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Titulo: Estudio De La Evolucion De Pigmentos Y Lipidos En Células Intactas De Chlorella
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Descripcion: El aumento de aplicaciones cientificas y tecnoldgicas que involucran cultivos de
microorganismos ha aumentado las necesidades de los investigadores en cuanto a monitoreo de
cultivos en tiempo real. Tradicionalmente, estos monitoreos han involucrado una serie de procesos
de extraccion de diferentes fracciones a partir de los cultivos, los cuales son posteriormente
analizados por medio de cromatografia. Todos estos procesos tardan tiempo, lo cual puede resultar
problemaético si se trata de un cultivo de evolucion répida. Con el fin de hallar metodologias mas
eficientes para el seguimiento de microorganismos, en este trabajo se ha utilizado espectrometria
de masas MALDI-TOF para realizar un monitoreo de un cultivo de Chlorella vulgaris por medio
del andlisis de las distribuciones de pigmentos de estos organismos fotosintéticos. A partir de los
datos obtenidos, se ha logrado evidenciar los cambios composicionales de estos pigmentos en los
microorganismos a medida que el cultivo envejece, lo cual podra actuar como una alternativa

analitica para el monitoreo de cultivos de microorganismos.
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Title: Study Of Pigment And Lipid Evolution In Intact Chlorella Vulgaris Cells”.
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Description: An increase in scientific and technological applications involving cultures of
microorganisms has also increased researcher’s needs for real time cell culture monitoring. These
analyses have traditionally involved a series of extractions, culminating in a set of fractions
obtained from the cultures. These fractions are then analyzed, typically by chromatographic
methods. These analytical processes take time, which can be problematic for time-sensitive or
rapidly evolving cell cultures. In order to help develop more time-efficient analytical
methodologies, this study has used MALDI-TOF mass spectrometry to monitor the growth of a
Chlorella vulgaris culture through the analysis of pigment distributions in the photosynthetic cells.
Using the data obtained, we have been able to observe the compositional changes of these pigments
in the aging cell culture, which could lead to an alternative analytical solution for cell culture

monitoring.

* Degree work
™ College of Science. School of Chemistry. Director: Inés Hernandez Celi. MSc. in Biomedical Science. Codirector:
Luis Miguel Diaz S&nchez. Chemist.

Introduccion

Sentado sobre la cubierta de su barco de la armada britanica en 1816, John Thompson se

encontraba encantado con las luces casi magicas que producian los pequefios crustaceos que
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parecian seguir el rastro de su navio. Curioso por entender el fendmeno que observaba, el cirujano,
bidlogo, zoologo, boténico e historiador natural, disefié una red con materiales regados por el
buque para atrapar la fuente de luz. Aungue Thompson nunca logro la captura de estos organismos
brillantes, su invento le permitié atrapar los primeros especimenes recordados de plancton
(Damkaer, 2016). Nombrados por primera vez en 1887 por Victor Hensen (Smetacek, 1999), el
plancton, proveniente del griego planktos (que significa vagabundo o errante), es un grupo de
organismos microscopicos que habitan en cuerpos de agua. El plancton lo constituye todos
aquellos organismos que, ya sea por su tamafio o su baja motilidad, son incapaces de nadar contra
la corriente y, por lo tanto, son arrastrados sin rumbo. Esta categoria de organismos incluye
diversos géneros de casi todos los filos del reino animal, junto con especies de algas, archaeas y
protozoos (Falkowski, 2012).

Descubiertas en 1890 por un microbi6logo holandés, las Chlorellas son un género de
microalgas fitoplanctonicas unicelulares que se caracterizan por su forma esférica, reproduccion
asexual rapida y alto contenido de proteinas, pigmentos, lipidos, polisacaridos, vitaminas y
minerales (Chia, Chew, & Zaid, 2019). Tras su descubrimiento, el género Chlorella se ha prestado
para un gran namero de aplicaciones en el mundo industrial. Desde la primera guerra mundial,
cultivos de Chlorella han sido usados como suplementos dietarios gracias a las altas
concentraciones de proteinas, grasas, minerales y clorofilas (Safi, Zebib, Merah, Pontalier, &
Vaca-Garcia, 2014). También se han empleado como materia prima en la industria cosmética,
tanto en cremas rejuvenecedoras como en blogqueadores solares aprovechando su composicién
pigmentaria. Aplicaciones en biotecnologia, incluyen el uso de cepas de Chlorella en biorreactores

para la produccién industrial de biomoléculas relevantes entre ellas; triacilglicéridos (TAGS) para
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la produccion de biocombustibles (Stephenson, Dennis, Howe, Scott, & Smith, 2010). Ademas, se
han realizado estudios para el uso de Chlorella en limpieza de aires y secuestro de carbono en la
atmosfera, ya que estos microorganismos fitoplanctonicos presentan mayor eficiencia fotosintética
que algunas plantas macroscopicas (Safi, Zebib, Merah, Pontalier, & Vaca-Garcia, 2014)

De igual manera, el estudio del fitoplancton marino ha sido de gran interés debido a que
este lleva a cabo diferentes funciones bioldgicas indispensables en los ecosistemas acuéticos,
incluyendo la remocion de contaminantes incluyendo nitratos, sulfatos y fosfatos (Ajala &
Alexander, 2020; Falkowski, 2012). La caracterizacion de pigmentos fotosintéticos en estos
microorganismos constituye actualmente una herramienta Gtil para reconocer grupos taxonémicos,
dado que estos pueden servir como biomarcadores moleculares. Este método de identificacion se
basa en el reconocimiento de pigmentos diagnosticos; Unicos en ciertos grupos taxonémicos o
compartidos por dos 0 mas grupos que permiten la tipificacion de géneros de fitoplancton
(Schluter, Mghlenberg, Havskum, & Larsen, 2000).

El anélisis de pigmentos en microorganismos requiere de procesos de preparacion
extensiva de muestras, largos tiempos de analisis y multiples etapas consecutivas en las cuales
debe incluirse: lisis celular, separacion de pigmentos por polaridad, adecuacion de muestra para
cromatografia para obtener resultados confiables a partir de las técnicas tradicionales como HPLC
0 TLC. La preparacion y manipulacion de las muestras requerido para realizar este tipo de pruebas,
junto con largos tiempos de analisis hacen que estas estrategias metodoldgicas para el monitoreo
de pigmentos no sean particularmente eficientes (Barbano, et al., 2015; Singhal, Kumar, Kanaujia,
& Virdi, 2015; Vembadi, Menachery, & Qasaimeh, 2019). De esta manera con el fin de reducir la

carga preparativa de los analisis de distribucion biomolecular y fortalecer la caracterizacion
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metabdlica de estos organismos, en esta investigacion se utilizé la espectrometria de masas con
ionizacion MALDI para realizar el monitoreo de biomoléculas (lipidos y pigmentos fotosintéticos
y fotoprotectores) a lo largo de la curva de crecimiento de la Chlorella vulgaris. Nuestra hipdtesis
de trabajo se baso en que es posible establecer la composicion pigmentaria y lipidica a partir del
cultivo de células intactas de C. vulgaris de manera rapida y eficiente mediante andlisis directo por
MALDI-TOF-MS.

Los resultados de la investigacion muestran que las matrices DHB y DCTB permiten
observar pigmentos fotoprotectores (carotenoides) y fotosintéticos (clorofilas) en muestras de
células intactas de Chlorella vulgaris con buen desempefio analitico en términos de S/N,
resolucion y precision en la masa. Los analisis MALDI-MS permitieron establecer diferencias
composicionales a lo largo de la curva de crecimiento del microorganismo. Las etapas iniciales de
desarrollo de la Chlorella vulgaris se caracterizan por abundantes pigmentos fotosintéticos de tipo
clorofila, que van decreciendo a expensas de un incremento en pigmentos fotoprotectores de tipo

carotenoide. No se observaron en los analisis sefiales correspondientes a lipidos (TAGs o0 DAGS).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Estudiar los cambios composicionales, en términos de pigmentos y lipidos, durante las
fases de crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF.

