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RESUMEN

En esta tesis se estudi6 la biologia y la ultraestructura del género Haematococcus
pluvialis y se evalué el contenido lipidico de las células para la obtencién de biodiesel.

La ultraestructura general de las células vegetativas es comin a muchas
Chlorophyceae, sin embargo, la cubierta celular y la configuracion absoluta del aparato
flagelar presentaron caracteristicas particulares del género. En este estudio, se propone
una nueva interpretacion de la cubierta celular, formada por un estrato externo delgado y
fibrilar y un estrato interno constituido por vesiculas muy proximas entre si. Ademas se
describe el proceso de formacion, en el cual interviene el sistema de endomenbranas.

Bajo condiciones de cultivo adversas las células vegetativas formaron cistos.
Durante el proceso de enquistamiento las células perdieron movilidad, aumentaron de
tamano, sintetizaron una pared gruesa y acumularon un pigmento llamado astaxantina.
La pared celular estuvo compuesta por una capa externa trilaminar de algaenano, un
componente medio formado por material electronicamente denso y un componente mas
interno, formado por distintos estratos de morfologia variada.

Se describe por primera vez el proceso de germinacion de los cistos en H.
pluvialis, con particular atencion al comportamiento de los distintos componentes de la
pared durante este proceso y la liberacion de los zooides. Las capas trilaminar y media se
rompieron con el incremento de tamafo del cisto, sin embargo, el componente interno
acompafid la expansion del mismo durante la germinacion. El diferente proceso de
formacion de cada uno de los componentes de la pared explicaria el comportamiento
distinto de estos, durante el proceso de germinacion.

Se evalué el contenido lipidico de H. pluvialis y su posible aplicacion en la
obtencion de biodiesel. Se logaron optimizar las condiciones especificas de cultivo para

un crecimiento éptimo y para la sintesis de lipidos bajo condiciones de estrés, duplicando



el contenido lipidico en cultivos estresados (35 g de lipidos en 100 g de biomasa) con
respecto a los cultivos control.

Se evaluaron distintos métodos de extraccion lipidica y se realizd la
caracterizacion de los acidos grasos, siendo la fraccion neutra la mayoritaria en cultivos
control y estresados. El perfil de los acidos grasos en ambas condiciones de cultivo fue
similar y los principales acidos grasos fueron el palmitico, estearico, oleico, linoleico,
linolelaidico y linolénico.

Se obtuvo biodiesel por los métodos convencional de transesterificacion y de
metanol supercritico. El rendimiento de la reaccion de transesterificacion por catalisis
acida fue del 70%. Este valor puede considerarse aceptable considerando que la materia
prima utilizada, no solo contenia triglicéridos sino ademas otros lipidos y pigmentos.

A través del método supercritico fue factible la extraccion lipidica utilizando
metanol a alta temperatura y presién, como también se efectivizé la transesterificacion de
los triglicéridos.

La calidad lipidica de H. pluvialis indica el potencial que posee esta microalga
como materia prima para la obtencién de biodiesel. Este estudio provee informacion de
base util para futuras investigaciones tendientes a buscar las condiciones mas adecuadas
para mejorar el rendimiento lipidico, la extraccién de lipidos y el proceso de obtencién de

biodiesel.



ABSTRACT

In this thesis the biology and ultrastructure of the genus Haematococcus pluvialis
were studied. The evaluation of lipid content for biodiesel production was also performed.

The general ultrastructure of vegetative cells is common to many Chlorophyceae;
however, the cell coat and the absolute configuration of the flagellar apparatus showed
particular generic characteristics.

In this study a new interpretation of the cell coat was proposed. The cell coat
consisted of a fibrillar-thin outer layer and an inner one composed of vesicles close
together. In addition, its formation process that involved endomembrane system was
described.

Under adverse growing conditions, vegetative cells formed cysts. During cyst
formation, the cells lost mobility, increased in size, synthesized a thick wall and
accumulated a pigment called astaxanthin. The cell wall was composed of a trilaminar
outer layer of algaenan, a middle component that was made of electronically dense
material and an innermost component, consisting of various layers of varied morphology.
The cyst germination process in H. pluvialis was described for the first time. During
germination the trilaminar layer broke down, carrying the adjacent secondary component,
and the extensible tertiary component accompanied the cyst in its size increase and its
shape change.

Lipid content and its possible application for biodiesel production were evaluated.
The optimization of specific culture conditions for optimum growth and lipid synthesis
under stress conditions were achieved. The lipid content in stressed cultures doubled (35
g lipid in 100 g biomass) compared with control cultures. Different lipid extraction methods
were evaluated and characterization of fatty acids was performed, being major the neutral

fraction in both control and stressed cultures. The fatty acid profile in both culture

Vi



conditions was similar and the main fatty acids were palmitic, stearic, oleic, linoleic,
linolenic and linolelaidic acids.

Biodiesel by conventional transesterification and supercritical methanol methods
was obtained. The yield of the transesterification reaction by acid catalysis was 70%. This
value can be regarded as acceptable considering that the feedstock contained not only
triglycerides but also other lipids and pigments.

H. pluvialis lipid quality showed the potential of this microalga as a promising
feedstock for biodiesel production. This study provides baseline information useful for
future researches tending to find more suitable conditions in order to improve lipid yield,

lipid extraction and the biodiesel production process.
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INTRODUCCION GENERAL

Haematococcus pluvialis Flotow es una microalga verde dulceacuicola,
monadoide de vida libre, perteneciente a la clase Chlorophyceae y al orden
Chlamydomonadales segun Mattox y Stewart (1984).

Durante el ciclo de vida, las células de H. pluvialis sufren cambios morfolégicos
desde estadios flagelados a cistos inmoviles. Este proceso es acompafiado por grandes
modificaciones celulares y de la pared, es por ello que numerosos estudios fueron
realizados para dilucidar la ultraestructura general y especialmente la estructura fina y
naturaleza quimica de la pared celular de las células méviles y de los cistos,
presentandose en algunos casos resultados contradictorios (Smith 1950, Bowen 1967,
Santos y Mesquita 1984, Montsant et al. 2001, Hagen et al. 2002, Damiani et al. 2006).

El género ha recibido considerable atencién debido a su capacidad de acumular
astaxantina (3,3 -dihidroxi-B, B’-caroteno-4,4"dione), un pigmento rojo, perteneciente al
grupo de las xantofilas y de alto valor comercial (Borowitzka et al. 1991, Boussiba y
Vonshak 1991, Kakizono et al. 1992, Kobashashi et al. 1993, Harker et al. 1996, Boussiba
2000, Lorenz et al. 2000, Cifuentes et al. 2003, Kang et al. 2007).

El interés de esta especie en el campo biotecnoldgico, se debe fundamentalmente
a la posibilidad de utilizarla como fuente de antioxidantes y de &cidos grasos en
acuicultura, en nutricion humana y recientemente en la produccion de biodiesel.

La capacidad que posee H. pluvialis y otras microalgas de crecer o sobrevivir a un
amplio rango de condiciones ambientales, sumado a la posibilidad de modificar
eficientemente su metabolismo lipidico en respuesta a diferentes condiciones de estrés
(Roessler 1990, Guschina y Harwood 2006, Chisti 2007, Hu et al. 2008, Damiani et al.
2010), las ha convertido en interesantes organismos para explorar la sintesis de lipidos

neutros, los cuales son el mejor sustrato para la produccion de biodiesel de segunda



generacion (Xu et al. 2006, Chisti 2007, Hu et al. 2008, Schenk et al. 2008, Vasudevan y
Briggs 2008, Rodolfi et al. 2009).

H. pluvialis crece en nuestro pais, sin embargo no se conocian hasta el momento
estudios referentes a su biologia, ultraestructura y a las condiciones de cultivo necesarias
para su crecimiento 6ptimo y la sintesis de lipidos. Los resultados que se presentan en
esta tesis constituyen el primer aporte realizado en una cepa sudamericana.

El primer capitulo de esta tesis incluye el estudio de: a) la biologia y la
ultraestructura de las células vegetativas y de los cistos, b) el proceso de formacion de
las paredes celulares y su naturaleza quimica y c) el ciclo de vida. El segundo capitulo se
refiere al estudio de: a) la optimizacién de las condiciones de cultivo para el crecimiento y
la sintesis de lipidos, b) los métodos de extraccion lipidica y caracterizacion de acidos

grasos, y c) los procesos de obtencion de biodiesel.



MATERIALES y METODOS

Coleccioén

La especie en estudio se colecciond en el estadio de cisto, de un reservorio de
seccion piramidal ubicado en la ciudad de Bahia Blanca (38°50’ S, 63°30’ W), cuya Unica

fuente de alimentacion fue el agua de lluvia.

Medio de cultivo

Medio Basal de Bold (Stein 1973)

Para el mantenimiento de células vegetativas se utilizé Medio Basal de Bold
(MBB). Se prepararon las soluciones madre de macronutrientes de acuerdo al siguiente
esquema:

10 g de NaNO3; en 400 ml de agua destilada.

1 g de CaCl,.2 H,O en 400 ml de agua destilada.

3 g de MgS0,.7 H,O en 400 ml de agua destilada.

3 g de K;HPO, en 400 ml de agua destilada.

7 g de KH,PO,4 en 400 ml de agua destilada.

1 g de NaCl en 400 ml de agua destilada.

Se preparé la soluciébn madre de micronutrientes de acuerdo al siguiente esquema:

8,82 g de ZnS0,.7 H,O en 1000 ml de agua destilada.

1,44 g de MnCl,.4 H,O en 1000 ml de agua destilada.

0,71 g de MoO3 en 1000 ml de agua destilada.

1,57 g de CuS0O,.5 H,0O en 1000 ml de agua destilada.

0,49 g de Co(NO3),.6 H20 en 1000 ml de agua destilada.



En 940 ml de agua destilada se afiadieron 10 ml de cada una de las soluciones
madre de macronutrientes, 1 ml de la solucién de micronutrientes y 1 ml de cada una de
las siguientes soluciones:

50 g de EDTA Yy 31 g de KOH disueltos en 1000 ml de agua destilada.

4,98 g de FeS0,.7 H,O y 1 ml de H,SO, disueltos en 1000 ml de agua destilada.

11,42 g de BO3H; disueltos en 1000 ml de agua destilada.

Se homogeneizo la solucidon mediante un agitador magnético. Se ajust6 el pH a 7
con NaOH 1 N. Se distribuy6 en erlenmeyers de 125 ml de capacidad hasta 75 ml. Se
colocaron tapones de algodon y caperuzas de papel y se esterilizdé en autoclave durante
15 min a 1 atm de sobrepresion. Se dejo reposar al menos 24 horas antes de su

utilizacion para su enfriamiento.

Aislamiento

El aislamiento de los cistos se realiz6 bajo un microscopio invertido Nikon Eclipse
TE300 utilizando pipetas tipo Pasteur de acuerdo al siguiente procedimiento: se colocé
una gota del material recolectado en un extremo de un portaobjetos y 3 6 4 gotas de
medio de cultivo estéril separadas unas de otras, adyacentes a la primera gota. Se
prepararon pipetas capilares por calentamiento de pipetas tipo Pasteur en un mechero,
con el objeto de afinarlas a su maxima expresion. En el microscopio invertido se
localizaron las unidades algales (cistos) y se las tomé simplemente sumergiendo
levemente la pipeta en la gota, de modo que por capilaridad el liquido con el material
fluya hacia la misma. Luego se paso a la primera gota de medio de cultivo expulsando el
contenido de la pipeta. Se repitié el procedimiento con las restantes gotas hasta tener la
certeza de que en una gota solo hubiera un cisto, el que se transfirié a un tubo de 5 ml
con medio de cultivo. Cuando el crecimiento en los tubos fue evidente (en

aproximadamente 6 dias), las células vegetativas se repicaron a erlenmeyers de 250 ml.



Condiciones de cultivo

Los cultivos se mantuvieron en recipientes de 1 L de capacidad conteniendo 500
ml de MBB, en camara de cultivo a temperatura 18-20 °C y fotoperiodo de 12/12
(luz/oscuridad).

Se realizaron estimaciones visuales del crecimiento de cada cultivo y controles
periédicos por observacion al microscopio Optico. De esta manera se establecio
oportunamente la frecuencia de los repiques a realizar, que se efectuaron transfiriendo
las células a medio fresco.

Si bien no se trabajé con cultivos axénicos, en ocasiones se aplicaron antibioticos
para controlar o reducir la proliferacion bacteriana. A tal fin se disolvieron 250 mg de
cloramfenicol y 250 mg de ampicilina en 50 ml de agua destilada. La solucion se filtré con
un filtro Milipore 0,45 um y se agregaron 0,2 ml en 500 ml de medio de cultivo estéril.

Todos los procedimientos de laboratorio, incluyendo aislamientos y repiques se
realizaron aplicando la técnica de manipulacién aséptica empleada en microbiologia, ya

sea en mesada o flujo laminar (Harrigan y McCance 1966).

Formaciéon de cistos

La formacion de cistos fue inducida manteniendo las células vegetativas durante

aproximadamente 20 dias, sin renovacién del medio de cultivo.

Germinacioén de los esporocistos
La germinacion de los esporocistos fue llevada a cabo colocando los cistos en
cajas de Petri en estufa a 40 °C durante 2 dias y luego transfiriéndolos a medio de cultivo

fresco por 4 dias.



Germinacion de los gametocistos

La germinacion de los gametocistos fue inducida transfiriendo los cistos a agua

destilada por 3 dias y luego incubandolos en medio de cultivo fresco durante 7 dias.

Germinacion de los aplanocistos
La germinacion de los aplanocistos fue inducida transfiriendo los cistos a medio de
cultivo con el agregado de NaCl 0,8 % a 4 °C durante 5 dias y luego transferidos a medio

fresco durante aproximadamente 3 dias.

Sintesis de astaxantina

Para inducir la sintesis de astaxantina se ensayaron distintas concentraciones de
acetato de sodio. Los cultivos crecieron en MBB con el agregado de 4, 8 y 12 mM de
acetato de sodio y sin adicion de acetato (cultivo control), durante 13 dias a temperatura
de 25 °C, sin agitacion, con fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad y con intensidad de
luz de 40 pmol fotones m?s™. Los cultivos crecieron a partir de una densidad celular
inicial de 1000 células/ml (inoculando aproximadamente 1 ml de un cultivo de 11 dias de
edad en erlenmeyers de 125 ml con 75 ml de MBB). EI pH de las distintas
concentraciones de acetato de sodio y del control fue ajustado a un valor de 7.0 cada tres
dias, siendo este el pH Optimo para esta cepa. La experiencia fue realizada por
duplicado. La densidad celular fue determinada por conteo de células en camara de

Neubauer, discriminando entre células flageladas y cistos.

Sintesis de lipidos

Los cultivos con células flageladas se mantuvieron en erlenmeyers con 1000 mi
de MBB, con un sistema de aireacién burbujeando aire 500-700 cm*/min, en una camara

de cultivo bajo las condiciones mencionadas anteriormente. El pH se ajusté a un valor de



7, con NaOH 1 N después del autoclavado del medio. Los cultivos se monitorearon
diariamente para determinar la velocidad de crecimiento. Las experiencias se realizaron
por triplicado.

Para inducir la sintesis de lipidos potencialmente Utiles para la produccion de
biodiesel, un inéculo de 45 x 10% células vegetativas/ml fue expuesto durante 15 dias, a
distintas condiciones de estreés:

- Experiencia A: con alta intensidad luminica (300 umol fotones m?s™), sin aireacion

y con medio de cultivo completo.

- Experiencia B: con alta intensidad luminica (300 umol fotones m™?s™), luz continua,

sin aireacion y con Medio Basal de Bold sin nitrégeno (sin NaNO3).

Paralelamente se realiz6 un ensayo control donde el cultivo no fue estresado.

Luego los cultivos fueron cosechados por centrifugacion a 3000 rpm.

Cultivos en volumenes mayores (35 litros)

Conocidas las condiciones necesarias para lograr el estrés y la biosintesis de
lipidos, se cultivd H. pluvialis a mayores volimenes para la obtencion de mayor biomasa
algal. Se trabaj6 con indculos de 5 litros con una densidad inicial de 6,1 x 10’ células/L,
los que se agregaron a bolsas de cultivo de polietileno conteniendo 30 litros de medio
Basal de Bold. Los cultivos se mantuvieron durante 10 dias con aireacion constante y
suplementados con 1,5 % de CO, durante 30 minutos diariamente. La iluminacion fue
provista por tubos fluorescentes luz/dia, con un fotoperiodo de 12/12 hs, con una
intensidad de luz de 90 umol fotones m?s? y una temperatura de 24-25 °C.
Posteriormente el cultivo fue estresado con luz continua, alta intensidad de luz (300 umol
fotones m?s™) y sin aireacion ni CO,, durante 15 dias.

Para la cosecha de la biomasa algal una vez que las células sedimentaron, se

extrajo el medio de cultivo de la parte superior de las bolsas haciendo vacio y



posteriormente los cistos se recuperaron por centrifugacion (Fig.1 A-D). Luego la biomasa

obtenida fue liofilizada.

Determinacién de la velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento se determin6 siguiendo secuencialmente el aumento
en el numero de células. Los recuentos celulares se realizaron por triplicado con una
camara tipo Sedgwick-Rafter y a partir de alicuotas tomadas de tres cultivos paralelos.

Para los calculos de la velocidad de crecimiento se sigui6 la técnica grafica de
recuentos sucesivos propuesta por Guillard (1973). En ésta las densidades celulares (N=
namero de células/ml) son volcadas en un gréafico con escala semilogaritmica, en donde
se eligen los valores correspondientes a la fase de crecimiento exponencial. Estas
densidades transformadas logaritmicamente (Y= log N) se tratan por el método de
minimos cuadrados para hallar la regresion de Y en funcion del tiempo (t), siendo la
pendiente de la recta la constante de crecimiento (Ki0). Con este valor fue posible
calcular los siguientes parametros:

Velocidad de crecimiento (K): Este parametro indica el nimero de divisiones
celulares por dia y se calculé segun Guillard (1973):

K (divisiones/dia)= 3,322 x Kyp.
En donde el valor 3,322 representa el factor de conversion de logjo a 10g;.

El tiempo de duplicacién se calculé como TD: In 2/k.

Microscopia 6ptica

Las observaciones a campo claro se hicieron en un microscopio LEITZ SM LUX y
las de contraste de fases en un microscopio CARL ZEISS AXIOLAB. Las observaciones

se documentaron con fotomicrografias tomadas con un equipo WILD SEMIPHOTOMAT



MPS. Las mediciones se hicieron con micrometros oculares de 10X y 15X. Se usaron
filtros de color para mejorar la observacién y la toma de fotomicrografias.

Para observar y fotografiar células flageladas se usé lugol acético o una solucion
de glicerina en agua para reducir su movilidad.

Las células también se tifieron con un colorante especifico para lipidos Sudan IV

70 % en etanol, segun O"Brien y McCully (1981).

Microscopia de fluorescencia

Con el objeto de identificar lipidos neutros potencialmente Utiles para la
produccion de biodiesel y previo a la extraccion de lipidos, las células cultivadas bajo
estrés se tifieron con el fluor6cromo Rojo Nilo (Sigma). Para posibilitar una adecuada
penetracion del fluor6cromo, los cistos se congelaron a -40 °C y se machacaron en
mortero con 3 ml de acetona durante 10 minutos, de acuerdo al protocolo indicado por
Wiltshire et al. (2000). Una solucién de 5 ul de Rojo Nilo (9-diethylamino-5H-benzo[a]
phenoxazine-5-one, Sigma), en acetona (1 mg/l) se agreg6 a 5 ml de la suspensién algal
(Elsey et al. 2007). La mezcla se agit6 vigorosamente en un vortex. La fluorescencia se
detect6 5 minutos después de iniciada la tincion, usando un microscopio confocal Leica
DMIRE2 TCS SP2 SE con un filtro de excitacion en la banda 475 nm y un filtro de

emision en la banda 580 nm.

Microscopia electréonica de transmision convencional (METC)

Para el estudio de las células con MET, se ajusté un protocolo a partir de las
técnicas convencionales utilizadas en algas (Caceres 1995) y de trabajos previos

realizados en el género (Santos y Mesquita 1984).



1- Fijacién primaria

La fijacion primaria de las células vegetativas se realiz6 a 5 °C, durante una hora
con glutaraldehido 2%. El vehiculo de fijacion fue el buffer cacodilato de sodio 0,05 M.

Los cistos fueron fijados a 5 °C, durante 24 horas en: a) glutaraldehido 3% y
parafolmadehido 1,5% en buffer cacodilato de sodio 0,05 M (pH 7,4) 6 b) glutaraldehido

3% y acroleina 1,5% en buffer cacodilato de sodio 0,05 M (pH 7,4).

2- Lavados

Se hicieron cuatro lavados de 10 minutos cada uno en el vehiculo de fijacién.

3- Fijacién secundaria

Las células vegetativas se postfijaron con tetréxido de osmio (OsO,) al 1% vy los
cistos al 2%, preparados con el vehiculo de fijacién y en oscuridad. En ambos casos la

fijacion se realiz6 a 5 °C y durante dos horas.

4- Deshidratacion

Se deshidrat6 el material por inmersion en una serie de acetonas de
concentraciones crecientes (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%), 10
minutos en cada una, seguida de tres pasajes en acetona 100% durante 15 minutos. La
deshidratacion hasta acetona 70% se realizé a 5 °C.

En cada etapa de fijacion las muestras se concentraron por centrifugacion en
viales plasticos en una centrifuga eppendorf durante 4 minutos a 3000 rpm. De esta
manera se redujo la probabilidad de pérdida de material. Luego se resuspendié el

material para asegurar el contacto de toda la muestra con cada reactivo.

5- Imbibicién

El material se imbibié por goteo en una serie de concentraciones crecientes de

resina Spurr de baja viscosidad (Spurr 1969).
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5.1- Preparacion de la resina, segun los siguientes elementos:
10 g de VCD (dioxido vinil ciclohexano).
15 g de DER (éter de diglicidil polipropilenglicol).
39 g de NSA (anhidrido nonenil succinico).

41 g de S1 (dimetil amino etanol).

5.2- La imbibicién se realizé por goteo. Se gotearon sobre el material las soluciones
acetona-resina Spurr en concentraciones crecientes (25%-100%):

Spurr 25 %: 1 gota cada 5 minutos durante 1 hora y media; 2 gotas cada 5
minutos durante 1 hora y media; 4 gotas cada 5 minutos durante 1 hora y media; 8 gotas
cada 5 minutos durante 1 hora y media.

Spurr 50 %: 2 gotas cada 5 minutos durante 1 hora y media; 4 gotas cada 5
minutos durante 1 hora y media; 8 gotas cada 5 minutos durante 1 hora y media.

Spurr 75 %: 2 gotas cada 5 minutos durante 1 hora y media; 4 gotas cada 5
minutos durante 1 hora y media; 8 gotas cada 5 minutos durante 1 hora y media.

Spurr 100 %: 2 gotas cada 5 minutos durante 1 hora y media; 4 gotas cada 5
minutos durante 1 hora y media; 8 gotas cada 5 minutos durante 1 hora y media.

Se dej6 el material toda la noche en Spurr 100 %, destapado para que se evapore
totalmente la acetona. A la mafiana siguiente se renovo el Spurr 100 % y se lo dej6 2

horas.

6-_Inclusién
6.1- Inclusién plana (Reymond y Pickett-Heaps 1983)

Se prepararon portaobjetos teflonados para montar las muestras, para lo cual, se
escogieron portaobjetos nuevos, se los lavl, secd y se los pas6 por la llama de un

mechero para eliminar totalmente la humedad. Se los rocio con teflén en aerosol y se les
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pasd un papel satinado hasta que estuvieron brillantes, indicativo de que solo habia

guedado una capa delgada de teflon sobre el vidrio.

Se ubic6 el material sobre las caras teflonadas de los portaobjetos.
Inmediatamente después se agreg6 resina a lo largo del portaobjetos, se colocaron
pequefias hebras de hilo en los extremos para dar espesor y se coloco otro portaobjetos
teflonado por encima, dejando parte de cada uno de los extremos sin superponer. Este
tipo de inclusion se realizé para elegir cuidadosamente el tipo de célula a cortar mediante

observacién microscépica.

6.2-  Inclusién en capsulas Beem

Se coloc6 el material en el fondo de una capsula Beem y se completd su volumen
con resina. La polimerizacion de la resina se llevé a cabo a 70 °C durante 9 horas. Este
tipo de inclusion se realizd6 para el estudio del aparato flagelar, es decir, para cortar

diversas células vegetativas simultineamente y en distintos planos.

7- Armado de bloques y tallado

Se separaron los cubreobjetos y se localizé el material a estudiar bajo el

microscopio Optico.

Con un instrumento cortante se separé un rectangulo de 1 por 0,5 mm
aproximadamente, que contuvo el material a estudiar. Se despeg6 esta porcion de resina
y se emparej6 el espesor de la resina con papel esmeril. Bajo lupa binocular se pegé esta
porcion sobre el extremo de la pirdmide truncada de la capsula Beem usando un sellador

instantaneo. Se dej6é secar durante una hora a 30-40 °C o a temperatura ambiente.

Bajo la lupa se redujo el area original del taco, manualmente para circundar con

precision la zona de interés y transformarla en un trapecio con los lados superior e inferior
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paralelos. Este procedimiento se realiz6 en forma gradual, eliminando secciones

delgadas de resina con una hoja de afeitar.

8- Acondicionamiento de grillas con Formvar

8.1- Grillas

Se lavaron las grillas de cobre sucesivamente con cloroformo — etanol — agua
bidestilada — etanol — cloroformo, agitando enérgicamente en cada etapa y luego se

dejaron secar sobre papel de filtro en cajas de Petri.
8.2- Preparacion de la pelicula de Formvar (0,5 %)
Se lavé y sec6 minuciosamente un portaobjetos.

Se paso6 el portaobjetos a través de una columna de Formvar. Cuanto mas rapido
se hizo pasar la solucién y cuanto menor fue el tiempo de inmersion, el espesor de la

pelicula fue mayor.
Se dej6 secar con calor moderado, en posicion horizontal.

Se marcé con una aguja histolégica un rectangulo sobre la pelicula formada

abarcando la mayor parte del portaobjetos.

Se colocé el portaobjetos lentamente y en posicion diagonal en un recipiente con
agua bidestilada hasta que se desprendié una delgada pelicula de Formvar. Una vez
liberada quedo flotando y sobre ella se colocaron, una a una, las grillas de cobre con

su cara brillante hacia arriba.

Se recogi6 la pelicula con las grillas en su superficie posando un portaobjetos de

aluminio. Se dejo secar a temperatura ambiente y en posicién inclinada.

9- Ultramicrotomia
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9.1- Confeccion de cuchillas de cristal

Se realiz6 a partir de barras de cristal de 25 mm de ancho, mediante un Knife-

Maker LKB segun un procedimiento convencional (Robinson et al. 1987).

9.2- Obtencién de cortes ultradelgados

Se cortd el material en un ultramicrétomo Reichert-Jung Ultracut UM2 con cuchilla
de cristal o de diamante Diatom 45°. Se recogieron los cortes color oro,
correspondientes a un espesor de 90 nm (Reid 1975) mediante grillas de cobre

recubiertas con Formvar.

10- Contraste

Se ubicaron las grillas en una placa especial de plastico flexible ubicado en un
soporte que la mantiene curvada permitiendo que sus ranuras se abran lo suficiente
para situar las grillas. Se retir6 la placa del soporte y se enderezé sujetando asi las

grillas.

Se llené una pequefia pileta plastica del mismo tamafio que el soporte y de 0,5 cm
de altura con una solucién al 1 % o sobresaturada de acetato de uranilo (0,05 g en 5
ml de agua bidestilada) previamente filtrada con un filtro Millipore 0,45 um y se
sumergio la placa con las grillas hacia abajo durante 40 minutos. La solucién de

acetato de uranilo se mantuvo en oscuridad hasta su uso.

Se lavé la placa con las grillas pasandola rapidamente por cuatro vasos de

precipitado con agua bidestilada y se secé minuciosamente con papel de filtro.

Se tifié con citrato de plomo preparado de la siguiente manera: en un tubo de
hemodlisis se agregaron 2,1 ml de nitrato de plomo y luego 2,1 ml de citrato de sodio y

se agitd para que precipite el citrato de plomo, con lo cual la solucién se volvio
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lechosa. Se agregaron 0,8 ml de NaOH 1N (libre de CO,) y se agitdé hasta que la
solucidn se volvié transparente y estuvo lista para usar. Se colocé la solucién de citrato
de plomo en la pequefia pileta plastica (limpia y seca) sumergiendo luego la placa con

las grillas durante 40 segundos.

La solucion madre de nitrato de plomo se obtuvo a partir de 31,25 g en 500 ml de
agua bidestilada y filtrada a la cual se le agregaron 10 g de acido nitrico para prevenir
la hidrélisis.

La solucién madre de citrato de sodio se obtuvo a partir de 41,5 g en 500 ml de

agua bidestilada filtrada y 5 gotas de nitrato de plomo como preservante.

Se lavé la placa con las grillas pasandola rapidamente por cuatro vasos de
precipitado con agua bidestilada. En el primer lavado se agreg6 una pipeta Pasteur de

la solucion madre de NaOH 1 N. Se sec6 minuciosamente la placa con papel de filtro.

Cuando fue necesario se aumento el tiempo de contraste, por ejemplo, los cistos
se contrastaron durante 50 minutos con la solucién de acetato de uranilo y 50

segundos con la solucion de citrato de plomo.

11- Observacién

El material se observé y fotografi6 en un microscopio electrénico JEOL 100 CX-ll

en el Centro Cientifico Tecnoldgico de Bahia Blanca (CCT - Ba Bca).

Localizacion de fosfatasas acidas con MET

Para la deteccion de fosfatasas acidas se empleé la técnica de localizacion con

cerio (Robinson y Karnovsky 1983).

1- Fijacién primaria
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Se fijaron las células en glutaraldehido al 2% en buffer cacodilato 0,1 M durante 1
hora a 4 °C. Se hicieron cuatro lavados de 10 minutos cada uno, con buffer cacodilato de

sodio 0,1 M a 4 °C.

2- Reaccion histoguimica

2.1- Preparacion del medio citoquimico
Buffer acetato 0,1 M (pH 5).
B- glicerofosfato 1 mM.
CeCl; 2 mMy triton X-100 0,0001 %.

El medio se preparé al momento de utilizarlo y se paso a través de un filtro

Millipore de 0,45 um.
La solucién control fue el medio citoquimico sin sustrato (B- glicerofosfato).
2.2- Incubacion

Se incubd en el medio citoquimico a 37 °C durante 60 minutos. Se realizdé un
reemplazo de medio al cabo de 30 minutos. Se lavé el material con buffer acetato 0,1

M.

3- Postfijacién
Se postfijo con glutaraldehido 3% en buffer cacodilato de sodio 0,1 M durante 1

hora a 4 °C.

