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Resumen

RESUMEN

El interés por conocer los efectos de la radiacion solar ultravioleta (UV)
recibida a nivel superficial sobre la Biosfera ha aumentado considerablemente en
los ultimos afios, en especial desde mediados de los afios 80, cuando la
comunidad cientifica reconocia la existencia de un debilitamiento de la capa de
ozono. Desde entonces, se han desarrollado numerosos estudios encaminados
a investigar los efectos que el incremento de la radiacién ultravioleta derivado de
la disminucion del contenido de ozono, puede tener sobre la salud humana. La
principal preocupacion de las organizaciones internacionales fue, desde el primer
momento, garantizar la salud de las personas y poner remedio a la emision
incontrolada de sustancias responsables de la destruccion de la capa de ozono a
través del conocido protocolo de Montreal. Sin embargo, el andlisis de los
efectos de los niveles naturales de radiacion UV sobre especies individuales
despierta menos interés en la comunidad cientifica. En este sentido, excepto los
estudios realizados con anfibios, cultivos muy concretos y ciertas especies de
algas, los trabajos existentes no son humerosos.

A lo largo de este trabajo de Tesis se han caracterizado los niveles de
radiacién ultravioleta (dosis total, UV-A y UV-B) y fotosintéticamente activa (PAR)
que se reciben en la costa occidental de la provincia de Huelva. Para ello, se ha
llevado a cabo un andlisis correspondiente al periodo 2004 — 2006, empleando
las bases de datos existentes en la ESAt de INTA. Este estudio ha permitido
evaluar el riesgo al que estaria sometida la poblacién expuesta a la radiacién
ultravioleta, especialmente en verano, y conocer como se distribuye
temporalmente la radiacién solar en las bandas espectrales citadas. Ademas, se
han analizado los indices de claridad para la region visible del espectro con la
intencion de valorar la transparencia de la atmésfera y la estabilidad
meteoroldgica mensual en nuestra region. Seguidamente, se analizé la influencia
de la radiacion UV sobre dos cultivos vegetales de valor comercial: la microalga
Dunaliella y la fresa.

Asi pues, tras obtener una caracterizacion descriptiva de los niveles de
radiaciéon UV y PAR, se han estudiado tres estirpes de Dunaliella en cultivos bajo
condiciones controladas de laboratorio para decidir cual de ellas podria ser mas
apropiada para el cultivo exterior. En esta parte de los trabajos se ha analizado
el efecto de radiaciones UV-A y UV-B sobre la productividad y valor
biotecnoldgico de cultivos de microalgas, constatando el valor potencial de la
radiacion ultravioleta (UV), fundamentalmente la menos energética, UV-A, en la
estimulacion de la acumulaciébn de carotenoides sin pérdida de viabilidad.
Asimismo, se ha confirmado el papel esencial de la radiacion UV-B en la
acumulacion de B-caroteno y en detrimento de la viabilidad celular de los
cultivos, después de cortos periodos de iluminacion con una alta relacion UV-
B/PAR. La estirpe de Dunaliella que resulté mas adecuada para continuar con la
investigacion en cultivos exteriores fue el mutante obtenido por el grupo
(Dunaliella EMS). La mencionada microalga mostré un crecimiento rapido, una
buena capacidad de adaptacion a las condiciones exteriores y niveles
cuantitativamente comparables al de otras estirpes del género en cuanto a la
acumulacion de carotenoides.

Dunaliella EMS ha sido ensayada en condiciones exteriores de cultivo
para analizar la influencia de la radiacion ultravioleta sobre su productividad y la
acumulacion de carotenoides. Asimismo, se han desarrollado estudios acerca de



Resumen

la estrategia mas conveniente modificando la calidad de luz en el rango visible
(PAR) a la hora de producir cultivos de Dunaliella. Para cerrar los trabajos
realizados con microalgas, se ha llevado a cabo, a escala piloto, alguna
experiencia de cultivo exterior en sistemas de mayor volumen en tanques de 300
litros.

Por otra parte, dada la importancia socioeconémica del sector de la fresa
en nuestra provincia, se ha evaluado el efecto de la radiacién ultravioleta sobre
cultivos de las variedades ‘Camarosa’ y ‘Ventana’ desde el punto de vista tanto
de la productividad del fruto como de su calidad nutricional. Los resultados
obtenidos manifiestan que la productividad de los cultivos se ve incrementada en
ausencia de radiacion ultravioleta.

Sin duda, el cambio climatico global, cada vez més asumido por una gran
mayoria de instituciones y la sociedad en general, supone un nuevo reto para la
comunidad cientifica, que en los proximos afios habra de buscar respuestas a
los cambios que podrian derivarse de dicho fenébmeno. En consecuencia, este
tipo de estudios podrian ayudar a entender las interrelaciones existentes entre
los niveles de radiacion ultravioleta que se alcanzan de manera natural en una
localizacion concreta y el desarrollo de ciertos cultivos de interés comercial. En
base a este conocimiento podrian preveerse actuaciones frente a hipotéticos
cambios drasticos en las condiciones de radiacion reinantes.
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1. LA RADIACION ULTRAVIOLETA.

En este apartado se ha realizado un repaso de la bibliografia mas
relevante relacionada con la radiaciéon ultravioleta (UV). Esta revision engloba
informacién sobre su origen, sus fuentes (el Sol esencialmente), el fundamento
fisico, es decir, las radiaciones electromagnéticas, y los efectos bioldgicos sobre
la biosfera, de manera general, y, en la salud humana, en particular.

Para entender y realizar una valoracién completa de los efectos de la
radiacién ultravioleta, es necesario conocer los niveles superficiales tanto a
escala global como local. Por tanto, se describen los principales factores que
influyen en la irradiancia UV recibida en superficie (W-m™), asi como los distintos
procesos de atenuacion que tienen lugar en la atmodsfera. Antes de entrar a
considerar los factores antes referidos y a describir los procesos de interacciéon
que tienen lugar en la atmésfera, se expone, a modo de recordatorio general, un
breve resumen relativo al espectro electromagnético.

1.1. El espectro electromagnético.

Las cargas eléctricas estacionarias producen campos eléctricos y las
cargas eléctricas en movimiento campos eléctricos y magnéticos. Los cambios
ciclicos en estos campos producen radiacion electromagnética, de manera que
ésta consiste en una oscilacién perpendicular de un campo eléctrico y
magnético. La radiacion electromagnética transporta energia de un punto a otro
y se mueve a la velocidad de la luz (siendo ésta un tipo de radiacién
electromagnética). Independientemente de su frecuencia y longitud de onda,
todas las ondas electromagnéticas se desplazan en el vacio a una velocidad (c)
igual a 299792 km's™. Todas las radiaciones electromagnéticas presentan las
propiedades tipicas del movimiento ondulatorio, como la difraccion y la
interferencia.

Las ondas de radiacion electromagnética se componen de crestas y
valles (convencionalmente las primeras hacia arriba y las segundas hacia abajo).
La distancia entre dos crestas o valles consecutivos se denomina longitud de
onda (A) y la frecuencia de la onda (v), viene determinada por las veces que una
oscilacion tiene lugar en la unidad de tiempo, es decir, el numero de crestas que,
cada segundo, pasan por un punto determinado. Esta frecuencia es tan
importante que las propiedades de la radiacion dependen de ella y se mide en
Hercios (Hz) o ciclos por segundo. Velocidad, frecuencia y longitud de onda
guardan una relacién entre si:

=S (1)

\%

El tiempo que tarda la onda en realizar una oscilacién se llama periodo
(T), es decir 1/v. Sustituyendo en (1) obtenemos que la longitud de onda es
inversamente proporcional a la frecuencia. Este hecho es muy importante al
considerar aspectos energéticos, ya que a mayor frecuencia, mas energia
transporta la onda y, por ende, el tipo de efectos que ésta puede provocar en un
organismo depende directamente de la frecuencia.

Asi pues, el espectro electromagnético (Figura 1) esta constituido por la
sucesion de todas las ondas de diferente longitud y frecuencia (radiaciones



Introduccion

electromagnéticas). La radiacion ultravioleta se compone de ondas
electromagnéticas y por tanto pertenece al espectro electromagnético, que no es
mas que una ordenacion de las diferentes ondas atendiendo a criterios como los
efectos que provocan o las fuentes que las originan.
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Figura 1. El espectro electromagnético se extiende desde longitudes de onda que van desde < 104 m (radiofrecuencia)
hasta 10-14 m (rayos gamma).

Los limites del espectro no deben considerarse barreras estrictas entre
los distintos tipos de radiaciones; por ejemplo, los rayos X, en realidad, también
se producen tanto en la zona de radiacion gamma, como en la de ultravioleta. De
la misma forma, la radiacién térmica comparte zonas del espectro con la
infrarroja y con las ondas hertzianas.

El espectro puede dividirse en dos partes claramente diferenciadas:
radiaciones ionizantes y no ionizantes.

A frecuencias altas la radiacion es muy energética y puede ionizar
atomos, es decir, arrancarles electrones, de tal manera que quedan
eléctricamente cargados (iones). En este rango de frecuencias (>10'® Hz) se
encuentran los rayos X, los rayos gamma y la radiacion ultravioleta (tipos UV-B y
UV-C). Estas radiaciones, denominadas ionizantes, pueden producir alteraciones
genéticas y determinadas enfermedades, como el cancer.

Los campos electromagnéticos situados, por ejemplo, en el espectro de
frecuencias de las microondas tienen suficiente energia como para generar
calor, pero no producen ionizacion en la materia. Pertenecen pues al rango de
radiaciones no ionizantes.

Algunas de las fuentes que originan los distintos tipos de radiaciones se
indican en la Figura 1:

= Ondas de radio: Oscilacion de la carga eléctrica en antenas emisoras.

= Microondas: Oscilacion dentro de un magnetrén o cavidad resonante.

= Infrarrojos: Radiacién térmica emitida por los cuerpos a temperatura ambiente.
Emitida por la superficie terrestre.
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= Luz visible: Aceleracién de los electrones en los transitos energéticos entre
Orbitas permitidas.

= Ultravioleta: Saltos de electrones en atomos y moléculas excitados.

= Rayos X: Electrones que saltan de 6rbitas externas en atomos pesados.

= Rayos gamma: Procesos de estabilizacion en el nucleo después de emisiones
radiactivas.

