30 s para mantener atmésfera
inerte y se cerrd herméticamente con un tapon de rosca de teflén. El tubo se agité con
vortex y posteriormente los tubos se llevaron a 60 °C durante 1 h, lo que permitié el
proceso de extraccion. Después de 1 h, se agregaron 0.72 mL de NaCl (0.73% wi/v) en el
tubo, luego se agité con vortex y se centrifugd a 3000 rpm a 4 °C durante 10 min.
Posteriormente, se recuper6é la fase organica, se volvi6 a adicionar nitrdgeno y se
evaporaron los solventes a 60 °C. Los lipidos obtenidos se mantuvieron en un desecador
hasta adquirir temperatura ambiente (aprox. 1.5 h). Finalmente las muestras se pesaron y

por diferencias de peso se obtuvo la concentracion de lipidos.

7.6.5 Cuantificacién de acidos grasos mediante cromatografia de gases
Las muestras se liofilizaron, fueron puestas a peso constante y se pesaron en tubos de 5
mL. Se agregaron 25 pL de heptadecanoato (C17:0; 4 mg mL™?) como estandar interno a

cada muestra, como analito patron debido a que P. tricornutum no sintetiza este &cido
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graso (Qiao et al., 2015). Las muestras se mantuvieron en atmdésfera de N para evitar la
oxidacion. La derivatizacion de los acidos grasos se realizé con base en el protocolo
previamente reportado por Liu et al. en 2015: a cada muestra se le afiadieron 2.5 mL de
H.SO, (2%) en metanol, y las muestras fueron agitadas en un vortex durante 30 s;
después de eso, la reaccion se mantuvo durante 1 h a 70 ° C. Luego, se afiadieron 2 mL
de n-hexano y 750 uL de agua y fueron agitadas en vortex durante 30 s y centrifugadas
para permitir la separacion del hexano. Se recuperaron 1500 pL de n-hexano en un vial
limpio. La fase de hexano se evapord bajo atmosfera de nitrégeno, para concentrar los
ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES). Los FAMES fueron resuspendidos en 200

KL de n-hexano.

Se utilizé el equipo de cromatdgrafo de gases (Agilent, 6890) y la columna DB FATWAX
Ul (30 m x 0.25 mm x 0.25 um). La temperatura del inyector fue de 250 °C y se utilizo
helio como gas acarreador, con una proporcion de Split 15:1. La temperatura del detector
fue de 250 °C, con el flujo de H, de 35 mL min, flujo de aire 350 mL min* y flujo de helio
de 1 mL min™. El volumen de inyeccion de la muestra fue de 1 pL. Las condiciones del
horno fueron de 55 °C por 7 min, con una rampa de temperatura de 5°C min* de 55 °C a
230 °C, y se mantuvo a 230 °C por 15 min. Los FAMEs fueron analizados mediante un
detector de ionizaciéon de flama (FID) a 250 °C. El tiempo total de cada corrida fue de
69.75 min.

7.6.6 Anadlisis de transcripcion mediante PCR en tiempo real

Recuperacion de células. 50 mL del cultivo de los cultivos en biorreactor fueron
tomados en fase estacionaria (288 h de cultivo) y fueron centrifugadas a 4000 rpm, 20
min, a 4 °C. El paquete celular (~ 5x10’ cel.) fue congelado a -20 °C, hasta la realizacién

de la extraccion de RNA.
Extraccion, purificacion de RNA y analisis por PCR en tiempo real (RT-qPCR)

Extraccion del RNA. Las células fueron lisadas mediante sonicacion a baja temperatura.
Posteriormente, se empleé el Kit RNeasy Plant Mini para la extraccion total de RNA segun
las instrucciones del proveedor (QIAGEN). La cuantificacion se realiz6 mediante
espectrofotometria a 260 nm. La descripcion de la técnica para la extraccion del RNA
presenta en el anexo 1. Sintesis de cDNA. Para la transcripcion reversa se utilizé 1 ug de
RNA de cada condicién y se empled el kit QuantiTect Rev. Transcription (QIAGEN), segun

la metodologia recomendada por el proveedor. Los detalles de la técnica para la
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extraccion de RNA se presentan en el anexo 1. PCR de tiempo real. Se utilizé un equipo
ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Perkin-Elmer/ Applied Bio-systems) usando
SYBR Green PCR Master Mix (Fermentas Llfe Science), de acuerdo con el procedimiento
descrito en el anexo 1. La secuencia de cada uno de los oligonucleétidos utilizados para
para el andlisis del RT-gPCR se presenta en la Tabla 7.5. El gen tbp fue usado como gen

de expresion constitutiva.

Tabla 7.5. Oligonucle6tidos utilizados para los andlisis de PCR en tiempo real.

Gen Proteina Via/Funcién Oligonucledtido Oligonucledtido
codificada sentido antisentido
(5'a3) (5'3")
proteina de unién a factor de transcripcion ACCGGAGTCAAGAG CGGAATGCGCGTATAC
tbp la caja TATA CACACAC CAGT
A5-desaturasa sintesis de w-3 ATGCATGTACCTTA AAAAAGACCGGTGAAC
ptd5 CCGTAGACA CTGT
acetil-CoA enzima con actividad
carboxilasa carboxilasa (sintesis CACATTCTTGCCGG CGAACGACATCGTCCA
accl de malonil-CoA) ATACCA AGAG
malato cataliza la reaccion de
deshidrogenasa oxidacién de malatoa TTGCAAAAAGAGCG TGTCGCGAACTCCATAC
mel oxalacetato ATTCCT AAG
hup1 proteina membranal transportador de GCGAGGTTGACGC GATGACAAAGCTGGTCA
HUP+ hexosas / H + TGAGT TT G TAGCT

7.6.7 Anédlisis estadistico

Se realizé un andlisis estadistico de los parametros cinéticos, de la produccion de
biomasa, de lipidos y de los acidos grasos utilizando el software Microsoft Excel V14. a
estas variables respuesta se les aplicé un analisis ANOVA de un factor y una

comparacion de medias de Tuckey, con una confianza del 95% (a = 0.05).
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8. Resultados y discusion

8.1 Cinéticas de crecimiento en condiciones de mixotrofia, seleccién de cepa
mutante y produccién de EPA.

Con el objetivo de caracterizar y seleccionar de entre dos cepas mutantes de P.
tricornutum UTEX 646 (LK1 y LK2) que expresan el gen hupl que codifica para el
transportador de glucosa HUP+ de la microalga C. kessleri que permite una mayor
velocidad de transporte de glucosa y por ende una mayor produccion de biomasa, en
comparacion de la cepa silvestre (Kramer, 2022) y debido a las diferencias fenotipicas de
estas. Se decidio realizar en una primera etapa la evaluacién cinética de crecimiento, de
produccion de lipidos y de acidos grasos de estas dos cepas mutantes, utilizando a la
cepa silvestre UTEX 646 como cultivo control en condiciones de mixotrofia con una
concentracion de 1 g L de glucosa como fuente organica de carbono, se realizaron
cultivos por triplicado a nivel de matraz. Para determinar la velocidad especifica de
crecimiento en P. tricornutum, se grafico en escala logaritmica respecto a la concentracion
celular inicial de células y mediante el modelo empirico reportado por Cerdn-Garcia en
2006 para crecimiento sigmoidal (Ecuaciéon 2), en donde la Cf y Co son las

concentraciones celulares en la fase exponencial e inicial del cultivo, respectivamente.

1
pmie = 7 [Ln(CH/Co)] - (2)

En la Figura 8.1 se presentan las cinéticas de crecimiento de los cultivos de las tres cepas

evaluadas.
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Figura 8.1 Cinética de crecimiento celular en condiciones de mixotrofia: medio
ASP; volumen 50 mL; temperatura: 20 °C; pH: 7.7; 100 rpm; 30 ymol fotén m2s
.16 h luz-8 h obscuridad; 1 g L™ glucosa; Wt (e); LK1(A); LK2(m).
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En términos generales, en el crecimiento se puede observar como la cepa mutante LK1
se mantuvo ligeramente por encima de la cepa silvestre durante toda la cinética de
crecimiento. Asimismo, a las 288 h la relacion del crecimiento respecto a la concentracion
celular inicial (LnC/Co) fue mayor para el caso de la cepa LK1, respecto a lo calculado en
la cepa LK2 y la Wt. Los datos de crecimiento obtenidos en matraces son comparables a
los obtenidos por Cerdn-Garcia en 2006 en cultivos de P. tricornutum UTEX-640 en
condiciones de mixotrofia en presencia de glucosa. Sin embargo, tales cultivos fueron
prolongados hasta las 500 h donde observaron un incremento del 20 % respecto a lo
obtenido a las 288 h y segun el patrén observado en la cinética de crecimiento se podria

esperar un comportamiento similar.