Se hicieron cuatro lavados con buffer acetato 0,1 M a temperatura ambiente y dos

con buffer cacodilato de sodio 0,1 M a 4 °C.

Se postfijé con OsO,4 al 2 % en buffer cacodilato de sodio 0,1 M durante 1 hora a

temperatura ambiente.
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Se hicieron cuatro lavados con buffer cacodilato de sodio 0,1 M a temperatura

ambiente.

4- Deshidratacion

Se deshidraté en una serie de concentracion creciente de etanol a temperatura
ambiente, de acuerdo al siguiente esquema: 50 %, 70 %, un cambio de 10 minutos cada
uno; 90 %, 96 %, tres cambios de 10 minutos cada uno y 100 %, tres cambios de 15
minutos cada uno. Los procedimientos de imbibicién, inclusion, armado de bloques y
tallado, acondicionamiento de grillas con formvar y ultramicrotomia fueron los mismos
gue los descriptos en el protocolo para MET convencional. Las secciones se observaron
sin contrastar, para facilitar el reconocimiento del producto de reaccién, en un

microscopio electrénico JEOL 100 CX-Il en el CCT - Ba Bca

Microscopia electréonica de barrido (MEB)

Las células flageladas y los cistos se fijaron en glutaraldehido 2 % en buffer
cacodilato de sodio 0,05 M a 5 °C. Se dej6 que las células se depositaran en un
cubreobjetos cubierto con poly-D-lisina al 5 %. La segunda fijacién se hizo con tetroxido
de osmio al 0,01 %. Las muestras se deshidrataron en una serie creciente de acetona, de
acuerdo al protocolo descripto para METC. Se realizé punto critico. Los cubreobjetos se
dispusieron con la muestra sobre tacos de bronce y se cubrieron con oro-paladio en un

“sputter”.

El material se observé y fotografié en un microscopio electrénico de barrido JEOL

SM-35 CF en el CCT - Ba Bca.
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Caracterizacion quimica de la cubierta celular de las células

flageladas

Se teste6 la presencia de glicoproteinas (GPs) en la cubierta celular de
Haematococcus pluvialis, incluyendo epitopos para extensinas y polisacaridos neutros
(SP). Un extracto de la cubierta celular soluble en detergente fue analizado por SDS-
PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico) y Western Blot
utilizando dos anticuerpos monoclonales contra extensina (JIM-11 y JIM-12) (Smallwood
et al. 1994).

El espectro infrarrojo del extracto de la cubierta celular fue obtenido en un
Espectrémetro Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR) Nicolet-Nexus 510P, con
detector Nichrome y divisor de haz de KBr. El registro se realiz6 mediante un accesorio
Avatar de Reflectancia Difusa, contra KBr como background y con un total de 64
escaneos de barrido dentro del rango de nimero de ondas correspondiente al infrarrojo
medio (4.000-250 cm™).

La caracterizacion quimica fue realizada por el Dr. José Estevez, en el Laboratorio

de Fisiologia y Biologia Molecular de la Universidad de Buenos Aires.

Caracterizacion quimica de la pared del cisto
Acetdlisis

Para determinar la posible presencia de esporopolenina en la pared de los cistos
de Haematococcus pluvialis, las células inméviles maduras fueron sometidas a acetdlisis.
Las células se concentraron por centrifugacion, luego se extrajo el sobrenadante y al
pellet se le agregé una mezcla de anhidrido acético/acido sulfarico concentrado (9:1 /).
El pellet fue resuspendido y la mezcla se mantuvo en un tubo inmerso en bafio de agua a

95 °C, por un periodo de 15-20 minutos. Luego se centrifugd y se realizaron 5 lavados

18



con agua destilada. ElI material producto de la acet6lisis se observdé con microscopio
Optico y con microscopio electronico de transmision y ademas, se realizé el analisis

espectroscopico.

Andlisis espectroscopico del material acetorresistente

El espectro infrarrojo fue obtenido en un Espectrometro Infrarrojo por
Transformada de Fourier (FT-IR) Nicolet-Nexus 470, con detector Nichrome y divisor de
haz de KBr. La muestra se prepardé como dispersion sélido en sélido (1,5 mg de material
seco en 150 mg de KBr anhidro), utilizando una micro copa de 1 cm de diametro.

El registro se realiz6 mediante un accesorio Avatar de Reflectancia Difusa, contra
KBr como background y con un total de 64 escanes de barrido dentro del rango de

ndmero de ondas correspondiente al infrarrojo medio (4.000-400 cm™).

Tratamiento enzimatico

La pared de los cistos maduros fue debilitada a través de ultrasonicacion repetida,
a una frecuencia maxima de 20 KHz, en un bafio de hielo; para luego continuar con la
digestion enzimatica. La ruptura celular fue monitoreada a través de la observacion
microscépica, determinando una eficiencia del 70 % de lisis celular. Las enzimas
ensayadas fueron: celulasa EC 3.2.14 (Sigma, C-8546), 5,8 u.e. en 0,5 ml de 0,05 M
buffer citrato pH 4,8 y B-mannosidasa EC 3.2.25 (Sigma M-9400), 0,046 u.e. en 0,5 ml de
0,05 M buffer citrato pH 4,8. En todos los casos, la incubacion fue llevada a cabo en
agitacion constante, a 45 °C durante 2 dias. Los residuos de los cistos enzimaticamente
digeridos fueron enjuagados repetidamente con agua por centrifugacion, luego tefidos
con una solucién acuosa de Calcofluolor White 0,01 % durante treinta segundos. El
material fue nuevamente enjuagado con agua y observado en un microscopio Zeiss

Axiolab equipado con epifluorescencia.
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Otros tratamientos

Los cistos se incubaron en:
I) Acido crémico a temperatura ambiente durante 5 horas (Puel et al. 1987).
I1) 10% KOH a 100 °C durante 45 minutos (Delwiche et al. 1987).
IIl) 2-aminoetanol a 95 °C durante 1 hora (Southworth 1974).

IV) Floroglucinol (2% en 95% etanol) luego gotas de 50% HCI (Puel et al. 1987).

Determinacion de los azlUcares componentes

1- Ruptura de los cistos

Previo a la extraccién de los polisacaridos de pared, se procedi6 a remover el
contenido citoplasmatico, para lo cual los cistos se sometieron a una ultrasonicacion
exhaustiva. El material (1,13 g de cistos) se resuspendié en dodecilsulfato de sodio (SDS)
al 2 % en agua destilada, luego se sonic6 a intervalos sucesivos hasta llegar a un tiempo
total de 6 horas, verificando la ruptura al microscopio 6ptico (70 % de ruptura). Se
centrifugd a 10000 xg durante 15 minutos a 10 °C y luego se realizaron lavados con agua

destilada. Finalmente el pellet se liofilizé, obteniendo una masa de 355 mg.

2- Extraccién de los polisacéaridos

El residuo de las paredes de los cistos se sometid a extraccion acuosa en medio
alcalino segun la marcha esquematizada en la Figura 2.

Las extracciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, con agitacion
continua. Luego de cada paso de extraccibn se separaron la fraccién soluble y la
insoluble mediante centrifugaciéon a 10000 xg. Las fracciones solubles se dializaron (PM
de corte 3500) 48 hs contra agua corriente, seguidas de 24 hs en agua destilada. Tanto

las fracciones solubles como insolubles se liofilizaron.
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355 mg residuo paredes

|

Extraccion KOH 10 %, 6 horas

LT

Insoluble KOH1 | (130 mg) Soluble KOHs
l Didlisis

KOHs1ND (9 mg)

Extraccion KOH 10%

VT

Insoluble KOH2 (KOH2I, 90 mg) Soluble KOHs2ND (17 mg)

l

Extraccion NaOH-borato

l \ Soluble NAOHSND (57,6 mg)

Insoluble NaOH (NaOHI, 30 mg) (espectro de RMN)

Fig. 2: Extraccion en medio alcalino de las paredes de los cistos de H. pluvialis

3- Identificacién de los monosacéaridos componentes

Los productos KOH1sND, KOH2sND y NaOHsND se hidrolizaron con
trifluoroacético (TFA) 2 N durante 90 minutos a 120 °C. El producto NaOHI se hidrolizé
segun el protocolo de Morrison (1988). Se obtuvieron los alditoles acetilados a partir de

los productos hidrolizados.

Métodos de hidrdlisis

-Hidrolisis acida segun Albersheim et al. (1967)
Se disolvieron 2 mg de las muestras en solucion de trifluoroacético (TFA) 2 N en

viales con tapa de teflén y se llevaron a estufa a 120 °C durante 90 minutos. Luego los
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productos hidrolizados se llevaron a sequedad con agregados sucesivos de agua

destilada bajo corriente de aire hasta la eliminacion total del acido.

-Hidrolisis para material insoluble, segin Morrison (1988)

Se agregaron 0,2 ml de TFA puro a 2 mg de muestra en vial con tapa de teflén. Se
mantuvo durante 1 h a 37 °C. Se agregaron 25 uL de agua destilada y se calenté a 100
°C durante 1 hora. Se llevé la concentracién de TFA a 2 M con el agregado de 1,054 ml
de agua. Se volvié a llevar a estufa a 121 °C durante 90 minutos. Luego los productos
hidrolizados se llevaron a sequedad con agregados sucesivos de agua destilada bajo

corriente de aire hasta la eliminacion total del acido.

4- Obtencién de derivados para cromatografia gaseosa:

Se prepararon los alditoles peracetilados a partir del producto de hidrélisis acida
(Albersheim et al. 1967). El producto hidrolizado se redujo con borohidruro de sodio
durante una noche a temperatura ambiente. Al cabo de la reduccién, se destruyo6 el
exceso de borohidruro con &cido acético glacial, agregado gota a gota hasta el cese de la
efervescencia. Se descationizé6 mediante el agregado de resina Amberlite IR-120 (H"). La
muestra se filtr6 y se llevd a seco bajo corriente de aire. Se elimin6 el acido bérico como
borato de metilo mediante 5 agregados sucesivos de metanol, llevando a seco cada vez.
Las muestras se mantuvieron en desecador de vacio durante una noche. La acetilacion
procedié con el agregado de anhidrido acético: piridina (1:1) en vial con tapa de tefl6n
llevado a estufa a 100 °C durante 45 minutos. El producto peracetilado se extrajo con
cloroformo: agua (2:1), lavando el extracto cloroférmico 3 veces con solucién saturada de
bicarbonato de sodio y 2 veces con agua destilada. Por dltimo se sec6 la muestra

mediante el agregado de sulfato de sodio anhidro, se evaporé el cloroformo y se
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almacendé en freezer a -20 °C para evitar su degradacién hasta el momento de su

inyeccién en el cromatografo.

5- Cromatografia gaseosa

Las cromatografias gas-liquido se realizaron en un cromatografo Hewlett-Packard
HP5890 A equipado con detector de ionizacion de llama (FID) y un integrador HP3395.
Se utilizé nitrégeno como gas portador (flujo aproximadamente 1 ml/min), con una
relacion de split de aproximadamente 90:1. Para el andlisis de los alditoles peracetilados
de productos de hidrélisis acida se emple6 una columna capilar SP-2330 (Supelco), de 30
m de largo, 0,25 mm de diametro interno y 0,20 um de espesor de la fase liquida. Las
corridas fueron isotérmicas (temperatura del horno 220 °C); el inyector y el detector se

mantuvieron a 240 °C.

6- Espectroscopia RMN **C

Para el espectro de RMN **C con desacoplamiento proténico 20 mg de muestra
se disolvieron en 0,5 ml de dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d) utilizando tubos de 5
mm. Los espectros se realizaron en un equipo Bruker Avance DRX 400 a 70 °C,
utilizando un angulo de pulso de 90° un tiempo de relajacion de 0,10 segundos, un
tiempo de adquisicién de 0,59 segundos y un ancho espectral de 31,0 kHz, totalizando
entre 60000-80000 pulsos. Los desplazamientos quimicos se midieron en relacion al

DMSO (refiriendo el grupo metilo del DMSO al tetrametilsilano y calibrandolo en 39,6

ppm).
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Extraccion de pigmentos a partir de cistos

Clorofila

La extraccion de clorofila se realizé con metanol 90 % segun el método propuesto
por Azov (1982). Se tomaron alicuotas de 2 ml del cultivo, previo homogenizacion manual
de cada una de las concentraciones de acetato de sodio ensayadas y del control, y luego
se centrifugd. El sobrenadante se descart6 y se adicioné al pellet metanol al 90 %. Luego
se colocd en un bafio de agua a 60 °C por 10 minutos. Se guardd en el refrigerador a 4
°C durante 24 horas y nuevamente se centrifugd en las mismas condiciones. Durante el
proceso de extraccion los tubos se mantuvieron en oscuridad. La absorbancia se

determiné en un espectrofotometro a 665 nm y 750 nm.
Clorofila “a” (mg/l): 13,9 (A s65nm — A 750 nm) VIV

donde:
A: absorbancia
v: volumen de metanol

V: volumen de la muestra

Astaxantina

La extraccion de astaxantina se realiz6 con dimetilsulféxido (DMSQO). Se tomaron
10 ml de cultivo, previo homogenizacién manual de cada una de las concentraciones de
acetato de sodio ensayadas y del control y luego se centrifugd. Se desech6 el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado en una solucién de KOH 5 % (p/v) en
metanol al 30 % (v/v). Se coloc6 en un bafio de agua a 70 °C por 5 minutos, se centrifugé
y el sobrenadante se descart6. La ultima parte de la extracciéon se realizé con 3 gotas de

acido acético y 3 ml de DMSO. Durante el proceso de extraccién los tubos se
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mantuvieron en oscuridad. La absorbancia se determin6 en un espectrofotémetro a 492

nm y la cantidad de pigmento fue calculada de acuerdo a Davies (1976).

Astaxantina (ug/g): Absorcién x volumen (ml) x 10° / A* x 100 x peso muestra (g)

donde:

A'™: coeficiente de extincién para DMSO 2220

Extraccion de lipidos a partir de cistos

Una vez realizada la cosecha de los cistos, el material fue liofilizado y se
ensayaron distintos métodos de extraccion de lipidos para evaluar la eficiencia de cada
uno de ellos:

En el Método | los lipidos se extrajeron siguiendo el método utilizado por Folch
(1957). ElI mismo combiné una etapa de ultrasonicado, para romper la pared celular y una
particion con solventes, utilizando cloroformo: metanol.

Aproximadamente 20 mg de material, se trataron con 5 ml de cloroformo:metanol
2:1 vol/vol. Esta mezcla fue colocada en un bafio ultrasénico durante 10 minutos a
temperatura ambiente, dejandola luego en reposo para que decante el material celular y
para recuperar el solvente conteniendo los lipidos y pigmentos. Este procedimiento se
repitio tres veces. Los extractos combinados, aproximadamente 80 ml, se filtraron y
colocaron en una ampolla de decantacion a la que se le adicionaron 16 ml de una
solucion al 0,9 % de NaCl, para crear un sistema bifasico, del cual se recuperé la fase
organica (inferior), procedimiento que se repitid dos veces. El solvente de la fase organica
se evapor6 bajo corriente de nitrégeno. Se registro el peso de lipidos obtenidos, los que
se retomaron con cloroformo, en una concentracion adecuada para su posterior analisis.

El Método Il, fue utilizado anteriormente por Zhekisheva et al. (2002) para la

misma especie. El proceso de extraccion se realizé por duplicado y consistié en disolver
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50 mg de biomasa liofilizada en dimetilsufoxido (DMSO) en un bafio termostatico a 70 °C
durante 5 minutos. Luego se realizé la extraccion con metanol a 4 °C por 1 hora. La
mezcla fue centrifugada, el sobrenadante colectado y el pellet reextraido con metanol
(Fig. 3). Al extracto metandlico se le agreg6 dietiléter libre de perdxido, hexano y agua en
una relacion final de 1:1:1:1 (v/viviv) (Fig. 3). La mezcla fue agitada en una ampolla de
decantacién de 100 ml y la fase superior colectada. La fase inferior fue acidificada con
acido acético a pH 3,5 y reextraida con la mezcla dietiléter:hexano (1:1 v/v) (Fig. 3). Las
fases superiores combinadas fueron evaporadas a sequedad con nitrdgeno en un
pequefio volumen de cloroformo.

El Método Il consistié en el empleo de n-hexano (Shen et al. 2009), uno de los

solventes més utilizados para la extraccion de lipidos en la industria de alimentos, debido
a su baja toxicidad e inflamabilidad. A partir del 40 mg y 7,2 gramos de biomasa
liofilizada, provenientes de volumenes pequefios de cultivos y mayores volumenes,
respectivamente, se realizé el proceso de extraccion por duplicado (Fig. 4). Para romper
la estructura celular se agregé DMSO y se machac6 el material en un mortero. Luego se
introdujo en un bafio termostatico a 70 °C durante 5 minutos. El proceso de ruptura
celular fue monitoreado en un microscopio 6éptico. Finalizado este proceso, se procedio a
la extraccién con n-hexano en una relacién 4:1, a temperatura ambiente, repitiendo el
procedimiento tres veces. En cada extraccion, se pusieron en contacto las dos fases
liquidas, con agitacion vigorosa durante 10 minutos, se centrifugd y se recuperé el
sobrenadante. De los extractos combinados, se eliminé el solvente evaporando bajo

vacio y se recupero el material lipidico.

Fraccionamiento lipidico

Se procedié al fraccionamiento de los lipidos en tres grupos: lipidos neutros,

glicolipidos y fosfolipidos de acuerdo a su polaridad. El fraccionamiento se realizd
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utilizando un cartucho Sep Pack de silica de 1000 mg, de acuerdo al método utilizado por
Berger et al. (1995) como se describe a continuacion: se activé el cartucho con 30 ml de
cloroformo, se sembraron la muestras conteniendo aproximadamente 20 mg de material y
se eluyeron con 15 ml de cloroformo:acido acético (9:1), recogiendo la primera fraccién
gue contiene los lipidos neutros y algunos pigmentos (Fig. 5). A continuacién se eluyeron
los glicolipidos con 20 ml de acetona: metanol (9:1) y por ultimo los fosfolipidos con 20 ml
de metanol.

Cada fraccién se recupero6 y se seco bajo corriente de nitrégeno, retomando con la
cantidad adecuada de cloroformo para luego analizar la composicion de acidos grasos.

Para verificar la eficiencia de la separacion de las diferentes fracciones, se
sembraron en una placa de TLC (silicagel G 60 70-230 mesh, Merck), la preparacion de
la placa se realizé con cloroformo: metanol (50:50) y la elusiéon con cloroformo: metanol

(2:1). La concentracion de las soluciones sembradas fue de 10 mg/ml.

Analisis del perfil de acidos grasos en cada fraccion lipidica

Para el perfil de acidos grasos se procedidé a la transmetilacion de los lipidos
utilizando el método de Morrison y Smith (1964). La transmetilacion con trifluoruro de
boro, al resguardo del oxigeno, garantiza la conservacion de los acidos grasos
poliinsaturados que puedan estar presentes en los lipidos analizados. EI método se
describe a continuacion: se pesaron entre 25 y 35 mg de lipidos a los cuales se le
agregaron 2 ml de solucién de KOH al 10 % en metanol, agitando vigorosamente. El
recipiente se cerr6 herméticamente con atmdsfera de N, y se introdujo durante 45
minutos en un bafio termostatico a 80 °C, luego se dej6 enfriar a temperatura ambiente.
El material insaponificable se extrajo con éter de petroleo. La fase etérea se desechd y la
fase inferior (que contiene los jabones potasicos de los acidos grasos) se traté con HCI

concentrado, el cual produjo la liberacion de los &cidos grasos. Los acidos grasos
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liberados se extrajeron con éter de petréleo. El extracto etéreo se evapord a sequedad en
atmosfera de N,. Luego se agregaron 1,5 ml de solucion de trifluoruro de boro (BF3) al 10
% en metanol, se calentd6 30 minutos a 80 °C y finalmente se extrajeron los ésteres
metilicos con éter de petréleo, pasandolos a un vial donde se evapord a sequedad en
atmosfera de N, Posteriormente se retomaron con el solvente apropiado para realizar el
andlisis cromatografico.

La determinacion de acidos grasos se realizd por cromatografia gaseosa, previo a
la obtenciébn de los ésteres metilicos de los acidos grasos, con las condiciones
cromatograficas y el equipamiento que se detallan en la Tabla 1. El analisis
cromatografico se realiz6 por duplicado. El limite de deteccién del método cromatografico
se estableci6 en 0,01 %, los compuestos que se encuentran en proporciones entre 0,01 y

0,095 % se informan como trazas y los inferiores a 0,01 % como no detectables (nd).

Cromatografo Agilent 4890D
Capilar Supelco SP256 (100 x 0,25 mm X
Columna
0,2 um)
Gas carrier hidrogeno
Inyeccion split (relacién de split 1/100)
Detector FID
Temperatura del inyector 175°C
Temperatura del detector 260°C
Programa de temperatura 5 min a 140 °C, 140-240 °C a 4 °C/min, 15
min a 240°C
Velocidad de flujo 21 cm/s

Tabla 1. Condiciones cromatograficas empleadas
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Indice de yodo

El indice de yodo del aceite fue calculado segun los métodos oficiales de la
American Oil Chemists” Society (AOCS), practica recomendada Cd 1c-85. Este método

estima los gramos de yodo absorbidos por 100 g de aceite (% de yodo absorbido).
Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los diferentes métodos de extraccion de lipidos se realizo
utiizando un ANOVA simple. La composiciébn de &acidos grasos de las diferentes
fracciones (lipidos neutros, glicolipidos y fosfolipidos) se analiz6 por medio de un ANOVA

doble (3 x 3).

En ambos casos, para encontrar las diferencias significativas entre las muestras

se utilizé el test de Fischer p < a a un nivel de significacién a=0,05.

Obtencidon de biodiesel

Se emplearon dos métodos para la obtencién de biodiesel a partir de H. pluvialis.
Método convencional por catélisis acida

1- Condiciones de la reaccién

La reaccién de esterificacion del aceite proveniente de H. pluvialis se realizo
utilizando metanol como reactivo y acido sulfirico como catalizador, en un reactor batch
bajo agitacion continua. Se eligi6 la opcién de catalisis acida para evitar la posible
formacion de jabones, que podria ocurrir cuando se utiliza un catalizador basico, si
existieran acidos grasos libres en la muestra. Como el proceso de catélisis acida es mas
lento que la basica, se opté por un tiempo de reaccidn prolongado para asegurar una

conversion alta de triglicéridos. Se utilizé alcohol en exceso para desplazar el equilibrio
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de la reaccion hacia los productos. Las condiciones de la reaccién se resumen en la

Tabla 2.

Volumen total de mezcla reactiva V=2 ml
Temperatura de reaccion T=55°C
Tiempo de reaccion t=92h
Relacion inicial alcohol/aceite N = 40 mol CH;OH/mol aceite
Relacion inicial catalizador/aceite S = 0,05 g H,SO,/g aceite

Tabla 2. Condiciones operativas de la reaccién de transesterificacion

Después de finalizada la reaccién, la muestra fue lavada con agua destilada y
centrifugada con el fin de separar las fases acuosa y oleosa, determinando de esta

manera, la masa de la fase oleosa (Mgo).

2- Andlisis cromatogréafico

La determinacion de la composicion de los productos de la reaccién se realizé por
cromatografia gaseosa, siguiendo el procedimiento descripto en los métodos oficiales de
la American Oil Chemists” Society (AOCS), practica recomendada Cd 11-b-91. A partir de
la misma muestra de productos (fase oleosa) se realizaron una serie de inyecciones a

modo de réplicas.

3- Descripcién de la técnica cromatografica

El seguimiento de la reaccion de transesterificacion se realiz6 determinando la
composicion de la muestra por cromatografia gaseosa. Para ello se emple6 un
cromatégrafo Varian model 3700 con inyeccion split/splitless y acoplado a un HP 3396
serie Il integrador. Se emple6 una columna de Agilent Technologies J&W Scientific de 15
metros de longitud, didmetro interno de 0,32 milimetros con espesor del film de 0,1

micrémetros.
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Un esquema del cromatografo empleado se muestra en la Figura 6. El equipo
presenta un detector de llama (F.I.D.) que opera a una temperatura de 370 °C. Se inyecta

1 ul de muestra mediante una microjeringa. El inyector se encuentra a 320 °C.

El método adoptado para la cuantificacion de la muestra (AOCS oficial method Cd
11b-91) establece un pretratamiento antes de que la muestra sea inyectada al
cromatégrafo. Se extrajo una pequefia muestra de la mezcla de reaccion (alrededor de 50
mg) y se la disolvi6 en 5 ml de piridina. Paralelamente se prepardé una solucién de
tetradecano en piridina. El tetradecano es utilizado como estandar interno. Se separaron
100 pl de cada solucién y se mezclaron. Se agregaron luego 100 ul de trimetilclorosilano
(TMCS) y 200 pl de N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSFTA), empleados como
sililantes. La sililacién facilitd la separacion de los monoglicéridos y de los diglicéridos,
permitiendo una mejor deteccion. La solucion obtenida se calenté a 70 °C durante 20
minutos y luego se enfrié hasta temperatura ambiente. En estas condiciones la muestra

estuvo lista para ser inyectada en el cromatégrafo.

Microjeringa

Divisor de fluje Electrémetro
Septum, |l o puente
Regulador Sk F
de flujp =

Requiador "‘ DAC
de presion
P
A J T Crdenadar

Rotametros

Columna

Gas portadar

Horno termostatizado

Fig. 6. Esquema del cromatdgrafo utilizado
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Para una mejor detecciébn en el equipo adquisidor de datos se utilizo el
procedimiento “split/splitless” con una relaciéon de 10:1 aproximadamente, el cual consiste
en poner el split en “off” durante un minuto. Esto permitié que una cantidad mas grande
de muestra circule por la columna y de esta manera se favorece la deteccion de los

compuestos.

Para el horno se impuso la rampa de temperatura que se muestra en la Figura 7.

400

300

200+

Temperatura [°C]

100 +

0 10 20 30 40 50
Tiempo [min]

Fig. 7. Rampa de temperatura empleada en el horno del cromatégrafo

Para el tratamiento de los datos y la cuantificacién de los porcentajes de los
diferentes compuestos involucrados se requirié la determinacion de los factores de
respuesta de cada uno de los componentes a analizar, basados en un determinado
estandar interno (tetradecano en este caso). Mediante la aplicacion de estos factores fue
posible comparar los registros cromatograficos correspondientes a diferentes

inyecciones.
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Los factores de respuesta ( frj ) para cada componente se obtuvieron a partir de

las areas provistas en el registrador cuando se analizé un compuesto patrén, empleando

la siguiente ecuacion:

mis Aj

f. =
g Ais

bom,
Donde:

m; = masa o concentracion del compuesto patron
Mmis = masa o concentracion del estandar interno
A = area registrada del compuesto patron

Ais = area registrada del estandar interno

Con estos factores de respuesta, se calcularon los porcentajes en peso de cada

compuesto en una muestra de composicion desconocida:

me. Ay, 1
P A 1100
is r,

Donde:

Pry = porcentaje en peso del compuesto x en la muestra
m = masa o concentracion de la muestra

Mmis = masa o concentracion del estandar interno

A, = area del pico para el compuesto x en la muestra
Ais = area registrada del estandar interno

f, = factor de respuesta del compuesto x.
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Una vez obtenidos los porcentajes en peso de cada componente, y con el
volumen de muestra extraida del reactor, se obtuvieron las concentraciones de cada

compuesto en la mezcla reactiva a diversos tiempos de reaccion.

4- Célculo de rendimientos

Rendimiento de la extraccion

Este rendimiento puede calcularse como el cociente entre la masa de lipidos

obtenida (m,) y la masa inicial de la biomasa seca (mgs):

N = gr lipidos _m
®  grdebiomasaseca my

Rendimiento de la reaccion

Partiendo de la masa inicial de lipidos totales (m.), el rendimiento de la reaccion
de biodiesel puede calcularse de la siguiente forma:

_grdebiodiesel (% peso biodiesel /100)* m.,
gr de lipidos m,

Mg

Rendimiento global

El rendimiento global puede calcularse como el producto de los dos anteriores:

B gr de biodiesel B
gr de muestra liofilizada

Mg Ne Mg

_ (% peso biodiesel /100)* m,,

G
mBS

Método de metanol supercritico

1- Equipo Experimental

Las reacciones de transesterificacién se realizaron en un reactor de volumen fijo
de acero inoxidable (Fig 8). El reactor es un dispositivo cilindrico de acero inoxidable

(316SS) de 40 cm® de capacidad (15 mm diametro interno, 22,6 mm de longitud y un
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espesor de pared de 4 mm). Una vez efectuada la carga de los reactivos, el reactor se
sell6 por medio de dos tapas roscadas de retencion de bronce, que disponen de
arandelas de teflon con carga de bronce. El reactor posee a su vez una camisa de
aluminio, que actia como bafio calefactor a través de dos resistencias eléctricas
calefactoras de 450 W de potencia que se encuentran conectadas a un controlador de
temperatura. La temperatura se mide en la camisa de aluminio por medio de una
resistencia de platino (Pt 100 Q), y es controlada a + 2 K de la temperatura deseada.

La presion dentro del reactor se lee en un mandmetro tipo Bourdon (x5 bar),
previamente calibrado. El reactor también dispone de conexiones laterales para efectuar
la carga de co-solventes. Ademas, el sistema esta aislado térmicamente con lana mineral

para evitar gradientes dentro del reactor y mantener el control de la temperatura.

2- Carga de reactivos

La Tabla 3 muestra la masa de sustrato y alcohol que se aliment6 al reactor.
Estimando un peso molecular promedio para el aceite de 840 g/molg, se tiene una

relaciéon molar inicial moles de alcohol / moles de aceite de 180.

Metanol - algas

Volumen cm® 40,000
Densidad MeOH g/cm® 0,788
Masa MeOH g 14,900
Masa sustrato g 9,200

Aceite, % masa - 23,6
Masa de aceite g 2,171
Densidad global g/cm® 0,603
Moles MeOH 0,4656
Moles aceite 0,0026

Relacién Molar inicial 180

Tabla 3. Carga de reactivos y relacién molar inicial de metanol — aceite estimada
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3-_ Operacion

El procedimiento experimental consistié en la carga de los reactivos (biomasa +
metanol liquido), en la relacion molar especificada en la Tabla 3, inertizando el reactor
con nitrdgeno. Posteriormente se coloco el reactor en la caja de aislamiento, y se conecté
el sistema eléctrico de calentamiento.

Una vez ensamblado el sistema de reaccion se comenzo a elevar la temperatura.
Inicialmente se regul6 el incremento de temperatura en 10 °C/min hasta los 150°C y
luego a 20 °C/min hasta llegar a la temperatura deseada de 298°C. Una vez alcanzada la
temperatura final, se mantuvo la mezcla reactiva bajo esas condiciones durante 75
minutos.