Centrandonos en la regién que nos ocupa, y localizados entre los rayos X
y la regién visible, los rayos ultravioleta fueron descubiertos por Johann Wilhelm
Ritter en 1801 al lograr oscurecer sales de plata exponiéndolas mas alla del
extremo violeta de la luz visible. La radiacién ultravioleta (UV) constituye una
parte importante del total que el Sol envia a la Tierra, y se produce por saltos de
electrones en atomos y moléculas excitados y por radiacion térmica de un
cuerpo que se encuentre auna T = 10.000 K. Estos rayos tienen tal energia que
producen ionizaciones en atomos presentes en la atmdsfera alta dando lugar a
la ionosfera terrestre. Ademas, este fuerte efecto quimico los hace toxicos para
la vida, llegando a producir efectos negativos en la mayoria de los seres vivos.
(Day y Neale 2002; Pahkala et al. 2002; Ries et al. 2002; Roleda et al. 2004). Tal
es asi, que la radiacién UV-B puede destruir la vida. EI ozono es la sustancia
presente en nuestra atmdsfera encargada de absorber los rayos ultravioleta e
impedir que lleguen a nosotros. La region ultravioleta del espectro se extiende
desde longitudes de onda que van desde 4107 a 8:10° m, pudiéndose
diferenciar, dentro de ésta, tres zonas en funcién de los efectos que produce
sobre los seres vivos:

 UV-C (100 — 280 nm)
 UV-B (280 — 315 nm)
¢ UV-A (315 — 400 nm)

Esta clasificacion se defini6 por primera vez en el 2° Congreso
Internacional sobre la luz celebrado en Copenhague en Agosto de 1935 (citado
en Sliney y Wolbarsht 1980). Las subdivisiones no son totalmente rigidas y
difieren algo dependiendo de la disciplina considerada.

La radiacién UV-C es altamente dafina para los seres vivos y bajo su
presencia no seria posible la vida en la Tierra tal y como la conocemos
actualmente, pero es totalmente absorbida por el ozono, de modo que en ningun
caso alcanza la superficie terrestre. Por otro lado, parte de la radiacion UV-B es
absorbida por el ozono, pero un porcentaje nada despreciable (cerca de un 10%)
alcanza la superficie terrestre y afecta a los seres vivos. Finalmente, los efectos
de la radiacion UV-A son similares a los de UV-B, pero mediante dosis alrededor
de 1000 veces superiores, por lo que proporcionalmente resulta menos
perjudicial, aunque la intensidad que alcanza en la superficie terrestre es muy
superior a la de UV-B (hasta 15 veces), por lo que no hay que infravalorarla.

Aunque la radiacion ultravioleta es una gran desconocida para muchos,
ya en 1979, la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO), en colaboracién con el
Programa de Medio Ambiente de las Naciones Unidas (UNEP) y el Comité
Internacional de Radiacion No lonizante (INIRC) de la Asociacion Internacional
para la Proteccion frente a la Radiacion (IRPA), publicaba el primer monografico
de Criterios de Salud Ambiental sobre Radiacion Ultravioleta (EHC). Afios mas
tarde, en la Conferencia de Naciones Unidades sobre Medio Ambiente vy
Desarrollo (UNCED) de 1992, se declaré bajo Agenda 21 que deberian
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realizarse actividades sobre los efectos de la radiacion ultravioleta. De manera
especifica:

a) Acometer, como materia de urgencia, la investigacién de los efectos
que el incremento de radiacion ultravioleta superficial como consecuencia de la
disminucion del contenido de ozono tiene sobre la salud humana.

b) Sobre la base de la investigaciéon anterior, considerar la implantacion
de medidas apropiadas de remediacion para minimizar estos efectos (EHC 160,
1994).

La preocupacion por los efectos de la radiacién UV sobre la salud
humana y la Biosfera no es algo nuevo. Las medidas que se han venido
realizando en los ultimos afios confirman que las disminuciones en el contenido
de ozono provocan incrementos en la radiacion ultravioleta superficial. Esta
relacion ha sido mejor documentada a partir de nuevos lugares, ademas de los
ya existentes.

1.2. Factores que influyen en la irradiancia UV recibida a nivel superficial.
1.2.1. Radiacion solar extraterrestre.
Constante solar

La constante solar (I;s) se define como la cantidad de energia solar que
incide perpendicularmente por unidad de tiempo sobre una superficie de area
unitaria normal a la direccién Tierra - Sol colocada fuera de la atmdsfera
terrestre. Se considera la distancia promedio.

Su valor ha sido objeto de muchas investigaciones y a partir de
numerosas mediciones realizadas desde satélites, la NASA adopté un valor
promedio llamado NASA Design Standard. Este valor era 1353 + 25 W-m™ y ha
sido adoptado en la literatura como constante solar. Sin embargo, una reciente
revision realizada por Frohlich y Brusa (1981) ha resultado en la referencia
radiométrica mundial (WRR) del WRC (Centro de Radiacion Mundial) cuyo valor
es 1367 £ 7 W-m™.

Variacion de la radiacién solar extraterrestre

Debido a que la intensidad de la energia solar varia de forma
inversamente proporcional al cuadrado de la distancia, la variacion anual de la
distancia Sol — Tierra da lugar a una variacion de la radiacién solar extraterrestre
tal y como se muestra en la Figura 2. La forma eliptica de la orbita terrestre
explica que la distancia oscile un 3.4% anualmente. Aun asi, esta variacion no es
significativa (frente a la inclinacion) para la Tierra debido a la poca excentricidad
de la 6rbita terrestre. La radiacion solar que incide sobre el hemisferio Norte en
el invierno perihelio’ es mas intensa que la que recibe el hemisferio Sur en el
invierno afelio”.

Analiticamente: lo(n) = les-(1+0.033-Cos(360-n/365)) 2)

1Perihelio/Afelio: posicion mas proxima/alejada de la Tierra al Sol respectivamente (147.166.500 el 3 de
Eneroy 152.171.500 km hacia el 4 de Julio).
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Siendo n el dia juliano (sucesivamente se cuentan los dias hasta 365) e |, la
irradiancia solar extraterrestre en funcion del dia del afio.
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Figura 2. Variacion anual de la irradiancia extraterrestre (lo). Se observa casi un 7%
de variacién maxima, con el maximo de 1412 W-m2y el minimo de 1321 W-m=2,

Ademas del factor distancia, la intensidad de radiacion ultravioleta
producida por el Sol tiene leves variaciones, asociadas a su periodo de rotacion
aparente - entre 25.03 y 27.62 dias -, al ciclo de manchas solares -11 afios-, y a
la aparicién de protuberancias y explosiones en la fotosfera (cara externa del Sol
que vemos desde la Tierra). Estas fluctuaciones afectan sobre todo a las
componentes mas energéticas del espectro, que no llegan a la superficie
terrestre. Sin embargo, pueden afectar al ciclo de produccion y destruccion de
ozono en la alta atmosfera, y, en consecuencia, a la transmision atmosférica de
otras porciones del espectro ultravioleta.

Distribucion espectral

El Sol es, con diferencia, la mayor fuente de energia radiante con interés
biolégico. La energia solar se constituye de ondas electromagnéticas de
diferentes longitudes de onda y la constante solar nos da informacion acerca de
la energia total por unidad de tiempo y area sin considerar la frecuencia de la
radiacion. Sin embargo, para muchos propdsitos (absorcion atmosférica,
fotobiologia, energia fotovoltaica, estudio de efectos, etc.) es necesario conocer
coémo se distribuye esta energia en funcién de la longitud de onda, es decir, su
distribucion espectral (Figura 3).

El espectro solar se aproxima al de un cuerpo negro a 5777 K. En la
esquina superior derecha de la Figura 3 se representa detalladamente el rango
comprendido entre los 290 y 400 nm, es decir, la region UV-B y UV-A. Los datos
han sido extraidos del primer atlas espectral solar que se obtuvo con el
Telescopio Pierce/McMath del Observatorio Solar Nacional de Kitt Peak, Arizona,
en Junio de 1984. En esta zona, que sera objeto de posteriores analisis, pueden
observarse las continuas y amplias fluctuaciones de varios 6érdenes de magnitud
que sufre el espectro. Este hecho explica en parte la dificultad que supone
estudiar y medir la radiacion ultravioleta desde la superficie con un cierto grado
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de fiabilidad y la compleja instrumentacion necesaria si no se quiere cometer
grandes errores.

Conocer el espectro solar es importante para estudiar la radiacion
ultravioleta superficial, puesto que es usado en modelos de transferencia
radiativa (TR), que Uultimamente son comparados con las medidas
experimentales realizadas desde la superficie. Segun el informe de la WMO del
afo 1999, las medidas de satélite disponibles en aquel afo mostraban una
buena concordancia entre ellas, dentro del + 3% (Cebula et al. 1996).

Es importante conocer la estabilidad de la irradiancia solar en las
longitudes de onda de la region UV ya que ésta rige muchos procesos
geofisicos, incluyendo la formacién del ozono estratosférico. También puede
usarse como un estandar de referencia para las medidas UV. Los cambios en la
irradiancia solar desde 1700 hasta el presente fueron determinados por Fligge y
Solanki (2000). Su modelo asume que las variaciones de irradiancia solar sobre
escalas temporales que van desde dias a siglos solamente se deben a la
cambiante distribucion de las propiedades magnéticas de la superficie solar. El
estudio determind un incremento de la irradiancia espectral solar en el minimo
del ciclo de actividad solar desde el minimo de Maunder (afio 1700) del 3% para
longitudes de onda menores de 300 nm y del 1.3% para la banda de 300 — 400
nm. El total (todas las longitudes de onda) y la irradiancia visible muestran un
incremento cercano al 0.3%. Rozema et al. (2002) apuntan que un incremento a
largo plazo basado en la radiacion solar UV-C conduciria a un incremento en la
produccion de ozono estratosférico, lo que reduciria la irradiancia UV-B
superficial.
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Figura 3. Distribucion espectral extraterrestre obtenida por Neckel y Labs a partir de
una revision del espectro de Fréhlich y Wehrli (WRC).