La Tabla 8.1 resume los pardmetros evaluados en cada cepa transformada y la cepa
silvestre. Con respecto a la velocidad especifica de crecimiento, las cepas mutantes LK1y
LK2 tuvieron un valor de 0.48 d!, el cual no fue significativamente mayor al obtenido en la
cepa silvestre (p > 0.05). Cabe mencionar que la concentracién celular maxima se obtuvo
en la cepa LK1 (21 x10°8 cel mL?), esto puede asociarse a un mayor consumo de glucosa
0.27 g L al final de los cultivos a las 288 h, el cual fue estadisticamente mayor para la
cepa LK1 (p valor < 0.05), en comparacion de la cepa LK2 (33 % menos) y la cepa
silvestre (41 % menos) respecto a la concentracion inicial de 1 g L. Es importante
mencionar que, en el cultivo con la cepa silvestre, se observd un consumo de glucosa
alrededor del 14 % de la concentracion inicial. Estos resultados de consumo de glucosa
son comparables por los datos reportados por Kramer en 2022 para estas mutantes (LK1
y LK2) en una intensidad luminosa tres veces mayor a la utlizada en este estudio.
Anteriormente, el consumo de glucosa por la cepa UTEX 646 no habia sido reportado. No
obstante, Cerdn-Garcia et al. en el 2006 reportaron la asimilacién de esta fuente de
carbono en la cepa de P. tricornutum UTEX 640, la cual presenta una alta proximidad a la
UTEX 646. No obstante, se ha reportado por Villanova et al., en 2017 que P. tricornutum
posee un sistema de transporte del tipo acuaporinas que permiten la asimilacién de
fuentes organicas de carbono (incluyendo a la glucosa) en la cepa silvestre. Por otra parte
Patel et al., en 2019 para la misma cepa silvestre UTEX 646, pero cultivada en
condiciones de cultivo diferentes en general, reportaron una mayor acumulacion de

biomasa en presencia de glucosa en comparacion de cultivos en autotrofia.
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Tabla 8.1 Resumen de parametros cinéticos y de produccién de lipidos bajo condiciones de

mixotrofia.
Cmax Lipidos/ Gle
Cepa (dHl) (cel mlg‘l) Ln (C/Co) (gD\If\'ll) DW LY
x10 (% wiw)

Wt 0.40+ 0.08?2 14.9 +0.32 2.7+0.05% 0.6 +0.072 18 + 2%  0.86 + 0.0152

LK1 0.48+ 0.042 21.6+0.6° 3.0+0.08° 0.75 + 0.04° 23+32  0.73 +£0.020°

LK2  0.48+0.03% 17.1+0.6% 2.8+0.04° 0.58+0.062  14+2° 0.82 + 0.014°

Las letras diferentes indican diferencias significativas segiin ANOVAL factor con prueba Tukey al 95 % de
confiabilidad.

La produccion de biomasa, al final del cultivo (12 dias) fue de 0.75 + 0.04 y 0.58 + 0.06 g
L para las cepas mutantes LK1 y LK2, respectivamente. Esta produccién de biomasa en
la cepa LK1 fue 0.25 veces mayor a lo obtenido en la cepa silvestre. Cabe mencionar que,
en condiciones de mixotrofia, en las cepas mutantes LK1, LK2 y en la Wt se obtuvieron
porcentajes de lipidos de alrededor del 23,14 y 18 % respecto a la biomasa total seca,

respectivamente.

El porcentaje de los &cidos grasos presentes en cada una de las evaluaciones, se
muestran en la Figura 8.2a. en las cepas mutantes LK1 y LK2 se presentaron diferencias
opuestas respecto a la cepa silvestre en el porcentaje de los acidos grasos de cadena
corta (C14 a C17), mismos que se encuentran presentes en mayor abundancia en la
formacion de triacilgliceroles en P. tricornutum (Lupette et al., 2019), mientras que los
acidos grasos de mayor longitud e insaturaciones (>C18) en las cepas mutantes
permanecieron sin cambios en el porcentaje de estos acidos grasos respecto a la cepa
silvestre. Se ha reportado por Lupette et al., (2019) que los porcentajes de los acidos
grasos de mayor longitud (>C18) se encuentran en menor abundancia en la formacién de
los triacilgliceroles en P. tricornutum lo que podria sugerir la ausencia de diferencias en
los porcentajes de acidos grasos de mayor longitud (incluyendo EPA). Estos cambios
entre las mutantes y la cepa silvestre podrian estar relacionados principalmente a las
diferencias fenotipicas debido a la insercion del transportador de glucosa HUP+ mismas
gue permitieron un incremento en la produccién de biomasa y de lipidos en la cepa LK1,
respecto a la cepa LK2 (Tabla 8.1) y posiblemente estén afectando el flujo de carbono a la

biosintesis de acidos grasos en las cepas mutantes.
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Cabe resaltar que las mayores diferencias se observaron en el perfil de FAMESs de la cepa
LK1, con respecto a la cepa LK2 y la Wt, principalmente la disminucién en el porcentaje
de acidos grasos saturados, el cual fue del 19 % (Fig. 8.2b). En contraste, en la cepa
silvestre y la cepa LK2 este valor fue de 30 y 40 %, respectivamente. Por otro lado, se
encontré un aumento (de 13%, respecto a la cepa silvestre) en el porcentaje de acidos
grasos insaturados en la mezcla lipidica de la cepa LK1. Por ultimo, el porcentaje de EPA
y DHA en la mezcla de acidos grasos se mantuvo constante tanto en las cepas mutantes
LK1 y LK2, respecto a los porcentajes obtenidos en la cepa silvestre. Lo que podria
sugerir que la actividad de las enzimas A5 y A6 desaturasas para la biosintesis de EPA 'y
DHA respectivamente no se vean afectadas por los cambios en los porcentajes de los
acidos grasos saturados e insaturados en la cepa mutante LK2 y LK1 respectivamente y

en comparacion con la cepa silvestre.
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Figura 8.2 a) Perfil de acidos grasos de P. tricornutum en cultivos mixétroficos evaluados al
punto final de la cinética. En la figura se muestra el promedio de las mediciones, n=3. b)
Porcentaje de acidos grasos en términos de su clasificacion.



Como se muestra en la Figura 8.3, en términos de la produccion especifica de acidos
grasos (respecto a la biomasa) se presentaron diferencias significativas (p < 0.05) en el
contenido de los siguientes acidos grasos C14:0; C16:0; C16:1; C17:1 para las diferentes
cepas. Dentro de estas diferencias, en el caso de la cepa LK1l cabe resaltar una
disminucion del 55 % en el contenido de acido palmitico (C16:0), respecto al contenido en
la cepa silvestre y la cepa LK2. Estos cambios en el contenido de acidos grasos saturados
en la cepa LK1 podrian tener relacién directa a los incrementos en el contenido de MUFAs
y PUFAs. Sin embargo, la concentracion especifica de C18:2; C20:4; C20:5 (EPA); y
C22:6 en la cepa LK1 no mostr6 cambios en su contenido en los cultivos (p > 0.05),
respecto a lo observado en la cepa silvestre y la cepa LK2 (Tabla A.2).
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Figura 8.3 Contenido de acidos grasos de P. tricornutum en cultivos mixétroficos
evaluados al punto final de la cinética. En la figura se muestra el promedio de las
mediciones, n=3.

ANOVA 1 factor con prueba Tukey al 95 % de confiabilidad.

Como se mencion6 anteriormente, la produccion y acumulacion de acidos grasos difiere
entre cada especie de microalga y en funcién de las condiciones de cultivo. Se ha
reportado que la sintesis de EPA es mayor cuando las condiciones de cultivo son
favorables para incrementar la concentraciéon de biomasa y por ende del contenido de
acidos grasos en la misma (Adarme-Vega, 2014). En nuestro caso particular, como se
muestra en la Tabla 8.2, en la cepa mutante LK1 se alcanzé una produccién especifica de
41.94 + 2.83 mgepra gsio L, Misma que no evidencio diferencias respecto a la cepa LK2 y la
Wt. Sin embargo, la produccién volumétrica de EPA y la productividad de EPA de 31.4
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+3.4mg Lty 2.61 + 0.28 mg Ldia?, respectivamente fueron superiores a lo obtenido en
la cepa mutante LK2 y la silvestre debido principalmente a una mayor produccion de
biomasa (Tabla 8.1). En términos de productividad de EPA, nuestros resultados fueron 30
% y 26 % menores, respecto a la productividad reportada por Cerén-Garcia en 2005 en
cultivos en matraces para la cepa UTEX 640 en ausencia y presencia de glucosa,
respectivamente. Es importante resaltar que para la condicibn de mixotrofia probada a
nivel de matraz existen diferencias significativas en la produccion volumétrica del 23 % y
27 % alcanzados por la cepa mutante LK1, en comparacién a la cepa silvestre y la cepa
mutante LK2 respectivamente (p < 0.05).