Transcurrido el tiempo de reaccién, se procedié a disminuir la temperatura del
sistema a fin de detener la reaccion y evaluar los resultados. Esta tarea se realizé
utilizando una corriente de aire comprimido a temperatura ambiente. Una vez abierta la
celda se colocé el producto de reaccién en un vaso de vidrio de 80 ml. Luego se evaporo
el metanol remanente en un horno de vacio a 40 °C, y se guard6 la muestra en frio para

ser analizada.

4- Andlisis de las muestras de reaccion

Las muestras se analizaron por medio de cromatografia gaseosa utilizando un
cromatografo Varian Star 3400 CX. Se utilizé una columna capilar (J & W Scientific DB-
5HT) de 15 metros de longitud, con un didmetro interior de 0,32 mm y un film de 0,1 pm.
La columna es de poliamida cubierta en silica fundida ([5% Phenyl]-methylpolysiloxane),
con un limite de temperatura de 400 °C. Se utiliz6 un detector de ionizacion de llama
(FID). Las temperaturas del inyector y el detector se regularon en 320 °C y 370 °C,
respectivamente. Como gas carrier se utilizd hidrégeno, con un caudal de 2 mil/min
medido a 50 °C. Para reducir el volumen de muestra inyectada a la columna, se utilizé un

inyector-seccionador en el que se fij6 una relacibn de caudal de venteo/caudal de
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columna de 50:1. Se utiliz6 una guarniciéon de vidrio con un reductor anular en su
extremo, para dividir la inyeccién en dos corrientes: una que se dirige a la columna y otra
a venteo.

La técnica empleada para realizar los analisis ha sido utilizada por varios autores
(Freedman et al. 1986, Bondioli 2004), siguiendo el método oficial de la AOCS (cd- 11b-
91). Al analisis de los acidos grasos libres (FFAS) y ésteres de acidos grasos (FAMES) es
posible realizarlo utilizando cromatografia gaseosa directamente. Sin embargo, para
compuestos ligados al glicerol (glicerina, monoglicéridos, diglicéridos) es necesario
realizar una sililacion, cuya funcién es adicionar un grupo trimetilsilil a todos los grupos
oxhidrilos presentes en el combustible. EI compuesto utilizado para sililar fue (BSTFA)
N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida.

La adicion de este grupo incrementé la volatilidad de los compuestos que
contienen el grupo oxhidrilo (o carbonilo en el caso de los &cidos). Los ésteres y los
triglicéridos no son afectados. Los compuestos sililados son mas volatiles, menos polares
y térmicamente mas estables. Esto permiti6 un andlisis por cromatografia gaseosa
satisfactorio desde el punto de vista de la separacién de los componentes.

El trimetilclorosilano es un catalizador de la reaccion de sililacion. Se mezcla con
el BSTFA para incrementar su reactividad en la derivatizacion. Este compuesto es un
donador mas débil de grupos Silil (-Si(CH3)3) e incrementa el poder de donacion del
BSTFA.

Como estandar interno se utilizd tetradecano. Para evaluar el contenido de
ésteres se utiliz6 una curva de calibracion obtenida para metil-heptadecano (C17)
respecto del estandar interno utilizado.

La disolucién de las muestras se realiz6 por medio de piridina porque su caracter
polar favorece la reaccion de sililacion, y a su vez porque actlia como receptor de grupo
HCI (subproducto de la reaccion). Se preparé una solucién de estandar interno con la

piridina (50mg/ml) y se alistaron las muestras diluyendo 500 mg del producto de reaccién
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en 5 ml de piridina. Se utilizé un tubo vial con septum de teflon para colocar la mezcla
reactiva con la siguiente relaciébn de componentes:

Q) 0,1 ml de la muestra (piridina + biodiesel)

2 0,4 ml de BSTFA + TMCS (2:1)

(3) 0,1 ml de solucién de estandar interno

Se calenté la mezcla reactiva a 70 °C por 20 minutos y se inyectaron 4 pl al
cromatégrafo. Se realizaron dos inyecciones por reaccion, y a su vez se preparé dos
veces la reacciéon por muestra de biodiesel analizada.

Se varié la temperatura del horno cromatografico de la siguiente manera:
partiendo de 50 °C (mantenidos durante 5 minutos), se aplic6 una rampa de 15 °C/min
hasta alcanzar los 180 °C; luego una rampa de 7 °C/min hasta los 230 °C y una rampa de
10 °C/min hasta los 370 °C, manteniendo esta temperatura final durante 45 minutos para
limpiar la columna.

Se efectu6 también un ensayo sin sililacion y estandar interno, para determinar en
forma efectiva la presencia de ésteres, ya que estos compuestos no requieren de agentes
sililantes. Sin embargo, la inyeccion del compuesto sin sililar ensucié la columna capilar
utilizada, y empledé mucho tiempo de limpieza a alta temperatura (370 °C) para eliminar

los compuestos mas pesados. Por esta razon se recomienda la sililacion de la muestra.
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Figura 1. Proceso de cosecha de Haematococcus pluvialis. A: concentracion de células por sedi-
mentacién. B: eliminacién del medio de cultivo remanente. C: resultado de la sedimentacion
pasiva. D: biomasa centrifugada.
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Figura 3. Extraccion de lipidos en Haematococcus pluvialis con el método Zhekisheva et al.
2002. A: bario termostatizado con la primera extraccion con metanol. B: primera y segunda ex-
traccion con metanol. C: sistema bifasico resultado de la mezcla del extracto metandlico con
dietil eter, hexano y agua. D: sistema bifasico resultado de la mezcla de la fase inferior de la de-
cantacién anterior con dietil eter:hexano.
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Figura 4. Extraccion de lipidos en Haematococcus pluvialis con el método n-hexano. A:
ruptura celular con mortero y DMSO. B-C: extraccién con n-hexano en un reactor dis-
continuo. B: primera extraccion. C: segunda extraccion.
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Figura 5. Fraccionamiento lipidico en Haematococcus pluvialis.
Elusién de lipidos neutros con distintos solventes; notar la colo-
racion rojiza del pigmento astaxantina.
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Figura 8. Reactor de alta presion y temperatura utilizado en la produccion de biodiesel. A:
Esquema. 1- reactor, 2- Pt-100, 3- controlador, 4- sensor de presion, 5- camisas eléctricas
de calefaccion, 6- camisas de alumnio, 7- tapas de bronce, 8- tubo de acero inoxidable.
B-C: vista general del reactor.
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INTRODUCCION

La ultraestructura general de las células vegetativas de Haematococcus pluvialis
es comun a muchas Chlorophyceae (Santos y Mesquita 1984), no obstante, la cubierta
celular y la configuracion absoluta del aparato flagelar presentan caracteristicas
diagnosticas del género. La cubierta celular de H. pluvialis sufre modificaciones
significativas en su ultraestructura y en su composicién quimica durante el ciclo celular y
en respuesta a estimulos externos (Hagen et al. 2002). La estructura de la cubierta
celular de las células vegetativas fue interpretada de distinta manera por diversos
autores. Smith (1950) la describi6 como una delicada pared celular conectada con el
protoplasto por finas y numerosas conexiones citoplasmaticas. Bowen (1967) observé
que la pared estaba formada por un estrato capsular periférico, una estructura
membranosa y una matriz gelatinosa. Hagen et al. (2002) la definieron como una matriz
extracelular formada por una capa transparente de espesor variable, compuesta por una
red laxa de fibras y estructuras granulares, seguida por una capa cristalina tripartita
media rodeada por un estrato fibroso externo.

En general, la cubierta celular de las algas verdes estad compuesta por una matriz
compleja de carbohidratos, proteinas y otros componentes. En el caso de las algas
verdes como Chlamydomonas y Volvox la pared de las células vegetativas y las paredes
cigbticas estan constituidas principalmente por glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
(HRGPs) (Adair y Appel 1989, Rubenstein et al. 1995, Sumper y Hallmann 1998).
Algunos estudios en los que se refieren a la naturaleza quimica de la envoltura externa
de Haematococcus revelaron la presencia de glicoproteinas (GPs) y celulosa (Hagen et
al. 2002). Recientemente, Wang et al. (2004) identificaron 81 proteinas estructurales de

pared en Haematococcus pluvialis.
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La estructura y funcién del sistema de endomembranas y su rol en la secrecion de
la pared celular se encuentran bien estudiadas en sistemas celulares de plantas
superiores (Robinson 1985, Staehlin y Chapman 1987, Robinson y Kristen 1982, Picton y
Steer 1983) como asi también en algunas especies de algas verdes (Roberts 1982,
Domozych 1988, 1989, 1992; Grief and Shaw 1987). Sin embargo, no existen hasta el
momento, estudios acerca de las vias de sintesis de la compleja cubierta celular en
Haematococcus pluvialis. En este estudio, por medio de observaciones con microscopia
electronica de transmisién, se propone un posible mecanismo de formacién de la cubierta
celular, con la intervencion del sistema de endomembranas, como fue postulado
previamente para las algas verdes Gloeomonas kupfferi (Domozych 1989, 1992) y
Chlamydomonas sp. (Domozych 1992).

Como muchas otras especies de microalgas, Haematococcus pluvialis forma
células de resistencia inmoviles cuando es sometida a condiciones extremas tales como
deficiencia de nutrientes o alta intensidad luminica (Hagen et al. 2002). Este proceso es
acompafado por cambios en la morfologia, entre los que se destacan la formacion de
una gruesa pared celular y la acumulacion de astaxantina (Lang 1968, Santos y Mesquita
1984, Boussiba 2000). Muchos estudios de las condiciones de cultivo responsables de la
formacion de este pigmento en H. pluvialis han sido llevados a cabo en células moviles
(Hagen et al. 2000, 2001, Wang et al. 2003) e inmoviles (Harker et al. 1996). También se
han contemplado aspectos funcionales (Hagen et al. 1994).

La tipica pared multiestratificada del cisto ha sido un problema al momento de
seleccionar el método mas apropiado para la extraccion de astaxantina. Sin embargo,
Mendes-Pinto et al. (2001) propusieron tratamientos mecanicos y de autoclave para la
ruptura celular.

Estudios quimicos y ultraestructurales de la pared celular de H. pluvialis han sido
llevados a cabo por Montsant et al. (2001) en cistos de poblaciones dinamarquesas,

indicando la presencia de un biopolimero no-hidrolizable. Posteriormente Hagen et al.
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(2002) describieron los cambios en la ultraestructura y la naturaleza quimica de la pared
celular en cepas alemanas de H. pluvialis durante la transformacion de las células
flageladas a cistos, sugiriendo la presencia de un material similar a la esporopolenina en
la pared de las células inmoviles. Biopolimeros similares a esporopolenina (algaenanos),
han sido encontrados en las paredes de varias algas verdes (Atkinson et al. 1972,
Hanagata et al. 1999, VanWinkle-Swift y Rickoll 1997) y en especies parasitas (Puel et al.
1987). Andlisis quimicos de algaenanos aislados de algunas microalgas revelaron que
tales biopolimeros consisten de cadenas hidrocarbonadas (C»3-Cgp) de alto peso
molecular y estructuras fuertemente alifaticas (Allard y Templier 2000).

Diversos investigadores han descripto el ciclo de vida del género Haematococcus,
pero aun existe mucha incertidumbre acerca de su reproduccion (Flotow 1844, Braun
1849, Hazen 1899, Peebles 1909, Elliot 1934, Droop 1956, Pocock 1959). El ciclo de vida
es complejo, involucrando varios estadios flagelados méviles y estadios inmoviles (Elliot
1934). Recientemente Kobayashi et al. (1997) postularon un modelo de ciclo asexual
consistente de cuatro etapas celulares: crecimiento de la célula vegetativa,
enquistamiento, maduracion del cisto y germinacion del cisto maduro. La reproduccion
sexual fue observada por Triki et al. (1997), pero esta fue considerada como un evento
inusual.

En base a lo expuesto, en este estudio se plantearon los siguientes objetivos:

a) Estudiar la ultraestructura general de las células vegetativas de H. pluvialis, con
especial atencion en la cubierta celular, su proceso de formacion y su composicién
guimica.

b) Realizar la configuracion absoluta del aparato flagelar de las células moviles.

c) Estudiar la ultraestructura general de los cistos, con especial énfasis en el proceso de
sintesis de astaxantina y en la morfologia y caracterizacion quimica de la pared celular.

d) Estudiar el comportamiento de la pared celular de los cistos durante la germinacion.

e) Describir el ciclo de vida de H. pluvialis.
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RESULTADOS

Células vegetativas

Haematococcus pluvialis present6 células vegetativas biflageladas, elipsoidales a
ovoides (Fig. 9 A-C), con un tamafo celular promedio de 17,5-20 ym de largo por 10-15
pum de ancho, con un Unico cloroplasto parietal que poseia numerosos pirenoides (Fig. 9
B). La cubierta celular, refringente y con un espesor variable de 5-8 um, estaba
atravesada por finas hebras radiales (Fig. 9 A y B). Los flagelos se localizaban en una
papila apical, emergian formando entre si un angulo de 70-110° y su longitud superaba

en aproximadamente 1/3 a la longitud de la célula (Fig. 9 B-C).

Ultraestructura general

Los dos flagelos emergian de la célula a través de orificios de la cubierta celular
(Fig. 10 A y B). Una gran mitocondria reticulada se localizaba debajo del aparato flagelar
(Fig. 17 A) y numerosos perfiles mitocondriales, elipticos o circulares, se observaban
principalmente en el espacio citoplasmatico adyacente al plasmalema (Fig. 10 D y E). El
nacleo se observd en posicién anterior, poseia un nucléolo conspicuo y estaba rodeado
por numerosos dictiosomas (Fig. 10 Ay C). La cara cis de cada dictiosoma se encontraba
en estrecha asociacion con el reticulo endoplasmatico rugoso, a partir del cual se
originaban numerosas vesiculas de transicion. La cara trans, por su parte, estaba casi
invariablemente orientada hacia la carioteca (Fig. 10 D).

El cloroplasto parietal y lobulado, ocupaba gran parte de la célula (Fig. 10 A). El
estroma cloroplastico presentaba lamelas formadas por 2-6 tilacoides y numerosos
granulos de almidén elipticos en seccion (Figs 10 C-E y 11 A). La matriz de los pirenoides

estaba penetrada por tilacoides individuales dilatados y rodeada por casquetes de
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almidén de variado tamafo (Fig. 11 A y B). El estigma intraplastidial estaba formado por
una sola hilera de glébulos lipidicos localizados debajo de la membrana cloropléstica (Fig.
11 B, punta de flecha).

Se observaron vacuolas con disposicion perinuclear (Fig. 10 C) y en la periferia
del citoplasma (Fig. 11 C-D y F). Estas contenian material de aspecto granular (Fig. 11 D
y F) y corpusculos esfero-ovoidales electronicamente densos (Figs 10 C, 11 C-F)
asociados con estructuras membranosas y lomasomas (Fig. 11 C, E y F) que en algunos
casos, estos ultimos se observaron en contacto con el tonoplasto (Fig. 11 C y F, punta de
flecha).

Cuatro vacuolas contractiles con una posicién equidistante se presentaban

adyacentes al plasmalema (Fig. 12 A, flechas y B-E).

Configuracién absoluta del aparato flagelar

En la figura 13 se muestra la reconstruccion tridimensional del aparato flagelar de
Haematococcus pluvialis realizada sobre la base de nhumerosos cortes seriados. En vista
apical el aparato flagelar presentaba simetria rotacional de 180°, con una orientacion 1/7
de sus cuerpos basales. Una fibra distal estriada (FD) conectaba los cuerpos basales en
su parte superior (Figs 14 A-C y 15 A-C, punta de flecha). El sistema de raicillas
microtubulares estaba formado por dos microtabulos en las raicillas “d” y 5 microttbulos,
con una disposicion (4:1), en las raicillas “s” (Fig. 15 D); correspondiendo al modelo
cruciforme 2: 4/1: 2. 4/1 (Fig. 13). Cada raicilla “s” estaba acompafiada en toda su
trayectoria por una fibra no estriada (Figs 15 A-C y 16 A y B). Un cuerpo denso (CD) de
material electronicamente opaco ocluia el extremo proximal de cada cuerpo basal (Fig. 15
A-C). Una fibra estriada (Fe) conectaba a este material electrénicamente denso con el

nacimiento de cada raicilla microtubular “s” (Fig. 15 A-C).
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La parte basal del aparato flagelar estaba asociada, por medio de membranas,
con lobulaciones digitformes de una gran mitocondria (Fig. 17 B y C). En cortes
transversales seriados por el extremo anterior de la célula se pudieron observar los
perfiles mitocondriales y las 4 raicillas microtubulares (Fig. 18 A-D, flechas).

Dos cuerpos basales suplementarios, no axonémicos se presentaron unidos al
aparato flagelar y a la mitocondria por medio de membranas (Fig. 19 A, punta de flecha y
B, flechas), como asi también por medio de la fibra estriada y el cuerpo denso (Fig. 19 C,
punta de flecha y D, flecha).

Numerosos microtubulos citoesqueletales corrian adyacentes al plasmalema (Fig.

20, puntas de flecha).

Ultraestructura de la cubierta celular

La figura 21 muestra una representacion diagramatica de la cubierta celular de las
células adultas de H. pluvialis, formada por un estrato externo de contorno regularmente
ondulado y de aspecto fibrilar (Fig. 22 A-C) y un estrato interno en el que se dispusieron
numerosas vesiculas aproximadamente rectangulares en seccion longitudinal, con
distinta altura dependiendo de su desarrollo y de las condiciones del medio (Fig. 22 B 'y
C). El contenido de las mismas se observaba siempre electronicamente transltcido. Las
membranas de las vesiculas contiguas, anticlinales con respecto a la superficie celular,
se disponian normalmente muy préximas unas de otras (Fig. 22 D, flechas), aunque
esporadicamente éstas se encontraban separadas por evaginaciones citoplasmaticas
(Fig. 22 E). La cubierta celular de las células de H. pluvialis, observada con microscopio
electronico de barrido, exhibi6 una superficie rugoso-granular formada por pequefias

crestas (Fig. 22 F).
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Division celular

Inmediatamente antes de la division celular, las grandes vesiculas del estrato
interno de la cubierta celular de las células vegetativas adultas de H. pluvialis se
desorganizaban. Las células se redondeaban y aumentaban de tamafio, aproximandose
el plasmalema al estrato fibrilar externo de la cubierta celular, el cual perdia su estructura
ondulada caracteristica (Fig. 23 A). Durante la citocinesis el surco de clivaje crecia desde
el extremo anterior de la célula (Fig. 23 Ay B, flecha) hacia el posterior (Figs. 23 C, punta
de flecha, 23 D), paralelamente numerosos dictiosomas y cisternas del reticulo

endoplasmético se ubicaban préximos al surco de clivaje (Fig. 24 Ay B).

Formacién de la cubierta celular

En las células jévenes de H. pluvialis se producia una dinamica de formacion de la
cubierta celular, donde inicialmente, el espacio dejado por las dos células hijas se
observd ocupado por abundante material fibrilar (Fig. 24 B) y posteriormente, vesiculas
de forma y tamafios variados se dispusieron en hileras; iniciandose la formacion de las
cubiertas celulares de ambas células hijas (Fig. 24 C y D, puntas de flecha).

Luego se observaron numerosas vesiculas de transicién localizadas entre el
reticulo endoplasmatico y la cara cis de los dictiosomas perinucleares (Fig. 25 A y B,
punta de flecha). Ademas, se observaban otras vesiculas de considerable tamafio, con
un contenido translicido y forma variada, que se originaban de la porcion media de la
cara trans de las cisternas dictiosomicas (Fig. 25 B, flechas). Estas se fusionaban entre si
formando vesiculas de mayor tamafio (Fig. 25 C y D) y luego se ponian en contacto con
las vacuolas contractiles (Fig. 26 A, flecha), a las que volcaban su contenido (Fig. 26 B).
A su vez las vacuolas contractiles presentaron en su interior vesiculas con un contenido
homogéneo con escasa densidad electrénica y material fibrilar (Figs 12 B-E y 26 B), las
gue eran paulatinamente expulsadas al espacio perisplasmatico, es decir, el espacio

ubicado entre el estrato externo de la cubierta celular y el plasmalema (Fig. 26 B y C),
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para formar parte del estrato interno de la cubierta celular (Fig. 26 F). Gradualmente
estas vesiculas, con un contenido translicido, aumentaban de tamafio hasta alcanzar el

volumen final en células adultas (Fig. 26 D y E).

Caracterizacién quimica de la cubierta celular

La presencia de glicoproteinas en la cubierta celular de Haematococcus pluvialis
fue demostrada en este estudio. Una banda con un peso molecular de aproximadamente
50 kDa, correspondia a extensina y era detectada con ambos anticuerpos usados (JIM-11
y JIM-12) (Figura 27 A). Una segunda banda fue detectada a aproximadamente 100 kDa,
correspondiéndose posiblemente a uniones cruzadas de dimeros de extensina.

Una fuerte reacciéon TBO a pH: 1 en el gel SDS permitié detectar la presencia de
polimeros sulfatados, sin embargo, esta banda de TBO no se superpuso con el epitopo
para extensina, sugiriendo de esta manera que las extensinas no estan sulfatadas. La
naturaleza proteica de la cubierta celular también fue indicada por el andlisis FTIR (Fig. 27
B), en el cual estuvieron presentes bandas a 1650 y 1550 cm™ (comudn a grupos amidas |
y II) (Pelton y McLean 2000).

También fueron detectados carbohidratos en una proporcién de 30 ug por mg de
peso seco de estrato externo de la cubierta celular. Los principales azucares hallados
fueron: galactosa (54 mol %), arabinosa (18 mol %), pequefas cantidades de xilosa (9,7
mol %), manosa (8,4 mol %), fucosa (6,7 mol %) y acidos urénicos. La arabinosa fue uno
de los azucares mayoritarios y probablemente origine el tipo O-glicosilacion de las
extensinas.

La presencia de grupos sulfatos en los polisacaridos neutros fueron también
detectados por el anélisis FTIR (Fig. 27 B), donde bandas a 1384 cm™ (comun a todos los
ésteres sulfatados) y a 1250-1230 cm™ (tension asimétrica de O=S=0) estuvieron

presentes (Prado Fernandez et al. 2003).
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Cistos

Las células vegetativas de H. pluvialis, bajo condiciones adversas de cultivo, se
transformaron en células de resistencia denominadas cistos. Los cistos carecian de
movilidad, presentaban forma circular, diametro celular que varié entre 22 ymy 60 pym
(Fig. 28 A-C) y coloracion rojiza caracteristica, debido a la sintesis de un pigmento

carotenoide, perteneciente al grupo de las xantofilas llamado astaxantina (Fig. 28 A).

Ultraestructura general

El nacleo siempre se observaba en posicién central (Fig. 29 A), con un nucléolo
que presentaba un corpuUsculo paranuclear esférico adyacente y de menor densidad
electronica que éste (Fig. 29 B punta de flecha y D). El cloroplasto era parietal, con
lamelas 2-6 tilacoidales y 2-4 pirenoides rodeados por casquetes de almidon y
penetrados por tilacoides individuales dilatados (Fig. 29 A y C). En cistos maduros de 4-6
semanas de edad, la pared celular estaba formada por: 1) una capa externa trilaminar
(CT) compuesta por un estrato translicido entre dos estratos electronicamente opacos, 2)
un componente medio o pared secundaria, formado por material electrénicamente denso
y 3) un componente mas interno o pared terciaria, formado por distintos estratos de
morfologia variada (Fig. 29 A y E, puntas de flecha). En cistos de mas de 6 semanas, la
pared terciaria presentaba el mismo aspecto homogéneo que la pared secundaria (Figs

29 Fy 33 D).

Formacion

Las células vegetativas de Haematococcus pluvialis mantenidas en condiciones
de estrés durante tres semanas se redondearon, perdieron movilidad y aumentaron de
tamafio diferenciandose en cistos (Fig. 30). Ultraestructuralmente este proceso

comenzaba, con la sintesis de una nueva pared primaria homogénea de mediana
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densidad electrénica, por dentro de la cubierta celular de las células vegetativas (Figs 30
Dy 31 A). Por debajo de la pared primaria se diferenciaba la capa trilaminar (Fig. 31 B) y
contigua a esta, se sintetizaba la pared secundaria (Fig. 31 A-F).

Durante la sintesis de la pared secundaria, material electrénicamente denso y con
forma de glébulos aproximadamente circulares en seccion, localizados en el espacio
periplasmatico, se fueron aplanando conforme se incorporaban a la pared en formacion
(Fig. 31 A-C). La pared secundaria alcanzaba un espesor de 0,5-1 um y presentaba un
aspecto homogéneo (Fig. 31 E y F). El espacio periplasmatico, que presentaba un
espesor de 0,5-0,7 um, era posteriormente ocupado por material de aspecto esponjoso
(Fig. 31 D, puntas de flecha). Posteriormente tenia lugar la paulatina rotura y
desintegracion de la pared primaria (Fig. 32 A-C), quedando al descubierto la capa
trilaminar, la que presentaba una superficie irregularmente ondulada (Fig. 32 D).

En cistos de 4-6 semanas de edad, se formaba la pared terciaria adyacente a la
pared secundaria y localizada entre ésta y el material esponjoso que llenaba el espacio
periplasmético (Fig. 33 A-C). La pared terciaria estaba formada por material
electronicamente denso organizado en hebras que se fue depositando en estratos de
morfologia variada (Fig. 33 Ay B, puntas de flecha). El primer estrato exhibi6 una textura
esponjosa laxa (PT1) y el segundo apariencia fibrosa (PT2) (Fig. 33 B y C, flechas),
alcanzando un espesor igual o mayor que la pared secundaria (Fig. 33 C). En cistos de
mas de 6 semanas estos estratos finalmente se compactaron y la pared terciaria adquiria
el mismo aspecto homogéneo y compacto que la pared secundaria, siendo sélo
distinguibles ambas por la presencia de una delgada capa electrénicamente translicida
entre ellas (Fig. 33 D, puntas de flecha). El espacio periplasmatico se redujo finalmente a
su minima expresion.

Las paredes remanentes de las células vegetativas que rodeaban a los cistos

maduros presentaron reaccion positiva de fosfatasas acidas (Fig. 34 Ay B, flechas).
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Carotenogénesis

El agregado de acetato de sodio al medio de cultivo indujo la formacién de cistos y
el incremento de la sintesis de astaxantina. Este aumento fue de aproximadamente el
doble (0,50 pg cel™) en cultivos donde la concentracién de acetato fue maxima,
comparando con lo registrado en los cultivos controles (0,23 pg cel™), sin adicion de
acetato (Tabla 4). Ademas el acetato de sodio afectdé negativamente la cantidad de
clorofila, es decir, los menores valores de clorofila (0,31 mg I'*) fueron registrados con la
maxima concentracion de acetato empleada.

Con respecto al crecimiento celular, éste se vio retardado a medida que la

concentracion de acetato de sodio fue aumentando (Tabla 4).

Cultivo Acetato de Acetato de Acetato de
control sodio 4.0 mM | sodio 8.0 MM | sodio 12.0 mM
pH inicial / pH final 7175 7/8,5 7/9,5 7/9,5
Numero de células/ml | 600 x 10° 552 x 10° 318 x 10° 295 x 10°
% de cistos 13 34,28 75,48 83,5
k (div dia ™) 0,72+0,11 | 0,66 +0,08 0,35+0,15 0,33+0,20
Astaxantina (i g cel™) 0,23 0,42 0,47 0,50
Clorofila (mg I™) 2,76 15 3,97 0,31

Tabla 4. Numero de células, porcentaje de cistos, divisiones celulares, astaxantina y clorofila en

cultivos control y con diferentes concentraciones de acetato de sodio de Haematococcus pluvialis.

La acumulacién de astaxantina se evidencié a simple vista por el cambio de
coloracién en los cultivos de H. pluvialis (Fig. 35) y fue estudiada con microscopio 6ptico

(Fig. 30 A-E) y electronico de transmision (Figs 36 y 37). La acumulacién fue
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extraplastidial, citosolica y se iniciaba alrededor del nicleo (Figs 36 A-B y 37 A). El
citoplasma perinuclear se caracterizaba por la presencia de abundante reticulo
endoplasmatico rugoso en estrecha asociacion con globulos de astaxantina en formacion
(Fig. 37 A-D). Los glébulos mas pequefios de astaxantina fueron observados inicialmente
adyacentes a la carioteca (Figs 36 B y 37 A), extendiéndose paulatinamente hacia la
periferia celular (Fig. 36 C). No se observo una membrana circundante en los glébulos de
astaxantina (Fig. 37 B-D); sin embargo, un nitido contorno se presentaba en la mayoria
de ellos (Fig. 37 B y C) y en algunos casos la proximidad entre dos o mas glébulos
sugeria una fusién parcial de los mismos (Fig. 37 C y D, flechas). Conjuntamente distintas
organelas, como cloroplastos y vacuolas, sufrieron cambios en su forma debido a la
acumulacion masiva de astaxanatina (Fig. 36 D). En algunos casos también se observé
astaxantina en las células vegetativas flageladas, en las gametas y en las zo6sporas aun
no liberadas del esporangio (Fig. 37 E).

A medida que el proceso de sintesis de astaxantina fue avanzando, los depdsitos
de pigmento fueron adquiriendo formas variadas: desde circulares en seccion al inicio de
la sintesis (Fig. 37 A), hasta elipsoidales en seccién o polimérficos (Fig. 37 C y F

respectivamente, puntas de flecha).

Caracterizacién quimica de la pared celular

La pared de los cistos de Haematococcus pluvialis fue extremadamente resistente
a tratamientos no oxidativos tales como acetdlisis, sin embargo, el citoplasma se
desorganizaba completamente con estos tratamientos (Fig. 38 A, C y D). Observaciones
con TEM revelaron que los residuos de pared acetorresistentes no perdieron la
caracteristica estructura trilaminar, es decir, un estrato electrénicamente translicido entre

dos estratos electronicamente opacos. (Fig. 38 B)
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En cistos relativamente pequefios de 25-30 um de diametro, la pared acetolizada
resisti6 y mantuvo la forma circular de la célula (Fig. 38 C), mientras que en cistos de
mayor tamafio la pared colapsoé (Fig. 38 D).

Los cistos tratados con KOH al 10% y con 2-aminoetanol no presentaban
alteraciones visibles en su pared (Fig. 38 E y F respectivamente), comparados con los
controles no tratados. Por el contrario, la incubacién de cistos maduros con acido crémico
a temperatura ambiente, resultaba en la disolucién de su pared al cabo de cinco horas de
tratamiento (dato no mostrado). La reaccion de tincién para caracterizar lignina fue
negativa.