1.2 Objetivos Especificos
e Analizar la composicion pigmentaria y lipidica durante las etapas de crecimiento de
células intactas de Chlorella vulgaris en medio BBM modificado mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF .
e ldentificar las variaciones composicionales de pigmentos y lipidos de Chlorella vulgaris a

lo largo de la curva de crecimiento.
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2. Marco Tedrico

2.1 Chlorella vulgaris

La Chlorella vulgaris es una microalga eucariota perteneciente a la familia Chlorellaceae
que se caracteriza por su forma esférica pequefia (5-10pm) y su color verde intenso (Nickelsen,
2017; Safi, 2014). Esta alga posee una pared celular compuesta por celulosa y otras moléculas
asociadas. Entre estas se encuentran sustancias estructurales como el quitosano o la glucosamina.
Esta estructura rodea la membrana celular de la microalga, la cual contiene un nimero de lipidos
tanto sefalizadores (esfingolipidos) como estructurales (fosfolipidos y glucolipidos) (Jay,
Kawaroe, & Effendi, 2018). También posee un cloroplasto Gnico protegido por una bicapa lipidica
como se muestra en la Figura 1. Dentro del cloroplasto, los pigmentos fotosintéticos y
fotoprotectores (carotenoides y clorofilas) se encuentran almacenados dentro de sacos
membranales Ilamados tilacoides (Safi, Zebib, Merah, Pontalier, & Vaca-Garcia, 2014). Entre las
clorofilas, se pueden encontrar tanto clorofila a y b como algunos pigmentos derivados de estos,
como lo son las feoforbidas, clorofilidas y feofitinas. Estos pigmentos pueden ser identificados
midiendo las longitudes de onda de maxima absorcion. En términos de peso seco, estas microalgas
son compuestas de 5-40% lipidos, 12-55% carbohidratos, 42-58% proteinas, 1-2% pigmentos y

trazas de minerales y vitaminas (Ren X. C., 2016; Ren X. D., 2019).

Figura 1.
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llustracion de la célula de Chlorella vulgaris.

Celulosa/Carbohidratos

Vacuola /
Aparato de Golgi /

Lipidos Membranales

Cloroplasto Mitocondria

Pared Celular

Membrana Celular
Tilacoides Nucleo

Citoplasma  Gotas Lipidicas

Chlorella vulgaris tiene la capacidad de reproducirse de manera veloz (con una tasa
especifica de crecimiento de 0.279 d) (Wong, 2017), lo cual la hace una opcion popular para el
estudio y aplicaciones industriales. Estas células se reproducen por auto esporulacion, una forma
de reproduccion asexual en donde cuatro células hijas con pared celular propia se forman dentro
de la pared celular de la célula madre. El crecimiento de la Chlorella vulgaris depende de la
disponibilidad de nutrientes, en particular el nitrogeno (de la forma NO3), condiciones luminicas
(pruebas de iluminacion muestran que luz con longitudes de onda alrededor de 650 y 420nm
generan la mejor respuesta en microalgas verdes en conjunto con horarios de 16:8 horas luz:
oscuridad), valores de pH, y temperatura (Jeon, Cho, & Yun, 2005; Stephenson, Dennis, Howe,

Scott, & Smith, 2010; Harwood, 2006). La referencia taxonémica del NCBI de esta microalga es

NCBI:txid 3077.
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2.1.1.1. Condiciones de crecimiento durante anélisis metabolémicos en Chlorella vulgaris

En los cultivos de microorganismos en particular los cultivos fotosintéticos se pueden
clasificar segun las fuentes de carbono utilizadas (Nichols & Bold, 1965). Estos pueden ser
autotréficos (utilizan carbono inorgénico), heterotréficos (carbono organico y ausencia de luz),
mixotrofico (con fuentes de carbono orgénicas e inorgénicas) y fotoheterotroficos (en presencia
de luz y fuente orgénica de carbono) (Daliry, Hallajisani, Mohammadi Roshandeh, Nouri, &
Golzary, 2017).

De igual manera los medios también se clasifican seglin la exposicion del cultivo al
ambiente: i. los cultivos pueden ser cerrados (el medio se encuentra aislado completamente del
ambiente), ii. funcionalmente cerrado (un sistema que puede ser rutinariamente abierto, pero
regresa a un estado cerrado a traves de un proceso de esterilizacién) o iii. abierto (medios de cultivo
abiertos al medio ambiente). Cabe destacar que los medios cerrados ofrecen mayor control sobre
el cultivo, aunque el intercambio gaseoso permitido por medios abiertos los hace atractivos para
el crecimiento de Chlorella (Daliry, Hallajisani, Mohammadi Roshandeh, Nouri, & Golzary,
2017).

Los medios de cultivo para microorganismos como Chlorella vulgaris son los responsables
de determinar las caracteristicas que expresaran metabdlicamente (Wong, 2017). Dado que
cambios de nutrientes y condiciones de temperatura, iluminacion y agitacion pueden generar
variaciones dramaticas en las composiciones celulares (Wong, 2017; Stephenson, 2010; Ren X.
C., 2016; Ren X. D., 2019). Estas variaciones afectan tanto el tamafio de las células, como su
produccién pigmentaria y reproduccion. Se ha encontrado en la literatura que nutrientes como el

nitrato aumentan la reproduccion de células y la formacion de biomasa, pero reducen la produccion
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de lipidos de interés industrial. A su vez, fuentes de carbono aumentan el crecimiento celular,
siempre y cuando no excedan un limite de concentracion (17 veces la concentracion de nitratos)
(Daliry, Hallajisani, Mohammadi Roshandeh, Nouri, & Golzary, 2017).

El medio basal de Bold es un medio de cultivo muy utilizado para el crecimiento de algas
de agua dulce. Este se basa en soluciones de micro- y macronutrientes como fuente de alimento,
junto con soluciones &cidas y alcalinas para regulacion del pH. La naturaleza inorgénica de este
medio de cultivo resulta dificil para la vida de organismos contaminantes, por lo tanto, también
garantiza la naturaleza axénica del cultivo. EI medio basal de Bold original fue creado a partir de
una serie de soluciones estandares de sales. Estas soluciones estandar fueron producidas en
volimenes de 400 mL. Cada una de ellas contenia una de las siguientes sales en las
concentraciones mencionadas: NaNOs (10.0g), CaCl2+2H20 (1.0g); MgSO4+7H20 (3.0g); K2HPO4
(3.0g); KH2PO4 (7.09); NaCl (1.09). Para la preparacion final del medio, 940 mL de agua destilada
fue mezclada con 10 mL de cada una de las soluciones estdndar mencionadas junto con 1.0 mL de
las cuatro soluciones descritas a continuacion (Nichols & Bold, 1965).

e (1) 50g EDTA y 31g de KOH disueltos en 1 L de H20.
e (2 4.98g FeSO4+7H-0 disuelto en 1 L de agua acidificada (Agua acidificada: 1.0 mL

H>SO4 afiadido a 999 mL de H20).

e (3 11.42g de H3BO3 disuelto en 1 L H20.
o (4 Las sales descritas, todas disueltas en 1 L de H2O: ZnSO4+7H.0O (8.82Q);

MnCl2+4H20 (1.44g); MoOsz (0.71g); CuSO4+5H-0 (1.57g); Co(NO3)*6H20.
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2.1.1.2 Evaluacion de crecimiento en Chlorella vulgaris
Normalmente, el monitoreo del crecimiento celular se realiza utilizando una técnica
tradicional: la hemocitometria de Neubauer, empleada para conteo de diferentes clases de células
(Vembadi, Menachery, & Qasaimeh, 2019). La herramienta principal para este conteo es la cAmara
de Neubauer: un portaobjetos disefiado especificamente para realizar conteos (Figura 2). Una
placa de cristal con una cuadricula fina (con méas de 400 cuadros) es cubierta de muestra liquida
con una poblacién de microorganismos. Colocandolo bajo un microscopio, se utilizan los cuadros

de guia para realizar un conteo del nimero de células por unidad de area.

Figura 2.
Céamara de Neubauer con detalle de cuadricula para conteo celular (el camino rojo ilustra una

técnica de conteo cominmente usada).
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Existen multiples técnicas para el conteo celular con este tipo de camara. Por lo general,
estas se basan en contar un ndmero reducido de recuadros, la cantidad de células que contiene 1
pl del medio de cultivo y utilizar esos valores para calcular la cantidad de células de toda la muestra
(Vembadi, Menachery, & Qasaimeh, 2019). Esto permite que los conteos sean estadisticamente
validos. Estas mediciones son utilizadas para generar la curva de crecimiento del cultivo
(Vembadi, Menachery, & Qasaimeh, 2019). Las curvas de crecimiento fueron desarrolladas con
el fin de representar el crecimiento del cultivo de células (Micha & Corradini, 2011). Estas
representaciones cumplen la funcion de ilustrar de una forma visual el crecimiento de alguna
variable en funcion del tiempo. En el &mbito de cultivos celulares, esta curva puede representar el
aumento de la biomasa realizando mediciones de peso seco, nimero de individuos mediante conteo
celular, la evaluacion de absorbancia por UV-Vis o alguna caracteristica individual como tamafio
de células (Wong, 2017). Estas curvas de crecimiento suelen encontrarse divididos en cuatro fases
claras, correspondientes a etapas de vida de los microorganismos (Micha & Corradini, 2011). La
primera fase de la curva de crecimiento, llamada la fase de latencia, se caracteriza por una baja
tasa de reproduccion y crecimiento de las células en el medio. La segunda fase o fase exponencial,
trae consigo un rapido crecimiento poblacional donde las células ya adaptadas al medio comienzan
a reproducirse de manera acelerada. La tercera fase de la curva de crecimiento muestra una
detencién de la reproduccion y un estancamiento de la poblacién debido al nimero de células
alcanzando los limites permitidos por el sistema, razon por la cual es Ilamada fase estacionaria. La
fase de muerte es el Ultimo paso en una curva de crecimiento e implica la muerte de las células en
el medio debido a la no division celular de estos microorganismos. Es importante notar que estas

muertes no son causadas por falta de nutrientes (Micha, 2011; Wong, 2017).
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2.1.2 Pigmentos fotoprotectores y fotosintéticos