Debido a estas ventajas en la produccién volumétrica de EPA y a la mayor producciéon de
biomasa, asi como la disminucion en el porcentaje de acidos grasos saturados, se

selecciond la cepa mutante LK1 para su posterior evaluacion en biorreactor de 1L.

Tabla 8.2 Produccién y productividad de EPA en cultivos de P. tricornutum

Cepa Contenido EPA %EPA/Lipidos Productividad
(MyEepa ggio™) (mg LD totales (mgepa L1d )
Wit 40.26 + 2.042 24.1 +2.32 17428 2.01+0.19
LK1 41.94 + 2.832 31.4 +3.4 21422 2.61+0.28
LK2 38.96 + 2.732 22.7 + 2.42 28+4° 1.89 + 0.2

ANOVA 1 factor con prueba Tukey al 95 % de confiabilidad.

8.2 Evaluacion en cultivo lote en biorreactor de 1 L

Para estudiar el efecto de la transferencia de oxigeno (k.a) sobre la produccién de EPA 'y
w-3 en P. tricornutum, se evaluaron la cepa mutante LK1 y la cepa silvestre por triplicado
en biorreactores de 1L. En una segunda etapa se estimaron los coeficientes globales
iniciales de transferencia de oxigeno mediante el método del sulfito (Anexo 2). Se
utilizaron dos condiciones de agitacion (150 y 250 rpm) y una condicién de aireacién (0.66
vvm); los valores de k,a fueron 66 y 122 hl. Estos valores fueron definidos como

condicion de baja y alta transferencia de oxigeno, respectivamente.

8.2.1 Efecto de la transferencia de oxigeno en la cepa mutante LK1

Como se puede apreciar en la Figura 8.4A, el crecimiento celular de la cepa LK1 en las

dos condiciones de transferencia de oxigeno fue similar. Sin embargo, se puede observar
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gue en condiciones de baja transferencia de oxigeno (66 h?) los valores de la
concentracién fueron superiores luego de las 144 h del cultivo, respecto a la condicion de
alta transferencia de oxigeno. Este comportamiento en el crecimiento puede deberse al
hecho de gue en alta transferencia de oxigeno se vea afectado el proceso de fijacion de
carbono. En P. tricornutum se ha descrito que en condiciones de alta aireacion el proceso
de fijacion de carbono se ve mitigado por la actividad oxigenasa de la enzima RuBisCo
gue induce al proceso de fotorrespiracion ( Villanova et al., 2017).
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Figura 8.4 A) Cinética de crecimiento P. tricornutum UTEX 646
y B) glucosa; medio ASP; volumen 750 mL; temperatura: 20
°C; pH: 7.7; 16 h luz-8 h obscuridad; cepa mutante LK1 (m)
k,a=66 h'%;(m) 122 h'l.
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En cuanto al consumo de glucosa (Fig 8.4B), se puede observar que para ambas
condiciones de transferencia de oxigeno la cepa LK1 no logré agotar el contenido inicial
de glucosa, obteniéndose un porcentaje del consumo total del 40 y 38% en baja y alta
transferencia de oxigeno, respectivamente. Los cambios en crecimiento celular podrian
estar asociados a los cambios de pH que se observaron al final de los cultivos; en baja
transferencia de oxigeno se observaron valores de pH de 8.1 y de 8.6 en la condicion de

alta transferencia de oxigeno, los cuales determinan a su vez la solubilidad del CO..

La velocidad especifica de crecimiento para el cultivo de la cepa mutante LK1 tanto en
baja y en alta transferencia de oxigeno se mantuvo con un valor de 0.5 d*. Lo anterior
indica que la cepa LK1 se mantuvo con un comportamiento similar durante toda la cinética
de crecimiento. No obstante, luego de las 144 h, la concentracion celular de los cultivos
en baja transferencia de oxigeno permanecié por encima de la condicion de mayor
transferencia. Respecto a lo reportado para P. tricornutum en condiciones de mixotrofia
con la adicién de glucosa, se observo un aumento del 38 % en la concentracion celular
(Hamilton et al., 2016). Tales autores llevaron a cabo sus experimentos a 60 rpm y a una
intensidad luminosa constante de 60 umol fotdn m2s™. Este incremento podria deberse a
una mayor eficiencia en el metabolismo por el uso de fotoperiodos (16 h luz- 8 h
oscuridad) y a una mayor aireacion en el sistema (0.66 vvm), respecto a lo observado por

Hamilton.

Por otra parte, como se muestra en la Tabla 8.3, respecto a la produccion de biomasa en
la cepa LK1 en baja transferencia de oxigeno, se logré producir 0.8 + 0.2 g L%, es decir un
16% mas respecto a lo obtenido en la condicién de alta transferencia de oxigeno, pese a
gue las concentraciones celulares son estadisticamente diferentes, no se observé una
relacion directa entre el peso seco y el recuento celular, esto podria explicarse a la
limitacion de la técnica de recuento celular la cual no discrimina el tamafio celular entre
las poblaciones, cabe sefalar que en las condiciones operacionales en las que se
realizaron los cultivos se presentd una gran variedad en el tamafio de las células en alta
transferencia de oxigeno (122 h't), posiblemente al estrés generado por los cambios en la
hidrodinamica del sistema (Contreras et al., 1998). Asimismo, se obtuvo un porcentaje del
26 + 3 % de lipidos respecto a la biomasa total seca en la condicién de baja transferencia
de oxigeno, es decir, se enriquecid la fraccion lipidica en un 27 % en comparacion a lo

obtenido en la cepa LK1 en alta transferencia de oxigeno.
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Tabla 8.3 Comparacion de la velocidad especifica de crecimiento y los parametros de produccién
en la cepa LK1 a nivel biorreactor de 1 L.

ke hl Mmax Crmax Ln DW Lipidos/DW Consumo
' 1 -1 0 0
(%) el L1’ ©00)  @LY @%wiw)  Glc (%)
122  0.48 +0.032 14+ 0.12 2.34 0.4+0.12 19+ 32 38 + 22
66  0.52+0.03% 16+ 0.4° 265  0.8+0.2° 26 +3° 40 + 32

Las letras diferentes indican diferencias significativas segin ANOVA 1 factor con prueba Tukey al 95 % de
confiabilidad.

En lo que se refiere al contenido de acidos grasos totales, en la Figura 8.5 una de las
diferencias mas evidentes fue un menor contenido de &cidos grasos en la condicion de
baja transferencia de oxigeno, respecto a la condicién de mayor transferencia. En este
sentido, en trabajos previos de Song et al., (2014) reportaron un comportamiento
semejante en lo que se refiere al contenido total de acidos grasos en cultivos de P.
tricornutum a diferentes tasas de aireacion y al contenido total de acidos grasos, el cual a

menor transferencia de masa obtuvieron un menor contenido de &cidos grasos.
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Figura 8.5 Contenido de acidos grasos (mg gbio™) en la cepa mutante LK1 (m) kLa=66 h™;(m)
122 ht.

Los asteriscos en la parte superior de las barras indican diferencias significativas segin ANOVA, p=0.05. ND: Indica

no diferencias entre los acidos grasos evaluados. Las barras de error indican la desviaciéon estandar de muestras

tomadas de tres experimentos independientes.
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En cuanto al contenido de EPA y DHA, estos se mantuvieron constantes para ambas
condiciones de cultivo: un contenido promedio de 35 mgepa gbio > Y de 3 Mypra Ouio - para
la cepa LK1. Este comportamiento constante en el contenido de EPA y DHA bajo
diferentes condiciones de transferencia de masa ha sido reportado anteriormente por Wu
et al., (2019).

Sin embargo, en cuanto al porcentaje de EPA respecto al total de acidos grasos, se
observaron claras diferencias: un 30 % EPA TFA! en baja transferencia y un 21 % EPA
TFA! en alta transferencia de oxigeno. Estos cambios en la composicion de estos acidos
grasos insaturados tienen un papel relevante en el proceso de division celular y en la
composicion de las membranas de algunos organelos (Olofsson et al., 2012). Esta
relacion de produccion de biomasa/acidos grasos insaturados concuerda con nuestros

datos obtenidos de crecimiento en la condicién de baja transferencia de oxigeno (66 h?).