Los cistos maduros tefildos con Calcofluor White e irradiados con luz UV
exhibieron una fluorescencia continua en sus paredes (Fig. 39 A). Cuando los mismos
fueron previamente tratados con celulasa, la fluorescencia disminuia en la capa
trilaminar, como asi también en la pared secundaria. La pared terciaria se comportaba de
manera distinta ya que presentaba fluorescencia discontinua (Fig. 39 B, flechas). El
tratamiento de los cistos con la enzima B-manosidasa no afectaba la fluorescencia en la
capa trilaminar, pero si lo hizo en las paredes secundaria y terciaria. En la pared
secundaria la fluorescencia disminuia y en la pared terciaria era discontinua (Fig. 39 C,
flechas).

Para corroborar las observaciones de microscopia de fluorescencia se procedié a
la extraccion del material fibrilar de la pared de los cistos utilizando medios alcalinos
fuertes (KOH al 10% y NaOH-borato). Los resultados del analisis de la composicion de
monosacaridos neutros por cromatografia gas-liquida se muestran en la Tabla 5. A
medida que progresaba la extraccion, la muestra soluble en alcali se fue enriqueciendo
en manosa y empobreciendo en glucosa. La manosa, presumiblemente derivaba del
manano fibrilar. Al mismo tiempo, al analizar el residuo insoluble en NaOH, la relacion

manosa/glucosa se invertia, aumentando la proporcion de glucosa, sugiriendo de esta
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manera la presencia de celulosa acompafiando al manano en dicha fraccion. Es decir, los
principales monosacaridos detectados en la pared de los cistos fueron manosa y glucosa
aunque también se observaba un 6% de galactosa, Unicamente para el primer producto

extraido con KOH.

L, % molar
Fraccion
Manosa galactosa glucosa
KOH1-SND 44 6 50
KOH2-SND 86 - 14
NaOH-SND 98 - 2
NaOH-I 23 - 77

Tabla 5. Analisis de los monosacaridos componentes de la pared celular del cisto en

Haematococcus pluvialis por cromatografia gas-liquida.

También se realiz6 el estudio estructural por espectroscopia de RMN *°C. Los
valores de los desplazamientos quimicos de las sefiales mas importantes del espectro
RMN * C del producto soluble en NaOH fueron 100,9; 76,4; 75,4; 71,5; 70,4y 61,4 ppm y
se correspondieron con los informados por Cardoso et al. (2007) para —4)-p-D-Manp-
(1— y pudieron asignarse a los C-1, C-4, C-5, C-3, C-2 y C-6 de dicho polisacarido,
respectivamente. Tres sefales importantes a 77,9; 73,0 y 71,7 no pudieron ser
asignadas. Un espectro similar se obtuvo para el manano fibrilar de Schizolobium
amazonicum (Petkowicz et al. 2007), aunque en ese caso, las sefales correspondientes
a los C-3 y C-4 aparecen algo desplazadas a campos mas bajos respecto de las
observadas en Haematococcus.

El espectro infrarrojo del material resistente a la acetolisis revelaba tres regiones

(Fig. 40):
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La primera comprendida entre 4000 y 1800 cm™, exhibi6 una ancha banda
centrada en 3380 cm™ (1), que corresponde a la vibracion del enlace oxigeno-hidrégeno,
y dos bandas agudas localizadas en 2920 (2) y en 2850 cm™ (3), que resultaron de las
vibraciones de tension carbono-hidrégeno antisimétrica y simétrica, respectivamente, de
los grupos metilo y metileno.

La segunda regién, comprendida entre 1800 y 1500 cm™ puso en evidencia dobles
enlaces carbono-carbono (C=C) y carbono-oxigeno (C=0). Asi, la banda situada en 1740
cm™ (4) puede ser atribuida a la vibracién de tensién del grupo carbonilo de aldehidos,
cetonas, acidos y/o derivados de acidos carboxilicos (Pappas et al. 1999) y la banda en
1530 cm™ (5), a la vibracion de tension carbono-carbono doble enlace. El grupo
carboxilato (COO’) se advirtié por el ensanchamiento de la banda 4, a 1675 cm™ (Sene et
al. 1994).

La tercera region, entre 1500 y 800 cm™ estuvo asociada con las vibraciones
esqueléticas de los grupos funcionales constituyentes. Se observaron en ella cinco
bandas de absorcion: La primera banda, en 1470 cm™ (6) pudo asignarse a las
vibraciones de deformacion carbono-hidrogeno en el plano, antisimétricas, de metilo y
metileno (Pretsch et al. 1983). La segunda banda, situada en 1370 cm™ (7) se
correlacion6 (Nakanishi y Solomon 1977) con: a) las vibraciones de deformacion carbono-
hidrégeno en el plano, simétricas, de metilo y de metileno (aleteo y torsion), b) las
vibraciones de deformacion en el plano oxigeno-hidrégeno en el enlace C-O-H, c) las
vibraciones de deformacién en el plano carbono-oxigeno-oxigeno del grupo carboxilato.
En 1235 cm™, la tercera banda (8) correspondié al solapamiento de dos vibraciones: la de
tension antisimétrica carbono-oxigeno del grupo éster y la de deformacién en el plano del
enlace carbono-oxigeno en el enlace C-O-H (Kokot et al. 1997). La cuarta banda
comprendié dos absorciones: una en 1160 cm™ (9) y otra en 1045 cm™ (10), que se

asignaron a las vibraciones de tensién esqueléticas C-O-C y a las de tension simétrica
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del enlace carbono-oxigeno del grupo éster (Faust 1992). La quinta banda, en 910 cm™
(11) fue tipica de una vibracion de deformacion fuera del plano carbono-hidrégeno (=C-H)

en dobles enlaces carbono-carbono trans (Burczyk 1987).

Germinacion

El proceso de germinacion fue estudiado con microscopia optica (Fig. 41) y
microscopia electrénica de transmision (Figs 42-44). Durante la germinacioén, el cisto
cambiaba de forma, es decir, de inicialmente circular a piriforme (Figs 41 Ay 42 A) debido
a la presion ejercida por los zooides sobre la pared celular. Esta presion también
ocasionaba un debilitamiento de la pared en la porcion apical del cisto (Fig. 41 A), hasta
qgue se produjo su ruptura (Fig. 41 B) y la posterior liberacién de los zooides (Fig. 41 C).
El cisto mantuvo su forma piriforme una vez liberados todos los zooides, evidenciando de
esta manera la rigidez de la pared (Fig. 41 D).

El proceso de germinacion de los esporocistos, gametocistos y aplanocistos era
similar. Los esporocistos germinaban originando 8-16 zéosporas (Fig. 42 A y B), las que
presentaron las mismas caracteristicas morfolégicas de las células vegetativas (Fig. 42 C
y D), ademas de conservar su color rojizo, debido a la presencia de astaxantina (Fig. 42
B). De la misma manera que en los cistos, la acumulacién del pigmento en las zodsporas
comenz6 rodeando el nudcleo, para extenderse posteriormente hacia la periferia del
citoplasma (Fig. 42 Dy E).

Los gametocistos germinaban originando 16-32 isogametas (Fig. 43 A). Las
isogametas fueron aproximadamente ovales y biflageladas (Fig. 43 B y D), mas pequefias
que las células vegetativas: 12 um versus 20 ym. Las gametas presentaban un nucleo de
posicion central, carecieron de cubierta celular (Fig. 43 B y C) y también se observaba en

ellas la acumulacion perinuclear y citoplasmética de astaxantina (Fig. 43 C y D). El
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gametocisto presentaba una pared gruesa, multiestratificada con caracteristicas similares
a la del esporocisto (Fig. 43 Cy D).

Los aplanocistos germinaban originando 4-8 aplanésporas (Fig. 44 A y B). Los
aplanocistos presentaban pared celular delgada y su ruptura fue apical, con la
consecuente liberacion de las aplanésporas (Fig. 44 A-C). Estas Ultimas carecieron de
flagelos, presentaban un nucleo de posicion lateral, un cloroplasto parietal con
abundantes granulos de almidén y varios pirenoides (Fig. 44 A, C y D). La pared celular
de las aplanGsporas presentaba tres estratos: un estrato externo muy delgado
electronicamente denso, un estrato medio de aspecto fibrilar y un estrato interno
compuesto por cortas hebras de disposicion aproximadamente paralela (Fig. 44 E).

A diferencia de las zodsporas y las gametas, las aplan6sporas siempre se
observaron verdes en cultivo (Fig. 44 A, C, Dy F). Una vez liberadas, el aplanocisto vacio
presentaba forma de copa (Fig. 44 F).

Durante la germinacion y consecuente liberacion de los zooides, los estratos que
formaban la pared del cisto se comportaron de distinta manera (Fig. 45). Este
comportamiento diferente estaba asociado tanto a diferencias quimicas como
morfolégicas de los componentes de la pared del cisto. EI componente mas externo o
capa trilaminar, rigido e incapaz de expandirse, se rompié y se retrajo, arrastrando
consigo a la pared secundaria, intimamente unida al estrato trilaminar (Fig. 45 A, puntas
de flecha). Por el contrario, el tercer componente de pared acompafiaba el incremento de
tamafio y cambio de forma del cisto (Fig. 45 A). Se observaba ademas que durante el
proceso de germinacion el tercer componente de pared exhibia la misma organizacién
ultraestructural que la de la pared de los cistos de 4-6 semanas (comparar Figs 33 y 45
B). La posterior liberacion de los zooides ocurria por la ruptura apical de la pared
terciaria, de aspecto fibrilar que se presentaba muy delgada en esa region (Fig. 45 C,

punta de flecha y D).
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Ciclo de vida

La representacion diagramatica de parte del ciclo de vida de Haematococcus
pluvialis se presenta en la figura 46.

Durante la reproduccién asexual las células vegetativas generalmente sufrian una
divisiéon celular y originaron dos células hijas (Figs 46 A y 47 A). Algunas veces ocurrian
dos divisiones celulares sucesivas, y se originaron 4 células hijas, también contenidas en
la cubierta de la célula madre (Figs 46 Ay 47 B - D). Durante las divisiones se mantenia,
aunque reducido, el movimiento celular. La cubierta celular parenteral se expandia
gradualmente y se rompia, con la consecuente liberacion de las células hijas.

Las células biflageladas mantenidas bajo condiciones adversas se transformaban
en cistos (Fig. 46 B). Los cistos germinaban originando zoésporas (Fig. 46 C), gametas
(Fig. 46 D) o aplandsporas (Fig. 46 E), de acuerdo a las condiciones de cultivo descriptas
previamente. Reiteradas veces ocurria la liberacion de gametas, sin embargo, nunca se

observo conjugacion de las mismas.
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Figura 9. Células vegetativas de Haematococcus pluvialis. A-B: fotomicrografias opticas. A:
célula ovoide con dos flagelos apicales y cubierta celular refringente con finas hebras radiales.
B: contraste de fases; notar el cloroplasto parietal con numerosos pirenoides. C: fotomicrogra-
fia electronica de barrido. Vista general de una célula, los dos flagelos emergen de una papila
apical y superan la longitud celular. Escala: 5 ym.
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Figura 10. Ultraestructura de las células vegetativas de Haematococcus pluvialis. A-E: fotomicro-
grafias electrénicas de transmision. A: vista general de una célula; nacleo de posiciéon anterior ro-
deado por numerosos dictiosomas y cloroplasto parietal con varios pirenoides. B: detalle de la in-
sercion apical de un flagelo emergiendo a través de un orificio en la cubierta celular. C: detalle de
una porcion del citoplasma donde se observa el nucleo central, numerosas vacuolas rodeandolo y
el estroma cloroplastico con lamelas formadas por 2-6 tilacoides, granulos de almidén y un pirenoi-
de. D: detalle de un dictiosoma; notar el reticulo endoplasmatico en asociaciéon con la cara cis a
través de vesiculas de transicién. E: detalle de una porcion de citoplasma donde se observan nu-
merosos perfiles mitocondriales adyacentes al plasmalema. Escalas: A,C= 2 ym; B,D-E= 0,5 um.
Abreviaturas. A: almidon, Cc: cubierta celular, Cl: cloroplasto. D: dictiosoma, F: flagelo, M: mitocon-
dria, N: nacleo, Nu: nucléolo, P: pirenoide, Re: reticulo endoplasmatico, Va: vacuola.
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Figura 11. Ultraestructura de las células vegetativas de Haematococcus pluvialis. A-F: mi-
crografias electronicas de transmision. A: detalle de un pirenoide mostrando la matriz pene-
trada por tilacoides dilatados y rodeada por casquetes de almidén de variado tamafio. B: de-
talle de un estigma intraplastidial formado por una hilera de globulos lipidicos (punta de
flecha). C-F: vacuolas con estructuras membranosas asociadas a los corpusculos electroni-
camente densos. La punta de flecha en la Fig. C indica una membrana en contacto con el to-
noplasto. D-F: vacuolas con contenido de aspecto granular. La punta de flecha en la Fig. F
indica un lomasoma en contacto con el tonoplasto. Escalas: A= 0,5 ym; B-F=1 pm.
Abreviaturas. A: almidon, Cl: cloroplasto, Co: corpusculo electronicamente denso, Es: estig-
ma, L: lomasomas, N: nucleo, P: pirenoide, Va: vacuola.
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Figura 12. Ultraestructura de las vacuolas contractiles de Haematococcus pluvialis.
A-E: micrografias electrénicas de transmision. A: vista general de una célula vege-
tativa, las flechas indican las cuatro vacuolas contractiles. B-E: detalle de las vacuo-
las contractiles. Escalas: A= 2 um; B-E= 0,2 um.

Abreviaturas. Cc: cubierta celular, VC: vacuola contractil.
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Figura 13. Reconstruccion tridimensional del aparato flagelar de Haematococcus pluvialis. Se omi-
tieron los cuerpos basales no axonémicos.

Abreviaturas. CD: cuerpo denso, d: raicilla microtubular de 2 microtibulos, FD: fibra distal, Fe: fibra
estriada, Fs: fibra no estriada, s: raicilla microtubular de 5 microtubulos, 1 y 2: cuerpos basales axo-
némicos o principales.
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Figura 14. Aparato flagelar de una célula vegetativa de Haematococcus
pluvialis. A-C: micrografias electrénicas de secciones seriadas longitudi-
nales frontales contiguas. Los flagelos emergen a partir de una papila
apical y una fibra distal estriada conecta los cuerpos basales principales
en su parte superior. Escala: 0,2 ym.

Abreviaturas. Cc: cubierta celular, CD: cuerpo denso, FD: fibra distal, F:
flagelo, M: mitocondria. 1,2: cuerpos basales axonémicos o principales.
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Figura 15. Aparato flagelar de Haematococcus pluvialis. A-C: micrografias electronicas de
secciones longitudinales frontales. Notar en la Fig. A el cuerpo denso ocluyendo el extre-
mo proximal del cuerpo basal 1. Una fibra estriada conecta el cuerpo denso con el naci-
miento de la raicilla microtubular s. B-C: dos fibras estriadas en conexiéon con el cuerpo
denso y cada raicilla microtubular s; notar cada raicilla s acompafiada en toda su trayecto-
ria por una fibra no estriada. D: corte transversal a nivel de la raicilla microbular s, formada

por 5 microtibulos, con una disposicion (4:1). Escalas: A-B= 0,2 ym; C=2 uym; D= 0,1 pm.

Abreviaturas. Cc: cubierta celular, CD: cuerpo denso, FD: fibra distal, Fe: fibra estriada,
Fs1: fibra no estriada de s1, Fs2: fibra no estriada de s2, M: mitocondria, s1: raicilla micro-
tubular 1, s2: raicilla microtubular 2, 1: cuerpo basal axonémico.
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Figura 16. Aparato flagelar de Haematococcus pluvialis.
A-B: micrografias electronicas de secciones transversales al
cuerpo basal 1; notar que las raicillas s y d nacen por debajo
de la fibra distal. Escala: 0,2 ym.

Abreviaturas. d: raicilla microtubular de dos microttbulos,
FD: fibra distal, Fs: fibra no estriada, s: raicilla microtubular
de cinco microtubulos. 1: cuerpo basal axonémico.
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Figura 17. Conexién del aparato flagelar de Haematococcus pluvialis con lobulaciones di-
gitiformes de la mitocondria. A-C: micrografias electronicas. A: vista general del extremo
anterior de una célula. B-C: detalles de la unién del aparato flagelar con la mitocondria a
través de membranas (punta de flecha). Escalas: A= 0,5 ym; B-C= 0,2 ym.

Abreviaturas. AF: aparato flagelar, Cc: cubierta celular, F: flagelo, M: mitocondria.
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Figura 18. Perfiles mitocondriales y las cuatro raicillas microtubulares
en Haematococcus pluvialis. A-D: micrografias electronicas de sec-
ciones seriadas transversales por el extremo anterior de una célula.
Las flechas indican las raicillas microtubulares. Escalas: A= 0,2 ym;
B-D= 0,5 ym.

Abreviatura. M: mitocondria.
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Figura 19. Aparato flagelar de Haematococcus pluvialis. A-D: micrografias electronicas. A:
vista general del extremo anterior de una célula donde se observa la union de un cuerpo basal
no axonémico con el aparato flagelar y la mitocondria (punta de flecha). B: detalle de la unién
del cuerpo basal no axonémico con el aparato flagelar y dos lobulaciones de la mitocondria
(flechas). C: detalle de la unién de los dos cuerpos basales no axonémicos con el aparato flage-
lar (puntas de flecha). D: la flecha indica la unién de un cuerpo basal no axonémico con el apa-
rato flagelar, a través del cuerpo denso y la fibra estriada. Escalas: A= 0,2 ym; B-D=0,1 um.
Abreviaturas. CB: cuerpo basal no axonémico, CD: cuerpo denso, FD: fibra distal, Fe: fibra es-
triada, M: mitocondria, 1: cuerpo basal axonémico.
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Figura 20. Microtubulos citoesqueletales adyacentes al plasmalema
en Haematococcus pluvialis (puntas de flecha). Micrografia electro-
nica. Escala: 0,2 ym.

Abreviatura. M: mitocondria
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Figura 21. Representacion esquematica de la cubierta celular de la porcién apical de
una célula de Haematococcus pluvialis.

Abreviaturas. C: citoplasma, EE: estrato externo, El: estrato interno, PI: plasmalema, Ve:
vesicula.
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Figura 22. Estructura fina de la cubierta celular de Haematococcus pluvialis. A-E: micrografias elec-
tronicas de transmision. A: detalle del estrato externo; notar el contorno ondulado y de aspecto fibrilar.
B: porcion anterior de la célula donde se observa la cubierta celular formada por un estrato externo y
un estrato interno con vesiculas. C: detalle de B; notar el contenido electrénicamente translicido de
las vesiculas del estrato interno. D: detalle de las membranas de vesiculas contiguas muy proximas
entre si (flechas). E: evaginacion citoplasmatica tubular entre dos vesiculas. F: micrografia electréni-
ca de barrido de la cubierta celular; notar la superficie irregular constituida por pequefas crestas. Es-
calas: A=0,1 uym; B, F=1 ym; C-E= 0,2 um.

Abreviaturas. Ec: evaginacion citoplasmatica, EE: estrato externo, El: estrato interno, F: flagelo, Ve:
vesicula.
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Figura 23. Division celular en Haematococcus pluvialis. A-D: micrografias electronicas. A: vista ge-
neral de una célula de mayor tamafio y redondeada; notar el inicio del surco de clivaje desde el ex-
tremo apical de la célula (flecha). B: vista general de una célula en un estado mas avanzado de la
division celular, la flecha indica el progreso del surco de clivaje. C: vista general de dos células hijas
unidas por una pequeia porcion de citoplasma (punta de flecha). D: ambas células hijas totalmente
dividas, aun por dentro de la pared de la célula madre. Escalas: A-B= 2 ym; C-D= 5 pym.
Abreviaturas: Cc: cubierta celular de la célula madre, L: lomasomas, N: nucleo, Nu: nucléolo.
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Figura 24. Division celular y formacion de la cubierta celular en Haematococcus pluvialis. A-E: mi-
crografias electronicas. A: varios dictiosomas y reticulo endoplasmatico préximos al surco de clivaje
(flecha). B: detalle de A; material fibrilar entre las dos células hijas (punta de flecha). C-D: vesiculas
dispuestas en hilera (flechas), entre las dos celulas hijas. D: detalle de C. E: detalle de una célula fi-
nalizada la division nuclear. Escalas: A, E= 1 ym; B-C= 0,5 ym; D= 0,2 ym.

Abreviaturas. D: dictiosoma, N: nucleo, Re: reticulo endoplasmatico.
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Figura 25. Formacion de la cubierta celular en Haematococcus pluvialis. A-D: micrografias elec-
trénicas. A: vista general del nucleo rodeado por dictiosomas y vesiculas asociadas (flechas). B:
detalle de A; notar las vesiculas de transicion entre el reticulo endoplasmatico y la cara cis de los
dictiosomas (punta de flecha) y vesiculas de mayor tamafio en la cara trans (flechas). C: detalle
de las vesiculas electronicamente translucidas (puntas de flecha). D: fusion de las vesiculas. Es-
calas: A= 1 ym; B-D= 0,2 ym.

Abreviaturas. Cc: cubierta celular, D: dictiosoma, M: mitocondria, N: nucleo, Re: reticulo endo-
plasmatico, Ve: vesicula.
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Figura 26. Formacion de la cubierta celular en Haematococcus pluvialis. A-F: micrografias elec-
tronicas. A: detalle de una vesicula en intimo contacto con una vacuola contractil expandida
(flecha). B: vacuola contractil conteniendo en su interior vesiculas de variada densidad electréni-
ca. C-E: vacuolas contractiles contraidas y vesiculas electronicamente translicidas ocupando el
espacio periplasmatico. F: cubierta celular completamente formada por el estrato interno y el es-
trato externo. Escalas: Ay C=0,2 ym; B, D-F= 0,5 ym.

Abreviaturas. EE: estrato externo, El: estrato interno, F: flagelo, VC: vacuola contractil, Ve: vesi-
cula.
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Figura 27. Caracterizacion quimica de la cubierta celular de
Haematococcus pluvialis. A: ensayo Western Blot; se observa
la presencia de dos bandas: a 50 kDa, correspondiente a ex-
tensina y a 100 kDa, correspondiente a uniones cruzadas de
dimeros de extensina. B: espectro infrarrojo; notar las bandas
a 1650 y 1550 cm* correspondientes a grupos amidas | y Il.
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Figura 28. Cistos de Haematococcus pluvialis. A-B: micrografias Opticas; notar en A la colo-
racion rojiza debido a la presencia de astaxantina. C: micrografia electronica de barrido.
Escala: 5 um.
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Figura 29. Ultraestructura de los cistos de Haematococcus pluvialis. A-F: fotomicrografias
electronicas de transmision. A: vista general de un cisto de 4 semanas; notar el nicleo de
posicion central. B: detalle del nucleo en el que se observa un corpusculo paranuclear adya-
cente al nucléolo (punta de flecha). C: detalle de una porcién del cloroplasto parietal y del pi-
renoide. D: vista general de un cisto en un estadio mas avanzado. E: detalle de la pared for-
mada por tres componentes: capa trilaminar (flecha), pared secundaria y pared terciaria;
notar los estratos de la pared terciaria (puntas de flecha). F: detalle de la pared formada por
tres componentes; notar el aspecto homogéneo y compacto de la pared terciaria. Escalas:
A, D=5 pum; B=2 uym; C=0,5 ym; E-F= 0,2 um.

Abreviaturas. CI: cloroplasto, N: nucleo, Nu: nucléolo, P: pirenoide, PS: pared secundaria,
PT: pared terciaria.
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Figura 30. Formacién de cistos en Haematococcus pluvialis. A-E: fotomi-
crografias opticas. A: célula vegetativa. B-C: célula vegetativa donde se ob-
serva el cambio de forma, el aumento de tamanio y el inicio de la acumula-
ciéon de astaxantina en la porcion central. D: cisto inmaduro; notar la pared
del cisto (flecha) por dentro de la pared de la célula vegetativa (punta de
flecha) y la acumulaciéon de astaxantina en el centro de la célula. E: cisto
maduro; notar su coloracion rojiza y la ausencia de la pared de la célula ve-
getativa. La flecha indica la pared del cisto. Escala: 5 ym
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Figura 31. Formacion de la pared secundaria del cisto de Haematococcus pluvialis. A-F: mi-
crografias electrénicas. A-C: material electrénicamente denso de forma circular incorporan-
dose a la pared en formacién; notar la presencia de la pared primaria y la capa trilaminar. D:
las puntas de flecha muestran la incorporacién de material esponjoso a la pared. E-F: aspecto
homogéneo de la pared secundaria totalmente formada. Escalas: A= 0,5 um; B-F= 0,2 um.
Abreviaturas. CT: capa trilaminar, EP: espacio periplasmalesmal, PP: pared primaria, PS:
pared secundaria.
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Figura 32. Pared celular de Haematococcus pluvialis. A-D: fotomicrografias electrénicas
de barrido. A-C: detalle de la desintegracion gradual de la pared primaria dejando al des-
cubierto la capa trilaminar. D: capa trilaminar superficial. Escala: 1 ym.

Abreviaturas. CT: capa trilaminar, PP: pared primaria.
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Figura 33. Formacion de la pared terciaria del cisto en Haematococcus pluvialis. A-D: mi-
crografias electrénicas. A-B: material electronicamente denso organizado en hebras
(puntas de flecha) depositandose en distintos estratos PT1 y PT2. C: pared terciaria en
cistos de 4-6 semanas; notar los dos estratos de la pared. Las flechas indican el limite entre
ambos estratos. D: cisto de mas de 6 semanas; notar la pared terciaria con aspecto homo-
géneo y compacto. Las puntas de flecha indican una delgada capa electrénicamente trans-
lucida entre la pared secundaria y la pared terciaria. Escala: 0,5 ym.

Abreviaturas. CT: capa trilaminar, PP: pared primaria, PS: pared secundaria, PT: pared ter-
ciaria, PT1: estrato 1 de pared terciaria, PT2: estrato 2 de pared terciaria.
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Figura 34. Cisto de Haematococcus pluvialis rodeado por la pared remanente
de la célula vegetiva que le dio origen; notar la reaccion positiva de fosfatasas
acidas (flechas). A-B: micrografias electronicas. A: vista general de la célula.
B: detalle de una porcion del cisto. Escalas: A= 0,2 um; B= 1 pm.
Abreviatura. Cc: cubierta celular.
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Figura 35. Acumulacion de astaxantina en cultivos de Haematococcus pluvialis en
respuesta a distintas concentraciones de acetato de sodio (4 mM, 8 mM, 12 mM);
notar el cambio de coloraciéon del medio.
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Figura 36. Carotenogénesis en Haematococcus pluvialis. A-D: fotomicrografias electro-
nicas. A-B: estadios iniciales de la acumulacion citoplasmatica y perinuclear de as-
taxantina en células vegetativas. C: gldébulos de astaxantina ocupando todo el citoplas-
ma. D: parte de un cisto con globulos de astaxantina. Escala: 2 ym.

Abreviaturas. As: astaxantina, Cc: cubierta celular, N: nGcleo.
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Figura 37. Carotenogénesis en Haematococcus pluvialis. A-F: micrografias electronicas. A: inicio
de la acumulacioén de astaxantina; notar los glébulos de pigmento pequefios y préximos a la cario-
teca. B-D: reticulo endoplasmatico rugoso en estrecha asociacion con los glébulos de pigmento
en formacién. C-D: depésitos de astaxantina sin membrana circundante; las flechas indican la
fusion parcial de los glébulos de pigmento. E: acumulacion de astaxantina perinuclear en zo6spo-
ras aun no liberadas del esporangio. F: estadio avanzado en la acumulacion del pigmento, los glo6-
bulos presentan formas variadas (puntas de flecha). Escalas: A, E= 1 uym; B-Dy F= 0,2 ym.

Abreviaturas. As: astaxantina, N: nucleo, Nu: nucléolo, P: pirenoide, Re: reticulo endoplasmatico.
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Figura 38. Caracterizacion quimica de la pared del cisto de Haematococcus
pluvialis. A-D: material de pared acetorresistente. A-B: micrografias electroni-
cas de transmision. A: vista general de un cisto acetolizado. B: detalle de la
capa trilaminar resistente. C-D: micrografias épticas con contraste de fases.
C: cisto pequefio que mantuvo su forma. D: cisto de mayor tamafio con pared
colapsada. E-F: micrografias opticas. E: tratamiento con KOH 10%; notar que
la pared del cisto permanecié inalterada. F: tratamiento con 2- aminoetanol;
notar que la pared del cisto permanecio inalterada. Escalas: B= 0,2 um; Ay
C-F=5 pum.
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Figura 39. Tratamiento quimico de la pared del cisto de Haematococcus pluvialis. A-C: fotogra-
fias Opticas de fluorescencia de la pared de un cisto tefiido con Calcofluor White. A: pared sin tra-
tamiento enzimatico; notar el patrén de fluorescencia continuo. B: cisto tratado con celulasa;
notar la disminucién de la fluorecsencia en la capa trilaminar y en la pared secundaria, como asi
también la fluorescencia discontinua en la pared terciaria (flechas negras). C: cisto tratado con
beta-manosidasa; notar que la fluorescencia en la capa trilaminar permaneci6 constante, dismi-
nuyd en la pared secundaria y se observé discontinua en la pared terciaria (flechas negras).
Escala: 20 ym.

Abreviaturas. CT-PS: capa trilaminar-pared secundaria, PP: pared primaria, PS: pared secunda-
ria, PT: pared terciaria.
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Figura 40. Especto infrarrojo del material acetorresistente de los cistos en
Haematococcus pluvialis. Los numeros indican las bandas de absorcion
principales.



Figura 41. Germinacion de los cistos de Haematococcus pluvialis. A-D: micro-
grafias oOpticas. A: cisto con zooides en su interior. B: ruptura de la porcion
apical del cisto. C: liberacién de los zooides. D: cisto vacio de forma piriforme.

Escala: 5 ym.
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Figura 42. Germinacion de esporocistos de Haematococcus pluvialis. A-B: micrografias 6pticas.
A-B: esporocistos conteniendo 8 zodsporas; notar en B la coloracion rojiza y el debilitamiento
apical de la pared del esporocisto. C-E: micrografias electronicas de transmision. C: vista general
de un esporocisto. D: detalle de las zo6sporas con astaxantina perinuclear. E: detalle de una por-
cioén de una zoospora; notar los gldébulos de astaxantina de distinto tamario y la cubierta celular.
Escalas: A-C=5 ym; D=2 ym; E= 0,5 um.

Abreviaturas. As: astaxantina, Cc: cubierta celular, N: nucleo, P: pirenoide.
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Figura 43. Germinacién de gametocistos de Haematococcus pluvialis. A: micrografia optica
de un gametocisto conteniendo 32 isogametas. B-D: micrografias electrénicas. B: detalle de
una porcién de las gametas; notar la ausencia de cubierta celular y los flagelos cortados
transversalmente. C: detalle de una gameta dentro de un gametocisto, donde se observa el
nucleo de posicion central y gldbulos de astaxantina ocupando la mayor parte del citoplasma.
D: vista general de un gametocisto; notar la pared celular multiestratificada. Escalas: A= 5
pm; By C=1 um; D= 2 um.