Siendo un organismo fotosintético, la Chlorella vulgaris sintetiza pigmentos de una manera
eficiente, produciendo en promedio un 8% mas de fotopigmentos que las plantas terrestres
(Schliter, Mghlenberg, Havskum, & Larsen, 2000). Las condiciones del cultivo afectan
dramaticamente las distribuciones de pigmentos, en particular las variaciones de luz y contenido
de nutrientes (Stephenson, Dennis, Howe, Scott, & Smith, 2010). Sin embargo, los pigmentos
principales tienden a ser similares a pesar de las condiciones del cultivo. Los pigmentos mas
comunes en las Chlorellas son aquellos de las familias de las clorofilas y los carotenoides, entre
los cuales se encuentran la clorofila a y b, la luteina, la violaxantina, y el B-caroteno (ver Figura
3) (Gouveia, et al., 1996).
Figura 3.
Tabla de composicion de Chlorella vulgaris. Naranja: Carotenoides; Verde: Clorofilas; Morado:

Lipidos; Azul: Acidos Grasos.
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Las clorofilas son pigmentos de color verde compuestos por un anillo de calorina (un
tetrapirrol que contiene un atomo de magnesio) unido a una cadena alifatica larga llamada fitol.
La clorofila a difiere de la clorofila b en que el grupo funcional de la posicion 3 del grupo
tetrapirrdlico es -CHs (metilo) en lugar de -CHO (grupo funcional de los aldehidos) (Chen, 2015).
La funcion principal del anillo de porfirina y de la cadena hidrofdbica de fitol es absorber luz y
mantener anclada la clorofila a la membrana tilacoidal respectivamente (Chen, 2015). De las
clorofilas se derivan otras moléculas asociadas a estas conocidas como feofitinas, clorofilidas y
feoforbidas (Begum, Yusoff, Banerjee, Khatoon, & Shariff, 2016). Las feofitinas tienen la misma
estructura molecular que las clorofilas con ausencia del magnesio en la calorina central. Las
clorofilidas carecen unicamente de la cadena de fitol y las feoforbidas corresponden a moléculas
que han perdido tanto el magnesio central como el fitol (Chen, 2015). Por lo general, estas familias
de moléculas absorben longitudes de onda definidas, entre 430-460 y 660-700 nm, en la region
azul y roja del espectro (Schliiter, Mghlenberg, Havskum, & Larsen, 2000). Esta habilidad de
absorcién las vuelve atractivas para actividades cosméticas, en particular como bloqueadores
solares.

Por otro lado, los carotenoides son pigmentos organicos del grupo de los isoprenoides que
se caracterizan por sus colores, principalmente amarillos y anaranjados, y por sus estructuras, las
cuales incluyen hasta 40 carbonos ramificados enlazados con enlaces dobles conjugados (Buskirk,
et al., 2011). El nimero de estos enlaces dobles determina las longitudes de onda a las cuales
absorbera el pigmento (absorbiendo en el visible de 400 a 550 nm, correspondiente a violeta-verde)
y, por lo tanto, su color. De acuerdo con la estructura quimica, los carotenoides se clasifican en

carotenos (que son hidrocarburos y no contienen oxigeno) y xantofilas (que contienen oxigeno)
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(Schluter, Mghlenberg, Havskum, & Larsen, 2000). En la literatura se reporta la neoxantina,
violaxantina, luteina, f-caroteno, astaxantina y canthaxantina como los carotenoides principales

en la Chlorella (Gouveia, et al., 1996).

2.1.3 Lipidos

La Chlorella contiene una cantidad significante de lipidos, hasta un 40% de su masa seca
(Harwood, 2006). Estos se hallan principalmente en la membrana celular, la pared celular y en las
membranas tilacoidales (Jay, Kawaroe, & Effendi, 2018). Los lipidos de las microalgas muestran
similitudes con aquellos de las plantas superiores en cuanto a sus distribuciones y abundancias
relativas (Jay, Kawaroe, & Effendi, 2018). Por lo general, microalgas verdes como la Chlorella
vulgaris se clasifican segun sus distribuciones lipidicas de acuerdo con sus condiciones de origen,
ya sean de agua salada o dulce. El fitoplancton de agua dulce suele tener mayores concentraciones
de fosfatidilcolinas en comparacién con los aislados de agua salada, que contienen mas betainas
(Stephenson, Dennis, Howe, Scott, & Smith, 2010).

Los lipidos hallados en las células de Chlorella vulgaris suelen categorizarse segun su
estructura. Para poder demostrar sus propiedades estructurales, los lipidos dependen de una
composicién quimica especifica. Estos suelen poseer secciones polares y apolares, cominmente
llamados “cabezas” polares y “colas™ apolares o alifaticas, las cuales suelen estar unidos por
“cuellos” de glicerol. Estas colas alifaticas son conformadas por acidos grasos, mayoritariamente
linoleico, palmitico y a-linolénico. El principal caracter diferenciador de los lipidos encontrados
en células entonces es la naturaleza de las cabezas polares.

Los fosfolipidos son aquellos que tienen un grupo fosfato enlazado al glicerol. Por lo

general suelen encontrarse en las membranas externas de las células (Fosfatidilcolina,
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fosfatidiletanolaminas, fosfatidilglicerol). La Chlorella vulgaris, al ser una microalga de agua
dulce, tiene una proporcion elevada de fosfatidilcolinas (casi el 10% de sus lipidos totales)
(Harwood, 2006). La categoria principal de lipidos en las membranas tilacoidales son los
fosfatidilgliceros. Las fosfatidiletanolaminas, un lipido cominmente visto en los espacios extra-
tilacoidales, se encuentra en concentraciones muy bajas.

Los glucolipidos, en cambio son lipidos cuyas cabezas polares incluyen azlcares en lugar
de fosfatos. Este grupo incluye los galactolipidos como el Monogalactosildiacilgliceridos
(MGDG) y Digalactosildiacilgliceridos (DGDG). Las microalgas de la familia Chlorella suelen
tener una proporcion de MGDG: DGDG (lipidos de la familia de los glucolipidos) de 0.7/1.

Los glicéridos son algunas de las estructuras mas interesantes en términos lipidicos, gracias
a sus aplicaciones industriales. Estos lipidos se caracterizan por ser simplemente cadenas de &cidos
grasos enlazados a un corazén de glicerol. Estos lipidos incluyen los mono-, di- y triacilglicéridos
(MAG, DAG y TAG respectivamente). Esta familia de lipidos tiene aplicaciones como precursores
de biodiesel.

También existen estructuras azufradas, llamadas sulfolipidos. El azufre en estas estructuras
también actla como cabeza polar, permitiendo la formacién espontanea de bicapas lipidicas (Jay,
Kawaroe, & Effendi, 2018). Las células también presentan una categoria particular de lipidos en
la envoltura externa de las membranas Ilamadas esfingolipidos. Estos lipidos se caracterizan por
solo tener una cadena alifatica y una cabeza polar que contiene esfingosina. Estos lipidos suelen

participar en la sefializacion celular.
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Las cantidades de estas categorias de lipidos son similares a aquellas halladas en los
cloroplastos de las plantas. llustraciones de ejemplares de estas familias de lipidos pueden ser
observados en la Figura 3 (Harwood, 2006).

2.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF

La espectrometria de masas es una técnica analitica basada en la medicion de la relacion
masa/carga (m/z) de una especie cargada. Todo espectrometro de masas consta de tres
componentes principales: Fuente de ionizacion, analizador de masas, sistema de deteccidn de iones
(EI-Aneed, Cohen, & Banoub, 2009). En la fuente de ionizacion las moléculas son convertidas a
iones en fase gaseosa, las cuales pueden ser afectadas por campos magnéticos. El analizador de
masas es el encargado de separar a los iones generados en la fuente de ionizacion segln su relacion
m/z (Hosseini & Martinez-Chapa, 2017). Los iones separados son detectados y catalogados por el
detector de iones, el cual registra la relacion m/z y las abundancias relativas o absolutas de cada
ion (Singhal, Kumar, Kanaujia, & Virdi, 2015).