En cuanto al contenido de otros acidos grasos sintetizados en P. tricornutum (Fig. 8.5), en
la condicién de alta transferencia de oxigeno se favorecié un incremento de 0.5 veces en
el contenido de C16:0, de 0.7 veces de C16:1 y de 18 veces de C18:2, respecto a la
condicion de baja transferencia de oxigeno. Asimismo, el Unico acido graso que
increment6 su contenido en la condicion de baja transferencia de oxigeno fue el C17:1

(2.4 veces), respecto a la condicién de alta transferencia de oxigeno.

Con base a los resultados obtenidos en los perfiles de acidos grasos en el intervalo de
transferencia de oxigeno probado en estos experimentos, existe una clara diferencia en el
contenido total de acidos grasos (Tabla 8.4). Se observé un incremento en el contenido
total de acidos grasos (0.5 veces) en la condicién de alta transferencia de oxigeno,
respecto a la condicién de menor transferencia. No obstante, la produccién volumétrica de
acidos grasos se vio favorecida un 23 % en la condicién de baja transferencia de oxigeno,
respecto a los 66.5+6.2 mgrea L™ obtenido en la condicién de mayor transferencia de
oxigeno. Esto puede explicarse debido a una mayor producciéon neta de biomasa en la
condicion de baja transferencia de oxigeno en comparacion de la condicion de mayor
transferencia. Se ha reportado por Kazbar et al.,, (2019) que el incremento en la
transferencia de oxigeno puede inhibir el crecimiento en los cultivos fotosintéticos de

microalgas.
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Tabla 8.4 Contenido, produccién y productividad de FAMES y EPA en cultivos de P. tricornutum

LK1,
TFA EPA
kia, h' T ——
mg g 1 mg L Contenido (0/) roauccion roauctivida
Bio o b
(mg gBio 1) (mg L-l) (ngPA L-ld-l)
122 166.3+15.68 66.5+6.22  35.9 + 3.52 21.6 145+49> 122041
66 107.7+2.3" 86.8+1.8° 332+1.7° 30.8 26.6+232  221+0.19

Las letras diferentes indican diferencias significativas segun ANOVA 1 factor con prueba Tukey al 95 % de
confiabilidad. Produccion total de acidos grasos (TFA).

En contraste, la produccién de EPA incrementé (0.83 veces) en la condiciéon de baja
transferencia de oxigeno, respecto a la condicibn de mayor transferencia. De nueva
cuenta, esto coincide con el trabajo de Yongmanitchai & Ward (1991) donde observaron
una dependencia lineal entre la produccion de EPA y de biomasa. Por ultimo, la
productividad aumenté un 45 % en la condicion de baja transferencia de oxigeno,

respecto a la condicién de alta transferencia.

De los experimentos realizados en biorreactor con la cepa mutante LK1, se puede concluir
gue la condicidn de transferencia de oxigeno afecta el contenido total de los acidos grasos
en la condicién de mayor transferencia (122 h?) en la cual se obtuvo un mayor contenido
(alrededor de 166 mgrea Osio’l) Mientras que para la condicion de baja transferencia el
contenido total de &cidos grasos fue menor (107 mgrea gsio?). Este incremento en el
contenido de acidos grasos totales en condiciones de alta transferencia podria estar
asociado con el incremento de la produccién de acidos grasos saturados (Anexo 3: Tabla
A.3). Este efecto fue descrito anteriormente por Shi et al.,, en 2017 donde se proponen
mecanismos de sefializacion donde el estrés oxidativo generado por el alto contenido de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y de oxigeno generan estrés en el reticulo
endoplasmico lo cual esta ligado a la formacion de TAGs, lo cual podria explicar un mayor
contenido de acidos grasos totales en la condicién de alta transferencia de oxigeno. No
obstante, el porcentaje de EPA dentro de la mezcla total de acidos grasos fue 0.3 veces
mayor en baja transferencia de oxigeno, respecto a la condicion de alta transferencia. Shi
et al.,, (2017) y Sun et al., (2018) reportaron que para contender el efecto del estrés
oxidativo, las microalgas pueden emplear a los PUFAs como antioxidantes, que

posteriormente son llevados a la degradacion de estos hasta alcanzar la homeostasis.
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Por otro lado, para la cepa LK1 la condicion de transferencia de oxigeno parece no tener
un papel relevante en el contenido de EPA. El contenido de EPA permanecio
relativamente constante para ambas condiciones de cultivo. Sin embargo, como se
comenté anteriormente, en la condicién de baja transferencia de oxigeno (66 h) se
favoreci6 la produccion de biomasa, impactando directamente a una mayor produccion de

EPA un 45 % mas respecto a la condicion de alta transferencia de oxigeno.

8.2.2 EXxpresién génica en la cepa mutante LK1

Con el objetivo de entender el posible efecto de la transferencia de oxigeno en la
produccion de &cidos grasos se decidio realizar un acercamiento en la evaluacion de la
expresion de algunos genes, mediante RT-qPCR, involucrados en la biosintesis de estos.
Como se describi6 en la hipétesis de este trabajo en condiciones de baja transferencia de
oxigeno esperamos un mayor nivel de trascritos en comparacion de los cultivos a mayor
transferencia. Se decidié medir los niveles de los transcritos de los genes accl, ptd5, mel
y hupl, los cuales codifican para las enzimas acetil-CoA carboxilasa, A5-desaturasa,
malato deshidrogenasa y la proteina HUP+ del transportador de glucosa de la cepa
mutante LK1. En el caso de los genes que codifican para las enzimas se seleccionaron
debido a que con anterioridad se han reportado trabajos de ingenieria genética en donde
a mayor sobreexpresion de estos trascritos mayor produccion de EPA en P. tricornutum
(Domergue et al., 2002; Peng et al., 2014; Xie et al., 2013). Los resultados de la expresion
génica en estos cultivos fueron normalizados tomando como referencia la expresién
génica de los cultivos desarrollados en baja transferencia de oxigeno (66 h'). Se evalué la
expresion génica en la fase estacionaria (288 h de cultivo). Como se muestra en la Figura
8.6, la expresion de todos los genes fue significativamente mas alta en los cultivos
desarrollados en alta transferencia de oxigeno (122 h') estos resultados bajo esta
condicion podrian tener una posible relacién a un mayor contenido de acidos grasos
totales (Mgrea Obio; Tabla 8.4) y a un mayor porcentaje de Acidos grasos insaturados
(Cl16:1y C18:2; Fig. 8.5). Esto podria deberse a una mayor expresion de los genes accl,
ptd5 y mel; y posiblemente al efecto del oxigeno en los cultivos. Cabe destacar que a
pesar de una mayor expresion del gen ptd5 en la condicién de alta transferencia (122 h?),
éste no tuvo un efecto directo en el contenido y produccion de EPA, en comparacién con
lo obtenido bajo la condicion de menor transferencia. Este efecto entre la produccion de

EPA y la expresion génica del gen ptd5 ha sido estudiado por Peng et al., en 2014 y por
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Domergue et al., en 2002, donde se ha visto que la sobreexpresion del gen ptd5 podria
tener un papel mas relevante en la produccién de acidos grasos insaturados como C16:1,
C18:2, C20:1, ademas de destacar que otros factores de regulaciéon ligados
principalmente al crecimiento podrian afectar la produccién de EPA en P. tricornutum.

En el caso del gen hupl, recientemente en los experimentos realizados en la tesis de
doctorado de Liv Krdmer en 2022, se determino que la expresion del gen hupl no se ve
inducida por efecto de la concentracion de glucosa en el medio, asimismo se observé que
la expresion de este gen se ve afectada por la longevidad de los cultivos, y por dltimo, se
observo que la expresion del gen hupl y la funcion del transportador de glucosa HUP+ al
cual codifica, esta ligado a los cambios en el pH en los cultivos a valores por encima de
pH 8 este incrementa el transporte de glucosa al medio celular. Respecto a los resultados
obtenidos el gen hupl, este se sobre expresé en mayor medida en la condicion de mayor
transferencia de masa (122 ht) en el medio lo que sugiere exista un mayor transporte de
la glucosa dentro del medio citoplasmatico en esta condicion. En la Figura 8.4b se
observa que la velocidad de consumo de glucosa durante las primeras 96 h del cultivo fue
considerablemente méas alta que la observada en la condicion de baja transferencia de
oxigeno. Sin embargo, el incremento en la expresion de este gen no esti ligada
directamente al consumo de glucosa de la microalga (Fig. 8.4B) al final del cultivo (288 h).
Una posible explicacion podria ser que exista una inhibicion de la enzima glucosa-6-
fosfato a mayores concentraciones de glucosa incorporada al citoplasma, lo que se podria
ver reflejado en el consumo de glucosa a partir de las 96 h en la condicion de k.a de 122
h? (Fig. 8.4B).