1.2.2. Angulo cenital solar.

El angulo cenital solar, junto con el contenido de ozono presente en la
columna atmosférica, puede considerarse el principal factor del que depende la
irradiancia superficial ultravioleta. ElI angulo cenital solar (Figura 4) se define
como aquel que forma la direccién aparente del Sol con la vertical local y
depende de la hora del dia, la estacion (dia), y la latitud del lugar. El angulo es
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minimo al mediodia solar y va aumentando al O
alejamos de la vertical, siendo mayor en el ocaso y ‘
al amanecer. Por otro lado, los valores anuales mas ‘

pequefos se dan cuando el Sol esta directamente 0

encima de nuestra cabeza (mediodia local), en los

equinoccios, y en el Ecuador. Dada una localizacién,

el angulo cenital estd cambiando constantemente a

lo largo de dos escalas temporales ciclicas, la diaria

y la anual, y la radiacién incidente también sigue Figura 4. Angulo cenital (6).
estas pautas (Webb 1997).

La influencia de este factor tiene dos aspectos, uno de ellos puramente
geomeétrico, ya que el flujo de radiaciéon que atraviesa una superficie cualquiera
varia con la orientacion de la superficie; es decir, si ésta es paralela a la
direccion de incidencia, el flujo de radiacion es cero, mientras que si es
perpendicular, resulta maximo. Ademas de este efecto, el aumento del angulo
cenital implica que la radiacién tiene que atravesar una capa atmosférica mas
gruesa, y por consiguiente, su atenuacién es mayor.

1.2.3. Dispersién Rayleigh.

La atenuacién de la radiacion solar no sdélo se produce por absorcion,
sino también por la denominada dispersion de Rayleigh. La dispersion es un
proceso fisico asociado a la interaccion de la luz con la materia que tiene lugar
en todas las longitudes de onda del espectro electromagnético. Cuando la luz
incide sobre las particulas de materia de un tamafio similar al de la longitud de
onda de la radiacién incidente, ni la fraccion de la radiacion reflejada ni la
direccién de ésta siguen las leyes basicas de la 6ptica geométrica. Por tanto, al
paso de una onda electromagnética, una particula extrae continuamente energia
de la onda incidente y vuelve a radiarla en todas direcciones, pero no de forma
isotrépica. De esta manera, la particula puede considerarse como una fuente
secundaria de energia electromagnética, denominada radiacién dispersada. El
haz de fotones es desviado de su direccién original por la particula material sin
que exista variacion en la energia total electromagnética (no hay absorcion). Si la
dispersion es igual en todas las direcciones, la intensidad reemitida es is6tropa y
el diagrama de radiacion es simétrico respecto a la direccién de la onda
incidente. En principio, una pequefia particula anisotrépica?® tiende a dispersar la
luz de la misma manera en la direccion hacia adelante y hacia atras, pero
conforme las particulas se hacen mayores, la energia dispersada se concentra
cada vez mas en la direccién hacia adelante y cada vez con mayor complejidad,
como se refleja en la Figura 5.

ZParticula anisotrépica: aquella cuyo tamafio y propiedades varian en funcion de la direccidn considerada.

11
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Dispersion Dispersién concentrada
simétrica hacia adelante
Haz Haz
2O B G
El tamafio de la El tamafio de la particula es
particula es < 1/10 aproximadamente \/4

Dispersion extrema hacia delante

Haz
S

El tamafio de la particula es > A

Figura 5. Funciones de fase para distintos tamafios de particula.
Adaptado a partir de McCartney (1976).

En la atmdésfera, las particulas responsables de la dispersion cubren
tamarfios desde el correspondiente a moléculas de gases (aprox 10% cm = 1
Angstrom) hasta grandes gotas de agua de lluvia y particulas de granizo (1 cm).
La intensidad relativa del proceso de dispersién depende del radio de la particula
y de la longitud de onda de la radiacion incidente. Cuando las particulas son
mucho menores que la longitud de onda incidente, tiene lugar la dispersion
Rayleigh, que se produce cuando la luz incide sobre moléculas de aire (N2, O,)
de pequefio tamafio (J ~ 1 nm), menores que la longitud de onda de la radiacién
visible (AvioLeta = 380 nm, Aroso = 780 nm). El coeficiente que caracteriza este
tipo de dispersién viene dado por:

Oray = 8.79:1073: 174992 oc 4 (3)

Es decir, la dispersion Rayleigh resulta ser inversamente proporcional a la cuarta
potencia de la longitud de onda incidente.

1.2.4. Ozono estratosférico.

Como ya se comento, junto con el angulo cenital solar, el contenido de
ozono en la columna atmosférica, y mas concretamente la capa de ozono
estratosférico, es el principal factor atmosférico que provoca una mayor
atenuacion de la cantidad de radiacion ultravioleta que llega a la superficie
terrestre.

El ozono es una molécula presente en la atmdsfera terrestre, entre los 10
y 50 km de altitud en su mayor parte (90%) y especialmente entre los 25-30 km,
donde su concentracion es mayor (estratosfera). Si pudiésemos “concentrarlo”
todo en una sola capa, ésta solo tendria un espesor de 3 mm. Su contribucién a
la composicion del aire no supone, incluso en la capa de ozono, mas de un
0.01%. Esta pequena proporciéon nunca habria sido tan importante y de interés
para la comunidad cientifica de no ser por su determinante importancia en el
mantenimiento de la Biosfera.

Chapman publicé en 1930 la primera teoria que explicaba la presencia de

ozono en la estratosfera. Considera que el ozono se encuentra en equilibrio a
unos 40 km de altura como consecuencia de procesos continuos de formacion y

12
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destruccién (Chapman 1930). La razdn de su existencia en la estratosfera se
debe a que la reaccién de formacion:

0,+0 — 0, (4)

exige la presencia de oxigeno atémico que se genera por fotodisociacion en la
region ultravioleta a longitudes de onda menores de 242 nm.

O,+hv(L<242nm)— 0 +0 (5)

La concentracién de oxigeno atomico aumenta con la altura en relacion
directa con la radiacion ultravioleta disponible. Por el contrario, el oxigeno
molecular disminuye con la altura de acuerdo a la ley barométrica, de forma que
existe una region en la alta estratosfera en donde la reaccién (4) es maxima.

Simultaneamente, el ozono se destruye por dos mecanismos basicos. Por
un lado reacciona con el propio oxigeno atémico para recuperar la forma estable:

0;+0 — 20, (6)

y, sobre todo, es fotodisociado por la propia radiacién ultravioleta. Esta
fotodisociacion tiene lugar fundamentalmente entre los 200 y 300 nm (region de
Hartley), pero también en el visible (regién de Chappuis) y en una pequefia
banda que se extiende desde el extremo menos energético de Hartley hasta
aproximadamente 340 nm:

O3+ hv (A <340 nm) —> 0,+ O (7)

Las constantes de reaccion y de fotodisociacion de estas reacciones
conducen a una produccion de ozono cuatro veces superior a la destruccién. Sin
embargo, el principal mecanismo destructor no es la fotodisociacién por oxigeno
atémico sino la reaccion con oxidos de nitrogeno, y en mucha menor medida,
con compuestos de origen antrépico que contienen Cl y Br (halones y CFC’s)
(Figura 6).

El ozono puede ser disipado por los Oxidos de nitrégeno. Estos
compuestos son quimicamente muy estables en las capas inferiores de la
atmadsfera y no son disociados hasta que alcanzan las capas superiores (hasta
una altura aproximada de 42 km) al ser transportados por las corrientes de aire
ascendente. El ciclo catalitico de los 6xidos de nitrogeno es el siguiente:

NO + O; = NO, + O, (8)
NO, + O = NO + O, 9)

Balance neto: O3+ O — 20,

13
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Figura 6. Ciclos de formacion/destruccion del ozono y papel de los CFC's.

Las ecuaciones de Chapman no representan mas que una moderada
aportacién al balance global de ozono en la estratosfera ya que ésta es mas
compleja de lo que en un principio consider6 Chapman. Sin embargo, en la
actualidad no se cuestionan las reacciones (4) — (7), constituyendo la base sobre
la que se ha desarrollado toda la posterior fotoquimica de esta region (Gil 1990).

1.2.5. Nubosidad.

Las nubes tienen mas influencia que ninguna otra variable atmosférica
sobre la irradiancia superficial ultravioleta. La fraccion de cielo cubierto y el tipo
de nubes afectan a la intensidad y composicion espectral de la radiacién
ultravioleta a nivel superficial. Sin embargo, los efectos de las nubes sobre la
irradiancia solar ultravioleta son extremadamente complejos y se conoce muy
poco acerca de las propiedades nubosas y de sus relaciones con la radiacion UV
(Estupifnan et al. 1996). Estos efectos son dificiles de cuantificar y altamente
variables dependiendo de la cantidad y cobertura nubosa, de la morfologia de la
nube, de las distribuciones de tamano de las particulas y de la posible presencia
de absorbentes en su interior (Madronich et al. 1998; Mayer et al. 1998).

El efecto de atenuacién se debe principalmente a la reflexion de la
radiacion ultravioleta por las gotas de agua o cristales de hielo que forman la
nube. El efecto neto no siempre es una disminucién de la irradiancia; en
ocasiones, las nubes cubren gran parte del cielo pero no ocultan el disco solar.
En estas circunstancias, la radiacién solar reflejada hacia arriba por la superficie
terrestre, es reflejada a su vez por las nubes nuevamente hacia la Tierra, por lo
que aumenta asi el nivel de irradiancia superficial. Este fendmeno depende del
tipo de nube, de la cobertura nubosa y de las condiciones locales. Se sabe que
pueden aparecer potenciaciones de hasta el 25% bajo nubes fracturadas
(Estupifnan et al. 1996; Sabburg y Wong 2000; Weihs et al. 2000), o si hay
reflexiones desde la parte superior de las nubes bajo sitios de observacion a
gran altitud (McKenzie et al. 2001b). Sabburg y Wong (2000) postularon que la
maxima potenciacion de la radiacion UV-B ocurre cuando se adiciona la
radiacion difusa, procedente de la dispersion multiple, entre nubes bajas o
neblina y cirros altos, particularmente cuando el Sol todavia es visible a través de
ellos. Incluso para grandes fracciones nubosas, la atenuacién de la irradiancia
puede ser pequefia si las nubes no obstruyen el haz directo. Por lo tanto, uno de
los parametros mas importantes es observar si el Sol esta o no ocultado (Grant y
Heisler 2000; Schwander et al. 2002).
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La transmision de las nubes depende en parte de la longitud de onda. En
la regién UV-A, ésta se incrementa ligeramente hacia longitudes de onda mas
cortas debido al aumento de las reflexiones multiples entre la nube y las
moléculas de aire que la rodean (Seckmeyer et al. 1996). A longitudes mas
cortas, en el rango UV-B, las largas distancias que el fotén ha de recorrer en su
trayectoria pueden incrementar la absorciéon por el ozono troposférico, dando
lugar a un marcado descenso en la transmision efectiva (Mayer et al.1998).