Abreviaturas. As: astaxantina, F: flagelo, N: nucleo.
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Figura 44. Germinacion de aplanocistos de Haematococcus pluvialis. A-B: micrografias opticas de dos
aplanocistos liberando 4 y 8 aplanésporas respectivamente. C-E: micrografias electrénicas de transmi-
sion. C: vista general de un aplanocisto. D: detalle de una aplanéspora con un cloroplasto parietal y
nucleo de posicion lateral. E: detalle de la pared celular de una aplandspora formada por tres estratos:
externo y medio (puntas de flecha negras) e interno (punta de flecha blanca). F: aplanocisto vacio con
forma de copa. Escalas: A-Cy F=5 uym; D=1 ym; E= 0,2 pm.

Abreviaturas. Cl: cloroplasto, N: nucleo.
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Figura 45. Comportamiento de la pared del cisto durante la germinacién en Haemato-
coccus pluvialis. A-D: micrografias electrénicas de transmision. A: seccion longitudinal
de un esporocisto mostrando la ruptura de la capa trilaminar y la pared secundaria adya-
cente (puntas de flecha). B: detalle de una porcion de la pared del cisto; notar la aparien-
cia fibrosa de la pared terciaria. C: liberacion de los zooides por ruptura apical del tercer
componente de pared (punta de flecha). D: detalle del extremo apical de la pared del es-

porocisto; notar la apariencia fibrilar. Escalas: A= 1 ym; B= 0,5 ym; C=5 pm; D= 0,2 ym.

Abreviaturas. As: astaxantina, N: nacleo, PS: pared secundaria, PT: pared terciaria.
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Figura 46. Representacion esquematica del ciclo de vida de Haematococcus
pluvialis. A: reproduccion asexual. B: formacion de cistos. C: germinacion de
esporocistos. D: germinacién de gametocistos. E: germinacion de aplanocisto.
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Figura 47. Reproduccion asexual de Haematococcus pluvialis. Microgra-
fias Opticas. A: dos células hijas recientemente divididas. B: tres células
hijas rodeadas por la cubierta celular parental (punta de flecha), notar que
una de ellas aun no se ha dividido. C-D: cuatro células hijas, en C reciente-
mente divididas, la punta de flecha indica la cubierta celular parental.
Escala: 5 ym.
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DISCUSION

Células vegetativas

Ultraestructura general

Las células vegetativas del género Haematococcus fueron descriptas por primera vez
a nivel optico por Smith (1950). Posteriormente Bowen (1967) y Santos y Mesquita (1984)
realizaron los primeros estudios ultraestructurales. Si bien la ultraestructura de este género
presenta similitudes con la ultraestructura del resto de las especies pertenecientes al orden
Chlamydomonadales (Ringo 1967), existen diferencias dignas de notar. La cubierta celular
descripta en Haematococcus pluvialis constituye una caracteristica exclusiva del género,
excepcional para la clase Chlorophyceae en particular y para la division Chlorophyta en
general. Otra diferencia es el nUmero y posicién de las vacuolas contractiles, dado que H.
pluvialis presenta cuatro vacuolas contrictiles en una posicion aproximadamente
equidistante, mientras que las especies de Chlamydomonadales, como Chlamydomonas
ssp., Carteria ssp., Gloeomonas kupfferi se caracterizan por poseer dos vacuolas
contractiles en posicion apical (Grief y Shaw 1987, Santos y Mesquita 1984, Domozych
1989, Domozych y Nimmons 1992, Domozych y Dairman 1993, Nozaki et al. 1994).

En H. pluvialis el cloroplasto posee forma estrellada y presenta varios pirenoides
penetrados por tilacoides individuales, mientras que en la mayoria de las especies del orden
Chlamydomonadales poseen un cloroplasto parietal con forma de copa y un pirenoide (Ringo
1967, van den Hoek et al. 1995). Ademés el prominente estigma en H. pluvialis esta
compuesto por una Unica hilera de glébulos lipidicos, como en Chlamydomonas eugametos
(Walne y Arnott 1967), mientras que en el resto de las especies del género Chlamydomonas
los estigmas estan formados por dos o mas hileras de glébulos lipidicos (Ringo 1967, Dodge

1975, Kreimer 1994).
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Hasta el momento, en ninguno de los estudios ultraestructurales previos realizados
en el género, se habia mencionado la presencia de lomasomas en las células vegetativas
(Bowen 1967, Santos y Mesquita 1984). En este estudio en Haematococcus pluvialis los
lomasomas se observaron principalmente en células recientemente divididas, ain dentro de
la pared celular madre y en células en activo crecimiento por el contrario, estuvieron
ausentes en los cistos. Estructuras membranosas similares fueron indicadas en Dunaliella
bioculata (Marano-Le Baron 1972), Asteromonas gacilis (Swanson y Floyd 1979), en el alga
verde filamentosa Stigeoclonium tenue (Ag.) Kitz (Michetti 2003, tesis doctoral) y en las
células anteridiales estériles y gametas masculinas de la Charophyta Chara contraria
(Vouilloud 2008, tesis doctoral). Estas estructuras membranosas se originarian a partir de los
cuerpos electrénicamente densos presentes en el interior de las vacuolas. Son consideradas
sitios de reciclado de membranas para su posterior utilizacion en diversas funciones

celulares (Robinson 1985).

Configuracién absoluta del aparato flagelar

El aparato flagelar de H. pluvialis present6 caracteristicas comunes a las encontradas
en especies del orden Chlamydomonadales y en numerosos miembros de la clase
Chlorophyceae, dado que se observo simetria rotacional de 180°, con una orientacion de sus
componentes en el sentido de las agujas del reloj en vista apical, con la consecuente
disposiciéon 1/7 de los cuerpos basales y raicillas microtubulares cruciformes. Sin embargo, el
aparato flagelar de la especie en estudio también presenté diferencias dignas de notar. Los 5
microtdbulos en la raicilla microtubular “s” hallados en H. pluvialis difirieron de los 4
presentes en otros géneros del orden Chlamydomonadales, como por ejemplo
Chlamydomonas spp. y Dunaliella spp. (Ringo 1967, Gould 1975, Salisbury et al. 1988,

Leonardi y Caceres 1994).
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Otra diferencia observada en el aparato flagelar de H. pluvialis fue que la fibra que
corre a lo largo y por debajo de las raicillas microtubulares se observé no estriada y
electronicamente densa, mientras que en los demas representantes del orden esta fibra es
estriada y recibe el nombre de componente estriado asociado a raicillas microtubulares o
“SMAC” (Holmes y Dutcher 1989, Leonardi y Caceres 1994).

La presencia de un cuerpo denso ocluyendo el extremo proximal de cada cuerpo
basal axonémico y de una fibra estriada conectando este cuerpo con el nacimiento de la
raicilla microtubular “s” en H. pluvialis, se describen por primera vez para el orden
Chlamydomonadales. Estas dos caracteristicas pueden considerarse tipicas del género
Haematococcus. Solo en el extremo proximal de los cuerpos basales de Dunaliella salina se
presenta un cuerpo terminal cilindrico electronicamente denso (Leonardi y Caceres 1994), el
cual posee distinta forma y menor tamafio que el descripto para H. pluvialis.

Los cuerpos basales no axonémicos observados en H. pluvialis aparecen también en
los aparatos flagelares de las Chlamydomonadales, Tetrasporales y Chlorococcales (Gould
1975, Marano et al. 1985, Watanabe y Floyd 1989, Leonardi y Caceres 1994, Leonardi et al.
2000). En Chlamydomonas estos cuerpos basales no axonémicos fueron denominados
cuerpos probasales interfasicos por Gould (1975) y cuerpos basales en dormiciéon por
Andersen et al. (1991). Los mismos tienen la capacidad de originar nuevos flagelos en
células en division (Holmes y Dutcher 1989, Lokhorst et al. 1989, Seegar y Gerritsen 1989,
Kouwets y van der Schaaf 1993).

Las fibras proximales, las fibras proximales medias no estriadas y los rizoplastos
caracteristicos de Chlamydomonas reinhardii (Ringo 1967) y Dunaliella salina (Leonardi y
Céceres 1994) estuvieron ausentes en H. pluvialis.

La parte basal del aparato flagelar estuvo asociada, por medio de membranas, con
lobulaciones digitiformes de una gran mitocondria, localizada en el extremo anterior de la
célula. Esta asociacion también fue descripta en Asterococcus superbus, sin embargo en

esta ultima especie la unién ocurre a través de un rizoplasto (Leonardi et al. 2000).

103



Ultraestructura de la cubierta celular

Las caracteristicas de la cubierta celular de las células vegetativas en
Haematococcus pluvialis son exclusivas del género. La delicada estructura del estrato
interno dificulta enormemente su fijacion, lo que ha ocasionado en muchos casos
interpretaciones erréneas o incompletas de su estructura. Smith (1950), por medio de
observaciones con microscopio 6ptico, la describi6 como una delicada pared celular
conectada con el protoplasto por finas y numerosas conexiones citoplasmaticas. Ademas
indico la presencia de una sustancia gelatinosa acuosa entre la pared y el protoplasto. Luego
Bowen (1967) indicé que la cubierta celular de H. pluvialis estaba formada por “una
estructura semejante a una membrana compuesta por dos estratos electronicamente
densos” y que el espacio entre ésta y el plasmalema estaba ocupado por una matriz
gelatinosa que no fue considerada por este autor como parte integral de la cubierta.
Posteriormente Santos y Mesquita (1984) consideraron que la cubierta celular de H. lacustris
estaba formada por una fina pared separada del plasmalema por un gran espacio
atravesado por hebras citoplasméticas. Mas tarde Hagen et al. (2002) indicaron que la
cubierta celular en H. pluvialis estaba formada por dos estratos fibrilares - el interno y el
externo - y una capa transparente media de espesor variable. En este estudio se describié
detalladamente la ultraestructura de la cubierta celular, obteniendo informacién que permite
de esta manera, dar una nueva interpretacion de la misma. El estrato externo presentd un
aspecto fibrilar, como también habia sido indicado por Hagen et al (2002) para una cepa
alemana; sin embargo, difirié de la estructura membranosa descripta por Bowen (1967) para
una cepa norteamericana. Ademas, a diferencia de lo indicado por Bowen (1967) y Hagen et
al. (2002), en la cepa argentina el estrato interno estuvo formado por grandes vesiculas
aproximadamente rectangulares en seccién. No se hallaron inclusiones vesiculares e
inclusiones con una apariencia similar a la de las mitocondrias, como las descriptas por

Bowen (1967). Las inclusiones membranosas descriptas por Bowen muy probablemente
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correspondan a artefactos originados durante la fijacién, provenientes de la ruptura y
autosellado de vesiculas similares a las observadas en la cepa argentina. Bowen (1967)
también indicé la presencia de grandes elementos tubulares citoplasmaticos dentro de la
matriz gelatinosa, de la misma manera que se describieron evaginaciones citoplasmaticas
tubulares en Haematococcus pluvialis en este estudio.

El relieve en forma de pequefias crestas de la superficie externa de la cubierta celular
de H. pluvialis observado con el microscopio electrénico de barrido, presentd gran similitud
con la morfologia observada en réplicas de criofractura obtenidas por Hagen et al. (2002) del

estrato externo de pared.

Formacién y caracterizacion quimica de la cubierta celular

El sistema de endomembranas involucrado en la formacién de la cubierta celular en
las células vegetativas de H. pluvialis se observé bien desarrollado y complejo. Estuvo
representado por vesiculas y vacuolas contractiles, las que también formaron parte de un
sistema de endomembranas complejo en Gloeomonas kupfferi (Domozych 1981la, b;
Domozych 1989) y Chlamydomonas reinhardii (Grief y Shaw 1987). El reticulo
endoplasmético estuvo directamente asociado con la cara cis del dictiosoma adyacente. Esta
asociacion también fue observada en Chlamydomonas reinhardii (Grief y Shaw 1987),
Scherffelia dubia (McFadden y Melkonian 1986) y Gloeomonas kupfferi (Domozych 1989).

En este estudio, durante la formacioén del estrato interno de la cubierta celular se
observo: a) una fluida migracion de vesiculas de transicion desde el reticulo endoplasmético
hacia la cara cis de los dictiosomas y b) vesiculas, presumiblemente con precursores de la
cubierta celular, provenientes de la cara trans de los dictiosomas, fusionandose con las
vacuolas contractiles. Estos ultimos organulos constituyeron el tltimo depdsito intracelular de
los precursores de la cubierta, antes de ser liberados a la superficie de la célula. Este

proceso fue similar al descripto en la formacion de la pared celular en Chlamydomonas
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reinhardii (Grief y Shaw 1987), y del estrato interno de pared en Gloemonas kupfferi
(Domozych y Nimmons 1992, Domozych y Dairman 1993). Si bien a nivel ultraestructural las
paredes celulares de C. reinhardii y G. kupfferi difieren considerablemente de la cubierta
celular de Haematococcus pluvialis, en los tres géneros las glicoproteinas forman parte de la
misma (Goodenough y Heuser 1985, Goodenough et al. 1986, Woessher y Goodenough
1989, Adair y Snell 1990, Domozych y Dairman 1993, Hagen et al. 2002). En
Chlamydomonas reinhardii y Gloemonas kupfferi se ha podido demostrar que el reticulo
endoplasmatico, los dictiosomas y las vacuolas contractiles estan involucrados en la sintesis
de la pared celular (Grief y Shaw 1987, Domozych 1989, Domozych y Nimmons 1992,
Domozych y Dairman 1993). Ademas, en ambos géneros se corrobor6 a nivel
ultraestructural y mediante el uso de anticuerpos la participacion del reticulo endoplasmatico
y los dictiosomas en la sintesis de las glicoproteinas de pared (Roberts et al. 1982, Grief y
Shaw 1987, Domozych y Nimmons 1992, Domozych y Dairman 1993). La presencia de
glicoproteinas en la cubierta celular de las células vegetativas de H. pluvialis y una dinamica
de endomembranas similar a la descripta en C. reinhardii y G. kupfferi, permiten inferir la
misma via de sintesis para esta cubierta celular. Las glicoproteinas se presentan en H.
pluvialis en la forma de extensinas no sulfadas, al igual que en las paredes celulares de
Chlamydomonas y Volvox (Miller et al. 1974, Goodenough et al. 1986, Cannon et al. 2008).
Las extensinas son una familia de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (GPRHSs)
encontradas en una gran variedad de algas y en las paredes celulares de las plantas
superiores (Miller et al. 1974, Showalter 1993). Se le atribuyen numerosas funciones
estructurales, tales como traccién y defensa formando “redes interconectadas” en la pared
(Brady et al. 1998, Held et al. 2004, Cannon et al. 2008). Dado que la cubierta celular de
Haematococcus pluvialis carece de celulosa, es posible que las extensinas provean la fuerza
mecanica para estabilizar los cambios osméticos desde el medio externo y la presion de

turgencia desde el citoplasma.
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La fraccion de polisacaridos neutros que acompafia a las glicoproteinas en la cubierta
celular de H. pluvialis presenta similitudes con lo observado en la pared celular de las células
vegetativas de Chlamydomonas gymnogama, donde la arabinosa y galactosa fueron los
azucares principales (Miller et al. 1974).

La presencia de arabinosa, como uno de los azlicares mayoritarios en H. pluvialis,
probablemente origine el tipo O-glicosilacion de las extensinas, como fue propuesto para
Chlamydomonas gymnogama (Miller et al. 1974).

Si bien la cubierta celular de H. pluvialis, como fue indicado anteriormente, es
ultraestructuralmente muy diferente de la pared de las células vegetativas de
Chlamydomonas, en ambos casos se componen de glicoproteinas, carecen de celulosa y
comparten patrones de polisacaridos muy similares (Rubinstein et al. 1995, Sumper y

Hallmann 1998, Cannot 2008).

Cistos

Ultraestructura general y formacion

El proceso de formacion de cistos en algunas especies de microalgas involucra
numerosos cambios estructurales y biosintéticos en las células vegetativas y conduce a la
formacién de un nuevo tipo celular (Brown et al. 1976). Durante la formacién de los cistos
en Haematococcus pluvialis se produjo un cambio de forma y un aumento de tamafio de
las células, como asi también, el desarrollo de una pared celular resistente
multiestratificada, la pérdida de los flagelos, el estigma y las vacuolas contractiles. Un
comportamiento similar fue descripto en Haematococcus lacustris por Santos y Mesquita
(1984). En la Tabla 6 se detallan los cambios morfolégicos y ultraestructurales que

sufrieron las células vegetativas durante su transformacion en cistos.
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El cambio de forma celular, la formacién de una nueva pared resistente y la
pérdida de organelas también fueron observados durante el desarrollo de cistos en otras
especies de microalgas flageladas como por ejemplo Chlamydomonas monoica,
Dunaliella salina, Polytomella agilis y Woloszynskia tylota (Brown et al. 1976, Bibby y
Dodge 1972, Leonardi y Caceres 1997, VanWinkle-Swift y Rickoll 1997).

Con respecto a la ultraestructura de la pared de los cistos, Hagen et al. (2002)
estudiaron los cambios en la pared de H. pluvialis durante la formacion de los cistos en
una cepa alemana. En la Tabla 7 se comparan las caracteristicas observadas en las
cepas argentina y alemana. Si bien la mayoria de los componentes de pared coinciden en
ambas cepas, el tercer estrato de pared descripto en las poblaciones argentinas no fue
observado en la cepa alemana, aun cuando los estudios abarcaron un periodo de tiempo
similar en ambos casos. Una posible razén de ello, podria deberse a un retraso en la
formacion del tercer estrato de pared en las cepas estudiadas por Hagen et al. (2002), y
por consiguiente la observacién de cistos no totalmente maduros a las 4-6 semanas de
desarrollo. Otra diferencia observada, que apoyaria la idea de un desarrollo mas rapido
en las cepas argentinas, es la ausencia de la pared primaria en cistos de 3-4 semanas y
Su presencia en los cistos de la misma edad en la cepa alemana (Hagen et al. 2002).

En los cistos maduros de Polytomella agilis estudiados con la técnica de
criofractura, Brown et al. (1976) también observaron una pared interna adicional, con una
estructura similar a la de las paredes secundaria y terciaria de H. pluvialis.

La superficie ondulada de la capa trilaminar de los cistos de H. pluvialis, observada
en imagenes de microscopia electronica de barrido, recuerda a la pared de exina en los
granos de polen de algunas Crassulaceae y Ulmaceae, descripta como ornamentacion
rugulada por Iversen y Troels-Smith (1950) y Hoen (2000), y a la ornamentacion de la
pared del mesdsporo de cigosporas de Spirogyra salmonispora (Ferrer y Caceres 1995).

La cubierta celular de las células vegetativas de Haematococcus pluvialis que

continuaba rodeando a los cistos presentd reaccion positiva a la actividad de las
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fosfatasas acidas no especificas. Cabe destacar que hasta el momento, este producto de
reaccion nunca se observo en la cubierta celular de las células flageladas en la especie
en estudio.

Numerosos autores han demostrado que las fosfatasas acidas pueden estar
asociadas a estructuras de la superficie celular, a la propia pared celular, al espacio
periplasmatico y al plasmalema (Kuenzler 1965, Patni et al. 1974, Braten 1975, Térnqvist
1989, Lubian et al. 1992). Ha sido extensamente demostrado el papel regulador del
ortofosfato en la induccién de la sintesis de las fosfatasas acidas en algas, bacterias,
hongos y plantas superiores (Price 1962, Knutsen 1968, Moraes 1991, Lubian et al. 1992,
Duff et al. 1994, Ferreira et al. 2000), donde la induccién de la actividad de estas enzimas
es una respuesta adaptativa a la privacion de fosforo. Teniendo en cuenta que la
formacion de cistos en H. pluvialis ocurri6 en medios de cultivo empobrecidos en
nutrientes, la deprivacion de fosfato en el medio, podria haber sido el disparador de la
activacion de las fosfatasas acidas presentes en la cubierta celular remanente. Estos
resultados, si bien son preliminares, pueden dar un indicio de que la actividad de estas
enzimas esta regulada por factores externos o que la ausencia del producto de la
reaccion probablemente solo estaria reflejando el estado metabdlico del organismo
(Cooper et al. 1974). En forma similar, en Chlamydomonas reinhardi la deprivacién de
fosfato en el medio indujo la detencién de la divisién celular, un aumento en el tamafio
celular y un incremento en la activacion de las fosfatasas acidas, observandose en este
caso el producto de la reaccién en su pared celular (Lien y Knutsen 1973, Matagne et al.
1976).

La localizaciébn de las fosfatasas &cidas también fue demostrada en otras
Chlorophyceae unicelulares como Asteromonas gracilis y Chlorella pyrenoidosa (Knusten

1968, Swanson y Floyd 1979).
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Carotenogénesis

La adicidn de acetato de sodio al medio de cultivo bajo las condiciones ensayadas
en H. pluvialis indujo la sintesis de astaxantina. Como previamente fue indicado por
Droop (1954), Borowitzka et al. (1991), Cifuentes et al. (2003), Dominguez-Bocanega et
al. (2004) y Orosa et al. (2005), el acetato es una fuente importante de carbono, que
activa la carotenogénesis.

Los cambios ultraestructurales que ocurren en las células durante la sintesis de
astaxantina han sido motivo de numerosos estudios en distintas especies de
Haematococcus, con gran controversia con respecto al sitio de acumulacion del pigmento
y a los organelos que intervienen en el proceso (Wygasch 1963, 1965; Bowen 1965, Lang
1968, Sprey 1970, Santos y Mesquita 1984). Los tres estudios mas detallados en este
tema y con resultados discordantes fueron llevados a cabo por: 1) Lang (1968) quien
indicd que el pigmento era acumulado en el citoplasma en H. lacustris, 2) Sprey (1970)
quien sugiri6 que los carotenoides secundarios aparecian inicialmente como
plastoglébulos en los cloroplastos, los que luego evolucionaban en cromoplastos a través
de un proceso similar al descripto en flores y frutos de las plantas superiores (Mesquita et
al. 1980 b) y 3) Santos y Mesquita (1984) quienes confirmaron la acumulacion
extraplastidial de astaxantina en Haematococcus lacustris. Esta Ultima forma de
localizacion fue la observada en H. pluvialis en este estudio.

Con respecto al sitio de sintesis de astaxantina, Lang (1968) indic6 que el
pigmento se formaba en el citoplasma y descarté la intervencion del reticulo
endoplasmatico y los dictiosomas en la sintesis, a pesar de su proximidad con los
glébulos en formacion. Posteriormente Santos y Mesquita (1984), debido a una
sistematica asociacion de los glébulos de astaxantina con perfiles del reticulo

endoplasmético, sugirieron la intervencion de este organulo en su sintesis; sin embargo,

110



destacaron que nunca observaron pigmentos en el lumen de las cisternas del reticulo
endoplasmatico.

Las observaciones realizadas en H. pluvialis en este estudio durante la
carotenogénesis coinciden con las descripciones efectuadas por Santos y Mesquita
(1984) en H. lacustris. La ausencia de astaxantina en el lumen del reticulo
endoplasmatico y la estrecha relacion del pigmento con este organulo permiten inferir el
origen de la astaxantina similar al descripto para los cuerpos lipidicos en semillas de
plantas superiores (Robinson 1984, Staehelin 1997), en donde estos cuerpos se originan
por acumulacion de triglicéridos en el interior de la bicapa lipidica de la membrana del
reticulo endoplasmatico (Wanner y Theimer 1978), quedando rodeados por una
hemimembrana. La presencia de una hemimembrana alrededor de los corpusculos de
astaxantina podria explicar su fusion parcial, observada tanto en H. pluvialis en este
estudio como en H. lacustris por Santos y Mesquita (1984).

La acumulacion de astaxantina en este género no estuvo exclusivamente asociada
a las células inmoviles esféricas. Las zoOsporas y gametas de H. pluvialis recién
formadas, aun cuando estaban dentro de los esporocistos y gametocistos
respectivamente, también exhibieron una coloracion rojiza debido a la presencia de
astaxantina. Los zooides liberados también mantuvieron la coloracion rojiza como
resultado de la presencia de astaxantina. De acuerdo a Lang (1968) la acumulacion del
pigmento en estas células flageladas dependeria de la cantidad de astaxantina que
estaba presente en la célula madre que les dio origen. Lee y Ding (1992), Ginewald y
Hagen (2000), Hagen et al. (2001) y Wang et al. (2003) también observaron células
flageladas con acumulacion de astaxantina.

La acumulacion de carotenoides secundarios como astaxantina, también ha sido
indicada en otras algas verdes como Scenedesmus komarekii (Hanagata y Dubinsky
1999), Chlorella zofingiensis (Bar et al. 1995), Chlorococcum sp. (Zhang et al. 1997, Liu y

Lee 1999, Gelin et al. 1996). Del mismo modo en el caso de Chlamydomonas nivalis en
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respuesta a condiciones adversas 0 a ecosistemas naturales extremos (Bidigare et al.
1993, Remias et al. 2005).

En la Tabla 8 se compararan los patrones de acumulacién de astaxantina en las
especies mencionadas en la literatura con lo observado en este estudio. Del cuadro
comparativo, surge que el patron de acumulacion de los glébulos de astaxantina en la
especie en estudio presentod algunas diferencias con el observado en otras algas verdes.
Mientras que en H. pluvialis la acumulacién del pigmento comenz6 alrededor del nicleo y
se extendié hacia la periferia celular, en Scenedesmus komarekii y en Chlamydomonas
nivalis la sintesis comenz6 en la periferia celular y se expandié hacia el nucleo,
empujando al cloroplasto hacia el interior de la célula (Hanagata y Dubinsky 1999,
Remias et al. 2005). En todos los casos mencionados, la acumulacién de astaxantina se
relacion6 con cambios en la forma celular, que varié de elipsoidal a esférica, con un

incremento en el diametro celular (Liu y Lee 1999) y con la pérdida de movilidad.

Caracterizacion quimica de la pared celular

De la misma manera que en H. pluvialis, en Scenedesmus komarekii,
Chlorococcum sp., Chlamydomonas nivalis y Chlorella zofingiensis la pared de estas
células de resistencia presenté una capa externa formada por algaenano, un biopolimero
altamente resistente semejante a la esporopolenina (Tabla 8). El perfil de absorbancia FT-
IR de los productos acetorresistentes de los cistos de H. pluvialis fue semejante al
espectro de los algaenanos aislados en otras algas Chloroccocales tales como Chlorella
fusca, Chlorella spp. y Scendesmus spp. (Atkinson et al. 1972, Allard y Templier 2000) y a
los espectros de esporopolenina de granos de polen de diferentes plantas (Puel et al.
1987, Dominguez et al. 1999).

El perfil de absorbancia FT-IR de los cistos acetolizados de la cepa argentina de

H. pluvialis fue similar al observado en el material acetorresistente de una cepa
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dinamarquesa de H. pluvialis estudiada por Montsant et al. (2001). No obstante algunas

diferencias dignas de notar observadas en este estudio fueron las siguientes:

1) El contenido de grupos hidroxilos fue relativamente menos importante que el de la
estructura hidrocarbonada alifatica o los grupos éter y éster.

2) La regién de absorcién correspondiente al grupo carbonilo no fue compleja, sino que
mostré una banda fuerte y bien resuelta en 1740 cm™.

3) La regién entre 1200 y 1000 cm™ mostré tres bandas en lugar de las dos observadas
en el espectro infrarrojo informado por Montsant et al. (2001).

En la cepa argentina de H. pluvialis se observdé por un lado, bajo nivel de
instauracion debido a la ocurrencia de un pico de absorcién alrededor de 1500 y 900 cm™,
y ademas un fuerte caracter alifatico confirmado por la presencia de bandas agudas e
intensas alrededor de 2900 cm™ y la correspondiente a un nimero de metilenos igual o
mayor que cuatro, cercana a 720 cm™, que evidencié cadenas polimetilénicas. El material
acetorresistente también mostré un alto contenido de oxigeno debido a la esterificacién de
los grupos hidroxilos, debido a una acetilacién parcial durante la acetdlisis (-O-CO-OCHj;
es decir bandas a 1740, 1460 y 1370 cm™ respectivamente).

Fueron localizadas cadenas polimetilénicas principalmente en las bandas
electronicamente opacas de la capa trilaminar y estuvieron entrecruzadas con
polisacaridos fibrilares como celulosa (Rodriguez et al. 1999). La banda electrénicamente
translicida de la capa trilaminar estuvo compuesta principalmente de polisacaridos. No
obstante estos componentes no fueron totalmente eliminados después de la acetdlisis,
dado que el algaenano mantuvo una envoltura hidrofébica a las fibrillas. En el espectro
infrarrojo, dentro de la regién correspondiente a la huella dactilar de los polisacaridos
(1160-970), pudieron observarse dos bandas localizadas en 1140 y 1050 cm™,
respectivamente. Por el contrario, en concordancia con los estudios de algaenanos
realizados por Rodriguez y Cerezo (1996) y Rodriguez et al. (1999), nuestros resultados

histoquimicos no mostraron bandas infrarrojas significativas correspondientes a restos
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fendlicos. La reaccion negativa con floroglucinol, descartaria la presencia de lignina en la

pared de los cistos de H. pluvialis.

La resistencia de la pared de los cistos en H. pluvialis a la acetdlisis, al KOH y a 2-
aminoetanol y su degradacién en presencia de acido crémico, evidenciaron la presencia
de algaenanos en la misma. La insolubilidad en 2-aminoetanol también fue observada en
las paredes de Phycopeltis (Good y Chapman 1978), en zigésporas de Chlamydomonas
monoica (Van Winkle-Swift y Rickoll 1997) y en otras algas (Berkaloff et al. 1983).
Esporas de briéfitos y pteridofitos exhibieron el mismo comportamiento (Southworth
1974), que contrasta sin embargo, con el comportamiento variado que presentaron los
granos de polen.

Observaciones con microscopia electrénica de transmisién del material de pared-
acetorresistente reveld su naturaleza trilaminar. Esta capa trilaminar fue muy similar a la
observada en otras microalgas pertenecientes a la clase Chlorophyceae como es el caso
de Chlamydomonas monoica, Botryococcus braunii y diversas especies Chlorella y
Scendesmus (Templier et al. 1992, Van WinkleSwift y Rickoll 1997, Allard y Templier
2000, Allard et al. 2002). La presencia de una estructura trilaminar en la pared externa es
una caracteristica comun de los organismos productores de algaenanos. Sin embargo,
existen excepciones a esta regla, ya que en unos pocos casos, la presencia de material
de pared altamente resistente no esta asociada con una estructura trilaminar, como
ocurre por ejemplo en la pared de los cistos de Pyramimonas pseudoparkeae (Aken y
Pienaar 1985), de las esporas de Spirogyra (De Vries et al. 1983) y de las cigésporas
maduras de Coleochaete (Delwiche et al.1989).