Se puede destacar un efecto claro en la expresién génica en respuesta a las condiciones
de transferencia de oxigeno probadas. Sin embargo, este efecto no determiné de forma
concomitante los niveles de produccién de EPA en los cultivos de P. tricornutum. Ello
podria deberse al tiempo en que los analisis fueron llevados a cabo, al final de los cultivos
en fase estacionaria tardia donde la actividad de la A5 desaturasa encargada de formar
dobles enlaces para la formacién de EPA puede presentar una menor actividad (Peng et
al., 2014), es decir, una regulacion a nivel traduccion. Es importante mencionar que se
requiere de estudios mas especificos a nivel transcriptomica y lipiddbmica para dilucidar

estos aspectos.
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Figura 8.6 Expresion relativa de accl, ptd5, mel y hup en fase
estacionaria en los cultivos de la cepa mutante LK1 en baja (M) y alta (H)

transferencia de oxigeno. El andlisis de la transcripcion génica se realizd
empleando al gen tbh como gen de referencia. Los datos estan normalizados a la
condicion de baja transferencia de oxigeno.

8.2.3 Efecto de la transferencia de oxigeno en la cepa silvestre

Después de analizar el efecto de la transferencia de oxigeno en la cepa mutante LK1, se
decidi6 evaluar a la cepa silvestre bajo las mismas condiciones de cultivo en el biorreactor
de 1L con el objetivo de comparar este efecto en ambas cepas. Como se observa en las
Figura 8.7A, las condiciones de transferencia de oxigeno no impactaron en el crecimiento
de la cepa silvestre en los intervalos probados en las 288 h del cultivo. Este
comportamiento fue similar a lo observado en la cepa LK1 (Fig. 8.4A) mientras que las
concentraciones celulares fueron ligeramente menores en la cepa silvestre, respecto a la
concentracion observada en la cepa LK1 (comparacidon sobre la misma condicién de

cultivo).
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Figura 8.7 A) Cinética de crecimiento P. tricornutum UTEX 646 y B)
concentraciéon de glucosa; medio ASP; volumen 750 mL;
temperatura: 20 °C; pH: 7.7; 16 h luz-8 h obscuridad; cepa silvestre
(M) kLa=66 h'l;( W) 122 h,

En relacién con el consumo de glucosa en la cepa silvestre (Fig. 8.7B), se observaron
diferencias a partir de las 48 h del cultivo en la condicién de alta transferencia (122 ht). Al
final de los cultivos, en la condicién de k.a alto la cepa consumié el 38% de la glucosa
disponible mientras que a k,a de 66 h* sélo consumio6 el 9 % de ella. Este efecto podria
estar relacionado al incremento de la transferencia de CO; en el medio y por ende al
proceso de fijacion de este en la fotosintesis; por lo que al disponer de la fuente

inorganica de carbono se ve reflejado en la preferencia de esta fuente de carbono, en
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comparacion de la glucosa. Este comportamiento se ha reportado con anterioridad por
Yongmanitchai & Ward en 1991 evidenciando cambios en el pH al final de los cultivos que
favorecen la solubilidad del CO; en la fase liquida y por ende de su consumo en cultivos
de P. tricornutum. Asimismo, Matsui et al., en 2018 reportaron la presencia de
transportadores del tipo acuaporinas en P. tricornutum que permiten una mayor eficiencia
en metabolismo autotrofo, facilitando el proceso de fotosintesis a mayor transferencia de
masa, evitando el efecto de fotorrespiracion. Es importante remarcar que en la condicién
de baja transferencia de oxigeno (66 h'') a pesar de no haber altos consumos de glucosa
el crecimiento celular en términos de concentracion celular fue similar al observado en la
condicion de mayor transferencia, lo que podria explicarse en funcién de una alta fijacion
de CO; debido a mecanismos concentradores de esta fuente inorganica y a la actividad
de la enzima carbono anhidrasa (CA) que incrementan el proceso energético y el flujo de
CO; durante la fotosintesis en P. tricornutum en bajas concentraciones de CO, en el
medio (Tsuji et al., 2017).

En la Tabla 8.5 se presenta un resumen de los parametros cinéticos de los cultivos de la
cepa silvestre en biorreactor para ambas condiciones de transferencia de oxigeno. Como
se muestra, la velocidad especifica de crecimiento (i) fue la misma para ambas
condiciones de transferencia de oxigeno en la cepa silvestre. Sin embargo, hubo un
incremento significativo del 15 % en la concentracion celular maxima (Cnax) en la
condicion de alta transferencia de oxigeno, respecto a la condicion de menor transferencia
a las 288 h. La produccion de biomasa al final de los cultivos (288 h) fue la misma (0.6 g
L'1) para ambas condiciones de cultivo.

Tabla 8.5 Comparacion de la velocidad especifica de crecimiento y pardmetros de produccion en la
cepa silvestre a nivel biorreactor 1 L.

Cmax ;.
k.a, ht Hmax (cel mL) Ln DW L'%'S\?S/ Consumo
’ -1 celm -1 0,
(d) x106 (C/Co) (gL (% wiw) Glc (%)
122 0.57 + 0.022 14.9+0.92 2.41 0.6 +0.1° 23 + 22 38 + 2°
66 0.54 + 0.042 12.6+0.7° 2.24 0.7 +0.18 29 + 2P 9+32

Las letras diferentes indican diferencias significativas segin ANOVAL factor con prueba Tukey al 95 % de
confiabilidad.
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Cabe destacar que el contenido de lipidos se enriquecié un 20% en la condicion de baja
transferencia de oxigeno respecto a la condicibn de mayor transferencia. Estas
diferencias podrian estar relacionadas a cambios en el sobreflujo de carbono como se ha
reportado por Wu et al., en 2019 en menor disponibilidad del oxigeno se favorece la
biosintesis de &cidos grasos debido a la desviaciéon del acetil-CoA hacia esa ruta, lo cual
ocasiona una disminucion de la actividad del ciclo de Krebs, ademas se ha reportado que
en ausencia del O, como aceptor final de la cadena transportadora de electrones, la poza
de NADPH es utilizada para la biosintesis de lipidos (Wu et al., 2019).

Es importante mencionar que, como en el caso de la cepa mutante LK1, se presentaron
diferencias interesantes en el contenido de &cidos grasos en la cepa silvestre. Como se
muestra en la Figura 8.8, en los cultivos de la cepa silvestre en baja transferencia de
oxigeno (66 h') se observé una disminuciéon en C14:0 (2.2 veces menos), C16:1(2.85
veces menos), C18:2 (10.5 veces menos) y C20:4 (2.3 veces menos), respecto a la
condicion de alta transferencia de oxigeno (122 h'). No obstante, el contenido de C17:1
fue el Unico acido graso que logré un incremento (3 veces mas), respecto a la condicién
de alta transferencia. Por Ultimo, el contenido de EPA (mg guiot) en alta transferencia de
oxigeno aument6 de forma significativa (45%) (Fig. 8.8.), en comparacion con la condicién
de menor transferencia. Estos Ultimos resultados, contrastan respecto a los datos
obtenidos con la cepa LK1 en ambas condiciones de cultivo donde el contenido de EPA

se mantuvo constante.
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Figura 8.8 Contenido de acidos grasos (mg gbio™) en la cepa silvestre (M) kLa=66 h'';(H) 122 h!
Los asteriscos en la parte superior de las barras indican diferencias significativas segun ANOVA, p=0.05. ND:
Indica no diferencias entre los acidos grasos evaluados. Las barras de error indican la desviaciéon estandar de
muestras tomadas de tres experimentos independientes.
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Al igual que en los cultivos con la cepa LK1 en biorreactores de 1L, el contenido total de
4cidos grasos en la cepa silvestre en alta transferencia de oxigeno (122 ht) fue dos veces
mayor (Tabla 8.6), respecto a la condicion de baja transferencia la cual se mantuvo en
66.7 + 6.2 Mgrave Jeio L. Asimismo, la produccion de total de FAMESs en alta transferencia
de oxigeno fue superior un 40% respecto a la condicién de menor transferencia en la cepa
silvestre. Estos resultados concuerdan con lo obtenido por Song et al., en 2014 en donde
a mayor transferencia de masa obtenian una mayor produccion de acidos grasos totales.
En vista de los resultados, se comparé el porcentaje de EPA dentro de la mezcla de
acidos grasos totales y se determind que la condicion de baja transferencia es una mejor
opcién para la obtencién de un mayor porcentaje de EPA (Tabla 8.6), respecto a la
condicion de alta transferencia. Al igual que con la cepa LK1, estos resultados concuerdan
con lo reportado por Sun et al.,, en el 2018 donde la biosintesis de acidos grasos
insaturados disminuye a mayor transferencia de oxigeno. Ademas, ellos también

observaron que se incrementa la oxidacion de estos.