1.2.6. Albedo superficial.

Una parte de la radiacion UV que llega a la superficie terrestre es
absorbida mientras que otra vuelve reflejada al espacio. La cantidad reflejada
depende de las propiedades de la superficie y normalmente es menor del 10%
(hierba, tierra y agua). Las principales excepciones son suelos ricos en yeso, que
reflejan cerca de un 15 — 30%, la arena de la playa, alrededor del 25%, y la
nieve, que puede reflejar hasta el 90% (Diffey 2002). Segun el informe de la
WMO de 1999, la nieve potencia la radiacion UV a 324 nm entre un 8 y un 39%.

1.2.7. Altitud.

Como consecuencia de la disminucion del espesor atmosférico que tiene
que atravesar la radiacion UV en un lugar elevado, se produce un aumento de
ésta con la altitud. En la practica, en la dependencia de este factor influyen
ademas diferencias en el albedo superficial, las extinciones por aerosoles de la
capa limitante y las concentraciones de ozono troposférico. Por lo tanto, la
dependencia no se representa por un valor simple (Seckmeyer et al. 1997).
Incluso cuando se ignoran estos efectos, se ha encontrado que la dependencia
de la irradiancia UV cambia frente al angulo cenital y la longitud de onda a mayor
altitud. En general, para la radiacién ultravioleta eritematicamente pesada (es
decir, aquella que provoca eritema), las irradiancias en condiciones despejadas
aumentan entre un 5 y 10% por kilometro (McKenzie et al. 2001b; Schmucki y
Philipona 2002; Zaratti et al. 2003), con el incremento mas grande para un
angulo cenital de 60 — 70°. En algunos casos, el gradiente vertical en regiones
montafosas puede ser mas grande (superando el 50% por km) debido a efectos
locales como el incremento del albedo con la altitud y las altas concentraciones
de ozono o aerosoles en la baja troposfera (Seckmeyer et al. 1997).

Un claro ejemplo del efecto de este factor geografico se encuentra en los
Alpes, donde existen series temporales de 20 afios que muestran como en dias
soleados la dosis diaria de radiacién global incrementa un 8 + 2% por cada 1000
m (irradiancia total), un 9 + 2% por 1000 m (irradiancia UV-A) y un 18 + 2% por
1000 m (irradiancia efectiva eritematica). Ademas, se observa una dependencia
espectral de la variacion de la radiacion UV-B con la altitud. Asi, la irradiancia a
370 nm aumenta un 9% cada 1000 m, un 11% a 320 nm y un 24% a 300 nm,
siendo ésta la mas efectiva en provocar danos sobre la materia organica
(Schmucki et al. 2002).

1.2.8. Aerosoles y gases contaminantes.

Las pequefias particulas suspendidas en el aire, ya sean liquidas o
sodlidas, es decir, los aerosoles, pueden tener un efecto significativo sobre la
transmision de radiacion UV-B hacia la superficie terrestre. La magnitud de este
efecto depende del niumero de particulas y de su constitucion fisico - quimica
(hollin, polvo, neblina, humo, ceniza, aerosoles marinos, etc.). Con frecuencia,
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estas particulas se encuentran en la parte mas baja de la troposfera (capa
limitante) y se asocian con la contaminacion.

Los aerosoles atenuan la radiacion ultravioleta a través de la atmosfera.
Dicho fenémeno se describe mediante el espesor 6ptico de aerosoles (AOT)® y
el valor medio del albedo de dispersién simple de la columna (w,), que es el
cociente entre la dispersion o scattering y la extincion:

o) = %) 10
wo (%) B0 (10)

Siendo el coeficiente de extincion, B(A), la suma del coeficiente de dispersion
c4(L) y el de absorcién ().

Generalmente, se asume que la dependencia de la longitud de onda del
AOT es proporcional a 1%, donde % es la longitud de onda y a el coeficiente de
Angstrom:

oo 2T (11)

Siendo r el radio de la particula considerando que ésta es esférica.

Recientemente se han realizado progresos significativos en relacion a la
medida y cuantificacion de los efectos que los aerosoles tienen sobre la
atenuacion de longitudes de onda de la regiéon UV-B. Las medidas superficiales
han mostrado que se dan grandes reducciones de la radiacién UV-B cuando se
presentan aerosoles absorbentes como el humo procedente de la quema de
biomasa (llyas et al. 2001; Kirchhoff et al. 2001), los incendios forestales
(McArthur et al. 1999), o el polvo desértico (di Sarra et al. 2002a). Trabajos
recientes sugieren que los aerosoles antropogénicos que absorben en la region
UV pueden jugar un papel mas importante en la atenuacién de irradiancias UV
del que se habia asumido con anterioridad (Jacobson 2001).

Por otra parte, los efectos del didxido de azufre sobre la radiacién UV son
despreciables si consideramos una escala global, pero podrian ser significativos
en sitios cercanos a fuentes de contaminacion local o con continua actividad
volcanica (Fioletov et al. 1998).

Otros gases que absorben en la region UV (p.e. didéxido de nitrégeno,
acido nitrico y formaldehido) no son significativos bajo condiciones naturales,
pero también podrian serlo en situaciones de fuerte contaminacién. Se ha
estimado que los aerosoles sulfatados antropogénicos (asociados primariamente
con la combustién de fuel) han disminuido las irradiancias superficiales de
radiacion UV-B en un 5 — 18% en regiones industrializadas del Hemisferio Norte
(Liu et al. 1991).

Por lo tanto, en la atmdsfera baja de determinadas areas urbanas se
producen concentraciones importantes de gases contaminantes como el ozono
troposférico, el dioxido de azufre o el didoxido de nitrégeno, que absorben

3AOT: Parametro adimensional que indica la atenuacion de la radiacion solar provocada por la concentracion
de aerosoles presente en la columna atmosférica.
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radiacion ultravioleta. Paraddjicamente, a pesar del debilitamiento de la capa de
ozono estratosférico que estos gases provocan, el aumento de su concentracion
en la troposfera de areas contaminadas conlleva una disminucion de la
intensidad de radiacion ultravioleta.

1.3. Interaccién con la atmdsfera.

La atmdsfera no es un cuerpo transparente, en ella se encuentran
pequenas moléculas y particulas en suspension (aerosoles) que interactian con
la radiacion incidente. Cuando la energia encerrada en los cuantos de radiacion
(hv) choca con estas particulas y moléculas, se dan fendmenos de dispersion,
absorcion o emisién que dependen de la longitud de onda. Generalmente, en la
atmosfera, cuanto mayor es la longitud de onda (L), menor es la dispersion,
mientras que la absorcién presenta comportamientos variables. Las partes del
espectro electromagnético donde la radiacion no es absorbida, llegando a la
superficie terrestre, se denominan “ventanas atmosféricas”. La mas importante
de todas ellas es la ventana biolégica, que abarca el intervalo comprendido entre
los 300 y 1000 nm, e influye en gran parte de los procesos de la Biosfera, la
fotosintesis esencialmente. Ademas de la energia de la region visible, las plantas
también hacen uso de las energias a ambos lados de este rango, es decir, de
pequenas partes tanto de la zona infrarroja como de la ultravioleta.

Conceptos de scattering y absorcién

La mayoria de la luz que alcanza nuestros ojos no lo hace directamente a
través de sus fuentes, sino de forma indirecta por medio del proceso de
scattering. En la atmdsfera podemos observar muchos ejemplos coloridos de
scattering generados por moléculas, aerosoles, nubes que contienen gotas y
cristales de hielo. El cielo azul, las nubes blancas, el arco iris o las aureolas, por
nombrar algunos..., todos son fenémenos dpticos debidos al scattering. Este es
un proceso fisico fundamental asociado con la luz y su interaccion con la materia
en el que una particula situada en el camino de una onda electromagnética
extrae continuamente energia de la onda incidente y la re-emite en todas las
direcciones. Por lo tanto, cada particula puede ser considerada como una fuente
puntual de energia dispersada. En este sentido, en un volumen dispersante que
contiene muchas particulas, cada particula se expone y dispersa la luz que ya ha
sido dispersada por otras particulas (Figura 7)

Radiacién dispersa

t
Radiacién incidente _b
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[

Figura 7. Proceso de scattering mdltiple.

A menudo, el scattering viene acompafado de absorcion. En el espectro
visible apenas hay absorcién por parte de las moléculas atmosféricas. Tanto la
dispersién (cambio de direccién del foton) como lo absorcién (conversion en
calor u otra forma de energia) eliminan energia de un haz de luz que atraviesa el
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medio. El haz es atenuado y a esta atenuacién se le conoce con el nhombre de
extincién. Por lo tanto, la extincidn es el resultado de la dispersién mas la
absorcion.

Absorcién en la region ultravioleta

La radiacion solar que atraviesa la atmdsfera es absorbida principalmente
por el Oy, O3, N, CO,, H,O, O, y N, aunque el NO, N,O, CO y CH,4, en menor
grado, también presentan espectros de absorcién. La absorcion y emisién de
radiacion tiene lugar cuando los atomos o moléculas sufren transiciones de un
estado energético a otro. Los atomos muestran espectros lineales asociados con
la energia electrénica. Sin embargo, las moléculas pueden presentar ademas
dos tipos adicionales de energia (rotacional y vibracional) que originan complejos
sistemas de banda.

Los espectros debidos a las transiciones electrénicas del ozono y del
oxigeno y el nitrogeno, tanto atdbmico como molecular, aparecen principalmente
en la region UV, mientras que aquellos debidos a transiciones rotacionales y
vibracionales de moléculas triatdbmicas como el H,O, O3, y el CO, se encuentran
en la regién infrarroja (Figura 8).
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Figura 8. Secciones eficaces de absorcion del ozono, oxigeno y nitrégeno moleculares en la region
UV. Las regiones de absorcion del oxigeno y nitrdgeno atémicos también se muestran.