MALDI-TOF-MS es una abreviacion de Espectrometria de Masas de Desorcion/lonizacion
Laser Asistida por Matriz con un detector de Tiempo de Vuelo por sus siglas en ingles (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) (El-Aneed, Cohen, &
Banoub, 2009). En la técnica MALDI los analitos se mezclan con una matriz, que es tipicamente
un compuesto organico capaz de absorber fotones en la longitud de onda del laser. Los procesos
de adquisicion de carga por parte del analito son variados (e.g., protonacion, cationizacion,
transferencia o captura de electrones) y dependen de las propiedades fisicoquimicas de matriz.

(Hosseini & Martinez-Chapa, 2017).
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El analizador de masa de tiempo de vuelo TOF se basa en la ley de la conservacion de la
energia. Sencillamente, todos los iones que se forman en la fuente de ionizacion se someten a una
diferencia de potencial (V) de tal forma que la energia eléctrica adquirida por los iones se convierte
en energia cinética. Aunque todos los iones tienen la misma energia cinética, sus velocidades son
diferentes porque dependen de la masa del ion. Bajo estas condiciones, los iones de masas bajas
tienen velocidades mayores que los iones de masas altas, y por consiguiente tienen un menor

tiempo de vuelo en el &rea libre de campo del analizador TOF (Murphy, 2011; Hosseini, 2017).

2.2.1 Matrices MALDI

Las matrices MALDI son por lo general compuestos de bajo peso molecular con grupos
cromaforos que les confieren absortividades molares altas en la region del espectro donde emite
el laser (IR, UV) y funcionalidades acidas o basicas, dependiendo del modo mediante el cual
transfieran/tomen carga del analito (Castellanos-Garcia L. , et al., 2017). Algunas de las matrices
mas comunmente utilizadas en MALDI son &cidos orgénicos como el dihidroxibenzoéico (DHB),
hidroxicinamico (CHCA), nicotinico, y ferulico capaces de transferir protones (protonar) o
cationes (cationizar) analitos como péptidos, proteinas, &cidos grasos y azlcares, entre otros
(Zenobi & Knochenmuss, 1998). También existen marices altamente basicas que pueden
deprotonar analitos &cidos como del diaminonaftaleno (DAN) o el dimetilamino naftaleno
(DMAN) (Hosseini & Martinez-Chapa, 2017; Lu, Lee, Lee, & Ni, 2015). Las matrices de
transferencia electronica, por otra parte, son compuestos de potenciales de ionizacién altos (8-9
eV) que se fotoionizan formando un catién radical (ion primario) que puede abstraer un electron

de una molécula del analito neutro (con potencial de ionizacion menor que el de la matriz) para
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formar un cation radical del analito o ion secundario (Ramirez-Pradilla, Blanco-Tirado, &
Combariza, 2019). Debido a la gran aplicabilidad de la técnica MALDI constantemente se realizan
estudios para desarrollar nuevas matrices MALDI con el fin de adaptar la técnica a grupos de
analitos nuevos 0 més especificos (EI-Aneed, Cohen, & Banoub, 2009).

Los diversos mecanismos de adquisicion de carga por parte del analito en el proceso
MALDI hacen que esta herramienta sea muy selectiva a la hora de analizar muestras complejas,
ya que el uso de un matriz en particular puede afectar particularmente a una categoria de analitos
Tradicionalmente, la técnica MALDI de transferencia electronica es utilizada para el analisis de
pigmentos, complejos organometalicos, nanomateriales y polimeros, mientras que la transferencia

cationica y protonica facilita la determinacion de lipidos y proteinas.

3. Antecedentes

Desde que fue descubierto, el plancton ha sido de gran interés para la comunidad cientifica,
gracias a su facilidad y velocidad de crecimiento, factores que promueven sus aplicaciones
cientificas y tecnoldgicas (Nickelsen, 2017). Se han reportado en la literatura varios estudios de
analisis lipidicos utilizando GC acoplado a MS de diversos microorganismos fitoplanctonicos
como en el trabajo de (Jay, Kawaroe, & Effendi, 2018), donde se reporta la composicion lipidica
en cultivos de Chlorella vulgaris utilizando técnicas de extraccion con solventes como hexano y
metanol. También se ha reportado el analisis de pigmentos en microorganismos, aungue no
necesariamente microalgas, utilizando MALDI-MS (Buskirk, et al., 2011). En este estudio, se
utiliz6 MALDI para hallar los pigmentos en especies micéticas y se discutieron algunos

inconvenientes encontrados al analizar células con capas externas fotoprotectoras. MALDI se ha
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utilizado ventajosamente para el estudio de microorganismos en métodos como el Biotyping en
donde se utilizan sefiales caracteristicas de proteinas ribosomales para identificar organismos
(Murugaiyan, 2012).

Existe un gran nimero de estudios realizados acerca de la composicion del medio de cultivo
ideal para el crecimiento de microorganismos, en particular de la Chlorella vulgaris (Wong, 2017,
Stephenson, 2010; Ren X. C., 2016; Ren X. D., 2019). En el trabajo realizado por Wong, et al. se
realiz6 un estudio comparativo de diferentes medios de cultivo y condiciones para diferentes fines.
Ese estudio midi6 el crecimiento de Chlorella vulgaris en 13 medios diferentes, incluyendo el
medio Basal de Bold, el medio de Johnson, el medio M-8 y el medio de Fogg bajo condiciones
atmosféricas e iluminacion artificial blanca constante (Wong, 2017). Debido a la popularidad y
aplicabilidad de este microorganismo para el estudio y la industria, no es una gran sorpresa que
este tipo de estudios sean comunes. El consenso general hallado en estos estudios suele encontrarse
a favor del medio Basal de Bold como medio de cultivo para las Chlorellas.

Por otra parte, existen pocos reportes relacionados con el uso de la técnica MALDI MS
para investigar cambios composicionales durante el crecimiento de microalgas, particularmente
metabolitos de bajo peso molecular en células intactas. Tipicamente, los analisis metabolémicos
de cultivos de microorganismos mediante la técnica MALDI se realizan en extractos de pigmentos,
lipidos, proteinas, etc. En 2015 Andrade et al. reportaron el uso de varias mezclas de matrices (CA,
DHB, HCCA y sDHB) y solventes (THF, ACN, isoProp) para el analisis de microalgas
liofilizadas, entre ellas C. vulgaris, mediante MALDI-MS. Los autores enfocaron el analisis MS a
la deteccidn de proteinas exclusivamente (Andrade, 2015). En la misma linea, el analisis MALDI-

MS ha sido utilizado como herramienta de identificacion taxondmica (Biotyping) de
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microorganismos completos, entre ellos C. vulgaris (Murugaiyan, 2012). Més recientemente, la
técnica MALDI MS fue utilizada para el anélisis de oligosacaridos (N-glicanos) en C vulgaris
usando DHB como matriz (Mdcsai, 2019). Adicionalmente una exploracion méas profunda de la
variabilidad de N-glicanos en C vulgaris usando MALDI-TOF se reportd en 2020 (Mdcsai R. F.,

2020).

4. Metodologia

Etapa 1.

Analisis de la composicion pigmentaria y lipidica durante las etapas de crecimiento de
células intactas de Chlorella vulgaris en medio BBM modificado, mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF.

En esta etapa se realizaron las actividades descritas en la Figura 4

Figura 4.
Actividades asociadas con la Etapa 1.
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Para el establecimiento del cultivo de C vulgaris se utilizé el medio Basal de Bold
modificado (BBM) con la siguiente composicion: 175 mg/L KH2PO4, 25 mg/L CaCl,, 75 mg/L
MgSOs, 250 mg/L NaNOs, 75 mg/L KoHPOs, 25 mg/L NaCl y 11.42 mg/L H3BOs. A estos
nutrientes se les adiciond 1 mL de solucion de micronutrientes (8.82 g/L ZnS04.7H20, 1.20 g/L
MnS0a4.H20, 8.7 g/L (NH4)2M00a, 1.57 g/L CuSO4.5H,0, 0.41 g/L CoClz), 1 mL de solucién
acida (4.98 g/L FeSOs, 1 mL/L H2S04) y 3.2 mL de solucién alcalina (50 g/L EDTA.Nay, 31 g/L
KOH) antes de ser llevados a 1000 mL (Stephenson, 2010; Wong, 2017).