Con respecto al origen de los algaenanos, Burczyk (1987) indicé que los ceto-
carotenos serian los posibles precursores en la mayoria de las Chlorophyceae. Sin
embargo, otras observaciones indicarian que la sintesis de biopolimeros resistentes de la

pared celular no requeriria la activacion de la produccion masiva de carotenos
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secundarios, como fue demostrado por Puel et al. (1987) en el alga parasita Prototheca
wickerhamii, perteneciente al orden Chlorococcales.

Los algaenanos fueron aislados de las paredes celulares de una gran variedad de
algas de agua dulce como asi también algunas especies marinas de distintos grupos
taxondmicos (Tabla 9). Estudios recientes de la fisiologia, funcién vy distribucion
filogenética de algaenanos realizados por Kodner et al. (2009) determinaron que este
biopolimero, fue hallado preferentemente en algas verdes y dentro de ellas, limitado a un
grupo restringido filogenéticamente dominado por especies de agua dulce.

Segun Gelin y colaboradores (1999) solo dos especies marinas de la clase
Chlorophyceae presentaron algaenanos (Tabla 9). Con respecto a la clase Dinophyceae,
presentaron algaenanos dos representantes marinos (Tabla 9), pero en estos casos en
células vegetativas. Distintas especies de Nannochloropsis (Clase Eustigmatophyceae),
también presentaron algaenanos en su pared celular (Santos y Leedale 1995, Karlson et
al. 1996, Gelin et al. 1999).

La pared celular de los cistos de H. pluvialis es una estructura compleja en la cual
diferentes macromoléculas coexisten. La pérdida de la fluorescencia detectada en la capa
trilaminar de los cistos tratados con celulasa revel6 la presencia de celulosa en la misma.
También se detectd celulosa en la capa trilaminar de Coelastrum sphaericum, la cual
consistid principalmente de algaenano y celulosa (Rodriguez et al. 1999). La fluorescencia
detectada cuando se tratd a los cistos con manosidasa y celulasa revel6 la presencia de
manosa Yy celulosa en las paredes secundaria y terciaria. La misma composicion se
observo en la pared celular de Chlorella fusca var. vauolata (Takeda 1991) y en la pared
celular de Coelastrum sphaericum por medio del andlisis espectroscopico y metilacion de
las fracciones solubilizadas-LiCI-DMSO (Rodriguez et al. 1999). Observaciones con TEM
de cistos de H. pluvialis indicaron que la pared de los mismos estd compuesta de un

componente fibrilar celulésico inmerso en una matriz amorfa de manosa. Las fibrillas de
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celulosa se observaron con una disposicion homogénea en la pared secundaria y con un
arreglo heterogéneo en la terciaria.

La identificacion de manosa y glucosa como monosacaridos mayoritarios en los
productos hidrolizados obtenidos a través de extracciones alcalinas fuertes (KOH vy
NaOH) y el posterior anélisis estructural por espectroscopia de **C-RMN permitieron
confirmar la presencia de manano y celulosa como los polisacaridos de la matriz fibrilar en
la pared de los cistos de la cepa argentina de H. pluvialis. Del mismo modo, Hagen et al.
(2002) detectaron manano como el principal componente de la pared secundaria de los
cistos maduros, en una cepa alemana de H. pluvialis.

En este estudio se detectaron ademas cantidades traza de galactosa,
principalmente en la primera fraccion de la extracciébn con KOH. Probablemente dicho
monosacarido residual, derive de polisacaridos de la matriz amorfa que quedaron
adheridos al material fibrilar de la pared y que no fue incluido en nuestro analisis. Al no
realizar pasos previos de extraccion en agua caliente o con agentes caotropicos o
guelantes no se detectaron monosacaridos que se asocien a la matriz amorfa tales como
ramnosa, fucosa y galactosa como fueron informados para Chlorella ellipsoidea,
Coelastrum sphaericum y otras especies relacionadas (Loos y Meindl 1982, Takeda 1991,

Burczyk et al. 1995, Rodriguez et al. 1999).

Germinacion

Durante el proceso de geminacion, los esporocistos y gametocistos de H. pluvialis
cambiaron de forma, adquiriendo una apariencia piriforme, al igual que los cistos del
dinoflagelado Alexandrium ostenfeldii (Ostergaard Jensen y Moestrup 1997). Asimismo,
en este dinoflagelado el comportamiento de la capa interna de la pared es similar al

observado en la pared terciaria de los cistos de H. pluvialis. La pared de los aplanocistos
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de H. pluvialis presentdé un comportamiento similar, sin embargo, al romperse adquirieron
forma de copa.

Resulta novedoso para las algas verdes el particular comportamiento de la pared
de los cistos de H. pluvialis durante la germinacion y liberacién de los zooides. La capa
trilaminar y la pared secundaria se comportaron como si fueran una Unica estructura y se
rompieron como consecuencia del incremento en tamafio del cisto, determinado por la
formacion de los zooides. Por el contrario, la pared terciaria mas flexible, se adelgazé y
acompanfo la expansion del cisto durante todo el proceso de germinacion. Al momento de
la liberacién de los zooides la pared terciaria se adelgazé aun mas y se rompi6é en la
porcion apical del cisto. Si bien la apariencia de las paredes secundaria y terciaria fue
similar en los cistos maduros, el arreglo de sus componentes durante el proceso de
formacion de las mismas fue diferente. Esto podria explicar el diferente comportamiento
de estas paredes (secundaria y terciaria) durante el proceso de germinacion. Los zooides
liberados mantuvieron la coloracién rojiza como resultado de la presencia de astaxantina.

El mecanismo de ruptura de la pared de los cistos en Haematococcus pluvialis,
seguido por la liberaciéon de los zooides, podria ser comparado con la dehiscencia y
descarga de las ascOsporas en los ascos bitunicados de Loculoascomycetes
(Ascomycota). En estos organismos como en la especie en estudio, la pared externa se
rompe y la pared interna, o parte de ella, primero se alarga y luego se rompe, seguida de
la descarga de las ascOsporas a través de un poro apical (Eriksson 1981, Sherwood
1981). Similarmente, ambas paredes de los ascos estan compuestas de microfibrillas
embebidas en una matriz amorfa y sélo difieren unas de otras en el arreglo de las

microfibrillas (Reynolds 1971).
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Ciclo de vida

Bajo condiciones favorables de cultivo, las células vegetativas biflageladas de
Haematococcus pluvialis se dividieron normalmente por fisién longitudinal. EI mismo
mecanismo de reproduccion asexual, aunque con particulares variaciones en cada
especie, ha sido descrito en otros organismos de organizacion monadoide de vida libre
como Chlamydomonas reinhardtii (Johnson y Porter 1968, Ettl 1979), Carteria crucifera
(Bold y Wynne 1985) y Dunaliella salina (Leonardi y Caceres 1997). Una diferencia
observada en H. pluvialis con respeto a Chlamydomonas reinhardtii es que en esta Ultima
las células pierden movilidad antes de dividirse (Johnson y Porter 1968), fenébmeno que
no ocurre en H. pluvialis ya que durante la division celular se mantiene, aunque reducido,
el movimiento celular. Este comportamiento se asemejaria mas al mencionado en D.
salina donde las células vegetativas mantienen su movilidad durante la division celular
(Leonardi y Céaceres 1997).

Cuando las condiciones de cultivo fueron desfavorables, las células vegetativas de
H. pluvialis se redondearon, perdieron los flagelos, aumentaron de tamafo, sintetizaron
una gruesa pared y formaron cistos. Cuando las condiciones favorables de cultivo se
reestablecieron los cistos germinaron formando esporas, gametas o aplandsporas.

En este estudio, la formacion de cistos siempre se observo al inicio de la fase
estacionaria de crecimiento en medios de cultivos agotados y también en presencia de
altas intensidades de luz (Damiani et al 2010), también indicadas por Zhang et al. (1999),
Wang et al. (2003), Jeon et al. (2006) y Kang et al. (2007).

La limitacién de nitrdgeno en el medio de cultivo o el cultivo en agua destilada
también indujeron la formacion de cistos en esta especie (Borowistzka et al. 1991, Zlotnik
et al. 1993, Harker et al. 1996, Fabregas et al. 1998). Asimismo, la formacion de cistos en
condiciones de altas temperaturas o en medios salinos también fue registrada (Tjahjono

et al. 1994, Cordero et al. 1996, Kobayashi et al. 1997).
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En la mayoria de las especies del género Chlamydomonas no fue reportada la
presencia de cistos, excepto en Chlamydomonas nivalis, especie de ecosistemas
naturales extremos (Remias 2005, 2010). La formacién de cistos en presencia de medios
de cultivo empobrecidos también ha sido mencionada en D. salina (Leonardi y Céceres
1997). Brown et al. (1976) también observaron formacion de cistos en Polytomella agilis,
en este caso al final de la fase exponencial de crecimiento. En todos los casos indicados,
la formacién de cistos estuvo asociada a una estrategia de supervivencia o adaptacion a
distintas condiciones desfavorables.

En H. pluvialis, cuando las condiciones favorables de cultivo se reestablecieron los
cistos germinaron, ya sea, en forma de esporas, gametas o aplandsporas. El particular
comportamiento de los cistos durante la germinacion y liberacion de los zooides resulta
novedoso entre las algas verdes.

En este estudio, la incubacion de los cistos de H. pluvialis en agua destilada y
luego a medio de cultivo nuevo, permitié inducir la reproduccion sexual. Las gametas
dentro del gametocisto presentaron menor tamafio que las células vegetativas y se
diferenciaron de las zo6sporas por la ausencia de cubierta celular. La ausencia de
nutrientes o medios diluidos, son factores ampliamente conocidos en la induccién de la
reproduccion sexual en algas (Stewart et al. 1978, Caceres y Robinson 1981), sin
embargo, estos factores pueden variar dependiendo de las especies. Por ejemplo, las
células vegetativas de Chlamydomonas reinhardii y C. monoica se diferencian en
gametas en presencia de medios de cultivo limitados en nitrégeno (Harris 1989, van den
Ende y Van Winkle-Swifl 1994). En Dunaliella salina los medios de cultivos diluidos o sin
nutrientes inmediatamente inducen la reproduccion sexual (Leonardi y Caceres 1997).

La reproduccion sexual con formacion de gametocistos fue indicada previamente
por Triki et al. (1997) en H. pluvialis, quienes si bien demostraron un método reproducible

de induccion de gametogénesis, no observaron conjugacion de gametas.
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Células vegetativas

Cistos

Tamanfo celular

17,5-20 ym de largo por 10-15

um de ancho

22 -50 ym de didmetro

Forma celular

elipsoidal, ovoide

esférica

Pared celular

estrato externo delgado v fibrilar,
estrato interno voluminoso

formado por vesiculas

capa trilaminar externa,
pared 2°y pared 3°: aspecto

compacto y homogéneo.

Papila

desarrollada ausente
Nl _ central, con corpusculo
ucleo anterior
paranuclear
Aparato flagelar presente ausente
Vacuola contractil 4 equidistantes ausentes
Lomasomas presentes ausentes

Acumulaciéon de

astaxantina

generalmente ausente, cuando
esta presente perinuclear y

citosoélica

perinuclear y citosdlica

Tabla 6. Comparacion de las caracteristicas morfolégicas y ultraestructurales de células

vegetativas y cistos en Haematococcus pluvialis.
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Cepa argentina

Cepa alemana

Pared primaria (cistos de 2-3

presente presente
semanas)
Capa trilaminar (cistos de 2-
presente presente
3 semanas)
Pared primaria (cistos de 3-4
ausente presente

semanas)

Pared secundaria (cistos de

3-4 semanas)

completamente formada (de

aspecto homogéneo)

completamente formada (de

aspecto homogéneo)

Interespacio (cisto de 3-4

semanas)

presente, con material de

aspecto esponjoso

presente, con material de

aspecto granular

Pared terciaria (cistos de 4 a

6 semanas)

de aspecto estratificado

ausente

Pared secundaria
(cistos de mas de 6

semanas)

superficie interna lisa

superficie interna con

protuberancias

Pared terciaria (cistos de

con el mismo aspecto

) homogéneo que la pared ausente
mas de 6 semanas) _
secundaria
Interespacio
(cistos de mas de 6 ausente presente

semanas)

Referencias

este estudio

Hagen et al. 2002

Tabla 7. Comparacién de la ultraestructura de la pared celular de los cistos en cepas argentinas y

alemanas de Haematococcus pluvialis.
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Sitio de Direccion de | Astaxantina Célula Algaenan/
acumulacion | acumulacién | esterificada | resistencia TLS
H desde centro
aematococcus . ' n mayor , .
() extraplastidial hacia la eh Mayo si si
pluvialis periferia celular | Proporcion
S q desde la
cenedesmus . iferi i . .
. 2) extraplastidial | Periferia hacia | €n mayor si si
komarekii el centro proporcién
desde
Chlorella cloroplato y cloroplasto en mayor i S
zofingiensis © citoplasma | hacia periferia | proporcién
celular
Chi q desde la
amydomonas . iferi i . _
nycoms extraplastidial | Periferiahacia | €N Mayor si si
nivalis el centro proporcién
desde
Chlorococcum cloroplato y cloroplasto en mayor i i
sp. ®) citoplasma hacia periferia proporcion
celular

Tabla 8. Comparacion de patrones de acumulacion de astaxantina en distintas especies de algas

pertenecientes a la clase Chlorophyceae.

1- Lang (1968), Orosa et al. 2001, este estudio. 2- Hanagata y Dubinsky (1999), Allard y Templier
(2000), Orosa et al. 2001. 3- Bar et al. 1995, Allard y Templier (2000), Orosa et al. 2001. 4- Remias
et al. (2005, 2010), Blokker et al. 1999. 5- Liuy Lee (1999), Zhang et al. (1997). Orosa et al (2001).
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Habitat

Referencias

Chlorophyceae

Botryococcus braunii

dulceacuicola

Templier et al. 1992, Kodner et al. 2009

Scenedesmus obliquus

dulceacuicola

Allard et al. 2002, Kodner et al. 2009

Scenedesmus acuminatus

dulceacuicola

Kodner et al. 2009

Scenedesmus deserticola

dulceacuicola

Kodner et al. 2009

Haematococcus pluvialis

dulceacuicola

Montsant et al. 2001, este estudio

Chlorella marina marino Allard et al. 2002
Dunaliella tertiolecta salobre Zelibor et al. 1988
Nannochlorum eucaryotum marino Derenne et al. 1992a

Coelastrum sphaericum

dulceacuicola

Rodriguez y Cerezo 1996

Pediastrum boryanum

dulceacuicola

Blokker et al. 1998,1999

Tetraedron minimum

dulceacuicola

Blokker et al. 1998,1999

Dinophyceae

Gymnodinium catenatum marino Gelin et al. 1999
Lingulodinium polyedrum marino KoKinos et al. 1998
Eustigmatophyceae
Nannochloropsis granulata marino Gelin et al. 1999
Nannochloropsis oculata marino Gelin et al. 1999
Nannochloropsis salina marino Gelinetal. 1996 a,b ; 1997b
Nannochloropsis sp. marino Gelin et al. 1996 a,b ; 1997b

Tabla 9. Especies algales con algaenanos en sus paredes celulares.
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INTRODUCCION

Haematococcus pluvialis ha sido y es objeto de numerosos estudios por su
capacidad de sintetizar y acumular astaxantina, otros carotenoides y sus ésteres (Grung
et al. 1992). En los ultimos afios esta especie ha sido considerada la fuente natural mas
importante de este pigmento, utilizado en la industria farmacéutica, alimenticia y como
nutraceutico (Johnson y An 1991, Guerin et al. 2003). La astaxantina presenta
potenciales aplicaciones clinicas debido a su actividad como antioxidante natural (Miki
1991, Lorenz y Cysewski 2000, Cerdn et al. 2007).

Ademds, paralelamente con la acumulacion de astaxantina H. pluvialis sintetiza
acidos grasos (Zhekisheva et al. 2002, 2005, Rosa et al. 2005, Cerén et al. 2007); sin
embargo, este aspecto se encuentra mucho menos estudiado.

El interés por el contenido lipidico en las microalgas fue creciendo principalmente
a partir de la década del 70. Los lipidos provenientes de diversas microalgas poseen
potenciales aplicaciones comerciales en la salud humana (Hassan Belardi et al. 2000,
Rosa et al. 2005), en acuicultura (Volkman et al. 1989, Parrish y Wangersky 1990, Brown
et al. 1997) y también en los ultimos afios, en la produccion de biodiesel (Xu et al. 2006,
Vasudevan y Briggs 2008). El biodiesel es un biocombustible alternativo del diesel,
derivado de fuentes biologicas renovables tales como aceites vegetales o grasas
animales (Chisti 2007). Durante la reaccién de transesterificacion, los triglicéridos se
convierten en ésteres en presencia de un alcohol, generalmente metanol. La reaccion
produce biodiesel como producto primario y glicerina como subproducto (Knothe 2005,
Palligarnai et al. 2008) (Fig. 48). La proporcion relativa de los acidos grasos presentes en
el materia prima se mantiene relativamente constante después de la reaccién de

transesterificacion (Costa Neto et al. 2000). Por lo tanto, en general el perfil de los ésteres
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obtenido por transesterificacion es reflejo de la composiciéon de los acidos grasos en el

material crudo empleado (Lang et al. 2001, Ferrari et al. 2005).

CH,-00C -R R,—OOC-R  CH,-OH

| | |
CH-00OC-R + 3ROH R,-O0OC-R + CH-OH
>

| | |
CH,-00C -R R,-OOC-R  CH,-OH

Triglicéridos Alcohol Ester Glicerina

Fig. 48. Reaccion de transesterificacion

Muchas especies de microalgas, comunmente denominadas oleaginosas,
contienen altos contenidos de aceites, alcanzando valores de hasta 25-60% de su peso
seco, lo cual constituye una potencial fuente alternativa y renovable para la produccion de
biodiesel (Chisti 2007, 2010). La capacidad intrinseca de producir grandes cantidades de
lipidos es una caracteristica de cada especie, mas que de un género (Hu et al. 2006). El
contenido lipidico en una determinada especie microalgal puede ser modificado, cuando
las células son expuestas a condiciones de cultivo desfavorables, tales como alta
salinidad (Ching-Piao y Liang-Ping 2001), deficiencia de nitrégeno (Yu et al. 1987, lllman
et al. 2000, Zhekisheva et al. 2002, Gouveia y Oliveira 2009) y alta intensidad luminica
(Gordillo et al. 1998). No solo las condiciones ambientales pueden modificar el
metabolismo lipidico en las microalgas, sino que también las diferentes fases de
crecimiento (Fidalgo et al. 1998, Bajpai y Bajpai 1993) y la edad del cultivo (Siron et al.
1989) pueden influir considerablemente en la composicion lipidica de ciertas especies.

Haematococcus pluvialis es una microalga facil de cultivar y de rapido crecimiento.
El crecimiento 6ptimo de sus células vegetativas es alcanzado con baja irradiacién, es
decir por debajo de 100 pmol fotones m? s (Fan et al. 1994, Harker et al. 1995) y en

condiciones de saturacion de nutrientes (Cifuentes et al. 2003). Por el contrario, la
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acumulacion de lipidos es inducida por factores de estrés como limitacién de nutrientes o
alta intensidad de luz (Zhekisheva et al. 2002, 2005).

Las microalgas son mas eficientes fotosinteticamente que las plantas terrestres y
también eficientes fijadoras de CO, (Brown y Zeiler 1993, Chisti 2007). Ademas, poseen
una variedad de ventajas industriales sobre los cultivos vegetales clasicos, dado que
ellas: a) no compiten por superficies terrestres o agua de regadio con otras agriculturas,
ya que no necesitan suelo y algunas crecen en agua de mar o salobre, b) su cultivo es de
naturaleza hidraulica; esto permite inocular y cosechar el cultivo desde un solo punto de
bombeo en extensas superficies, posibilitando también el continuo monitoreo y
fertilizacién, y c) el cultivo algal no necesita herbicidas o pesticidas para su crecimiento
(Rodolfi et al. 2009). Ademas, los cultivos de microalgas usados para la produccion de
biodiesel pueden servir también para otros propésitos: 1) remocién del CO, producido por
combustién industrial por biofijacion (Wang et al. 2008), 2) reduccion del contenido de
amonio, nitrato y fosfato en aguas residuales a través de la absorcion de estos nutrientes
para su crecimiento (Wang et al. 2008), 3) utilizacién del residuo algal para la obtencién
de fertilizantes organicos, alimento para el ganado o simplemente quemado para la
cogeneracion de energia (electricidad y calor) (Wang et al. 2008) y 4) dependiendo de las
especies de microalgas también pueden extraerse otros compuestos con valiosas
aplicaciones en diferentes sectores industriales, como acidos grasos poliinsaturados,
azucares, pigmentos y antioxidantes (Li et al. 2008, Raja et al. 2008).

Si bien en la actualidad, la tecnologia de produccién y extraccion de aceites a
partir de microalgas sigue siendo cara y por consiguiente aun no redituable para la
produccion de biodiesel (Sheehan et al. 1998, Hu et al. 2006, Chisti 2007), el aumento de
los precios de los combustibles, junto con el gradual agotamiento de las reservas fésiles y
el incremento de las emisiones de carbono a la atmésfera siguen alentando el desarrollo
de investigaciones a nivel mundial para lograr una tecnologia econémicamente viable

(Kanel y Guelcher 1999, Yokochi et al. 2003, Bijl et al. 2004).

126



Por todo lo expuesto, en este estudio se plantearon los siguientes objetivos:
a) Optimizar las condiciones de cultivo de H. pluvialis para su crecimiento.
b) Optimizar las condiciones de cultivo para la sintesis de lipidos.
c) Comparar el contenido lipidico y la composicion de acidos grasos en cultivos control y
estresados.
d) Analizar la cantidad y calidad de lipidos extraidos con distintos métodos.
e) Evaluar el uso potencial de la materia prima obtenida para la produccion de biodiesel.
f) Obtener biodiesel a través de los métodos convencional de transesterificacion y de

metanol supercritico.
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RESULTADOS

Mediciones del crecimiento de Haematococcus pluvialis

La concentracion celular, expresada como nuamero de células/ml, fue estimada en
las tres condiciones de cultivo ensayadas. Durante condiciones de estrés, las células
vegetativas de Haematococcus pluvialis cesaron de dividirse y alrededor del cuarto dia de
iniciado el cultivo se evidenciaron los primeros cistos. Los cultivos control y los cultivos
estresados con alta intensidad de luz y medio completo (condicion de estrés A) se
comportaron de forma similar hasta el tercer dia (Fig. 49 y Tabla 10). En cultivos control,
el nimero maximo de células se observo a los 12 dias de iniciado el cultivo, alcanzando
una densidad de 1,1 x 10° células/ml, 0,79 divisiones/dia y un tiempo de duplicacién de
21 horas. En cultivos estresados con alta intensidad luminica, el nimero maximo de
células se observo a los 10 dias, alcanzando una densidad de 5,2 x 10° células/ml, 0,56
divisiones/dia y un tiempo de duplicacion de 30 horas. Por otro lado, los cultivos
estresados con alta intensidad de luz y medio sin nitrdgeno (condicion de estrés B)
alcanzaron concentraciones celulares mucho menores que los cultivos estresados A, con
un méaximo de 1,8 x 10° células/ml, 0,07 divisiones/dia, un tiempo de duplicacion de 246
horas y ademéas no exhibieron fase de crecimiento exponencial. La tasa de divisién
celular (K), expresada como divisiones ocurridas por dia, fue fuertemente afectada en

ambas condiciones de estrés.

Caracterizaciéon de glébulos lipidicos con microscopios éptico y electrénico

A 24 horas de iniciadas las condiciones de estrés en los cultivos, las células
tefiidas con Sudan IV y observadas en vivo presentaron gotas lipidicas refringentes de

color pardo (Fig. 50 A). Observaciones con microscopia electronica de transmision,
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revelaron la presencia de corpusculos esféricos electronicamente densos y de disposicion
citoplasmaética (Fig. 50 B, flechas). La presencia de lipidos neutros fue corroborada con el
fluor6cromo Rojo Nilo, por la observacion de corpusculos fluorescentes de coloracion
amarillo-dorado distribuidos en distintas partes del citoplasma, tanto en los cistos (Fig.
51), como en las zoo6sporas (Fig. 52). La fluorescencia en las células flageladas se

observo finamente distribuida por todo el citoplasma.

Cultivo de Haematococcus pluvialis en volimenes mayores (35 litros)

Una vez que los cultivos alcanzaron la fase de crecimiento exponencial y
conocidas las condiciones adecuadas para lograr el estrés y la sintesis de lipidos, el
principal desafio fue establecer nuevas condiciones de cultivo a mayores volumenes. El
escalado se inici6 a partir de cultivos de un litro, pasando luego a voliumenes de cinco
litros, en ambos casos con aireacion (Fig. 53). Luego, ind6culos de 5 litros, con una
densidad inicial de 6,1 x 10" células/L (Fig. 54 A), se agregaron a bolsas de cultivo
conteniendo 30 litros de medio Basal de Bold (Fig. 54 B), alcanzando una densidad
celular de 850 x 10’ células/L en un volumen final de 35 litros (Fig. 54 D).

Posteriormente el cultivo fue estresado con alta intensidad de luz continua, como
se indica en Materiales y Métodos, donde las células perdieron movilidad, se
redondearon, se tornaron de color rojizo y sedimentaron (Fig. 54 E).

La cosecha de la biomasa obtenida, se realiz6 extrayendo el medio sobrenadante

y centrifugando (para mayores detalles ver en Materiales y Métodos).

Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos en la especie en estudio se realizo a partir de: 1) cultivos

en volumenes pequefios (1litro) (Fig. 53), en las tres condiciones de cultivo ensayadas
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(control, estrés Ay B) y Il) cultivos en volimenes mayores (35 litros), estresados con alta

intensidad de luz y medio completo (condicion de estrés A) (Fig. 54).

I- A partir de volumenes pequefios

Se ensayaron tres procedimientos de extraccion lipidica siguiendo las
metodologias empleadas por Folch 1957, Zhekisheva et al. (2002) y utilizando n-hexano
(Shen et al. 2009) (Detalles de cada método se describen en Materiales y Métodos).

La recuperacion de los lipidos totales con el método de extraccion convencional
propuesto por Folch (1957) en cultivos estresados con alta intensidad de luz, fue de 7,2
% expresado como porcentaje de peso seco. En este método se emplearon tres periodos
de ultrasonicacién con el propésito de romper la pared celular de los cistos.

En el método de extraccion de Zhekisheva et al. (2002), previo a la extraccion
lipidica, se procedi6 a la ruptura de la pared celular con dimetilsuféxido (DMSO) proceso
que fue monitoreado a través de observaciones con microscopio Optico (Fig. 55). Con
este método de extraccion, en ambas condiciones de estrés A y B la recuperacion de los
lipidos totales, expresado como porcentaje de peso seco, fue de 34,85% © y 32,99%
respectivamente, y en condiciones de cultivo control (15,61% ®, a=0,05) (Tabla 10).
Cuando se utiliz6 n-hexano como Unico solvente de extraccion, la recuperacion de los
lipidos totales en ambas condiciones de estrés A y B fue de 13,55% y 16,94%
respectivamente (Tabla 11). Ademas, se observé la formacién de una emulsion dificil de
romper, formada al poner en contacto el hexano con el DMSO en los primeros pasos de
la reaccion, especificamente en el momento de la lisis celular (Fig. 56).

Con respecto a los lipidos totales, en cultivos control como en ambas condiciones
de estrés ensayadas, el porcentaje de lipidos extraido con el método propuesto por

Zhekisheva et al. (2002), fue significativamente mayor que con n-hexano (a=0,05). La
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relacion de extraccion Zhekisheva:hexano fue aproximadamente 2:1, siendo la misma en

las tres condiciones de cultivo ensayadas (Tabla 11 y Fig. 57).
Composicién lipidica
La caracterizacion lipidica fue realizada a partir de los lipidos extraidos con el

método de Zhekisheva et al. (2002) y con el método de n-hexano (Shen et al. 2009).

Caracterizacion de lipidos extraidos por el método de Zhekisheva et al. (2002)

En la Tabla 10 se observa la recuperaciéon del material lipidico total y las
cantidades de cada fraccion recuperada: lipidos neutros, fosfolipidos y glicolipidos en H.
pluvialis sometido a diferentes condiciones de cultivo: control, estrés A y estrés B.

La fraccion de los lipidos neutros fue la mayoritaria en todas las condiciones de
cultivo testeadas, sin embargo, el contenido de estos se increment6 significativamente en
ambas condiciones de estrés A y B (19,80 + 0,14 @y 16,60 + 1,41 ® respectivamente),
comparado con el cultivo control (9,20 + 0,67 ). El contenido de fosfolipidos fue también
mayor en cultivos estresados que en cultivos control. Con respecto al contenido relativo
de glicolipidos, no existieron diferencias significativas entre cultivos control y estresados.
De la misma manera, no se encontraron diferencias significativas entre glicolipidos y
fosfolipidos entre ambas condiciones de estrés testeadas (Tabla 10).

El perfil de &cidos grasos en H. pluvialis del cultivo control y de ambas condiciones
de estrés ensayadas fue similar, siendo los principales acidos grasos saturados (AGSs) el
palmitico (C16:0) y el estearico (C18:0), monoinsaturados (AGMs) el acido oleico
(C18:1n9c) y poliinsaturados (AGPs) el acido linoleico (C18:2n6c), &cido linolelaidico
(C18:2n6t) y acido linolénico (C18:3n3) (Tabla 12).

En la fraccion de lipidos neutros, el porcentaje de acidos grasos saturados fue

significativamente mayor en cultivos con estrés A (30,36 %) y estrés B (29,62 %)
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comparados con el control (27,81 %). No existieron diferencias significativas (a=0,05)
entre cultivos estresados con respecto al contenido relativo de AGSs (Tabla 12 y Fig. 58).
El contenido relativo del acido palmitico (C16:0) disminuyd bajo condiciones de estrés,
particularmente en la condicion de estrés A (Fig. 59). Por el contrario, el contenido
relativo del 4cido estearico (C18:0) incrementd en ambas condiciones de estrés (Fig. 59).

El contenido de acidos grasos monoinsaturados presentes en la fraccion de
lipidos neutros, no mostrd diferencias significativas entre cultivos control y estresados
(estrés A); sin embargo, el porcentaje de AGMs en microalgas creciendo bajo
condiciones de estrés B fue menor (0=0,05) (Tabla 12 y Fig. 58). El acido graso mejor
representado entre los AGMs fue el oleico. El contenido relativo del acido oleico presento
una leve disminuciéon en ambas condiciones de estrés comparado con el cultivo control
(Fig. 59).

Con respecto a los acidos grasos poliinsaturados, se observé un incremento
significativo en las microalgas cultivadas bajo estrés B comparado con cultivos estrés A 'y
control (Tabla 12 y Fig. 58). El incremento en los AGP, podria ser atribuido a mayores
proporciones de los acidos linoleico (C18:2n6cis), linoledaidico (C18:2n6trans) y
linolénico (C18:3n3) (Fig. 59).