En definitiva, la absorcién de radiacion solar ultravioleta (UV) representa
un importante papel en la dinamica de la atmdsfera superior.

Atenuacién atmosférica

El espectro de la radiacién solar que incide en la parte superior de la
atmosfera es muy amplio y abarca desde radiaciones ionizantes de longitud de
onda del orden de 100 nm hasta radiacion infrarroja de unos 10000 nm,
encontrandose su maximo en torno a los 450 nm. A su paso por la atmésfera, la
radiacion solar sufre una importante atenuacion (procesos de absorciéon y
dispersién), por lo que la amplitud de su espectro queda notablemente reducida.
A nivel del mar y en ausencia de nubes, el espectro solar abarca
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aproximadamente el intervalo 300 — 2000 nm, con una irradiancia maxima a
unos 480 nm (Figura 9).
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Figura 9. Curvas de distribucion de irradiancia espectral (Thekaekara, 1976). Las areas negras representan
la absorcion de varios gases en una atmdsfera despejada. La linea segmentada representa los distintos
gases implicados en la absorcion y la longitud de onda (en pum) en la que se centran sus bandas.

En la region UV, la intensa banda de Hartley que presenta el ozono,
centrada en unos 250 nm, atenua completamente la escasa radiacion solar en el
UV-C.

La radiacion ultravioleta que penetra hacia la superficie terrestre presenta
dos componentes, la directa y la difusa (Chandrasekhar 1960). La componente
directa se atenua exponencialmente a su paso por la atmdsfera, mientras que la
cuantificacion de la atenuaciéon que experimenta la componente difusa es mas
compleja y requiere el uso de modelos de transferencia radiativa (Kerr 1997).
Parte de la radiacion directa incidente se transforma en difusa debido al
fendmeno de scattering, de forma que la irradiancia total UV incidente sobre un
plano horizontal a nivel superficial es la suma de la radiacion directa transmitida
desde el Sol y la radiacion difusa dispersada a lo largo de la atmdésfera.

Resumiendo, procesos de interaccion con la atmédsfera, como la
absorcion o dispersion, provocan que la radiacion UV sea fuertemente
dispersada. En general, mas de la mitad del total que alcanza la superficie
corresponde a la componente difusa. Mas del 40% de la irradiancia a 300 nm
que llega a la superficie terrestre no proviene directamente del disco solar
(radiacion directa) sino del resto del cielo (radiacion difusa), lo que da una idea
del importante papel que juega la dispersion Rayleigh.

1.4. Niveles de radiacion ultravioleta.

Desde principios de la década de los 90, los cientificos han puesto un
gran énfasis en monitorizar la radiacioén ultravioleta (UV). Este interés se basa en
una infinidad de razones, entre las que se incluyen detectar cambios en la
cantidad de radiacidon que alcanza la tierra, incrementar el conocimiento publico
acerca de ésta, evaluar sus efectos biolodgicos, o establecer una climatologia
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basica, entre otras. La radiacién UV se mide alrededor del mundo en mas de 100
lugares, principalmente en América del Norte y Europa. Para esta medida suelen
emplearse instrumentos superficiales o estimaciones a partir de satélites, como
por ejemplo el TOMS. Los instrumentos localizados en superficie constituyen la
mejor opcion para medir el nivel de radiacion UV que alcanza la tierra en un
lugar concreto.

Ya se ha comentado anteriormente como el nivel de radiacion ultravioleta
se ve influenciado por diferentes factores geograficos. Cuando no se dispone de
medidas, entender los procesos que afectan a la radiacion UV permite a los
cientificos estimar los niveles en diferentes lugares y periodos de tiempo. La
mejora en el conocimiento de estos factores también ayuda a que los cientificos
estimen como afectara a los niveles UV un medio ambiente cambiante y
viceversa.

En las Figuras 10 y 11 se muestran los niveles promediados de
irradiancia eritémica recibidos en el Hemisferio Norte que causan eritema en la
piel para tener una idea general de la variacién de la radiacion ultravioleta
recibida a lo largo del afio y, mas concretamente, la evolucion del indice uvI4
promedio en Espafa en las distintas estaciones del ano.
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Figura 10. Distribucion espacio-temporal de la Irradiancia eritémica superficial para el Hemisferio
Norte bajo cielos despejados y al mediodia usando valores tipicos de ozono (Driscoll 1992).

4indice UVI: Se define como la irradiancia efectiva en producir eritema que se obtiene al integrar la
distribucion espectral UV pesada por el espectro de accion de la CIE (McKinlay y Diffey 1987).
Numéricamente equivale a le (W-m2) x 40.
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Figura 11. Distribucién espacial del UVI modelado para toda Espafia en primavera, verano, otofio e
invierno bajo cielos despejados y al mediodia (Carrefio et al. 2002).

1.5. Efectos bioldgicos de la radiacion ultravioleta.

La radiacion ultravioleta presenta una gran variedad de efectos,
perjudiciales en su mayoria, sobre un amplio rango de organismos. Estos efectos
van desde impactos a nivel molecular, celular, individual o de ecosistema, hasta
afecciones de la salud humana. En general, la respuesta bioldgica a la radiacién
ultravioleta es mas significativa en las longitudes de onda mas cortas, pues son
las mas energéticas (Tabla 1) (Paul y Gwynn-Jones 2005).

Los efectos sobre especies individuales y ecosistemas han sido
estudiados tanto en laboratorio como en experimentos de campo (Rozema et al.
1997; Day y Neale 2002). Existen evidencias claras de que la radiacion UV
presenta efectos letales sobre especies pertenecientes al fitoplancton y
zooplancton, pero también afecta a anfibios, plantas terrestres y peces. Sin
embargo, los efectos sobre los ecosistemas pueden ser inesperados o confusos.
Algunos estudios muestran que la radiaciéon UV puede cambiar los ecosistemas
favoreciendo a las especies mas resistentes.
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Tabla 1. Vision general de la radiacion UV y sus efectos biol6gicos.

Regién Propiedades fisicas y

espectral biolégicas Papel en animales Papel en plantas

Longitud de onda corta,
altamente energética y
fuertemente absorbida
por los acidos nucleicos

Ninguno
Fuentes artificiales
causan dafos severos
en los tejidos expuestos

Ninguno
UV-C artificial crea serios
dafios piel y ojos

uv-C

Posibles efectos agudos y
cronicos en piel y ojo
Compromete el sistema
inmunitario
Factor que disminuye muchas
poblaciones de anfibios
La exposicion aguda crea
quemaduras en humanos; la
exposicion crénica origina
canceres de piel

Radiaciéon UV mas
energética que alcanza
la biosfera
uv-B Absorbida por muchas
moléculas bioldgicas,
incluidos los acidos
nucleicos

Induce muchos cambios
morfoldgicos, fisioldgicos
y bioquimicos que
conllevan muchos
efectos ecologicos

Menos energética que

Reconocida como un
UV-B pero presente en

. : . importante factor en el Influye en la morfologia
intensidades mucho mas . :
altas desarrollo de canceres de piel  y crea algunos efectos
UV-A . en humanos Ampliamente especificos (p.e.
Absorbida por muchas .
. X empleada en la visién de apertura de estomas o
proteinas, incluyendo - .
. muchos vertebrados e formacion de pigmentos)
importantes .
invertebrados
fotorreceptores

Por otra parte, la radiaciéon ultravioleta afecta a la salud humana
originando, ante todo, efectos perjudiciales: quemaduras; fotoenvejecimiento;
dafo ocular, especialmente cataratas; inmunosupresion; danos en el ADN y
mutaciones y canceres de piel (Soter 1990; Matsumura y Ananthaswamy 2004).
Los canceres de piel no melanémicos (NMSC) y los carcinomas de células
basales (BCC) y/o escamosas (SCC) son originados casi de forma exclusiva por
la exposicion UV acumulada, mientras que el melanoma maligno cuténeo (CMM)
tiene uno o mas factores que contribuyen a su desarrollo: quemaduras, lunares,
herencia genética, exposicion quimica, entre otros.

Sin embargo, la exposicién a radiacion UV también puede afectar a la
salud de forma beneficiosa. Se usa para tratar la piel y algunas enfermedades,
es necesaria para la formacion de vitamina D;, posiblemente disminuye la
hipertension, y reduce la aparicion de ciertos canceres internos como el de
prostata (Longstreth et al. 1998). Asimismo, esta demostrado que influye en el
estado de animo, presenta efectos terapéuticos (UV-A) interviniendo en los
mecanismos de defensa inmunolégicos, activa la funcion barrera de la piel
mediante un bronceado razonable y posee efectos desinfectantes y
esterilizantes contra la casi totalidad de microorganismos (virus, esporas de
hongos, bacterias, protozoos, etc.).

2. EL CULTIVO DE MICROALGAS.
2.1. Antecedentes e introduccion.
Las microalgas constituyen un grupo de organismos extremadamente

heterogéneo. Para que un organismo sea considerado microalga debe reunir las
siguientes caracteristicas: ser pequefio (normalmente microscopico), unicelular
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(pero puede ser colonial con poca o ninguna diferenciacion celular), colorido
(debido a la presencia de pigmentos fotosintéticos y accesorios), aparecer
mayormente en agua y muy probablemente ser fotoautotréfico (pero no
necesariamente todo el tiempo) (Olaizola 2003). Aunque habitan practicamente
en la totalidad de ecosistemas acuaticos, también se encuentran en suelos,
rocas, plantas, etc. Actualmente se conocen unas 5-10° especies de microalgas,
cuya clasificacion ha ido modificandose significativamente con el tiempo (South y
Whittick 1987; Ben-Amotz y Avron 1990; Richmond 1990). Filogenéticamente,
las microalgas pueden ser procariotas 0 eucariotas y, en términos evolutivos,
recientes o muy antiguas. Esta diversidad hace de las microalgas, como grupo,
una fuente potencialmente rica de una amplia gama de productos quimicos con
aplicaciones en la alimentacion, nutricion, cosmética, farmacéutica e incluso en
industrias de combustibles (Borowitzka 1999).