El crecimiento del microorganismo se realiz6 por un periodo de 45 dias para asegurar que
las células alcancen todos los estados de desarrollo. Los muestreos se realizaron cada 5 dias por
triplicado, para reducir la incertidumbre de las mediciones. Se utilizé un tipo de cultivo continuo
con muestras por descarte, incubado bajo condiciones controladas de temperatura (30°C), pH
(pH=9-10) y ciclos de luz/oscuridad. Los cultivos se realizaron en treinta biorreactores de 250 mL
con un volumen de medio basal de Bold de 50 mL en cada uno. Para cada cultivo se agregaron
1.2*10® células/mL como se ha reportado en estudios previos (Wong, 2017). Los Erlenmeyer
inoculados se incubaron con luz incidente emitida por bombillos fluorescentes de caracteristicas
especificas (5 kLux) (Daliry, Hallajisani, Mohammadi Roshandeh, Nouri, & Golzary, 2017). La
luz se utiliz6 para simular fases oscuras e iluminadas, condiciones necesarias para la fotosintesis.
Los cultivos se sometieron a ciclos de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. EI montaje utilizado
se muestra en la Figura 5.

Las variables de respuesta del crecimiento celular fueron: recuento celular con camara de
Neubauer utilizando un microscopio 6ptico; densidad éptica por medio de espectroscopia UV-Vis

a 682 nm (Sebela, Jahodarova, Raus, Lenobel, & Hasler, 2018, Tekiner, Kurt, Ak, & Kurt, 2018,
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Schltter, Mghlenberg, Havskum, & Larsen, 2000); y determinacién de peso seco llevando la

muestra a un horno a 60°C durante 22 horas hasta peso constante (Jeon, Cho, & Yun, 2005).

Figura 5.

Montaje utilizado para el crecimiento de C. vulgaris.

/

Los muestreos se hicieron en una cabina esterilizada con luz UV. Cada cinco dias tres
Erlenmeyer fueron seleccionados aleatoriamente del conjunto de 30 preparado inicialmente.
Alicuotas de 200 uL de cada Erlenmeyer fueron colocadas por triplicado sobre gradillas de 96
pozos para analisis por espectroscopia UV-Vis. La longitud de onda seleccionada (682 nm)
corresponde a la maxima absorcion de clorofilas. Una vez determinada la absorcién de las
muestras, se tomaron alicuotas de 10 uL de cada Erlenmeyer para realizar el conteo celular en la
camara de Neubauer. Tras realizar el conteo celular, se llevd a cabo el procedimiento de

determinacion de peso seco de la muestra. Para este procedimiento se utilizaron cajas de Petri
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previamente secadas en horno. Alicuotas de 10 mL de medio de cultivo se centrifugaron a
4°C/8000 rpm durante 15 minutos. El pellet resultante luego fue lavado y resuspendido en solucion
salina, antes de ser introducido en las cajas de Petri y llevado al horno a 60°C durante 22 horas.
Estas cajas secadas fueron pesadas nuevamente para determinar el peso seco de la muestra de
acuerdo con la siguiente formula:

We — W,
}Feso Seco(g/mL) = %
Donde:
e W;s: Peso final de la muestra con el recipiente. ()

e W, : Peso del recipiente vacio. ()

e Vn: Volumen medido de muestra. (mL)

Finalmente, durante la extraccion de las alicuotas para determinar el peso seco por
volumen, también se extrajeron alicuotas de 15 mL que se congelaron a -20 °C para su posterior
andlisis por MALDI.

Los andlisis por MALDI MS se realizaron en un equipo Ultraflextreme (Bruker Daltonics,
Billerica, MA) equipado con un laser Nd:YAG (A= 355 nm) Smart Beam con frecuencia de 1 kHz.
Los espectros de masas se adquirieron en modo reflectron polaridad positiva en el rango de m/z
100 a 1500 usando voltaje de aceleracién de 25 kV, con extraccién pulsada de iones (PIE) de 100
ns. El equipo se calibré utilizando clusters de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) y una la
serie de péptidos estandar: leucina-encefalina, bradiquinina, bombesina y sustrato de renina

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO).
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La preparacion de la muestra se realiz6 con soluciones de las matrices (DCTB -clorofilas-
y DHB -carotenos y lipidos) 20 mg/mL en ACN:H20. Se prepararon soluciones de células de C
vulgaris (1 mg de muestra seca en 1 mL de H>O tipo I) que se mezclaron con las matrices para
obtener relaciones analito:matriz (A:M) de 1:1, 1:2, y 1:3, respectivamente. Las muestras se
prepararon usando el método de dried droplet mezclando 1 puL del analito con un volumen de la
matriz (en cada una de las tres relaciones estudiadas) y se agitaron en un vortex por 2 min a 1500
rpm. Se aplicaron tres spots de cada muestra, para cada una de las relaciones A:M. Cada espectro
compuesto corresponde a 3000 espectros, tomados en 6 adquisiciones de 500 disparos cada una.
Los anélisis de los espectros, calibracion, integracion, seleccion de sefiales, célculos de S/N, y

resolucion, se realizaron utilizando el software Data Analysis (Bruker Daltonics, Billerica, MA)

Etapa 2.

Identificacion de las variaciones composicionales de pigmentos y lipidos de Chlorella
vulgaris a lo largo de la curva de crecimiento.

En esta etapa se seleccionaron, a partir de los resultados composicionales de la etapa
anterior, las familias de compuestos observadas en los espectros de masas a saber: pigmentos
fotoprotectores (carotenoides), pigmentos fotosintéticos (clorofilas y sus derivados) y lipidos
(Triacilgliceroles). Se realizé un analisis de abundancias relativas de las familias de compuestos
para cada punto de muestreo de la curva de crecimiento del microorganismo. Finalmente, se
comparan las variaciones entre las abundancias relativas de familias de compuestos observadas

durante todo el proceso de desarrollo de la C vulgaris.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Establecimiento del cultivo de Chlorella vulgaris

El cultivo de C. vulgaris se establecio utilizando muestras de un cultivo del
microorganismo existente en el laboratorio. Con el fin de generar una carga celular adecuada para
realizar la curva de crecimiento, es necesario como primer paso preparar pre-inoculos derivados
del cultivo existente. Se extrajeron alicuotas de 5 mL del cultivo original que se transfirieron a
cuatro Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de BBM. Estas mezclas se dejaron crecer
durante 10 dias bajo condiciones de luz controlada (12h luz/12h oscuridad). Para asegurar el
crecimiento adecuado de C vulgaris es necesario ademas verificar la ausencia de microorganismos
en el pre-indculo, que puedan afectar el desarrollo, tales como hongos y bacterias. Por esta razon
en el dia 8 del experimento se realizaron pruebas de contaminacién. Pequefios volumenes (10-50
uL) del cultivo fueron sembrados sobre placas de Agar-Agar en cajas de Petri. Estas pruebas
fueron almacenadas bajo las mismas condiciones de temperatura que los cultivos de C. vulgaris.
Una examinacion ocular fue suficiente para comprobar la presencia de contaminantes -hongos y
bacterias- en el cultivo después de tres dias de incubacion (Figura 5).

Para eliminar los microorganismos no deseados, alicuotas de 5 mL de los cultivos fueron
extraidas y sembradas nuevamente en Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio de crecimiento
aditivado con cloranfenicol (antibi6tico) y nistatina (antimicético) en concentraciones de 10° U/L
(Unidades Internacionales/Litro). Estos nuevos cultivos fueron crecidos nuevamente durante un

periodo de 10 dias bajo condiciones luminicas controladas. Una vez concluido este periodo, se
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realiz6 nuevamente la purificacion de estos cultivos repitiendo el tratamiento con antibiotico y
antimicotico.

Figura 6.

Pasos iniciales para la preparacion del pre-inoculo de C. vulgaris a partir de un cultivo

existente.