Cabe mencionar que a pesar de tener incrementos en la produccién total de &cidos
grasos, estos no guardaron una relacion directa con el contenido de lipidos en la cepa
silvestre en relacion con el porcentaje en la biomasa seca (Tabla 8.5). Esto es debido a
gue se sabe que la composicién de las membranas presenta un alto contenido de
fosfatidilcolina (mayor al 15 % mol, de los lipidos totales) con altos contenidos de EPA en
su estructura lo cual brinda una mayor fluidez de la membrana y por otro parte de
sulfoquinovosil diacilglicerol (12 % mol, de los lipidos totales) presente principalmente en
las membranas de las células y de los cloroplastos en P. tricornutum con altos contenidos
de EPA y C16:0 (Lupette et al., 2019) ademas de los lipidos neutros, y que pueden estar

presentes dentro de la mezcla de los lipidos totales.

Respecto al contenido de EPA en la cepa silvestre se obtuvo una posible correlacion con
las condiciones de transferencia de oxigeno probadas en este trabajo, el cual impacto
directamente en la produccion de EPA, pero sin una relacién directa sobre la produccién
de biomasa, la cual se mantuvo constante en la cepa silvestre en ambas condiciones de
cultivo en el biorreactor (Tabla 8.6). La produccién de EPA al final de los cultivos fue de
21.4 + 5.6 mg L? en alta transferencia de oxigeno (1.4 veces mayor, respecto a la
condicion de menor transferencia). Esto contrasta con lo observado en la cepa mutante
LK1 donde el contenido de EPA permanecié constante en ambas condiciones de

transferencia de oxigeno.
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Tabla 8.6 Contenido, produccién y productividad de FAMES y EPA en cultivos de P. tricornutum

UTEX 646 Wt.
Transferencia TFA EPA
de oxigeno EPA/TEA Producci Prod dad
; roduccion roductivida
en la cepa Wt L L1 %) Contenido
m Bio m . 0 -1
g geio g (Mg gsie™)  (mg LY (mgepa L1dY)
-1
kia 122 h 1351+ 76.6+ 062 BAL e 1.78 + 0.46°
13.02 7.32 3.52 -
-1

6.2 430 29.0 19.4+0.7° 13.6 +3.8°

Las letras diferentes indican diferencias significativas segun ANOVAL factor con prueba Tukey al 95 % de
confiabilidad. Produccién total de acidos grasos (TFA).

En términos de la productividad de EPA, la cepa silvestre en alta transferencia (122 h?)
fue 37 % mayor, respecto a la condicion de baja transferencia. Esto podria estar
relacionado a los mecanismos empleados en las diatomeas para contender contra los
efectos de fotorrespiracion reportados por Young et al., en 2016, quien describe
mecanismos concentradores de CO> que logran mitigar la permeabilidad del O, en el
medio intracelular. Se podria hipotetizar que este sobreflujo de CO- estaria impactando
directamente tanto en el contenido como en la distribucién de estos &cidos grasos en P.

tricornutum.

8.2.4 Expresién génica en la cepa silvestre

Se determinaron claras diferencias en los niveles de expresién de los genes accl, ptd5 y
mel en los cultivos de la cepa silvestre en condiciones de baja y alta transferencia de
oxigeno (Fig. 8.9). Al igual que en la Figura 8.6, los datos se normalizaron respecto a los
valores obtenidos bajo la condicion de baja transferencia de oxigeno.
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Figura 8.9 Expresion relativa de accl, ptd5 y mel en fase estacionaria
en los cultivos de la cepa silvestre en baja (=) y alta (m) transferencia de
oxigeno. El analisis de la transcripcion génica se realizé6 empleando al gen tbh
como gen constitutivo.



De forma general, a diferencia de lo observado para la cepa mutante LK1, todos los genes
tuvieron una menor expresion relativa cuando el k,a se incrementé. Dentro de los genes
que resultaron tener una clara relacion entre los niveles de expresion y de produccién se
tiene al gen mel que codifica para la enzima malonato deshidrogenasa que permite la
reduccion del malato al oxalacetato esta reaccion resulta fundamental en la biosintesis de
acidos grasos puesto generan poder reductor en forma de NADPH, necesario para la
biosintesis de estos. A través de esta estrategia indirecta para incrementar la biosintesis
de &cidos grasos Kim et al., (2019) sobreexpresaron la enzima malonato deshidrogenasa
en la microalga Chlamydomonas reinhardtii aumentando los niveles de NADPH necesario
para la biosintesis de lipidos. En P. tricornutum se ha logrado incrementar los niveles de
NADPH a través de la sobreexpresion de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) aumentando el contenido de lipidos (Xue et al., 2017). Los resultados obtenidos
con el gen mel correlacionaron con un mayor porcentaje de lipidos totales (Tabla 8.5), lo
cual podria estar relacionado a una mayor generacioén de potencial redox (NADPH) a
menor transferencia de oxigeno. Esta relacion habia sido anteriormente descrita por Wu
et al., (2019) en cepas de P. tricornutum en diferentes mezclas de gases de entrada en
biorreactores y atribuido a una reduccién del Gltimo aceptor de la cadena transportadora

de electrones desviando el flujo de NADPH a la biosintesis de lipidos.

En cuanto al gen ptd5, el cual codifica para la desaturasa A5 unida a las membranas del
reticulo endoplasmico, se ha reportado que este tiene un papel relevante durante la Gltima
etapa de formacion de un doble en enlace en el carbono 17 del &cido araquidénico
(C20:4) para obtener EPA en P. tricornutum (Muhlroth et al., 2013). Por otra parte, Peng
et al., en 2014 reportaron que la sobreexpresion del gen ptd5 en P. tricornutum
incrementa un 58 % el contenido de EPA, respecto a la cepa silvestre. Fue por ello por lo
gue se consideré que los niveles de transcriptos de el gen ptd5 podrian ser un clave
indicador ante la respuesta de produccion de EPA en los experimentos de nuestro trabajo
y debido a que la enzima A5 desaturasa codificada por el gen ptd5 presenta actividad
oxidorreductasa y se sabe que esto depende de la disposicién de oxigeno (Sun et al.,
2018) se realizaron estas mediciones. En los resultados obtenidos se observé un
comportamiento contrario entre los niveles de expresion y los contenidos de acidos grasos
(Fig. 8.8.), por lo que los genes podrian estar regulador no a nivel de transcripcién, sino

en traduccion o la misma actividad enzimética (Domergue et al., 2003; Muhlroth et al.,
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2013; Zhu et al., 2018). Recientemente Smith et al., en 2021, reporté que el gen pad que
codifica para la enzima A9 desaturasa regula la produccion de EPA en P. tricornutum,
contrario a lo que otros autores habian reportado respecto al gen ptd5 que codifica para la
enzima A5 desaturasa. Ello podria explicar el porqué se encontré una respuesta opuesta

a la esperada en los resultados obtenidos.

Respecto a él gen accl, este se decidi6 evaluar debido a que este tiene en especial
relevancia debido a que este codifica para la enzima acetil-CoA carboxilasa que permite la
formacion del malonil-CoA y debido a que este es el precursor limitante en la biosintesis
de &cidos grasos, mismo que permite la elongacion de estos donando dos de sus tres
carbonos por ciclo en la sintasa de acidos grasos. Se ha reportado por Sun et al., en 2018
gue la acumulacion de lipidos en microalgas puede estar relacionada los niveles de estrés
oxidativo y asociado a vias de sefializacion complejas de ROS, que puede afectar la
biosintesis de lipidos a nivel de expresion de transcritos; debido a ello fue interesante de
evaluar el posible efecto de la transferencia de masa en la expresién de este gen. Xie et
al., (2013) reportaron que los niveles de expresion de este gen tendrian un papel menor
en la produccion de lipidos neutros dentro de los que se incluyen a los acidos grasos en la
formacion de la estructura de los TAGs al esterificarse con el glicerol y perder su carga; y
de tener un papel mas relevante sobre la produccién de lipidos polares y de fosfolipidos.
Ello podria explicar por qué a pesar de tener una mayor expresion de accl en baja
transferencia (66 h?) el contenido de Acidos grasos totales es menor (Tabla 8.6) y la

produccion de lipidos totales mayor (Tabla 8.5) bajo la misma condicién de cultivo.