El cultivo de microalgas es una de las actividades biotecnoldgicas mas
modernas. Los primeros cultivos fueron logrados por Beijerinck (1890) con
Chlorella vulgaris, mientras que el uso de los mismos como sistemas modelo
para estudiar la fisiologia de plantas fue desarrollado por Warburg a principios de
1900 (Warburg 1919). Sin embargo, la idea de producir microalgas a gran
escala, controlando en parte el crecimiento, tuvo su origen en Alemania en los
afos cuarenta, donde se llevé a cabo el cultivo masivo de diatomeas que
acumulaban notables cantidades de lipidos bajo condiciones limitantes de
nitrogeno. Después de 1948, el cultivo en masa de microalgas empezo
realmente a ser centro de

atenciéon para la investigacion 000
en Stanford (USA), Essen 53 Cuba
. . . = !
(Alemania) y Tokio. El libro e
editado por Burlew (1953) 2500 - EEED 1ndin
Vietnam
resume muchos de estos FZ7A China
i 1 usa
estudios tempranos. T s
20 Ty Taiman
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previas, el cultivo de
microalgas a gran escala
comercial comenzé en Japodn a
principio de los 60 con el cultivo
de Chlorella (Tsukada et al. 1000 E
1977), seguido en los 70s del
establecimiento en el lago
Texcoco (México) de una
instalacion para cultivar y
recolectar Spirulina por parte
de Sosa Texcoco S.A. (Durand-
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establecieron una planta  Figura 12. Produccion global de Spirulina por paises basada en la
comercial de Spirulina en literatura, compaiiia e informacion comercial (Borowitzka 1999).

Tailandia. En 1980 habia en

Asia 46 factorias a gran escala produciendo mas de 1000 kg de microalgas
(principalmente Chlorella) por mes (Kawaguchi 1980). En 1996 se
comercializaron cerca de 2000 t de Chlorella, sélo en Japon (Lee 1997). La
produccion comercial de Dunaliella salina como fuente de B-caroteno llega a ser
la tercera mayor industria de microalgas cuando Western Biotechnology Ltd. y
Betatene Ltd. establecen en Australia instalaciones de produccion en 1986.

1500 4

T e T T
- BRSO s e ]

Production {Tonnas)

)

500

23



Introduccion

Estas pronto fueron seguidas por otras plantas comerciales en Israel y USA. Por
lo tanto, en un corto periodo de unos 30 afios, la industria de la biotecnologia de
microalgas ha crecido y se ha diversificado significativamente. El crecimiento de
la producciéon comercial de microalgas posiblemente quede mejor ilustrado a
partir de los datos de producciéon de Spirulina (Figura 12).

Por otra parte, a principios de los afios cincuenta comenzd a utilizarse el
cultivo de microalgas a gran escala en el tratamiento de aguas residuales
urbanas, acoplado a la produccion simultanea de biomasa rica en proteinas para
el ganado. Se pretendia, finalmente, depurar el agua y producir, de manera
simultanea, una biomasa de algas y bacterias susceptible de una posterior
aplicacion practica (Oswald 1988; Laliberté et al. 1997).

Asimismo, durante los afios setenta se empefiaron notables esfuerzos en
el estudio de fuentes alternativas de energia, en prevision de la futura escasez y
encarecimiento de los productos derivados del petréleo. Asi, la conversion
biolégica de la energia solar atrajo gran interés a escala mundial (Vega et al.
1983). Dado que las microalgas constituyen un sistema eficiente para la
captacién de la energia solar, existe un continuo interés en el empleo de
sistemas de algas para la produccion de compuestos de interés energético. Ya
en los afos ochenta, los problemas econdmicos derivados de la produccion
masiva de microalgas catalizaron el desarrollo de nuevas experiencias
destinadas a obtener un mayor valor anadido de la biomasa producida,
encontrandole otros usos distintos de la alimentacion humana y animal. Asi, se
produjo un notable incremento de trabajos destinados a la obtencién de
compuestos de interés comercial y alto valor afadido, producidos por las
microalgas. Este campo de la biotecnologia de microalgas aun esta dando sus
primeros pasos, ya que todavia son pocas las microalgas cultivadas a gran
escala y las moléculas de valor producidas (Pulz y Gross 2004).

En resumen, la historia de la utilizacibn de microalgas a partir de
poblaciones naturales data de varios centenares de anos (Nostoc en Asia y
Spirulina en Africa y México) (Spolaore et al. 2006). Sin embargo, el cultivo
decidido de microalgas tan sélo tiene unas pocas décadas. Durante el siglo 20,
los investigadores y productores comerciales desarrollaron varias tecnologias de
cultivo que hoy en dia se encuentran en uso para producir biomasa de
microalgas: estanques abiertos (Becker 1994), fotobiorreactores cerrados
(PBRs) (Tredici 1999) y reactores de fermentacion (Apt 1999). Por tanto, el éxito
de la produccién de microalgas a gran escala depende de muchos factores, y
uno de ellos es el desarrollo de grandes sistemas de cultivo para las algas de
coste efectivo y el desarrollo de éstos ha sido y sigue siendo un proceso gradual.
El estado de las aplicaciones de microalgas en la acuicultura, alimentos,
productos quimicos especializados y en usos medioambientales se ha revisado
recientemente (Olaizola 2003).

2.2. Principales usos.

Actualmente, las microalgas que se comercializan en el mercado se
destinan, de manera general, a dos usos. Por un lado, a la comercializacion de
biomasa vy, por otro, a la comercializacion de los productos de alto valor anadido
que se obtienen a partir de ellas y que requieren un cierto grado de
procesamiento.

24



Introduccion

Los usos tradicionales de las microalgas como biomasa obtenida de
forma natural abarcan principalmente campos como la nutricibn humana y la
alimentacion animal. Sin embargo, la versatilidad funcional de la biomasa
obtenida a partir de cultivos de microalgas abrié su utilizaciéon a otros ambitos
como la agricultura, donde se emplea como biofertilizante, o el tratamiento de
aguas, por citar algunos ejemplos. Las microalgas producen un amplio rango de
productos, entre los que se incluyen carbohidratos, proteinas, aminoacidos
esenciales, productos farmacéuticos y vitaminas, asi como también moléculas
bioactivas (Tabla 2).

Tabla 2. Aplicaciones de microalgas en diversos campos (Dufossé et al. 2005).

Productos

: Alimentos Colorantes Farmacéuticos
comerciales

Hidrocarburos Alimentos (helados,

. Nutracéuticos zumos, gelatinas, Antibiéticos
(combustible) ,
confitados)
Adsorbentes Alm_1entos Qosmetlca (ba"? de Antibacterianos
funcionales labios, cremas, lociones)
Enzimas y otros Aditivos
materiales de ; o Productos farmacéuticos  Agentes de relleno
: o alimenticios
investigacion
Espesan_tes que Ligantes
emulsionan
Recubrimientos de
Dulces capsulas duras y
suaves
Espesantes
Agentes de
diagndstico

Hay una creciente demanda de colorantes naturales que son utilizados en
alimentacion, productos farmacéuticos, cosmética, textiles y como tintes de
impresién. Sin embargo, su utilidad se encuentra bastante limitada ya que los
tintes naturales presentan bajos valores de tincién y persistencia. Debido al
efecto téxico que tienen algunos tintes sintéticos, los consumidores finales estan
aumentando la preferencia por los colorantes naturales. La sostenibilidad es otra
de las principales ventajas de los cultivos de microalgas para la produccién de
colorantes artificiales. Como el cultivo de algas es renovable y respetuoso con el
medio ambiente, hay un creciente interés en usarlos como fuente de colorantes
naturales, por ejemplo, pigmentos como ficocianina (pigmento azul de Spirulina),
-caroteno (pigmento amarillo de Dunaliella) y astaxantina (pigmento amarillo-
rojizo de Haematococcus).

El mercado de biomasa de microalgas genera cerca de 5000 t-afio™ de
materia seca, lo que reporta una facturacién de aproximadamente 1.25-10° $ al
afo (Pulz y Gross 2004). La situacion actual del uso de biomasa de microalgas
se expone detalladamente en los siguientes apartados.

2.2.1. Nutricion humana.

Hasta el momento, el empleo de microalgas para alimentacién humana
practicamente se restringe a Spirulina (Arthrospira), Chlorella, Dunaliella, Nostoc
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y Aphanizomenom. En Europa, la explotacion comercial para tal fin se encuentra
sometida a estrictas normas de regulacion, como la normativa europea EC
258/97. Durante décadas, Chlorella y Spirulina coparon el mercado internacional
de microalgas. Hasta un 75% de la produccion mundial se dirigia hacia la
alimentacion humana en forma de preparados en polvo, pastillas, capsulas y
tabletas. Los efectos beneficiosos para la salud humana de la biomasa de
microalgas se explican en base a un efecto modulador del sistema inmune
(Belay 1993; Osinga 1999). Actualmente, la mayoria de productos de algas se
suministran en forma de polvos y tabletas, pero otras formulaciones basadas en
extractos de microalgas estdan ganando peso en el mercado, como por ejemplo
bebidas saludables de Chlorella, capsulas con extractos aceitosos de Dunaliella
enriquecidos en carotenoides, o capsulas de extractos liquidos de Spirulina ricos
en antioxidantes (Mazo et al. 2004; http://www.antag.es;
http://www.muysano.es).

Se estima que en pocos anos el mercado de los alimentos funcionales
supondra un 20% de la facturacion total de alimentos a nivel mundial. Los
beneficios sobre la salud humana convierten a los productos de microalgas en
aditivos de alto valor para la preparacion de alimentos funcionales. Los extractos
de microalgas se estan utilizando en la preparacion de yogures, pasta, pan y
bebidas suaves en Alemania, y similares iniciativas comienzan a tener lugar en
USA, Francia, Japén y China (Becker 2004).

2.2.2. Nutricién animal.

Los nuevos usos en la cria de ganado imponen el abandono progresivo
de productos quimicos, incluidos los antibiéticos. En consecuencia, es necesario
dedicar mayores esfuerzos a complementar los piensos animales con principios
nutricionales naturales destinados a preservar y mejorar la supervivencia, el
crecimiento, el desarrollo, la productividad y la fertilidad de los animales. Tras
décadas de intentos, hoy en dia puede asegurarse que el complemento de
piensos animales con un 50% de biomasa de microalgas, rica en proteinas,
procedente casi exclusivamente de Chlorella, Scenedesmus y Spirulina, afecta
positivamente a los animales, potenciando el sistema inmune especialmente
(Belay 1993).