Crecimiento de hongos y
bacterias contaminantes en

pre-inoculos de C vulgaris en
placas de Agar-Agar

Pre-inoculo de C vulgaris en
Muestra original de Pre-inoculo de C vulgaris BBM + cloranfenicol y
C vulgaris en medio BBM nistatina (10° U/L)

Al terminar esta etapa inicial de crecimiento, se realizaron nuevamente pruebas en Agar-
Agar para determinar la presencia de microorganismos contaminantes que resultaron negativas. El
Unico crecimiento visible correspondia a microalgas, tal y como se comprob6 por observacion bajo
microscopio optico. A partir de los pre-in6culos purificados, se extrajeron nuevamente alicuotas
de 5 mL que se depositaron en seis Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de BBM. Estas muestras
se utilizaron como inoculo final para la fase experimental. Finalmente, los cultivos de trabajo que
se utilizaron para construir la curva de crecimiento y realizar los analisis composicionales de C.
vulgaris, fueron establecidos usando alicuotas de 10 mL de los pre-indculos purificados que se

depositaron en 30 Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de BBM.
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En simultaneidad con los procesos de purificacion, se realizaron también estudios de
condiciones de crecimiento, particularmente para determinar el efecto de agitacién sobre los
cultivos de C. vulgaris. Una serie de cuatro Erlenmeyer con cultivos en progreso fueron colocados
en una incubadora sin agitacion bajo las condiciones de luz mencionadas anteriormente. La misma
cantidad de Erlenmeyer con cultivos en progreso fueron colocados bajo las mismas condiciones
de iluminacion y temperatura, bajo agitacién de 200 rpm. Después de 10 dias de crecimiento, las
dos condiciones de crecimiento fueron comparadas por medio de analisis ocular. Los Erlenmeyer
crecidos sometidos a agitacion fueron simultdneamente mas verdes y mostraron menor
variabilidad entre ellos, mientras que los Erlenmeyer sin agitacion presentaban variaciones
notables de color. Basandonos en estos criterios, se decidio realizar la curva de crecimiento bajo
condiciones de agitacion. Recientemente, Isiya et al. y Pedruzi et al. reportaron que la agitacion
del cultivo incrementa la produccion de biomasa de C vulgaris porque contribuye a mantener las
células suspendidas, a una distribucién uniforme de nutrientes, y a un intercambio eficiente de
gases (COz y O»); todos estos factores estimulan la actividad fotosintética de la microalga (Daliry,

Hallajisani, Mohammadi Roshandeh, Nouri, & Golzary, 2017; Wong, 2017).

5.2. Curva de crecimiento de Chlorella vulgaris

El seguimiento del proceso de crecimiento de C. vulgaris se realiz6 utilizando datos de
conteo celular, densidad dptica y peso seco de las células en un volumen fijo del cultivo (Andrade,
2015). Para el conteo celular se utiliz6 una camara de Neubauer y un microscopio optico. El
calculo de numero de células por unidad de volumen se realiz6 como el promedio de conteos en 5

de los cuadrantes pequefios de la cAmara de Neubauer. La densidad dptica de las muestras se
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correlaciona con la absorcion en la region visible, 682 nm caracteristica de las clorofilas, de una
alicuota (200 uL) del cultivo. La medicion de peso se baso en reportes previos de la literatura.
(Jay, Kawaroe, & Effendi, 2018; Stephenson, Dennis, Howe, Scott, & Smith, 2010) Alicuotas de
10 mL de los cultivos se depositaron en tubos Falcon y se centrifugaron a 8000 rpm por 15 minutos
a 4°C. El sobrenadante fue decantado y el pellet resuspendido en 2 mL de solucion salina y
depositado en una caja de Petri que fue puesta en un horno a 60°C durante 22 horas (hasta peso

constante).

Figura 7.

Gréfica de curva de crecimiento de C. vulgaris basada en peso seco
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En la Figura 7 se observa la curva de crecimiento de C. vulgaris en la que se relacionan el
peso seco de las microalgas (mg/10 mL) versus la duracion del cultivo (40 dias). Los muestreos
de biomasa y densidad éptica se realizaron cada cinco dias, tal y como se describe en la seccion
experimental. La curva de crecimiento de un microorganismo tipicamente presenta cuatro fases:
latencia (adaptacion), crecimiento (exponencial), estabilizacion (estacionaria) y muerte. La curva
de la Figura 7 no presenta fase definida de latencia, posiblemente porque el microorganismo fue
previamente adaptado al medio (BBM) en la etapa de produccidn del indculo. Por otra parte, en la
curva se observa un incremento casi constante de la cantidad de biomasa en el cultivo, iniciando
en 480 mg/L en el dia 5 hasta un promedio de 2100 mg/L en el dia 40. Este comportamiento es
tipico de la fase exponencial que se caracteriza por crecimiento a velocidad constante y el tiempo
de generacion (tiempo necesario para realizar una division celular) méas corto de todo el proceso
de desarrollo del microorganismo. Inicialmente, se considero que la ligera disminucién en biomasa
alrededor del dia 15 correspondia al inicio de la fase estacionaria, pues la literatura menciona que
la fase exponencial de los cultivos de C. vulgaris suele darse hasta el dia 14, aproximadamente.
Sin embargo, en los muestreos correspondientes a los dias 20 y 25 se observa que la fase
exponencial continua. La curva de crecimiento construida con base a la densidad Optica (Figura 8)

corrobora el comportamiento observado en la curva de peso seco (Figura 7).

Figura 8.
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Gréafica de curva de crecimiento de C. vulgaris basada en Densidad Optica a 682nm
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En ninguna de las dos curvas de crecimiento de C vulgaris se observa la fase de
estabilizacion, que se caracteriza por ausencia de crecimiento debida a la falta de nutrientes y la
acumulacién de productos toxicos en el medio de crecimiento. La ausencia de esa etapa en la
curva de C vulgaris en este trabajo indica que probablemente el medio de crecimiento todavia
contenia, al dia 40, los suficientes nutrientes como para sostener el desarrollo del
microorganismo. Al tener exceso de nutrientes limitantes, como por ejemplo el nitrégeno, los

medios son capaces de soportar mayores cargas celulares, lo cual lleva a una fase exponencial de

mayor duracion.



ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE PIGMENTOS Y LIPIDOS EN CELULAS INTACTAS DE CHLORELLA VULGARIS

38

5.3. Analisis de células intactas de C. vulgaris mediante MALDI-TOF MS

El protocolo de andlisis MALDI MS de las células intactas de C vulgaris requirio

inicialmente establecer las condiciones de preparacion de muestra que permitieran obtener los

mejores descriptores analiticos: S/N y resolucién para los analitos de interés. La Figura 7 muestra

las variables que se consideraron en esta primera etapa del analisis.

Figura 9.

Variables consideradas en el protocolo de preparacion de muestras de C vulgaris para el analisis MALDI MS.
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Las condiciones de almacenamiento de las muestras pueden influir en el aspecto del

espectro de masas. Por esta razon y para evitar errores por manipulacion, las muestras (desde el

dia 0 hasta el dia 45 de la curva de crecimiento) se almacenaron de cinco formas y se analizaron

todas en conjunto. Los tipos de muestras almacenadas fueron: Muestra seca (recuperada de las

cajas de Petri que se usaron para determinar el peso seco) resuspendida en agua a una
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concentracion de 1 mg/mL; alicuotas extraidas del cultivo guardado en nevera; pellet resuspendido
en agua a partir de alicuotas extraidas del cultivo guardado en nevera; alicuotas extraidas del
cultivo guardado en congelador; pellet resuspendido en agua a partir de alicuotas extraidas del
cultivo guardado en congelador.

El asilamiento de las microalgas secas en las cajas de Petri, por raspado, fue altamente
ineficiente, mientras que las muestras tomadas del cultivo almacenado en la nevera probablemente
no representaban al estado de crecimiento correspondiente al dia de la toma de muestra porque las
microalgas en la solucion pueden continuar sus procesos metabdlicos a pesar de estar en la nevera.
Por esta razon se prefirio utilizar las muestras congeladas. El procedimiento de resuspension de
las muestras después de ser centrifugadas fue establecido para asegurar que las concentraciones
trabajadas para todos los analisis fueran iguales. Al tener la medida de peso seco disponible en un
volumen fijo, fue posible adicionar la cantidad de solvente necesario para mantener una
concentracion constante entre las diferentes muestras.

Para los analisis MALDI se consideraron los efectos del tipo de matriz y de la relacion
Matriz:Analito. Las matrices seleccionadas fueron: DHB, DCTB y a-CNPV. La seleccidon de la
matriz se hizo con base en reportes bibliograficos (DHB) y experiencias anteriores en nuestro
grupo de investigacion (DCTB, a-CNPV). Se consideraron relaciones M:A de 1/1, 2/1 y 3/1,
debido a la naturaleza de los analitos que buscdbamos trabajar. Las concentraciones de la matriz
fueron 20 mg/mL para DHB, DCTB y o-CNPV. En la relacion M:A, A corresponde a la
concentracion de células en la muestra y no a la concentracion de los analitos (pigmentos y lipidos).
Como ha sido establecido en la literatura (Safi, Zebib, Merah, Pontalier, & Vaca-Garcia, 2014),

las células de C. vulgaris contienen entre 2-5% de pigmentos en peso seco. Los lipidos pueden
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variar de forma significativa, entre el 4 y el 40% del peso seco, asi que los valores trabajados

fueron establecidos con base en las masas esperadas de los pigmentos. Al resuspender las muestras

para el andlisis, se establecid una concentracion estandar para todas las muestras. Las

concentraciones de células de C. vulgaris empleadas para todos los anélisis fueron de 1 mg/mL.