Por ultimo, el gen hupl no fue evaluado para el caso de la cepa silvestre, ya que como
era de esperarse en comparacion de la cepa mutante LK1 que expresa el transportador

de glucosa, este no generd amplicones en PCR punto final (datos no mostrados).

8.2.5 Comparacion global de parametros obtenidos en los cultivos de P.
tricornutum a diferentes transferencias de oxigeno
Con la finalidad de conocer la relaciéon y el impacto de ambas cepas en los diferentes
valores de transferencia de oxigeno evaluados, se llevd a cabo una recapitulacién de los
principales parametros de produccion (Tabla 8.7). Se puede observar una relacién entre la
obtencion de una mayor concentracion de biomasa tanto en la cepa mutante LK1 y la
cepa silvestre bajo la condicién donde el k.a fue menor (66 h?), respecto a la condicién de
alta transferencia de oxigeno. Los cambios en el kia en este sistema estuvieron

gobernados por la agitacion. La relacion entre la disminucidn de la biomasa y el aumento
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de la agitacion en el biorreactor durante el cultivo de P. tricornutum ha sido reportada por
Sobckuk et al.,, (2005) lo cual se debe principalmente a los esfuerzos de corte que

provocan dafio celular.

Por otra parte, de forma general bajo todas las condiciones evaluadas en ambas cepas se
obtuvieron concentraciones de FAMES muy diferentes y sin una relacién clara con el
porcentaje de lipidos. La cepa mutante LK1 mostr6 una mayor produccion de FAMES de
forma global, tanto en baja como en alta transferencia de oxigeno, respecto a la cepa
silvestre. En cuanto al contenido de EPA, de forma sorpresiva éste se mantuvo contante
(p>0.01) en tres de las condiciones experimentadas (Wt y LK1 en alta transferencia; LK1
baja transferencia). No obstante, para la cepa silvestre en baja transferencia de oxigeno
(66 ht) el contenido fue menor en cerca del 49 % y con base a los contenidos de FAMES
descritos en la seccién 8.2.3, lo que podria ser atribuido a una menor biosintesis de
acidos grasos. Respecto a la produccion de EPA, es importante sefialar la similitud en la
produccién volumétrica obtenida entre la cepa silvestre y la cepa mutante LK1 en alta y
baja transferencia de oxigeno, respectivamente. Sin embargo, es de resaltar la capacidad
de la cepa LK1 para sintetizar un mayor contenido de EPA en la mezcla total de acidos
grasos en baja transferencia de oxigeno y de poliinsaturados de forma global en ambas
condiciones de cultivo, respecto a la cepa silvestre.

Tabla 8.7 Comparacion global de la cepa mutante LK1 y la cepa silvestre a diferentes
transferencias de oxigeno

kea (hh)
Parametro 66 122
LK1 Wit LK1 Wit
Biomasa 08+02% 07+01° 04+01°  0.6+0.1%
(gL
FAMES 86.8+ 1.82 46.7+4.3° 66.5+6.2° 76.6+7.3°
(mg LY
Contenido EPA 33.2+1.72 189+0.7° 359+3.52 35.4 +3.52
(MQEPa OBio™)
Produccién EPA 26.6+2.3% 132+38° 145+49> 214+56°
(mg L™
Productividad EPA 2.21+0.19% 1.13+0.31° 1.2+0.41° 1.78 + 0.462
(mg L™d™)
%EPA/TFA 30.6+ 0.328 29.2+ 0.18° 21.6+1.2° 26.3+ 2.44
%Insaturados/TFA 81.1+ 0.3 70.4+0.9° 84.7+1.3°  79.6+1.1¢

Las letras diferentes indican diferencias significativas segiin ANOVAL factor con prueba Tukey al 95 % de
confiabilidad.
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De forma global, puede decirse que bajo condiciones de baja transferencia de oxigeno (66
h?) la cepa mutante LK1 logré la mayor produccién de biomasa siendo este parametro
uno de los mas importantes para maximizar la produccion de EPA en los cultivos de P.
tricornutum. Cabe mencionar que en las condiciones de menor transferencia se reduce un
40 % la agitacion, respecto a la condicion de alta transferencia, lo que seria en términos
energéticos y de productividad nuestra mejor opcion para la obtencion EPA. Por altimo,
dentro de las implicaciones que conllevé trabajar a menor transferencia de oxigeno, tanto
en la cepa LK1 y en la cepa silvestre, fue posible obtener un mayor porcentaje de EPA en
la mezcla total de los acidos grasos lo cual tiene ventajas en los procesos de purificacion
para la obtencion de EPA de mayor pureza.
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Conclusiones

La cepa mutante LK1 logré los valores mas altos de produccién de EPA y de consumo
de glucosa en cultivos mixotréficos, en comparacion de la cepa silvestre y la cepa
mutante LK2 en experimentos en matraces.

Se determiné que la mutaciéon del gen hupl, que codifica para el transportador de
glucosa HUP+, en las cepas mutantes modifica los perfiles de &cidos grasos tanto en
contenido como en su distribucion, respecto a la cepa silvestre de P. tricornutum
UTEX 646 en las mismas condiciones de cultivo.

Se demostré por primera vez que el k.a puede determinar los titulos de produccion de
biomasa y de EPA.

Bajo las condiciones de transferencia de oxigeno probadas en este trabajo (66 y 122
h1), se observaron cambios en los niveles de los transcriptos de algunos genes (accl,
mel, ptd5) involucrados en la biosintesis de &cidos grasos en P. tricornutum. Sin
embargo, estos cambios no estan ligados directamente a la produccion de EPA, y
podrian tener una relacion al contenido de 4cidos grasos totales y de lipidos.

Se encontré que la sobreexpresién del gen mel tiene una posible relacion en el
metabolismo de lipidos, mismo que se ve reflejado en mayores porcentajes de la
fraccion lipidica en la biomasa seca al final de los cultivos.

Se encontr6 que la sobreexpresion del gen accl correlaciona con una mayor
produccion de lipidos totales en P. tricornutum.

Se determind que la principal ventaja de la cepa mutante LK1, respecto a la cepa
silvestre, es su capacidad de sintetizar un mayor contenido de &acidos grasos
insaturados independientemente de la condicion de transferencia de oxigeno.

Con la cepa mutante LK1 se logré una mayor producciéon de EPA a menor k.a (66 ht),
respecto a lo obtenido en la condicién de mayor transferencia; lo que en términos de
potencia, impacta en menores costos energéticos del proceso de cultivo, lo cual puede

representar una ventaja tecnolégica.
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Anexos

Anexo 1

Las metodologias establecidas para la realizacion de la extraccion de RNA, sintesis de
cDNA y las PCR en tiempo real fueron montadas en nuestro laboratorio respecto a las

metodologias reportadas por Huysman et al., (2013).
Extraccion del RNA.

Los paquetes celulares de P. tricornutum, fueron tratados mediante sonicacion (Sonic
Materyals; Vibra-Cell™) con una frecuencia entre 20 y 50 kHz para realizar la lisis celular,

manteniendo los pellets siempre en bafio de hielo.

Una vez que se lisaron las células, se adicionaron 450 L del buffer RLT con 10 uL de 2-
mercaptoetanol, este paso es necesario para asegurarnos del proceso de lisis celular.
Posteriormente, se utilizaron pasos de purificacion con etanol absoluto y lavados con el
buffer RPE y RW1 para descartar contaminantes (proteinas y carbohidratos). Por ultimo,
las columnas fueron secadas a temperatura ambiente y el RNA fue resuspendido en 30

pL de en agua libre de RNasas.
Cuantificacion de RNA

La cuantificacion se realizé en Nanodrop a 260 nm y se evalud la calidad del RNA
extraido con la relacion de absorbancia A260/280 como parametro de control en los

intervalos de 2.0-2.2.
Sintesis de cDNA

Para la transcripcidn reversa se utilizaron 1 ug de RNA de cada condicion y se utilizo el kit
QuantiTect Rev. Transcription (QIAGEN), segun la metodologia recomendada por el

proveedor:

El RNA se diluyo a 200 ng/ pL en agua con DEPC. Se tomaron 2 pL de RNA (200 ng) y se
agregaron 2 pmoles de cada primer (reverso) de los genes cuya expresion se desea
cuantificar. Para el disefio de los primers se utilizé el programa Genome Compiler. La
secuencia de los primers se presenta en la Tabla 7.5, correspondiente a la seccién de

métodos analiticos.
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PCR de tiempo real

Para cada reacciéon, aproximadamente 9 ng de cDNA, una mezcla de 10 pmol/mL de
cada oligonucleodtido requerido y 5 pL de Maxima® SYBR Green/ROX gPCRMaster Mix
2X(Thermo Fisher Scientific Inc., USA) en un volumen final de 10 pL de reaccion fue

utilizado.