El uso de microalgas en acuicultura merece una mencion especial. Las
microalgas constituyen la base de la cadena trofica, siendo en muchos casos el
alimento de larvas de moluscos, de crustaceos y de peces. También es alimento
de zooplancton (rotiferos). Mas de 40 especies se usan con tal propésito,
algunas de las principales se listan en la Tabla 3. Ciertas especies de microalgas
adquieren una coloracion anaranjada o rojiza en funcién de los pigmentos que
acumulan, lo que las faculta para un uso ornamental en peces. Entre ellas,
Spirulina, Dunaliella y Haematococcus son exponentes destacados.

Tabla 3. Especies de microalgas notables en acuicultura.

Taxon Género
Bacillariophyta Skeletenoma, Chaetoceros, Phaeodactylum
Primnesiophyta Isochrysis, Pavilova
Prasinophyceae Tetraselmis
Chlorophyceae Chlorella, Dunaliella, Scenedesmus
Cianobacteria Spirulina
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El mercado global de los productos empleados en acuicultura
(alimentacién de peces y mariscos) oscila entre 40-50-10° $-afio™ y muestra una
fuerte tendencia creciente (8% anual), especialmente en las regiones asiaticas
del Pacifico (New 1999).

2.2.3. Biofertilizantes.

El empleo de microalgas como abonos y acondicionadores de suelo es
prometedor, aprovechando especialmente la capacidad de las cianobacterias
para fijar nitrégeno atmosférico (Anabaena, Nostoc, etc.), siendo por ejemplo
empleadas en el cultivo tropical de arroz llegando a proporcionarle hasta mas de
20 kg de N por hectarea y aio. A una escala superior, se han usado microalgas
como agente acondicionador de suelos, para controlar la erosion. Algunos de
sus extractos se han revelado como buenos promotores de la germinacién y la
floracién. Las futuras tendencias en el uso agricola de las microalgas parecen
apostar por su actividad preventiva frente al desarrollo de enfermedades que
ciertos virus y bacterias generan en plantas. Este sector del mercado mueve
cada afio 5-10° $.

2.2.4. Compuestos de valor obtenidos de microalgas.

Hoy en dia, tanto la biomasa de algas como sus extractos, han logrado
alcanzar una firme posicion en el mercado. Existe una demanda creciente de
productos sofisticados obtenidos a partir de microalgas que se caracterizan por
presentar efectos saludables sobre la salud humana. Las microalgas, las
cianobacterias fundamentalmente, producen un alto nimero de moléculas con
actividad antioxidante utilizadas como productos dietéticos, en farmacologia,
cosmética y como suplementos alimenticios, como ya se ha descrito
previamente.

Los antioxidantes mas destacados presentes en microalgas son los
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), compuestos antivirales, vitaminas y
precursores de éstas, incluyendo el acido ascorbico (vitamina C), riboflavinas y
a, B, y-tocoferol, y carotenoides, especialmente B-caroteno, astaxantina, luteina y
zeaxantina (Spolaore et al. 2006; Del Campo 2007).

Tabla 4. Especies de microalgas prominentemente empleadas en diversas aplicaciones biotecnoldgicas.

Especies

Productos

Areas de aplicacion

Spirulina platenses
Chilorella vulgaris

Dunaliella salina

Haematococcus pluvialis

Odontella aurita

Porphyridium cruentum

Botryococcus braunii

Ficocianinas, biomasa
Biomasa

Carotenoides, -caroteno
Carotenoides, astaxantina
Acidos grasos

Polisacaridos, ficoeritrinas

Hidrocarburos, acidos
grasos, carbohidratos

Alimentacion saludable,
cosmeéticos
Alimentacion saludable,
suplementos alimenticios
Alimentacion saludable,
suplementos alimenticios
Alimentacion saludable,
farmacos, suplementos
alimenticios
Farmacos, cosméticos,
alimentacion infantil

Farmacos, cosméticos,
nutricion

Biodiesel
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Isochrysis galbana Acidgs grasos Nutricion animal
Phaedactylum tricornutum Lipidos, Acidos grasos Nutricion, biodiesel
Lyngya majuscula Inmuno-moduladores Farmacos, nutricién

La Tabla 4 muestra las microalgas y los productos mas prometedores en
el mercado biotecnoldgico actual (Cohen 1999; Pulz y Gross 2004).

2.3. Mercado actual y perspectivas de futuro.

Actualmente, la gran mayoria de las plantas industriales para el cultivo de
microalgas se localiza en Asia. En la costa asiatica del Pacifico existen alrededor
de 110 productores comerciales de microalgas, la mayoria de los cuales ha
entrado en funcionamiento en los ultimos 15 afios mostrando una capacidad de
produccion anual entre 3 y 500 toneladas, que supone la mitad de la produccion
mundial. La cada vez mayor demanda de productos dietéticos explica la rapida
expansion producida en la zona.

Hoy en dia no existen plantas comerciales de produccién fuera de la
costa pacifica con una produccién anual superior a las 25 t, a excepcién de
Nature Beta Technologies, Ltd. (NBT) en Eilat, Israel, con un area productiva de
5-10* m? que genera 25 t de Dunaliella bardawil 6 1.5 t de B-caroteno. La
empresa es de propiedad japonesa (Nikken Sosa Corporation). Por otro lado,
también existen algunas pequefas plantas de produccion en la Republica Checa
y Alemania (Lee 1997).

Respecto a los paises productores, Japén tiene la mayor tradicion en la
produccion comercial y consumo de microalgas, por ejemplo, la Heian Chlorella
G.F.C. Co. Ltd., comenz6 a operar en 1969. En 1996 el total de biomasa de
Chlorella y Spirulina desecada que se comercializé6 fue de aproximadamente
2000 y 400 t, respectivamente, aunque parte de esta produccion se importd de
Taiwan, Estados Unidos y Tailandia. De hecho, muchas compafias japonesas
importan las microalgas y luego las procesan, empaquetan y distribuyen bajo su
propia marca comercial. Este es el caso de la produccién de B-caroteno a partir
de Dunaliella, de EPA (acido eicopentaenoico) y de DHA (acido
docosahexaenoico), extraidos de Nannochloropsis gaditana e Isochrysis,
respectivamente, en Israel.

En China hay mas de 80 companias productoras de Spirulina localizadas
en las provincias del sur. En este caso, el mercado local es escaso y se destina
a la exportacion. Taiwan, con mas del 50% de la produccién mundial, es el
primer productor de Chlorella. En la actualidad hay 6 companias productoras de
esta alga y otras 5 que producen Spirulina, pero de éstas, al menos tres han
tenido que reducir su produccién o vender sus instalaciones debido a la excesiva
oferta. En Corea se producen microalgas de distintas especies destinadas a la
acuicultura. El resto de paises productores (India, Tailandia, Vietham, Indonesia
y Filipinas) comercializan Chlorella o Spirulina mayoritariamente para
exportacion.

Cyanotech, con una superficie de 75:10° m? y una produccion de 380 t
por afio, y Earthrise Farms, con una superficie de estanques de 15:10* m? y una
produccion de 500 t por afio, en Hawai y California, respectivamente, son los
principales productores norteamericanos de Spirulina. Desde 1997, Cyanotech
comercializa productos ricos en astaxantina (2% p/p) a partir de Haematococcus,
para su uso en acuicultura. Existen otras pequenas compafias en California,
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como Unisyn, con una produccion de 12 t de Spirulina al afio, y Neutrilite, con
una produccion de 1 t de B-caroteno al afo.

Finalmente, en Australia existen dos compafias productoras de
Dunaliella. Betatene Ltd. tiene una superficie de estanques de cultivo, sin
agitacion, de 4.6-10° m? y una produccién anual de B-caroteno de entre 7 y 10 t.
La otra planta de produccion pertenece a Western Biotechnology Pte. Ltd., con
una superficie de cultivo de 2.5-10° m? y una produccién aproximada de 6 t de p-
caroteno. Los principales mercados para estos productos son Japon, Estados
Unidos, Corea y Europa.

Perspectivas de futuro para la biotecnologia de microalgas.

La creciente magnitud del mercado internacional de carotenoides como
subproducto procesado de microalgas, es tal, que se estima que alcanzara en
torno a mil millones de ddlares al final de la década (Del Campo et al. 2007). Las
cifras de facturacion correspondientes a los principales carotenoides que se
comercializan se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Volumen de mercado de los principales carotenoides comercializados (http://www.bccresearch.com).

Carotenoide 2004 (10° $) Estimado 2009 (10° $)
p-caroteno 253
Luteina 139 187
Astaxantina 200 259 (2500 $-kg”)
Total de carotenoides 887 1023

A pesar de los datos anteriores, que revelan una tendencia positiva de
crecimiento respecto a perspectivas de mercado, para los préximos afos, de los
carotenoides obtenidos a partir de la biotecnologia de microalgas, ésta todavia
no ha atraido la atencion masiva de las grandes companias farmacéuticas. Esto
puede deberse a la escasez, hasta ahora, de muchas experiencias exitosas. Aun
asi, los biotecndlogos de microalgas estan convencidos del potencial de este tipo
de tecnologia, que ha cosechado éxitos en los ultimos afos. De cara a un futuro
no muy lejano, es previsible que la biotecnologia de microalgas explote su
potencialidad en la obtencién de productos quimicos de alto valor. Esta
seguramente sea el aspecto mas prometedor de la biotecnologia de microalgas.
La diversidad de microalgas nos conduce a creer que es un campo muy fértil
para buscar y encontrar nuevas especies explotables desde el punto de vista
biotecnologico. La generacion de librerias de metabolitos bioactivos de
microalgas podria atraer la atencién de las compafiias biofarmacéuticas con
recursos necesarios para financiar ensayos clinicos; introducir una nueva droga
en el mercado cuesta cientos de millones de dodlares, de los que aun carece la
biotecnologia de microalgas. La tecnologia de fotobiorreactores ha avanzado
hasta el punto de que permite escalar cultivos, con relativa facilidad, para
producir suficiente material biolégico destinado a los esfuerzos investigadores
que vienen después del descubrimiento inicial de una nueva droga.