Con estas consideraciones, la proporcion real M/A en los experimentos es de aproximadamente

1000/1.

Figura 10.

Efecto de la relacion M:A en el andlisis MALDI de células intactas de C. vulgaris.
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En las pruebas preliminares se utilizaron la relacion S/N y la resolucion de un grupo
representativo de pigmentos (clorofilas y sus derivados) como observables para determinar el
desempefio de las condiciones de preparacion de muestra anteriormente descritas. En la Figura 10
se observa el efecto de la relacion M:A en el analisis MALDI de células intactas de C. vulgaris
provenientes de una muestra congelada. A partir de los resultados de la Figura 10 se selecciond la
relacion M:A 2:1, la cual demuestra mejor desempefio combinado de los descriptores S/N y R.
Este mismo andlisis preliminar se repitio para las diferentes formas de almacenamiento de las
muestras, los espectros correspondientes a la muestra centrifugada y resuspendida presentaron los
mejores descriptores analiticos (R, S/N). Por esta razon, las muestras congeladas se utilizaron para
realizar los analisis composicionales por MALDI.

Finalmente, se consideraron tres matrices para los analisis MALDI: DCTB y a-CNPV
(clorofilas) y DHB (lipidos y carotenoides). Los ensayos preliminares se hicieron con muestras de
los primeros dias de crecimiento de C vulgaris (Figura 11); por esta razon la proporcién de lipidos
y carotenoides observados fue relativamente baja, esto era de esperarse, ya que los carotenos suelen
ser compuestos que presentan mayores concentraciones a medida que la poblacion de células
envejece. Los resultados con DCTB fueron satisfactorios, mostrando sefiales de la familia de las
clorofilas de alta abundancia en el rango esperado. En la Figura 11, por ejemplo, se observa una
sefial en m/z 870,5 asociada con la Feofitina a, un derivado de la clorofila. EI a-CNPV mostr6 un
desempefio pobre para el analisis de clorofilas. Por lo tanto, se escogieron el DHB y el DCTB

como matrices de trabajo para las pruebas MALDI.
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Efecto de la matriz en el andlisis MALDI de células intactas de C. vulgaris.
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La revision bibliografica sefiala que los metabolitos de bajo peso molecular esperados en

las microalgas incluyen pigmentos (carotenos y clorofilas) y triacilglicéridos (TAGs). La Figura

12 muestra un espectro teérico donde se indican las regiones en las que se observan las sefiales
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caracteristicas de los carotenoides (region naranja), las clorofilas (region verde) y los TAGs
(regidn violeta). De esta manera, se construyeron bases de datos composicionales con la
informacion correspondiente a familias de compuestos de interés (clorofilas, carotenoides,
xantofilas y TAGS) que contenian: masas monoisotdpicas, masas de las moléculas protonadas y

de sus aductos de sodio y potasio.

Figura 12.

Rangos esperados de sefiales MALDI. (Naranja: Carotenoides, Verde: Clorofilas, Violeta: TAGS)
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Comparando los valores m/z observados en los espectros MALDI con los valores de
masas isotopicas de las bases de datos, se identificaron sefiales correspondientes a pigmentos
(carotenoides y clorofilas) en las muestras. Por ejemplo, las sefiales entre m/z 500 y 700 en los
espectros con matriz DHB corresponden a carotenos y xantofilas, mientras que sefiales en los

rangos de m/z 800-900 con matriz DCTB corresponden a las clorofilas y sus derivados.
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Curiosamente, las sefiales esperadas para TAGs en los rangos superiores a m/z 900 en DHB, no
fueron observadas. La ausencia de TAGs en los espectros de DHB fue un resultado inesperado,
ya que estudios previos en el grupo de investigacion han logrado observar estos compuestos en
mezclas de lipidos utilizando la misma matriz. Sin embargo, existe una diferencia fundamental
entre este estudio y los anteriores: los anélisis que lograron determinar TAGs en muestras de C.
vulgaris involucran una extraccion previa de lipidos utilizando solventes. Ya que este estudio
involucra células intactas, es de esperarse que los espectros sean diferentes. En este caso, se
sospecha que los pigmentos presentes en las células intactas de C vulgaris causan supresion de
las sefiales de TAGs. La razon mas probable para este fendmeno se asocia posiblemente con una
mayor eficiencia de ionizacion para los carotenos que para los TAGs. Una vez determinadas las
sefiales de interés en los espectros, se inicid la fase asociada con el anlisis de la evolucion de los

pigmentos en las muestras.

Figura 13.

Sefiales de interés en el espectro MALDI de C. vulgaris (15 dias) usando DCTB como matriz
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La Figura 13 muestra el espectro de masas correspondiente a la muestra del dia 15 del
cultivo de C. vulgaris utilizando la matriz DCTB. Algunos picos de interés estan resaltados en el
espectro, como los correspondientes a Clorofilas a, b y Feofitina a, en la Figura 13 también se
encuentran sus estructuras. Las sefiales de las clorofilas y sus derivados se detectan
principalmente como cationes radicales en el espectro MALDI debido a que el DCTB actta

como una matriz de transferencia electronica (Wyatt, 2006).

Figura 14.
Sefiales de interés en el espectro MALDI de C. vulgaris (15 dias) usando DHB como matriz.
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La Figura 14 muestra el espectro de masas correspondiente a la muestra del dia 15 del
cultivo de C. vulgaris utilizando la matriz DHB. En este caso en el espectro de masas de células
intactas de C. vulgaris se observan principalmente los aductos de sodio de pigmentos de tipo
carotenoide y xantofila (Silva, 2016). La presencia de atomos de oxigeno en estos compuestos,
con dos pares de electrones libres, posibilita la formacion de estos aductos (Weesepoel, 2013).

En el espectro de la Figura 14 no se observan TAGs.
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En la Tabla 1, se observan las masas tedricas y experimentales de sefiales representativas
de pigmentos (clorofilas y carotenoides) detectados en las células intactas de C. vulgaris. Las
sefiales obtenidas tienen una precisién de masa inferior a 20 ppm, valor dentro de los limites
esperados para un analizador de media resolucion como el TOF. Cabe resaltar que la precision en
las masas de carotenoides es levemente inferior a la de las clorofilas. Esta variacion se debe

probablemente a errores durante la calibracion de los espectros.

Tabla 1.

Calculos de precision en la masa de algunas sefiales caracteristicas de C. vulgaris

Nombre de Especie Masa Teoérica Masa Experimental  Precision de Masa
(ppm)
N
Feofitina B* 884,54519 884,539023 6,97
I
Clorofila B 906,51458 906,5085 6,69
IS I I
Luteina + Na* 591,4178 591,4266 14,94
N
Luteoxantina + Na* 623,4076 623,40183 9,29

* Especies detectadas como cationes radicales (iones moleculares)

5.4. Cambios composicionales a lo largo de la curva de crecimiento de C. vulgaris mediante
MALDI-TOF MS
El seguimiento de las variaciones composicionales del cultivo se realizé6 mediante el

andlisis de perfiles de dos subgrupos de pigmentos (clorofilas y carotenoides) mediante la técnica
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de analisis parcial de la corriente ionica (PIC, partial ion current). PIC se utiliza cominmente
para el analisis de perfiles metabdlicos en enfermedades como del cancer. La técnica se basa en
la seleccion de sefiales de subgrupos correspondientes a familias de compuestos (relacionados
estructuralmente). La normalizacion de las sefiales del subgrupo se realiza utilizando la corriente
idnica parcial (entendida como la sumatoria de las abundancias de las sefiales del subgrupo). De
esta forma es posible observar variaciones de los perfiles composicionales de la familia de
compuestos seleccionada. Esta aproximacion es util cuando hay variaciones en el background de
los espectros. Ademas, el hecho de que los andlisis se realizaron el mismo dia, bajo las mismas
condiciones y sobre la misma placa aumenta aun mas la validez de esta aproximacién. Cabe
resaltar que esta técnica no genera resultados cuantitativos. Sin embargo, para fines de observar
cambios en perfiles de grupos de analitos, es ideal.

Para el andlisis de perfiles composicionales de pigmentos, se seleccionaron dos
subgrupos de sefiales correspondientes a carotenoides (entre m/z 500 y 700) y clorofilas (entre
m/z 800 y 950) de los espectros MALDI tomados usando DHB y DCTB como matrices,
respectivamente. Las PIC se utilizaron entonces para normalizar las sefiales de los subgrupos.
Los porcentajes de abundancia relativa obtenidos de esta manera se usaron para el analisis en los
perfiles pigmentarios a lo largo de la curva de crecimiento de la C. vulgaris. Los resultados de

estos analisis se observan en las Figuras 15 y 16.