El analisis de PCR cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR) fue llevado a cabo empleando
el equipo C1000TMThermal Cycler and the CFX96TMReal Time PCR Detection System
(Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA). Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: 10 min a 95°C, dos pasos de 95°C por 15 s seguido de uno a 60°C por 60s
repetido 40 veces. El tamafo de todos los amplicones fue de 100 a 200 pares de base.
Todos los analisis de RT-qPCR fueron realizados por duplicado para cada gen de cada
condicion. El gen tbh fue utilizado como control interno (gen de referencia) para
normalizar los resultados. Este gen ya ha sido utilizado por otros autores para analizar la
expresion de genes de Phaeodactylum (Siaut et al., 2007). La cuantificacién de los
niveles de expresion se realizd con base en el método 22*CT reportado por Livak y
Schmittgen (2001) tomando como criterio la condicion de baja transferencia de oxigeno
(66 h') tanto en la cepa silvestre UTEX 64 como en la cepa mutante LK1. La
estandarizacion del método (A-A-CT) se mantuvieron las condiciones reportadas por Siaut
et al., (2007) empleando al gen rps y tbh con eficiencias Eps=1.998 y manteniendo los

valores de CT en los intervalos reportados anteriormente por Siaut.

75



Anexo 2
Estimacion del coeficiente global de transferencia de oxigeno (k.a)

Se prepararon las siguientes soluciones, Na,SOs; 0.5 N y se ajust6 el valor de pH a 8.0.
Una solucién de CuS0O4.5H,0 1.0 M, |2 0.5 N, solucién de almidon 1 %. Por ultimo, se
prepar6é una solucion de NayS;03 0.05 N la cual fue valorada frente a un patrén de
K2Cr207.

Se prepararon los tres biorreactores de 1L a los que se les agreg6 750 mL de la solucién
de sulfito de sodio (Na:SOs) 0.5 N. Se realizaron las mediciones de los biorreactores

estaticos, a 150 rpmy 0.66 vwm; y a 250 rpmy 0.66 vvm.

Se le agreg6 a cada biorreactor un volumen de la soluciéon de CuSO,4 1.0 M de modo tal
gue la concentracion final sea 1x103 M, en ese momento se tomd como tiempo cero de la
experiencia. A intervalos de 25 minutos durante 100 min se tomaron muestras de 2 mL y
se adicionaron sobre 3 mL de solucion de yodo 0.5 N. El exceso de yodo se tituld6 por
retorno utilizando bureta graduada con Na;S;0s3; 0.05 N, y solucién de almidén 1 % como
indicador. Con los datos obtenidos se grafico el volumen consumido de Na,S.Os; en
funcién del tiempo (Fig. A.1.) y de la pendiente de dicha gréafica se calculé el valor de k.a

(Tabla A.1.) empleando la siguiente expresion:

-1
ka(h )= ~—=

C* 4.V,

Doénde C* es la solubilidad del O», N es la concentraciéon del tiosulfato de sodio, Vm es el
volumen de la muestra de sulfito de sodio, y m es la pendiente.

1.8
16 | _ T Tabla A.1 Valores estimados del coeficiente
14 Y7 Oh()zl_lgxgz gé2107 0 global de transferencia de oxigeno.
_I | - .
é 1? [ _ T
L os | + + I Condicién | Variables kea (h™)
Eos6 | $ +
0.4 t @ -
L y =0.0072x + 0.026 150 rpm
0_(2) ' o I Rez0913 1 0.66 vvm P 66 + 12
0 50 100 2 0.66 vwwm |[250 rpm |[122 +18
Tiempo (min)

Figura A.1 Correlacién de valoracion con tiosulfato
de sodio versus tiempo en la condicion de () baja
y (e)alta transferencia de oxigeno.
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Anexo 3

Contenido de acidos grasos

Tabla A.2 Contenido de &acidos grasos [ug] por mg de biomasa seca analizado en el cultivo
mixotréfico en matraces agitados a las 288 h. Abreviacion usadas en esta tabla: SFA: acido graso
saturado; MUFA: &cido graso monoinsaturado; PUFA: acido graso poliinsaturado; TFA: acidos grasos totales.
En la tabla se muestra el promedio de las mediciones n=3. Las letras diferentes indican diferencias
significativas segin ANOVA 1 factor con prueba Tukey al 95 % de confiabilidad.

Wt LK1 LK2
C14:0 5.9+0.08 9.8 +0.4° 13.8 +0.7¢
C16:0 36.2+1.1% 16.0+0.7° 42.1+25¢
Ci16:1 242+0.8% 30.8+1.7° 154 +0.9°¢
Ci7:1 254+0.92% 29.4+16° 20.0+1.2¢
C18:2 3.3+0.3? 3.4+0.32 35+042
C20:4 1.5+0.02 1.2 +0.1% 15+0.22
C20:5 w3 40.2+2.0% 419+28° 37.8+2.62
C22:6 w3 3.2+0.2¢% 3.7+03% 4.2 +0.3°
SFA 42.1+1.18 258 +1° 56.0 + 1.6°
MUFA 49.6 +1.78 60.2 + 1.6° 355 +2.1°
PUFA 48.3 + 2.62 50.3 +1.78 472 +2.12

TFA 140.2 136.5 138.8

Biomasa [mg] 30.0 37.5 30.0
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Tabla A.3 Contenido de &cidos grasos [ug] por mg de biomasa seca analizado en el cultivo
mixotréfico en cultivos de la cepa mutante LK1 en el biorreactor de 1L a las 288 h. Abreviacion
usadas en esta tabla: SFA: &cido graso saturado; MUFA: acido graso monoinsaturado; PUFA: &cido graso
poliinsaturado; TFA: &cidos grasos totales. En la tabla se muestra el promedio de las mediciones n=3. Las
letras diferentes indican diferencias significativas segin ANOVA 1 factor con prueba Tukey al 95 % de
confiabilidad.

Cepa kia (h%)

LK1 66 122
C14:0 7.7 +0.1° 7.1+0.2°
C16:0 12.6 +0.12 19.0 + 0.8°
Cil6:1 24.3 +0.28 41.3+3.8°
C17:1 233+02%  6.72+04°
C18:2 2.7 +0.22 52.9 + 6.0
C20:4 0.9 +0.08 0.76 + 0.1°

C20:5 w3 32.9+01%  359+35°
C22:6 w3 2.9 +0.02 2.3+0.6

SFA 20.3 +0.28 26.1 +1.0°
MUFA 47.6 +0.28 48.1 +4.2°
PUFA 39.6 + 0.48 92.0 +4.2°

TFA 107.7 +2.3°  166.3 + 15.6°

Biomasa [mg] 40.3 5.4

Tabla A.4 Contenido de &cidos grasos [ug] por mg de biomasa seca analizado en el cultivo
mixotréfico en cultivos de la cepa silvestre UTEX 646 en el biorreactor de 1L a las 288 h.
Abreviacion usadas en esta tabla: SFA: acido graso saturado; MUFA: &cido graso monoinsaturado; PUFA:
acido graso poliinsaturado; TFA: acidos grasos totales. En la tabla se muestra el promedio de las mediciones
n=3. Las letras diferentes indican diferencias significativas segiin ANOVA 1 factor con prueba Tukey al 95 %
de confiabilidad.

Cepa kia (hY)

Wt 66 122

C14:0 2.6+0.12 8.4 + 0.5°
C16:0 17.1 +1.02 19.1 +1.42
Cl6:1 11.4+0.72 44,2 +4.2°
Cil7:1 12.0+0.72 4.1+0.3°
C18:2 1.6 +0.12 19.0 + 2.2b
C20:4 0.7 + 0.0 2.3+0.2°
C20:5 w3 19.4+1.3% 354+ 3.5
C22:6 w3 0.4 +0.12 2.1+0.4b
SFA 19.7 +2.00  27.5+1.5P
MUFA 235+ 1.1% 483+ 3.4
PUFA 23.4+2.12 59.1 +4.3°

TFA 66.7 + 6.22 135.1 + 13.0°

Biomasa [mg] 35 12.4
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