El indice de yodo calculado, de la fraccion neutra del aceite extraido de H.
pluvialis fue de 110,95 g 1, /100 g, 99,64 g |, /100 g y 123,56 g I, /100 g para cultivos
control y condiciones de estrés A y B, respectivamente.

En la fraccion de glicolipidos, la composicion de acidos grasos no varid
significativamente entre las distintas condiciones de cultivo (a=0,05). Aunque se observé
mayor proporcion de los &cidos estearico, oleico y linoleico en ambas condiciones de
estrés con respecto al control (Fig. 60). Por el contrario, los acidos linolelaidico y
linolénico se observaron en mayor proporcién en el cultivo control, que en los cultivos
estresados. Los AGS fueron igual de abundantes que los AGPs, observandose menor

porcentaje de AGM (Tabla 12).
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En la fraccion de fosfolipidos, se observé un incremento significativo en el
porcentaje de AGSs, en las microalgas cultivadas en condiciones de estrés A comparado
con las cultivadas en condiciones de estrés B y control (Tabla 12), incremento que se
debio principalmente a una mayor proporcion de los acidos palmitico (C16:0) y esteérico
(C18:0) (Fig. 61).

No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de AGMs entre las
tres condiciones de cultivo ensayadas, en la fraccién de fosfolipidos. Aunque el contenido
relativo del acido oleico (C18:1n9cis) fue mayor en ambas condiciones de estrés
ensayadas comparado con el control (Fig. 61).

Con respecto a los acidos grasos poliinsaturados, en la fraccion de fosfolipidos, se
observo un incremento significativo en las microalgas cultivadas bajo estrés B comparado
con cultivos estrés A y control (Tabla 12). El incremento en los AGPs, seria atribuido

principalmente a mayores proporciones del &cido linoleico (C18:2n6cis) (Fig. 61).

Comparacion de los lipidos extraidos con los métodos de n-hexano (Shen et al.

(2009) v de Zhekisheva et al. (2002)

En la extraccion con n-hexano el contenido relativo de lipidos neutros fue
significativamente mayor que en la extraccion con el método propuesto por Zhekisheva et
al. (2002) (P=0,95) (Tabla 11 y Fig. 62). Esta proporciébn se mantuvo relativamente
constante en las tres condiciones de cultivo ensayadas. Por el contrario en la extraccion
con el método de Zhekisheva et al. (2002) y en las tres condiciones de cultivo, el
contenido de los lipidos polares (glicolipidos y fosfolipidos) fue significativamente mayor
que en la extraccion con n-hexano (Tabla 11). Es decir, el porcentaje de glicolipidos
aumento6 desde 6-13% extraidos con n-hexano a 17-24%, expresado como porcentaje del
total de lipidos extraidos con el método Zhekisheva et al. (2002). De la misma manera, el

porcentaje de fosfolipidos aument6 de 9-4 % extraidos con n-hexano a 21-23 % extraidos
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con el método Zhekisheva et al. (2002), incremento que se observd en ambas
condiciones de estrés (Fig. 62). Es decir, el método de extraccion lipidica utilizado afectd
el contenido relativo de las distintas fracciones, expresado como porcentaje de lipidos

totales.

Comparacion de la composicién de acidos grasos en cultivos control en los dos

métodos de extraccion (Tabla 13)

Fraccion de lipidos neutros:

Cuando los lipidos se extrajeron con hexano, la proporcion de AGPs fue del 49%
del total de lipidos, mientras que esta fue del 46% cuando se extrajeron con el método
Zhekisheva et al. (2002). Diferencia que podria ser atribuida al mayor contenido relativo
de los acidos linoleico y linolénico. En cambio, en el producto de la extraccion con el
método Zhekisheva et al. (2002), la proporcion de AGSs fue del 28% del total de lipidos
extraidos, mientras que esta fue del 24% cuando se extrajo con hexano. Diferencia que
podria ser atribuida al mayor contenido relativo de los acidos miristico, palmitico y

estedrico.

Fraccion de glicolipidos:

Cuando los lipidos se extrajeron con hexano, la proporcion de AGSs fue del 46%
del total de lipidos, mientras que esta fue del 35% cuando se extrajeron con el método
Zhekisheva et al. (2002), diferencia que podria ser atribuida al contenido relativo de los
acidos palmitico y estearico. En la extraccion con el método Zhekisheva et al. (2002), la

proporcion de AGPs fue de 38%, mientras que con hexano 30%.

Fraccién de fosfolipidos
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Cuando los lipidos se extrajeron con hexano, la proporcién de AGSs y AGPs fue
del 46% y 36% del total de lipidos, mientras que fue del 37% y 25%, respectivamente
cuando se extrajeron con el método Zhekisheva et al. (2002).

No se observaron diferencias significativas entre ambos métodos de extraccion

con respecto a la proporcion de AGMs en ninguna de las tres fracciones lipidicas.

Comparacion de la composicion de acidos grasos en la condicion de estrés A en

los dos métodos de extraccion (Tabla 14)

Fraccion de lipidos neutros

Cuando los lipidos se extrajeron con hexano, la proporcion de AGMs fue del 24 %
del total de lipidos, mientras que esta fue del 20% cuando se extrajeron con el método
Zhekisheva et al. (2002). En cambio, en el producto de la extraccion con este ultimo
método, la proporcién de AGSs fue del 30% del total de lipidos extraidos, mientras que
esta fue de aproximadamente 26% cuando se extrajo con hexano. Diferencia que podria
ser atribuida al mayor contenido relativo de los &cidos palmitico y esteérico (Fig. 63). No
se observaron diferencias significativas entre ambos métodos de extraccién con respecto
a la proporcion de AGPs (43% con metanol y 42% con hexano), sin embargo, el
contenido relativo del acido linolénico extraido con hexano, resulté ser menor que lo

observado en las extracciones con el método Zhekisheva et al. (2002) (Fig. 63).

Fraccioén de glicolipidos

Cuando los lipidos se extrajeron con el método Zhekisheva et al. (2002), la
proporcion de AGPs fue de 35% del total de lipidos, siendo tan solo del 23% cuando se
extrajo con hexano, diferencia que podria ser atribuida al mayor contenido relativo de los
acidos linoleico, linolelaidico y linolénico (Fig. 63). No se observaron diferencias

significativas entre ambos métodos de extraccion en la proporcion de AGSs y AGMs.
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Fraccién de fosfolipidos

Cuando los lipidos se extrajeron con el método Zhekisheva et al. (2002), la
proporcion de AGSs fue de 47%, mientras que cuando se extrajo con hexano del 40%.
No se observaron diferencias significativas entre ambos métodos de extraccién en la

proporcion de AGMs y AGPs.

Comparacion de la composicion de acidos grasos en la condicion de estrés B en

los dos métodos de extraccion (Tabla 15)

Fraccion de lipidos neutros

Cuando los lipidos se extrajeron con hexano, la proporcion de AGSs fue del 32%
del total de lipidos, mientras que esta fue del 30% cuando se extrajeron con el método
Zhekisheva et al. (2002). En cambio, en el producto de la extraccion con el método
Zhekisheva et al. (2002), la proporcion de AGPs fue del 47% del total de lipidos extraidos,
mientras que esta fue del 38% cuando se extrajo con hexano. Diferencia que podria ser
atribuida principalmente, al mayor contenido relativo de los acidos linoleico y linolénico
(Fig. 64). No se observaron diferencias significativas entre ambos métodos de extraccion

con respecto a la proporcion de AGMs.

Fraccién de glicolipidos

Cuando los lipidos se extrajeron con hexano, la proporcién de AGSs y AGMs fue
del 48% y 27% del total de lipidos respectivamente, mientras que esta fue del 40% y
18%, respectivamente cuando se extrajeron con el método Zhekisheva et al. (2002). En la
extraccién con el método Zhekisheva et al. (2002) la proporcion de AGPs fue de 36%,

mientras que con hexano 17%.

Fraccién de fosfolipidos
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Cuando los lipidos se extrajeron con hexano, la proporcion de AGSs fue del 52%
del total de los lipidos, mientras que fue del 30% cuando se extrajeron con el método
Zhekisheva et al. (2002). Cuando los lipidos se extrajeron con el método Zhekisheva et
al. (2002), la proporcién de AGMs y AGPs fue del 21% y 43% del total de lipidos
respectivamente, mientras que esta fue del 12% y 25%, respectivamente cuando se

extrajeron con hexano.

ll- A partir de voliumenes mayores

Como objetivo en esta etapa se propuso implementar una técnica de extraccion
de la fraccion lipidica de H. pluvialis que fuera viable a mayor escala. Por tal motivo se
teste6 el empleo de n-hexano, dado que, si bien los rendimientos en la extraccién de
lipidos totales a pequefia escala fueron menores en comparacion con el método
propuesto por Zhekisheva et al. (2002), la metodologia es mas sencilla y la recuperacion
de la fraccion neutra fue mayor (Fig. 62). Ademas el hexano es uno de los solventes mas
utilizados para la extraccién de lipidos en la industria de alimentos, debido a su baja
toxicidad e inflamabilidad (Materiales y Métodos, método |lI).

El proceso de extracciéon se realizé por duplicado en un reactor como se indica en
Materiales y Métodos. Se obtuvieron 0,66 g de lipidos totales, partiendo de 3,7 g de
biomasa liofilizada, lo que equivale a un rendimiento de 17,74 %, y 0,63 g de lipidos
totales partiendo de 3,5 g de liofilizado, lo que equivale a un rendimiento de 18,1 %. Es
decir, un promedio aproximado de 18 % de lipidos totales por gramo de biomasa

liofilizada.

Obtencion de biodiesel y evaluacion de rendimientos

Se emplearon dos métodos para la obtencion de biodiesel a partir de la especie

en estudio:
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A) Método convencional por catalisis acida

Se partié de una cantidad inicial de 4,5 g de biomasa seca (mgs) y de una masa
inicial de lipidos (m.) de 0,71 g.

Después de finalizada la reaccién, la muestra fue lavada con agua destilada y
centrifugada con el fin de separar las fases acuosa y oleosa. La fase oleosa contuvo el
producto obtenido y eventualmente un pequefio porcentaje del alcohol excedente.
Finalizada esta etapa, la masa de fase oleosa (mgo) alcanzé 0,5028 g.

Para el andlisis cromatografico (ver materiales y métodos), a partir de la misma
muestra de productos (fase oleosa) se realizaron una serie de inyecciones a modo de

réplicas, cuyos resultados se resumen en la Tabla A.

% en peso
Componente Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
1 2 3 4 5 6
Glicerina 0,01 0,01 0,01 0,13 0,04 0,09
Ester Metilico 98,05 93,75 94,58 99,03 95,84 99,32
(biodiesel)
Monoglicérido 1,90 6,20 5,38 0,45 4,03 0,32
Diglicerido 0,01 0,01 0,01 0,11 0,03 0,08
Triglicerido 0,03 0,03 0,02 0,27 0,07 0,19

Tabla A. Resultados del analisis cromatografico de los productos de reaccion

Como se observa en la tabla, la conversion de triglicéridos es practicamente total.
El porcentaje promedio de biodiesel fue de 96,8 % con un coeficiente de variacion de
2,44 % (desvio estandar/media). Asimismo, el porcentaje de monoglicéridos fue del orden

del 5 % y el de diglicéridos inferior al 0,05 %.

Célculo de rendimientos
En la Tabla B se resumen los rendimientos calculados considerando la media de
las composiciones para las seis réplicas de la Tabla A (% en peso biodiesel = 96,8). Los

calculos de rendimiento segun materiales y métodos.
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MNe MR Ne
(extraccion) | (reaccion) | (global)
0,16 0,69 0,11

Los factores de respuesta obtenidos para el acido oleico, etil oleato, glicerina,

Tabla B. Rendimientos promedio

tripalmitina, 1,3 dipalmitina y mono palmitoil, se muestran en la Tabla C, conjuntamente

con el desvio estandar.

Compuesto Factor de respuesta | Desvio estandar
Glicerol 2,1369 0,0101
Acido Oleico 1,0204 0,0207
Monopalmitoll 1,0889 0,0632
1,3 di palmitina 1,0655 0,0552
Tripalmitina 0,8099 0,0327
Etil oleato 0,8789 0,0616

Tabla C. Resultados del analisis cromatografico de los productos de reaccién

El cromatograma obtenido con la muestra se observa en la Figura 65. El tiempo

de retencion de la glicerina fue de 5,58 min, el del tetradecano (estandar interno) de 7,75

min, para el éster fue de 16,9 min (flecha), para los acidos grasos de 17,41 min. El

monoglicérido aparecié a los 20,6 min, el diglicérido fue detectado a los 28,99 min,

mientras que el triglicérido salié a los 32,5 minutos.
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B) Método de metanol supercritico

En la Figura 66 se puede observar el comportamiento de la presion del sistema
utilizado con el incremento de la temperatura.

Los andlisis de la muestra obtenida en la reaccién indican que efectivamente se
logré6 extraer el aceite a partir de Haematococcus pluvialis y se produjo su
transesterificacion. Bajo las condiciones de temperatura y presién del ensayo se obtuvo
un 19,3 % en peso de ésteres. Por el tiempo de elucion de los picos de ésteres, se trata
de ésteres de carbono 16 y 18. Las Figuras 67 y 68 muestran los resultados obtenidos

con las muestras con y sin sililante, respectivamente.
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Figura 49. Curvas de crecimiento de Haematococcus pluvialis en cultivos control,
condiciones de estrés A (alta intensidad de luz y medio completo) y condiciones de
estrés B (alta intensidad de luz y sin nitrégeno). Las barras de error representan las
desviaciones estandar entre tres réplicas.
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i Lipidos Lipidos
| NP max. k licolipid Fosfolipid
H. pluvialis | cglulas/ totales neutros | Glicolipidos ostolipidos
ml (div/d) (% peso (% peso (% peso seco) | (% peso seco)
Seco) Seco)
15,61+ 20+ 70+ 1,87+
Control 1,1x10° | 0,79 55 o S O(l) 3 0(3) 8 @
1,46 0,67 0,38 0,05
Condicién 5 34,85+ 19,80+ 7,85+ 9,50+
Estrés A | >2X10° | 056 0,78 © 0,14 @ 1,779 0,00®
Condicién 5 32,99+ 16,60+ 6,67+ 9,80+
Estrésg | 18X100 ] 007 1,0 1,41 @ 1,65 1,84

Tabla 10. Contenido de lipidos totales y de las distintas fracciones (neutros, glicolipidos y
fosfolipidos) en diferentes condiciones de cultivo de Haematococcus pluvialis, extraidos con el
método Zhekisheva et al. (2002). Los valores representan las medias + desviaciones estandar
de tres réplicas. Igual superindice corresponde a diferencias no significativas (a. = 0,05).
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— : . . B

Figura 50. Células de Haematococcus pluvialis en cultivos bajo condiciones de estrés A.
A: fotomicrografia Optica; notar las gotas refringentes pardas tefiidas con Sudan IV a
pocas horas de iniciado el cultivo. B: fotomicrografia electronica de transmision; las fle-
chas indican los depoésitos lipidicos citoplasmaticos electrénicamente densos, después
de 48 horas de cultivo.

Escala: 1 um.
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Figura 51. Cisto de Haematococcus pluvialis bajo condiciones de estrés. A: fotomicrografia de
contraste de fases. B: fotomicrografia de fluorescencia. Tincién con Rojo Nilo; notar los depési-
tos de lipidos neutros amarillo dorados.

Escala: 20 pm.
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23.81pm

Figura 52. Esporocisto de Haematococcus pluvialis. A: fotomicrografia de fluorescen-
cia. Tincion con Rojo Nilo; notar los depositos de lipidos neutros finamente distribuidos
por todo el citoplasma de las zo6sporas. B: fotomicrografia de contraste de fases.
Escala: 20 ym.
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Figura 53. Cultivos de Haematococcus pluvialis en fase de crecimiento exponencial.
A: un litro. B: un litro y medio. C: cinco litros; las flechas indican la aireacion.
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Figura 54. Escalado de cultivos de Haematococcus pluvialis. A: cinco litros. B-E: treinta y cinco
litros. B: inicio del cultivo. C: cultivo de 10 dias. D: cultivo de 15 dias. E: cultivo estresado con alta
intensidad de luz.
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Figura 55. Monitoreo de la ruptura de la pared celular de Haematococcus pluvialis
previo a la extraccion de lipidos. A-D: micrografias épticas. A: biomasa liofilizada.
B: permeabilizacion de la pared con DMSO-calor. C-D: ruptura de la pared y libe-
raciéon del contenido intracelular.
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Lipidos

Lipidos

. Glicolipidos | Fosfolipidos
Cultivo de Metodo_@e totales neutros (9/100 g (9/100 g
Haematococcus extraccion (9/100 g (9/100 g lipidos lipidos
utilizado biomasa lipidos " "
totales) totales)
seca) totales)
Zhekisheva + +
S (200 oo A | 2395+3619 | 57040710
Control : :
8,31 + 81,31 +
hexano 101@ 0,01 13,51+ 0,01“ | 5,11 +0,01®
Zhekisheva 34,85 + 56,55 + 20,85 +
et al. (2002) 0,789 1,200 22,65 +5,59° 6,56°)
Estrés A
13,55+ 83,00 +
hexano 02109 5 09® 7,20+ 1,27® | 9,05 +1,34%
Zhekisheva 32,99 + 56,20 + 23,10 +
etal. (2002) | 2,779 0,009 17,40 £ 0,007 4,38
Estrés B
16,94 + 87,30 +
hexano 028" 5 33 6,45+ 0,49® | 4,20+ 0,71%

Tabla 11. Recuperacién del contenido lipidico total y de las cantidades de cada fraccion
recuperada (neutros, fosfolipidos y glicolipidos), comparando dos métodos de extraccion:
Zhekisheva et al. (2002) y n-hexano, en Haematococcus pluvialis sometido a diferentes
condiciones de cultivo: control, estrés A y estrés B. Iguales superindices indican diferencias no
significativas entre los valores (a=0,05). Los valores representan las medias entre tres réplicas.
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Figura 56. Emulsién formada durante la extraccion de lipdios con n-hexano.

150
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Figura 57. Comparacion de lipidos totales entre los dos métodos de extraccion en Haematococcus
pluvialis sometido a diferentes condiciones de cultivo: control, estrés A y estrés B. Las barras de

error representan las desviaciones estandar entre tres réplicas.

151



Lipidos Neutros Glicolipidos Fosfolipidos
Acidos
Grasos Control Estrés A | Estrés B Control Estrés A | Estrés B Control Estrés A | Estrés B
C6:0 nd 1,33 0,25 nd 3,99 2,65 tr 2,50 0,93
C8:.0 nd 0,27 0,13 nd 0,40 0,35 tr 0,40 tr
C10:0 tr 0,23 tr nd 0.35 0,28 nd 0,48 0,25
C12:0 0,21 0,30 0,44 nd tr 0,36 nd nd tr
C13:0 nd nd 0,16 nd nd 0,25 nd nd tr
C14:0 1,25+ 1,35+ 1,35+ 1,75 + 1,81+ 1,55+ 2,01+ 1,82+ 2,22+
: 0,04 0,29 0,56 0,02 0,76 1,24 0,06 0,07 1,28
Cil4:1 tr nd nd 3,47 tr tr 5,01 tr tr
C15:0 0,19 0,27 0,44 3,86 0,79 0,47 5,54 0,79 0,44
Ci5:1 nd nd nd 5,19 tr nd 7,27 nd nd
. 22,49 + 18,87 + 21,29 + 25,12 + 18,94 + 20,32 + 23,27 + 25,67 + 19,10 +
C16:0
: 0,28 0,57 0,86 0,15 0,28 1,86 23 1,05 0,78
Ci16:1 0,64 0,58 0,83 0,59 0,88 1,47 0,51 0,82 0,76
C17:0 0,19 0,32 0,32 tr 0,43 0,47 0,47 0,51 0,47
C18:0 3,15+ 7,07 + 5,69 + 3,98 + 9.62 + 10,80 + 4,38 + 7,45 + 5,68 +
: 0,04 1,05 0,75 0,21 0,85 0,28 0,06 1,35 1,28
C18:1n0t tr 067+ tr tr 1,73 1,05 0,88 1,01 0,20
. 19,36 + 18,25 + 18,35 + 8,09 + 14,71 + 16,11 + 7,96 + 21,56 + 20,11 +
C18:1n9c 0.26 011 0,36 0,24 1,25 0,28 2 1,58 0,68
C18:2n6t 6,67 + 537+ 7,57 + 6,56 + 4,72 + 5,09 + 3,50 + 0,51+ 0,41 +
: 0,13 0,85 0,94 0,04 1,85 0,15 0,15 0,22 0,85
C18:2n6¢ 20,23 + 22,06 + 22,90 + 9,65 + 15,49 + 14,06 + 8,11+ 19,16 + 31,78 +
: 0,16 0,85 0,33 0,31 0,75 1,55 0,76 0,85 0,03
C20:0 0,20 0,32 0,27 tr 0,33 0,49 0,40 0,36 0,52
C18:3n6 0,86 1,02 0,95 0,60 0,37 0,30 0,80 1,50 0,70
C20:1 0,13 0,23 0,17 tr tr tr nd 0,20 0,16
C18:3n3 16,18 + 12,01 + 18,69 + 20,51 + 12,45 + 11,80 + 10,67 + 6,01 + 7,78 +
: 0,12 0,89 0,44 0,06 0,26 0,80 0,21 1,36 0,86
C20:2 0,32 1,15 1,59 0,71 tr tr 0,97 0,35 1,07
C22:0 0,18 0,31 0,25 tr 0.37 0,73 0,40 0,35 0,44
C22:1n9 tr 0,17 0,16 nd nd 2,76 nd nd nd
C20:4n6 0,89 1,21 0,84 0,26 0,68 0,84 0,55 0,58 0,62
C24:0 tr 0,20 tr tr 0,11 0,37 0,42 tr 0.13
C20:5n3 0,57 0,48 0,49 tr 0.38 0,18 0,21 0,39 0,81
C22:5n3 nd nd nd nd nd nd 0,15 0,19 0,31
% AGS 27,81 + 30,36 + 29,62 + 34,71 + 38,06 + 40,23 + 37,08 + 46,91 + 30,14 +
° 0,42® 1,19 ®@ 073 ® 4329 5979 8349 1,38® 3290 9,31%
% AGM 20,07 + 19,91 + 18,96 + 17,34 + 18,14 + 17,78 + 19,69 + 24,49 + 21,08 +
° 0,069 0129 065" 2029 600" 173" 3,019 3819 073®
% AGP 45,80 + 43,15 + 47,23 + 38,28 + 35,01 + 36,35 + 24,97 + 29,51 + 43,07 +
° 018" 068" 0,56 ™ 1,959 2639 2,55 @ 4380 558 0 14,06 @

Tabla 12. Perfil de acidos grasos (% de lipidos totales) en las fracciones de lipidos neutros,
glicolipidos y fosfolipidos de H. pluvialis extraidos con el método Zhekisheva (2002). Los valores
representan las medias de cuatro réplicas. Superindices iguales indican diferencias no
significativas entre los valores medios. AGS: acidos grasos saturados, AGM: acidos grasos
monoinsaturados, AGP: acidos grasos poliinsaturados, nd: no detectado, tr: traza. En la tabla sélo
se indican los desvios estandar de los principales acidos grasos.
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Lipidos Neutros
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Figura 58. Proporcion de acidos grasos saturados (AGS),

monoinsaturados (AGM) vy

poliinsaturados (AGP) extraidos con el método Zhekisheva et al. (2002), en la fraccion lipidos
neutros de Haematococcus pluvialis sometido a distintas condiciones de cultivo. Las barras de

error representan las desviaciones estandar entre tres réplicas.
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Lipidos Neutros
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Figura 59. Contenido relativo de los principales acidos grasos extraidos con el método Zhekisheva
et al. (2002), en la fraccion lipidos neutros en Haematococcus pluvialis sometido a diferentes

condiciones de cultivo.
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Figura 60. Contenido relativo de los principales acidos grasos extraidos con el método Zhekisheva
et al. (2002), en la fraccion glicolipidos en Haematococcus pluvialis sometido a diferentes
condiciones de cultivo.
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Figura 61. Contenido relativo de los principales acidos grasos extraidos con el método Zhekisheva
et al. (2002), en la fraccién fosfolipidos en Haematococcus pluvialis sometido a diferentes
condiciones de cultivo.
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Proporciones relativas
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Figura 62. Proporciones relativas de las fracciones lipidicas en Haematococcus pluvialis cultivado
bajo distintas condiciones (control, estrés A, estrés B) y comparando los dos métodos de
extraccion (Zhekisheva et al. 2002 y n-hexano).
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Lipidos neutros Glicolipidos Fosfolipidos
Acidos Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion
Grasos Zhekisheva hexano Zhekisheva hexano Zhekisheva hexano
C6:0 nd nd nd nd tr 1,62
C8:0 nd nd nd nd tr nd
C10:0 tr tr nd nd nd nd
C12:0 0,21 0,10 nd nd nd tr
C13:0 nd tr nd nd nd tr
. 1,25+ 0,76 + 1,75+ 1,25+ 2,01+ 1,61 +
c14.0 0,04 0,06 0,02 0,09 0,06 0,11
Cil4:1 tr tr 3,47 0,90 5,01 4,85
C15:0 0,19 0,10 3,86 0,76 5,54 0,78
Ci5:1 nd nd 5,19 3,4 7,27 5,01
C16:0 22,49 + 19,70 + 25,12 + 31,38 + 23,27 + 34,68 +
: 0,28 0,04 0,15 0,44 2,3 0,73
Ci16:1 0,64 0,57 0,59 0,60 0,51 1,00
C17:0 0,19 0,15 tr 0,74 0,47 0,90
C18:0 3,15+ 2,70 + 3,98 + 9,89 + 4,38 + 6,08 +
: 0,04 1,05 0,21 0,90 0,06 0,04
C18:1n9t tr 0,07 tr tr 0,88 nd
. 19,36 + 19,91 + 8,09 + 14,54 + 7,96 + 15,68 +
C18:1n9c 0.26 0,09 0,24 0,54 2 0,54
. 6,67 + 6,18 + 6,56 + 2,55+ 3,50 + 1,72 +
C18:2n6t 013 0.04 0,04 0,34 0,15 0,84
. 20,23 + 23,30 + 9,65 + 12,21 + 8,11 + 13,69 +
C18:2n6¢c 0.16 0.84 031 0,64 0,76 0,84
C20:0 0,20 0,32 tr 0,78 0,40 0,78
C18:3n6 0,86 0,93 0,60 0,63 0,80 1,99
C20:1 0,13 0,20 tr tr nd tr
. 16,18 + 17,25 + 20,51 + 10,23 + 10,67 + 10,30 +
C18:3n3 012 0.04 0,06 18 0,21 0,06
C20:2 0,32 0,21 0,71 0,98 0,97 1,48
C22:0 0,18 0,28 tr 0,90 0,40 0,3
C22:1n9 tr 0,10 nd nd nd nd
C20:4n6 0,89 0,78 0,26 1,05 0,55 2,48
C24:0 tr 0,10 tr 0,32 0,42 nd
C20:5n3 0,57 0,43 tr 0,89 0,21 1,78
C22:5n3 nd tr nd 1,52 0,15 2,37
27,81 + 34,71 + 37,08 +
HAGS 042 @ 23,326%)1 4,329 48b2‘2h)i 1,38 4(?,661‘7h)i
20,07 + 2089 « 17,34 + 15,14 + 19,69 + 16,68 +
% AGM 0069 0,109 2,027 0,16® 3019 0,16®
45,80 + 38,28 + 24,97 +
) ' 48,88 + ' 30,05 + il 35,81 +
% AGP 018% 0,319 1,959 0,16 4,38 0,29

Tabla 13. Comparacién de los perfiles de los acidos grasos de lipidos extraidos con ambos
métodos (Zhekisheva et al. 2002 y n-hexano), a partir de cultivos control de Haematococcus
pluvialis. Los valores representan los valores medios de cuatro réplicas. Iguales superindices
indican diferencias no significativas entre los mismos. En la tabla sélo se indican los desvios
estandar de los principales acidos grasos.
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Lipidos neutros Glicolipidos Fosfolipidos
Acidos Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion
Grasos Zhekisheva hexano Zhekisheva hexano Zhekisheva hexano
C6:0 1,33 0,26 3,99 1,29 2,50 0,89
cs8:0 0,27 nd 0,40 0,33 0,40 0,264
C10:0 0,23 nd 0.35 0,23 0,48 0,474
C12:0 0,30 0,07 tr 0,24 nd 0,382
C13:0 nd nd nd 0,18 nd 0,228
C14:0 1,35+ 0,52 + 1,81 + 1,22 + 1,82 + 1,88 +
) 0,29 0,75 0,76 0,50 0,07 0,20
Cil4:1 nd nd tr 0,13 tr 0,38
C15:0 0,27 0,10 0,79 0,96 0,79 0,57
Ci5:1 nd nd tr tr nd nd
C16:0 18,87 + 17,87+ 18,94 + 25,03 + 25,67 + 26,90 +
) 0,57 0,59 0,28 1,60 1,05 0,29
Ci16:1 0,58 0,27 0,88 1,53 0,82 1,06
C17:0 0,32 0,15 0,43 1,35 0,51 0,43
C18:0 7,07 + 4,96 + 9.62 + 5,75+ 7,45 + 6,60 +
) 1,05 0,89 0,85 1,05 1,35 0,79
. 0,67 + 0,38 + 1,73 + 0,62 + 1,91 + 1+
C18:1n%t 0,13 0,79 0,20 0,50 0,29 0,40
. 18,25 + 22,84 + 14,71 + 21,94 + 21,56 + 16,38 +
C18:1n9e 0,11 0,20 1,25 0,56 1,58 1,1
. 537+ 3,47 + 4,72 + 0,23 + 0,51+ 1,8 +
C18:2n6t 0,85 0,80 1,85 0,79 0,22 0,11
. 22,06 + 29,24 + 15,49 + 14,21 + 19,16 + 16,95 +
C18:2n6c 0,85 0,29 0,75 2,15 0,85 1,1
C20:0 0,32 0,37 0,33 1,15 0,36 0,47
C18:3n6 1,02 0,78 0,37 0,72 1,50 0,80
C20:1 0,23 0,13 tr 0,21 0,20 0,26
. 12,01 + 8,46 + 12,45 + 3,62+ 6,01 + 8,46 +
C18:3n3 0,89 1,64 0,26 084 1,36 0,29
C20:2 1,15 0,43 tr 0,49 0,35 1,15
C22:0 0,31 0,40 0.37 0,70 0,35 0,26
C22:1n9 0,17 0,11 nd 0,24 nd nd
C20:4n6 1,21 0,88 0,68 0,99 0,58 1,59
C24:0 0,20 0,23 0,11 nd tr 0,3
C20:5n3 0,48 0,32 0.38 0,54 0,39 0,77
C22:5n3 nd tr nd 0,50 0,19 0,23
30,36 + 25,79 + 38,06 + 39,43 + 46,91 + 39,53 +
% AGS 1,10 ® 0,18 5979 0,12@ 3,19 0,42®
19,91 + 23.63 + 18,14 + 2477 + 24,49 + 26.44 +
0, s + A y + . y +
% AGM 012 @ 0,10 609" 0,26 381 4,88
43,15 + 42,37 + 35,01 + 22,63 + 29,51 + 29,06 +
% AGP 068" 0,039 2639 0,229 558 0 0149