Figura 15.

Evolucion del subgrupo clorofilas durante el desarrollo de C. vulgaris.
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En la Figura 15, se puede observar que las clorofilas a y b son los pigmentos
fotosintéticos presentes en las células de C. vulgaris. Estas moléculas tienen caracteristicas
coloraciones azul-verdosa (a) y verde brillante (b). Esta observacion concuerda la literatura
cientifica, que reporta la presencia de clorofilaay b en C. vulgaris en concentraciones altas de
hasta 4-5% en peso seco; por esta razon, la C. vulgaris se conoce como el “alimento esmeralda”
(Silva S. C., 2020). La Figura 15 muestra que a medida que el cultivo envejece (de cero a 30
dias) las sefiales correspondientes a las clorofilas (a y b) tienden a disminuir. Este
comportamiento es mas marcado en la clorofila a que es el pigmento méas abundante del
subgrupo. La ruta biosintética de las clorofilas sugiere que la clorofila b se forma a partir de la
clorofila a (Beale, 1999) Por otra parte, la proporcion de feofitina a, un derivado de la clorofila a
libre de Mg aumenta proporcionalmente a la disminucion de la clorofila a en la Figura 15. La
feofitina hace parte del fotosistema Il (PSII) en los cloroplastos y su funcion es servir como

primer transportador de electrones en el proceso de fotosintesis, pues es capaz de fotoreducirse
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(Hou, 2014). Curiosamente, la cantidad de feofitina es directamente proporcional al nimero de
centros de reaccion PSII en el organismo fotosintético (Omata, 1984). Lo cual soporta el hecho
de que su proporcion aumente durante el proceso de crecimiento de la microalga. Las funciones
de la feofitina en el proceso fotosintético son muy complejas y se cree, que ademas de las
mencionadas anteriormente, sirve como fotoprotector pues se ha comprobado que su estructura
se altera no reversiblemente cuando interactda con fotones (Hou, 2014).

Por otra parte, se han reportado variaciones en las relaciones clorofila/feofitina en C.
vulgaris. A medida que el microorganismo se desarrolla, la abundancia de ciertos nutrientes, en
particular nitrégeno y magnesio, se ve reducida. Esta reduccion de clorofila y aumento de
feofitina es consistente con resultados hallados en la literatura, en donde poblaciones de
microorganismos fotosintéticos experimentan degradaciones de clorofilas bajo condiciones de
estrés o senescencia, formando metabolitos de clorofilas (incluyendo feofitinas) a través de una
ruta metabolica conocida como SGR (STAYGREEN) (Peng, 2019; Bale, 2015). Esta enzima,
conocida como una desquelatasa, es activada cuando las condiciones del medio presentan bajas
concentraciones de magnesio (Peng, 2019). Esta enzima y ruta metab6lica remueven el magnesio
de la estructura pirrélica de la clorofila, produciendo feofitina y dejando el ion de magnesio libre
para involucrarse en distintas rutas metabolicas que lo requieran. Esta movilidad permite
fomentar el crecimiento de nuevas estructuras fotosintéticas en las células y simultaneamente
proteger celulas senescentes al aumentar la produccion de pigmentos fotoprotectores de forma

localizada. (Maroneze, 2019)

La biosintesis de carotenoides en C. vulgaris depende de muchos factores como la etapa

de crecimiento del microorganismo, las condiciones nutricionales del cultivo (particularmente
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nitrégeno) y las condiciones medioambientales (luz/oscuridad). En la especie Chlorella los
principales carotenoides primarios comprenden a- y 3- caroteno, neoxantina, luteina, violaxantina,
anteraxantina y zeaxantina, principalmente. Los carotenoides secundarios, que pueden ser
producto de reacciones de esterificacion de los primarios, comprenden equinenona,
hydroxiequinenona, cantaxantina y astaxantina, entre otros (Gouveia, y otros, 1996; Peng, 2019).
La Figura 16 muestra las rutas biosintéticas de produccion de carotenoides en C vulgaris (Gouveia,

y otros, 1996).

Figura 16.
Rutas biosintéticas de carotenoides en C. vulgaris, tomada de (Gouveia, y otros, 1996)
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En la Figura 17, se observa que los principales carotenoides detectados mediante MALDI
MS en el cultivo de C. vulgaris son la luteina/zeaxantina (primario) y la astaxantina (secundario).

La literatura reporta la luteina/zeaxantina como el principal carotenoide en C. vulgaris, que se
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biosintetiza a través de una ruta hidroxilativa a expensas de los a- y B- carotenos, cuyas
concentraciones son por consiguiente muy bajas en las células (Gouveia, y otros, 1996). Los
resultados de los analisis por MALDI confirman este comportamiento. Ahora, de acuerdo con la
ruta biosintética de la Figura 16, la oxidacion de la luteina/zeaxantina produce la astaxantina. De
acuerdo con la tendencia en el perfil de carotenoides de la Figura 17, a medida que el organismo
se desarrolla aumenta la abundancia relativa de la luteina/zeaxantina, mientras la astaxantina

disminuye.

Figura 17.

Evolucidn de carotenoides y xantofilas durante el desarrollo de C. vulgaris.
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Aunque los analisis de perfiles composicionales dan una idea sobre los cambios
moleculares que ocurren durante el desarrollo del microorganismo, como se demostré en la

discusion de los parrafos anteriores, no reemplazan la informacion cuantitativa que también se
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requiere para tener una imagen completa de la dindmica de produccion de pigmentos de la C
vulgaris. Para ilustrar este punto, resulta interesante observar los espectros de masas obtenidos
usando como matriz DHB.

La Figura 18 muestra los cambios en la abundancia de las sefiales de carotenoides en los
espectros de masas de células intactas de C. vulgaris. EI primer espectro ilustra la region asociada
con carotenoides durante el dia O de muestreo. La abundancia de las sefiales correspondientes a los
pigmentos de interés es minima, lo cual corresponde al comportamiento esperado para cultivos
celulares de esta naturaleza. Los espectros siguientes, correspondientes a los dias de muestreo 20
y 30, respectivamente, muestran sefiales con abundancias significativamente mayores. Como ha
sido mencionado anteriormente, la cuantificacion de estos pigmentos (usando estandares internos
0 externos) complementaria los analisis de variacion en los perfiles que se reportaron en este

trabajo de investigacion.

Figura 18.

Evolucidn de las abundancias de Carotenoides y Xantofilas durante el desarrollo de C. vulgaris.
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Las técnicas tradicionales de andlisis de cultivos celulares, principalmente aquellas que
involucran procesos cromatograficos, suelen requerir dedicaciones de tiempo y esfuerzo
considerables para realizar los andlisis requeridos. Esto puede presentar un problema para cultivos
de répida evolucion.

Este estudio establece una posible alternativa a través de los analisis de espectrometria de
masas MALDI. Utilizando cultivos fotosintéticos establecidos para el propdsito, se realizaron
muestreos durante 40 dias, los cuales fueron analizados directamente por MALDI sin mayor
tratamiento.

El estudio logré evaluar y hacer un seguimiento de los pigmentos principales de los
organismos fotosintéticos y observar su evolucion durante algunas fases de la curva de
crecimiento.

Los resultados obtenidos se alinean de forma satisfactoria con aquellos hallados en la
literatura.

Estudios futuros podran explorar aspectos de cuantificacion utilizando esta metodologia
como base y monitoreo de otras categorias de moléculas, incluyendo lipidos y proteinas.

La curva de crecimiento no siguio las etapas esperadas. Se sospecha que la disponibilidad
de nutrientes fue demasiado elevada para generar las presiones ambientales que indujeran cambios
asociados con las fases tipicas de la curva de crecimiento.

La técnica MALDI implementada produjo informacion til, en cuestion de minutos, para
determinar los perfiles pigmentarios en C. vulgaris. Sin embargo, la presencia de carotenoides

produjo interferencia a la hora de identificar lipidos en las muestras.
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7. Recomendaciones

1. Es necesario hacer una separacion previa de los lipidos con un solvente apropiado, para
evitar la supresion de las sefiales por MALDI. Se recomienda extraccion con CO2
supercritico.

2. Esimportante para cualquier intento futuro reducir la disponibilidad de nutrientes para los
cultivos. A pesar de estar planeada para 40 dias, la curva nunca realmente logré la fase
estacionaria.

3. Pruebas futuras que busquen replicar o mejorar este estudio deberan realizar los analisis
por MALDI utilizando estandares internos, para lograr una mejor cuantificacion de los

resultados.
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Divulgacion de Resultados

= Los resultados de este trabajo se presentaran el 69th ASMS Conference on Mass

Spectrometry and Allied Topics en octubre de 2021.
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