Tabla 14. Comparacién de los perfiles de los acidos grasos de lipidos extraidos con ambos
métodos (Zhekisheva et al. 2002 y n-hexano), a partir de cultivos bajo condiciones de estrés A de
H. pluvialis. Los valores representan los valores medios de cuatro réplicas. Iguales superindices
indican diferencias no significativas entre los mismos. En la tabla sélo se indican los desvios

estandar de los principales acidos grasos.
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Figura 63. Contenido relativo de los principales acidos grasos de las tres fracciones lipidicas en
cultivos de Haematococcus pluvialis bajo condiciones de estrés A. Comparacién entre ambos
métodos de extraccion (Zhekisheva et al. 2002 y n-hexano).
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_ Lipidos Neutros Glicolipidos Fosfolipidos
Acidos Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion
Grasos Zhekisheva hexano Zhekisheva hexano Zhekisheva hexano
C6:0 0,25 0,11 2,65 1,00 0,93 732
C8:0 0,13 tr 0,35 0,15 tr 0,54
C10:0 tr 0,21 0,28 0,07 0,25 0,51
C12:0 0,44 0,63 0,36 0,82 tr 0,50
C13:0 0,16 0,10 0,25 0,18 tr tr
C14:0 1,35+ 3,04 + 1,55+ 531+ 2,22 + 9,87 +
0,56 0,23 1,24 1,05 1,28 0,50
Cl4:1 nd 0,22 tr 0,51 tr tr
C15:0 0,44 0,44 0,47 1,00 0,44 0,78
C15:1 nd nd nd nd nd nd
C16:0 21,29 + 21,30 + 20,32 + 25,18 + 19,10 + 25,79 +
0,86 1,80 1,86 1,56 0,78 2
Cil6:1 0,83 0,78 1,47 1,39 0,76 0,99
C17:0 0,32 0,35 0,47 0,67 0,47 0,71
C18:0 5,69 + 523+ 10,80 + 12,53 + 5,68 + 591+
0,75 0,56 0,28 1,50 1,28 0,80
C18:1n9t tr tr 1,05 1,93 0,20 0.14
e S I - S e
cignet | T Sonr” s Oa0s" O P
comer | ZE: | A | e | | ospe | g
C20:0 0,27 0,29 0,49 0,35 0,52 0,25
C18:3n6 0,95 0,57 0,30 0,22 0,70 0,73
C20:1 0,17 0,14 tr 0,16 0,16 nd
cwaa | Ee | | | oss T |oag
C20:2 1,59 0,78 tr 0,37 1,07 0,73
C22:0 0,25 0,30 0,73 0,24 0,44 2,72
C22:1n9 0,16 0,23 2,76 1,80 nd nd
C20:4n6 0,84 0,55 0,84 tr 0,62 0,59
C24:0 tr tr 0,37 nd 0.13 nd
C20:5n3 0,49 0,30 0,18 0,48 0,81 1,00
C22:5n3 nd nd nd 0,22 0,31 0,86
wacs | ow | Bdle | TR | O | e | U
% AGM 18,96 20,69 = 17,78« 27,14 21,08 « 11,73+
0,65 0,81 1,73 0,07 0,73 0,49
% AGP 47,23 « 37,93+ 36,35+ 17,35+ 43,07« 2514
0,56 0,86 2,55 0,31 14,06 0,10

Tabla 15. Comparacién de los perfiles de los acidos grasos de lipidos extraidos con ambos
métodos (Zhekisheva et al. 2002 y n-hexano), a partir de cultivos bajo condiciones de estrés B de
Haematococcus pluvialis. Los valores representan los valores medios de cuatro réplicas. Iguales
superindices indican diferencias no significativas entre los mismos. En la tabla sélo se indican los
desvios estandar de los principales acidos grasos.
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Figura 64. Contenido relativo de los principales acidos grasos de las tres fracciones lipidicas en
cultivos de Haematococcus pluvialis bajo condiciones de estrés B. Comparacién entre ambos
métodos de extraccion (Zhekisheva et al. 2002 y n-hexano).
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Figura 65. Cromatograma. Obtencion de biodiesel por el método convencional por ca-
talisi acida. La flecha indica la presencia de ésteres.
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Fig. 66. Obtencion de biodiesel a partir de Haematococcus pluvialis, utilizando metanol
supercritico. (=) Presion de vapor de metanol (=) Extrapolaciéon de la curva de
presion de vapor de metanol (¢) Trayectoria experimental. La figura muestra la curva
de presion de metanol y la region de operacion estudiada.
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Figura 67. Obtenciéon de biodiesel a partir de Haematococcus pluvialis
utilizando metanol en estado supercritico. Productos sililados y someti-
dos a cromatografia con estandar interno (tetradecano). Contenido de
ésteres: 19,3 %.
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Figura 68. Obtencién de biodiesel a partir de Haematococcus pluvialis utilizan-
do metanol en estado supercritico. Ensayo de cromatografia sin sililacion y es-
tandar interno.
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DISCUSION

Sintesis de lipidos

Hu et al. (2008) recopilaron informacién de mas de 60 afios, acerca de las
especies de microalgas productoras de lipidos, de las vias biosintéticas de los acidos
grasos Yy triacilgliceroles, como asi también, de los factores ambientales y biolégicos que
pueden afectar estas vias. Sin embargo, con respecto a la composicion de los acidos
grasos, indicaron que mucha de la informacion provista procede de un namero limitado
de especies de algas estudiadas hasta el presente, en las cuales la mayoria de los
resultados provienen del total de lipidos extraidos y no del andlisis de las clases
individuales de lipidos. Es por esta razén que ha surgido la necesidad de nuevos estudios
enfocados principalmente en la determinacién del contenido y composicion lipidica, como
asi también, en los protocolos de extraccion de aceites y caracterizacion de acidos
grasos para la optimizacion de los procesos de produccién de biodiesel a partir de

microalgas.

Caracterizaciéon de glébulos lipidicos con microscopios éptico y electrénico

Las observaciones con microscopio electronico de transmision permitieron
evidenciar en H. pluvialis depdésitos de glébulos lipidicos en el citoplasma, acumulados
durante condiciones de estrés. El fluor6cromo Rojo Nilo constituyé una herramienta
rapida y segura para determinar la presencia de lipidos neutros, no solo en las
zoosporas, que carecen de pared celular resistente, sino también en los cistos. Esta
técnica previamente fue empleada para detectar lipidos neutros en diversas especies de
microalgas como Nannochloropsis sp. Dunaliella salina, Chlorella pyrenocidosa y
Tetraselmis suecica (Sukenik et al. 1989, Elsey et al. 2007, Mendoza Gusman et al.

2010).
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Extraccién y Composicion lipidica

Caracterizacion de lipidos extraidos por el método de Zhekisheva et al. (2002)

La extraccion de lipidos en tejidos animales resulta mas sencilla que en tejidos
vegetales, dado que en ausencia de pared celular, la penetracion del solvente o sistema
de solventes se ve favorecida por un simple homogeneizado o mezcla (Folch et al. 1957,
Bligh y Dyer 1959). Sin embargo, en tejidos 6 células vegetales y en especial en
microalgas, el método de extracciébn no esti estandarizado, dependiendo del tamafio
celular, de las caracteristicas fisicas y quimicas de la pared celular, del medio de
incubacion, etc. El éxito de la extraccion lipidica, en varias especies de microalgas
estudiadas, como por ejemplo, Scenedesmus obliquus (Wiltshire et al. 2000), Chlorella
vulgaris (Xu et al. 2006, Widjaja et al. 2009), Chaetoceros gracilis (Pernet y Tremblay
2003), Nannochloropsis sp. (Gouveia y Oliveira 2009) y Haematococcus pluvialis
(Damiani et al. 2010) depende fundamentalmente del proceso de ruptura celular y del o
los solventes utilizados.

La presencia de una gruesa pared formada por una capa externa de algaenano en
los cistos de H. pluvialis (Damiani et al. 2006) constituyd una barrera fisica importante;
razén por la cual, los métodos de extraccion tradicionales, como por ejemplo el propuesto
por Folch (1957), no proporcionaron los resultados esperados. Resultados similares
fueron obtenidos en otras especies de microalgas con paredes con algaenanos, como
Scenedesmus dimorphus, S. obliquus y Chlorella protothecoides (Wilsthire et al. 2000,
Shen et al. 2009), donde debieron ser aplicados pasos previos de ruptura celular
mecanica como ultrasonicacién, molienda himeda o alta presion.

El proceso de liofilizado y el posterior tratamiento quimico con DMSO empleado

en el método de Zhekisheva et al. (2002) para la extraccién de lipidos, posibilité el
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debilitamiento de la pared celular de los cistos de H. pluvialis permitiendo, de esta
manera, la liberacion del contenido intracelular.

Si bien la acumulacién de acidos grasos en las microalgas bajo limitacién de
nitrégeno es un fenédmeno ampliamente conocido (Ben-Amotz et al. 1985, Yu et al. 1987,
Roessler 1990, Rodolffi et al. 2009), el efecto de la intensidad de luz en el contenido de
acidos grasos ha sido estudiado en menor medida (Zhekisheva et al. 2002, Cer6n et al.
2007). Por esta razén en este estudio, se puso énfasis en examinar la relacion entre la
acumulacion de lipidos y alta intensidad de luz en cultivos de H. pluvialis en presencia o
ausencia de nitrégeno. Las dos condiciones de estrés ensayadas provocaron un
incremento de alrededor del doble en el contenido de lipidos totales con respecto al
cultivo control, sin embargo, en cultivos con alta intensidad de luz y sin nitrégeno
(condicion de estrés B) la tasa de crecimiento se vio fuertemente afectada, alcanzando
valores extremadamente bajos, comparada con los cultivos estresados con alta
intensidad de luz y medio completo (condicion de estrés A). Ceron et al. (2007)
detectaron en cultivos de H. pluvialis, creciendo con alta intensidad luminica pero con
moderadas limitaciones de nitrogeno (1,7 mM), rendimientos lipidicos de
aproximadamente 39,8 %.

En ambas condiciones de estrés el incremento de lipidos totales se correlaciond
con un aumento significativo del contenido de lipidos neutros y fosfolipidos, con respecto
al control. Sin embargo, las diferencias entre los contenidos de glicolipidos no fueron
significativas (P=0,95).

Con respecto al perfil de acidos grasos, éste fue similar en cultivos control y en
ambas condiciones de estrés. Coincidentemente Zhekisheva et al. (2002) no observaron
diferencias con respecto a la composicion de acidos grasos en cultivos de una cepa
alemana de H. pluvialis, sometidos a altas intensidades de luz o a limitacién de nitrégeno.
En la especie en estudio se observd, en ambas condiciones de estrés, una leve

disminucion del contenido relativo de acido oleico en la fraccién de lipidos neutros; sin
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embargo, este se duplicé y triplico en las fracciones de glicolipidos y fosfolipidos
respectivamente. Zhekisheva et al. (2002) observaron en la cepa alemana de H. pluvialis
un incremento del contenido del acido oleico en la fraccion de triglicéridos, lo cual se vio
reflejado en el aumento del contenido de lipidos totales. De la misma manera Ceron et al.
(2007) indicaron que el acido oleico fue el principal &cido graso monoinsaturado presente
en los cistos. Las diferencias en el contenido relativo del 4cido oleico observadas en este
estudio podrian ser atribuidas a distintas condiciones de cultivo a las cuales fue sometida
la cepa argentina de H. pluvialis, ya que: 1) los cultivos en algunos casos no fueron
suplementados con CO,, y en otros casos la cantidad y periodicidad de incorporacion de
este gas fue mucho menor que la indicada por Zhekisheva et al. (2002) y Ceron et al.
(2007), 2) los cultivos estresados fueron sometidos a luz continua, en lugar de
fotoperiodo, 3) la limitacién de nitrégeno se realizd en simultdneo con alta intensidad de
luz, 4) las mediciones del contenido lipidico se realizaron en tiempos diferentes a los
indicados por Zhekisheva et al. (2002) para la cepa alemana.

Si bien el perfil de &cidos grasos de los aceites extraidos con el método de
Zhekisheva et al. (2002) fue cualitativamente similar en las dos condiciones de estrés
ensayadas en H. pluvialis, se pueden destacar algunas diferencias cuantitativas. En las
microalgas cultivadas bajo alta intensidad de luz y medio completo (condicion de estrés
A) se observo en la fraccion de lipidos neutros un incremento en el contenido de AGMs,
conjuntamente con una disminucién en el contenido relativo de AGPs (gréfico 2) (a =
0,05). Asimismo, en la condicion de estrés A se detectdé mayor proporcion de AGSs en la
fraccion de fosfolipidos, atribuyéndolo a un aumento de acidos palmitico y esteérico. Por
otro lado, en los cultivos creciendo bajo alta intensidad de luz y limitacién de nitrégeno
(estrés B) se observd mayor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados en las
fracciones de lipidos neutros (o = 0,05) y fosfolipidos; alcanzando el contenido relativo de

acido linolénico (C18:3n3) valores de alrededor del 18% en la fraccion neutra.
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La presencia del acido graso linolelaidico (C18:2n6trans), no habia sido indicada
con anterioridad para otras cepas de H. pluvialis (Zhekisheva et al. 2002, Rosa et al.
2005, Cero6n et al. 2007). Segun Khotimchenko y Yakovleva (2005) el incremento en el
contenido relativo de acidos grasos trans, estaria relacionado con exposiciones a altas
intensidades de luz; sin embargo, en este estudio contenidos relativos del acido graso
linolelaidico iguales y hasta mayores fueron observados en las fracciones lipidicas

polares y no polares de los cultivos control.

Comparacion de los lipidos extraidos con los métodos de n-hexano (Shen et al.

2009) v de Zhekisheva et al. (2002)

Se teste6 el efecto de la extraccién con n-hexano en la recuperacion de lipidos
totales y en la caracterizacion de los acidos grasos a partir de biomasa liofilizada de H.
pluvialis en cultivos control, estrés A y estrés B. Los resultados obtenidos con los
diferentes métodos de extraccion de lipidos demostraron que, el método utilizado afecta
significativamente el contenido de lipidos totales y la composicion de las fracciones en la
especie en estudio.

En todas las condiciones de cultivo ensayadas el método propuesto por
Zhekisheva et al. (2002) fue mas eficiente en la recuperacion de lipidos totales con
respecto al método que utilizé n-hexano como solvente de extraccion. La menor eficiencia
de este ultimo método podria atribuirse a la formacién de una emulsién dificil de romper
entre el hexano y el DMSO (ruptura celular quimica empleada), en la que intervienen los
fosfolipidos como emulsionantes. Esto no ocurrié al utilizar el método propuesto por
Zhekisheva et al. (2002), dado que el metanol y el DMSO son solventes polares, por lo
que son miscibles y forman una sola fase. Contrariamente, el hexano como Unico
solvente de extraccion, fue el método mas eficiente en la recuperacion de lipidos totales

en las microalgas Scenedesmus dimorphus y Chlorella protothecoides (Shen et al. 2009).
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Esto sugiere que la eficiencia del sistema de solventes en la extraccion lipidica,
dependera de la especie microalgal en estudio y principalmente de su compatibilidad con
el método de ruptura celular.

En este estudio se prest6 particular atencion a la fraccion neutra, la cual es el
principal sustrato para la obtencién de biodiesel (Vasudevan y Briggs 2008, Rodolfi et al.
2009). Particularmente, en la extraccién con hexano y en las tres condiciones de cultivo
ensayadas, el contenido relativo de lipidos neutros fue significativamente mayor que el de
los lipidos polares. Esto podria atribuirse a que el hexano es un solvente no polar, por lo
cual tiene mayor afinidad por los lipidos neutros que por las fracciones polares. Segun
Guckert et al. (1988), el hexano es un solvente “selectivo” en la extraccién de lipidos
neutros con escasa recuperacion de la mayoria de los lipidos polares. Esta selectividad
del hexano por la fraccién neutra, podria ser una eleccion prometedora para la extraccion
de lipidos a partir de biomasa microalgal en la obtencion de biodiesel.

En cultivos de H. pluvialis estresados bajo la condicion A, se observo que cuando
los lipidos se extrajeron con hexano la proporcién de AGSs fue significativamente menor
gue con el método propuesto por Zhekisheva et al. 2002, con menores contenidos
relativos de los acidos palmitico y estearico. Caracteristica a tener en cuenta al momento
de predecir algunas propiedades del biodiesel a obtener, ya que, altos porcentajes del
acido palmitico y estearico, conducen a propiedades de fluidez de inferior calidad a bajas
temperaturas, ya que los metil ésteres de ambos acidos son los primeros en precipitar
ocasionando taponamientos indeseados en los filtros (Dunn 2005, Francisco et al. 2010).

También se puede destacar una mayor proporcion de AGMs en los lipidos
extraidos con hexano en ambas condiciones de estrés, con respecto a aquellos extraidos
con el método de Zhekisheva et al. (2002); siendo el acido oleico el acido graso mejor
representado.

Con respecto a los AGPs, si bien no existieron diferencias significativas entre

ambos métodos de extraccion, resulta importante destacar que el contenido relativo del
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acido linolénico (C18:3n3c) en la extraccién con hexano, estuvo muy por debajo del limite
permitido por la Norma Argentina IRAM 6515 de la calidad del biodiesel. Esta

caracteristica se observé en ambas condiciones de estrés.

Cultivo de Haematococcus pluvialis a mayor escala (35 L) para la sintesis de
lipidos.

Si bien en los cultivos a mayor escala fue incorporado aire enriquecido con
diéxido de carbono, no se observaron diferencias significativas en la extraccion de lipidos
con n-hexano, comparado con los cultivos no suplementados con CO,. Como ha sido
mencionado por numerosos autores, la incorporacion de este gas, implicaria un
incremento en el contenido lipidico, especialmente en la fraccion de los triglicéridos
(Gordillo et al. 1998, Huntley y Redalje 2007, Widjaja et al. 2009). La aplicaciéon de un
mayor caudal de CO, y un mayor tiempo de exposicién en los cultivos deberian ser

ensayados en H. pluvialis.

Caracteristicas de la materia prima obtenida

No todos los aceites extraidos a partir de las microalgas, podrian ser utilizados
para producir biodiesel compatible con los motores usados en la actualidad. Por ejemplo,
los hidrocarburos producidos por Botryococcus braunii poseen longitud de cadena mayor
a 30 carbonos (Banerjee et al. 2002), mientras que los aceites vegetales comiunmente
usados para biodiesel poseen principalmente entre 16 y 18 carbonos (Durrett et al. 2008).
De hecho el biodiesel necesita cumplir con ciertas exigencias de estandares
preestablecidos. Las propiedades mas importantes del biodiesel, como el nimero de
cetano (calidad de ignicién), propiedades de fluidez a bajas temperaturas, estabilidad
oxidativa e indice de yodo estan determinadas por la estructura de los ésteres grasos que

forman parte del mismo (Knothe 2005, Chisti 2007). A su vez, las propiedades de los
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ésteres grasos estan determinadas por las caracteristicas de los acidos grasos, tales
como la longitud de la cadena carbonada y el grado de insaturacion, y de las

caracteristicas del alcohol que los constituyen (Knothe 2005).

La mayoria de los aceites de microalgas difieren de los aceites vegetales en que
son ricos en acidos grasos poliinsaturados con cuatro o0 mas enlaces (Belardi et al. 2000,
Chini Zittelli et al. 2006, Rodolfi et al. 2009). Por eso, estas caracteristicas limitan las
especies que podrian ser usadas en la produccién de biodiesel. Es importante destacar
qgue los principales acidos grasos (ac. palmitico, estearico, oleico, linoleico y linolénico)
que se presentan en los aceites de semillas de soja, canola, maiz, girasol y palma,
comunmente utilizados para producir biodiesel de primera generacién (Freedman et al.
1986, Lang et al. 2001, Edem 2002, Durret et al. 2008) también se encuentran presentes

en H. pluvialis.

De acuerdo al perfil de acidos grasos observado en la especie en estudio, se
podrian inferir algunas caracteristicas del biodiesel a obtener. Si bien en la fraccion de
lipidos neutros la proporcion de AGPs oscila entre 43% en las condiciones de estrés A, el
grado de insaturacién maximo de la cadena no excede los 3 dobles enlaces, como asi
también, la longitud de los acidos grasos mayoritarios es intermedia con un maximo de 18
carbonos.

El biodiesel producido a partir de acidos grasos con alto contenido de AGPs,
posee propiedades favorables de fluidez a bajas temperaturas (Hu et al. 2008), sin
embargo, estos acidos grasos son particularmente susceptibles a la oxidacion, y tienden
a ocasionar problemas de inestabilidad durante el almacenamiento prolongado. Por lo
que el calentamiento de acidos grasos altamente insaturados, conduce a la formacion de
depdsitos o deterioro de la lubricacion del aceite. Este efecto se ve incrementado a
medida que aumenta el numero de dobles enlaces en la cadena de los &cidos grasos

(Francisco et al. 2010).

174



El indice de yodo de los aceites es una medida del total de insaturaciones
(Kyriakidis y Katsiloulis 2000, Knothe 2002, Chisti 2007). El indice de yodo calculado en
los aceites de H. pluvialis obtenido en condiciones de estrés A (99,64 g |, /100 g) estuvo
por debajo de los estdndares Europeos para biodiesel EN 14214, que determina como

valor maximo 120 g 1,/100 g (Mittelbach 1996, Chisti 2007).

Obtencion de biodiesel y evaluacion del rendimiento.

Numerosas técnicas y procesos de produccién fueron propuestos para
transformar los triglicéridos de los aceites en los alquil esteres de acidos grasos
(biodiesel). Algunas de ellas incluyen la transesterificacion catalizada por una base o un
acido, aunque también algunos procesos usando fluidos supercriticos, como metanol o
etanol, fueron empleados evitando de esta manera el uso de catalizadores (Warabi et al.
2004, Brignole et al. 2005). La mayoria de los procesos utilizados industrialmente
emplean catalizadores alcalinos homogéneos (NaOH o KOH) en un reactor con
ultrasonido o cavitacion operando en modo bach (Gogate 2008, Kalva et al. 2008,

Gogate y Kabadi 2009).

A) Método convencional por catélisis acida

En la especie en estudio la extraccion de lipidos en mayores volimenes con el
objeto de producir biodiesel, se realiz6 a partir del método que utiliz6 n-hexano como
solvente y a partir de cultivos estresados con alta intensidad de luz y medio de cultivo
completo (condiciones de estrés A).

A partir del aceite de H. pluvialis fue posible obtener biodiesel llevando a cabo la
reaccion por catalisis acida (H.SO.). El rendimiento de la reaccion n, = 0,69 (70%)
resulté mas bajo que el tipico rendimiento industrial (1, =1 g biodiesel/g triglicéridos)

cuando se utiliza como reactivo un aceite refinado. Esta disminucidon en el rendimiento
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podria deberse a que la muestra inicial de reactivos (lipidos totales) no estuvo compuesta
Unicamente por triglicéridos sino ademas por otros compuestos tales como glicolipidos,
fosfolipidos y un porcentaje no determinado de pigmentos. Algunos de estos compuestos
son solubles en agua y se eliminarian junto con la fase acuosa provocando un descenso
en el rendimiento de la reaccién. Ademas, parte del producto (biodiesel) podria haber
sido eliminado en la etapa de lavado debido a la presencia de emulsionantes
(fosfolipidos). A escala industrial los lipidos solubles en agua son eliminados previamente
del aceite crudo a través de procesos de desgomado.

El rendimiento de la extraccion (n: =16%) fue confirmado con otras extracciones

a pequefia escala, realizadas a partir de cultivos de la misma especie. Puede esperarse
gue este rendimiento aumente si se consigue aumentar la recuperacion de lipidos en la
etapa de extraccion con solvente (n-hexano). Ademas, se observl presencia de gotas
emulsionadas de lipidos en el refinado que en principio representarian un deterioro del

rendimiento de extraccion.

B) Método de metanol supercritico

El principio basico del método de metanol supercritico en la obtencién de
biodiesel, se basa en el efecto de la temperatura y presion sobre las propiedades
termofisicas del metanol, tales como viscosidad, difusibilidad, densidad y polaridad.
Cuando las condiciones experimentales llegan mas alld del punto critico, el metanol
alcanza una simple fase fluida. Con este cambio de fase, el metanol aumenta la
difusibilidad, decrece la viscosidad y presenta una densidad que puede ser manipulada
sobre un rango de pequefios cambios en la temperatura y presion. Estas propiedades
indican que el metanol supercritico puede ser usado como un solvente con caracteristicas

de transferencia superior (Kusdiana y Saka 2001, Demirbas 2007, 2009).
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De acuerdo al ensayo realizado en H. pluvialis se puede concluir que fue factible
la extraccion del aceite contenido en la biomasa liofilizada, utilizando metanol a alta
temperatura (300 °C). También se puso en evidencia que se efectué en forma efectiva la
trans-esterificacion de los triglicéridos presentes en los aceites. Sin embargo, también se
produjo la extraccién y reaccion de otros compuestos, como glicoles y fosfolipidos.

Seria necesario estudiar medios de separacion de los ésteres presentes en el
producto de la reaccién mediante agentes de separacion masico. Una alternativa es el
uso de agua para lavar la gliceria y glicoles, y luego acetona para separar los fosfolipidos
del biodiesel. También es preciso estudiar otras condiciones de operacion (temperatura y
presion) para evaluar si es posible extraer los triglicéridos y disminuir la extraccion de
otros compuestos que no son deseables en el biodiesel.

El método de metanol supercritico, presenta algunas ventajas sobre el método de
catalisis acida. Estudios experimentales recientes (Saka y Kusdiana, 2001, Cao et al.
2005) sobre transesterificacién de aceites vegetales para la produccion de alquil ésteres
de acidos grasos (biodiesel), demostraron que trabajando en condiciones supercriticas es
posible obtener altas velocidades de reaccion sin el uso de catalizadores. El método
convencional de transesterificacion utiliza catalizadores basicos (NaOH) o acidos (H,SOy,)
a temperaturas moderadas. En estas condiciones la reaccion es lenta (particularmente
con catalizadores acidos) y en general la remocién del catalizador y la obtencion de
productos de saponificacién (con catalizadores basicos) dificultan la purificacion de los
productos de reaccion (biodiesel y glicerina). El incremento de la velocidad de reaccion,
sumado a la posibilidad de obtener conversiones muy elevadas, permitiria en principio
reducir los costos de la transesterificacion de aceites. Se intensifica el proceso y se
facilita la recuperacion de los productos aguas abajo del reactor. Una ventaja adicional es
gue se puede trabajar con aceites de elevado contenido de acidez y agua, que no son

aptos o requieren un tratamiento especial cuando se utilizan catalizadores basicos.
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Consideraciones finales

H. pluvialis es considerada una especie robusta dado que es facil de cultivar bajo
condiciones Optimas (Vonshak y Richmond 1985, Cohen 1999), sin embrago, las
condiciones que inducen la sintesis de lipidos reducen su tasa de crecimiento, de la
misma manera que fue reportado para otras microalgas (Siron et al. 1989, lliman et al.
2000, Griffiths y Harrison, 2009, Rodolfi et al. 2009). Si bien el contenido lipidico
registrado bajo la condicion de estrés A ensayada fue relativamente alto (34,85% por
biomasa de peso seco), estos valores no son audn suficientes como para reunir los
requerimientos comerciales para la produccion de biodiesel. Por lo tanto es necesario
optimizar ain mas las condiciones de cultivo para que la especie en estudio constituya
una fuente viable de materia prima. Se propone: a) incrementar la biomasa con la
implementacion de una estrategia de cultivo en dos fases que incluyan: una fase inicial de
crecimiento rapido en biorreactores con un medio enriquecido en nutrientes, seguida de
una segunda fase inductora de lipidos, en grandes piletones abiertos y pobres en
nutrientes (Borowitzka et al. 1991, 2005; Olaizola 2000, Garcia-Malea Lépez et al. 2005,
2006; Masojidek et al. 2009) y b) suplementar los cultivos con CO, durante las fase de
crecimiento exponencial y la fase estacionaria que incluye la sintesis de lipidos. Esta
estrategia ya ha sido probada con éxito en algunas especies de microalgas en otros
paises (Mazzuca Sobczuk y Chisti 2010).

La seleccion de cepas productivas, de rapido crecimiento y ambientadas a las
condiciones del clima local es de fundamental importancia para el éxito de cualquier
cultivo a gran escala y particularmente para productos de bajo valor agregado como lo es
el biodiesel (Griffiths y Harrison 2009). Otra consideracién a tener en cuenta al momento
de elegir la especie a explotar es el costo de la cosecha post-cultivo (Borowitzka 1997). El
gran tamafo celular y la capacidad de autoflocular de los cistos de H. pluvialis son dos

caracteristicas que juegan a favor en esta especie.
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En resumen: H. pluvialis constituye una fuente potencial de materia prima lipidica
para la produccién de biodiesel, dado que: 1- es una especie capaz de acumular lipidos
en respuesta a condiciones de estrés, 2- los lipidos neutros constituyen la principal
fraccion sintetizada, los cuales son el sustrato preferido para la produccion de biodiesel,
3- el perfil de los acidos grasos es adecuado para la produccion de biodiesel, 4- los
principales acidos grasos poseen longitud de cadena hidrocarbonada mas corta o igual
que C18, 5- el grado de insaturacion de los acidos grasos en la fraccion de AGPs, no
excede a tres dobles enlaces, 6- sintetiza en forma simultanea lipidos y astaxantina, un
co-producto de alto valor agregado, 7- es facil de cultivar en fotobiorreactores y a mayor
escala en piletones abiertos (Borowitzka et al. 1991, Olaizola 2000, Borowitzka 2005,
Garcia-Malea Lopez et al. 2006, Huntley y Redalje 2007, Masojidek et al. 2009), 8- posee
células de gran tamafio, lo cual facilita el proceso de cosecha por medio de técnicas
economicas (Mata et al. 2010), y 9- existe la posibilidad de aplicar métodos mecanicos,
industriales y convencionales, tradicionalmente usados en la extraccion de astaxantina
(Olaizola 2000, Cysewski y Todd Lorenz 2004), los cuales deberan ser probados en la
cepa argentina.

Este estudio provee informacion de base util para futuras investigaciones
tendientes a buscar las condiciones mas adecuadas para mejorar el rendimiento del

aceite, su proceso de extraccion y de obtencién de biodiesel.
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