Mientras que las microalgas pueden crecer rapidamente debido a su alta
productividad primaria, muchos productos quimicos de interés son producto del
metabolismo secundario desencadenado bajo condiciones que no estimulan un
rapido crecimiento. Una vez que se descubre un producto quimico y se
caracteriza, éste podria producirse sintéticamente. Ademas, la ruta bioquimica
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que origina el producto deseado puede ser transferida a un organismo mas
facilmente cultivable. Por lo tanto, el futuro de las microalgas en la fabricacién de
nuevas moléculas de alto valor podria limitarse a productos quimicos
suficientemente complejos que no pueden ser quimicamente sintetizados o
cuyas rutas de sintesis no pueden transferirse a otros organismos. Para aquellos
productos quimicos que seran producidos a partir de microalgas, se necesitara
desarrollar nuevas estirpes de crecimiento mas rapido que acumulen una alta
concentracién de los mismos, ya sea mediante seleccién clasica o manipulacion
genética, y mejorar los PBRs (fotobiorreactores) hasta que se produzca
consistentemente entre 40 y 60 g'm™ de biomasa de microalgas al dia (Olaizola
2003).

La biotecnologia de microalgas, que aun se encuentra en su infancia,
puede verse como una puerta de entrada a la industria de obtencién de
moléculas complejas de alto valor farmacolégico o alimentario, mediante
procesos limpios con recursos naturales renovables. Esta biotecnologia acaba
de comenzar a explotar el enorme potencial fisiolégico de las numerosas
especies de microalgas que crecen en todos los nichos ecoldgicos. Es esperable
que la investigacion conduzca a una diversificacion de soluciones técnicas para
el cultivo de microalgas a través de PBRs. Sin duda, el mayor cuello de botella
de la biotecnologia de microalgas es el coste de produccién de la biomasa.
Aumentar los rendimientos de los PBRs abaratara dichos costes y colocara a las
microalgas en una posicion competitiva respecto a procesos quimicos de
obtencion de moléculas de valor farmacoldgico, alimentario y energético.

Hay algunos indicios para suponer que las aplicaciones en acuicultura
seran un campo rentable para las microalgas a corto plazo y las aplicaciones
farmacéuticas y energéticas lo seran a medio plazo (Pulz y Gross 2004).

2.4. Produccion de microalgas en Andalucia.

En Andalucia, la tecnologia del cultivo de microalgas es aun incipiente. La
situacion geografica de Andalucia, con un clima mediterraneo caracterizado por
unas temperaturas medias anuales altas y una escasa pluviosidad, convierte a
esta regién en la mas calida de la Peninsula Ibérica y en una zona de especial
interés para el cultivo de microalgas.

El rango de amplitud de las temperaturas maximas y minimas oscila, en
general, entre 12 y 16 °C, tolerable habitualmente para el cultivo de microalgas,
si bien, la variacion maxima sostenida condicionaria la productividad de estos
cultivos. Para definir el enclave de una planta de produccién se debe conocer el
perfil de temperaturas de la zona para compararlo con las temperaturas 6ptimas
de crecimiento de la especie a cultivar, asegurandose de que no se sobrepasan
los limites que pueden comprometer su viabilidad. El numero de meses en que la
temperatura media se mantiene igual o proxima a la temperatura optima de
crecimiento debera ser maximo, para garantizar asi una alta productividad.

La energia solar de la que disponen los cultivos de microalgas es
fundamental dado que su productividad presenta una relacién casi lineal con la
irradiancia (Richmond 2004). Andalucia se caracteriza por disfrutar de unas 3100
h de sol al afio, pudiendo alcanzarse concretamente en la costa de la provincia
de Huelva unas 3200 h de sol anuales.
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Las condiciones ambientales existentes en muchas areas de Andalucia,
caracterizadas por altas dosis de radiacibn solar, asi como por otras
circunstancias climaticas (régimen térmico idoneo, precipitaciones reducidas,
incluso con zonas semiaridas adecuadas a este fin), hacen de nuestra regién un
lugar ideal para la localizacién de cultivos de microalgas mantenidos en sistemas
innovadores de produccion.

Hoy en dia, en Andalucia se desarrollan las unicas iniciativas espafolas
de produccién intensiva de microalgas a media escala para su comercializacion.
La primera iniciativa corresponde a la empresa Fitoplancton Marino, S.L.,
ubicada en el Puerto de Santa Maria (Cadiz), que produce Nannochloropsis
liofiizada para acuicultura utilizando cultivo intensivo en fotobiorreactores
tubulares (http://www.easyalgae.com/ubicacion.asp). La segunda iniciativa viene
promovida por una agrupacion de sociedades (la Universidad de Almeria, la
empresa Albaida S.A. y la Fundacion Cajamar), dedicada al cultivo de
Scenedesmus almeriensis, microalga aislada en la costa mediterranea de
Andalucia que acumula cantidades relevantes de luteina, carotenoide de valor
comercial, cuya planta de produccion se localiza en la Estacién Experimental
“Las Palmerillas” de Cajamar. La tercera iniciativa andaluza, en planta
experimental exterior, esta auspiciada por el Grupo Empresarial Rafael Morales
(Huelva) y desarrollada conjuntamente por dicho Grupo y la Universidad de
Huelva (grupo de investigacion Biotecnologia de Algas, perteneciente al Instituto
andaluz de Biotecnologia).

2.5. Biotecnologia del cultivo de Dunaliella.
Historia y descripcién del género

El género Dunaliella de algas verdes fue descrito inicialmente por
Teodoresco (1905), basandose en material recolectado a partir de un lago salino
rumano conteniendo Dunaliella salina como especies tipo. El género se nombré
en honor de M. F. Dunal, primera persona que informé de la aparicion del
organismo que hoy se conoce como Dunaliella salina en algunas salinas en
Montpellier, Francia, y que proporcionaba una coloracién rojiza. El llamé
Haematococcus salinus y Protococcus salinus a los organismos observados
(Dunal 1838). En el mismo afio, Clara Hamburger también publicé su descripcion
sobre estas especies (Hamburger 1905). En su monumental trabajo sobre
Dunaliella, Massyuk (1973) examiné sistematicamente los conceptos
taxondmicos y reviso el género de forma comprensible, reconociendo un total de
29 especies asi como también diversas formas y variedades. Un excelente
informe de la historia reciente de este género ha sido presentado por Oren
(2005).

Desde las observaciones originales de Dunal, las algas del género
Dunaliella han sido el objeto de numerosos estudios sobre su fisiologia,
bioquimica, ecologia y aplicaciones comerciales (Borowitzka y Borowitzka 1988;
Avron y Ben-Amotz 1992). Este hecho es debido a factores como: (1) la facilidad
de cultivo de la mayoria de especies; (2) la capacidad de varias especies para
crecer sobre amplios rangos de salinidad y en salinidades extremas; (3) la
acumulacion de niveles extremadamente altos de B-caroteno en D. salina; y (4)
la amplia tolerancia a metales pesados y pesticidas que muestran algunas
especies (Borowitzka y Siva 2007)
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Figura 13. Células de Dunaliella salina presentes en salmuera
cristalizada de las salinas de Eilat, en la costa del mar Rojo de Israel
(Oren 2005).

Las células de Dunaliella pasan del verde al rojo oscuro (Figura 13)
debido a la acumulacién de B-caroteno (> 5% del peso seco) como gotas en el
estroma de los cloroplastos. Estas células tienen una forma ovalada o casi
esférica (especialmente las células rojas), de elipsoidal a cilindrica, con extremos
anteriores y posteriores redondos, normalmente radialmente simétricos, pero
bajo algunas condiciones extremas pueden cambiar su forma a bilateral,
dorsiventral o asimétrica. Las células de Dunaliella carecen de una pared celular
de polisacaridos rigida lo que les permite efectuar rapidos cambios de volumen
en respuesta a cambios externos de la presion osmotica (Ben-Amotz 2004). Su
organizacién celular presenta un gran cloroplasto, unas pocas vacuolas, un
nucleo y un nucleolo. La longitud de la célula oscila entre 5 y 29 um (media entre
10.9 — 16.9 um) y la anchura entre 3.8 y 20.3 um (media entre 7.9 — 13.2 um). El
flagelo (son biflageladas) es de un tamafo aproximadamente igual al de la
célula. El cloroplasto, que presenta una silueta en forma de taza, con I6bulos
laterales bien desarrollados, a veces alcanza la base del flagelo. Las células
suelen presentar un gran pirenoide, generalmente axial o basal, con amilosfera
bien desarrollada. Asimismo cuentan con un estigma anterior, difuso y dificil de
distinguir, especialmente en las células rojas. Las células de Dunaliella sufren
complejos ciclos de vida que abarcan, ademas de la divisibn de células
vegetativas moviles, la posibilidad de la reproduccion sexual heterotélica. En
este caso, se produce la union de dos gametos de similar tamafio para formar un
cigoto (Lerche 1937). En ocasiones, las células también pueden formar
agregados con forma de palmera.

El nicho ecolégico de estas especies lo constituyen lagos salinos
naturales y artificiales, estanques y diques a lo largo del mundo, desde la
Antartida hasta regiones desérticas subecuatoriales. Al ser un microorganismo
hipersalino, el rango de salinidad de estos habitats varia desde el 5% hasta
saturacion de sal, siendo el 6ptimo de un 20-25% de sal.

La produccién de pB-caroteno por Dunaliella es realmente un mecanismo
de adaptacion al estrés producido por condiciones ambientales o nutricionales
extremas, propias de los ambientes naturales donde crece la microalga. Las
células de Dunaliella suelen ser muy polimérficas y destacan por su capacidad
para acumular mas de un 5% (hasta un 14%) de peso seco de p-caroteno bajo
condiciones de alta luz y alta salinidad, ademas de grandes cantidades de
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glicerol (Borowitzka y Brown 1974; Borowitzka 1981), aunque también acumulan
carotenoides minoritarios como: luteina, zeaxantina, violaxantina, criptoxantina y
a-caroteno.

Esta microalga también es una fuente de proteinas rica en acidos grasos
esenciales, empleandose directamente como alimento ya que esta reconocida
como alimento seguro (GRAS). Las especies de Dunaliella han mostrado varias
actividades biolégicas como antihipertensivo, broncodilatador, analgésico,
relajante muscular y actividad anti edema (Villar et al. 1992)

Cultivo a gran escala

Dunaliella es una de las microalgas mas adecuada para el cultivo en
masa exterior. Su capacidad para prosperar en medios con altas
concentraciones de iones como sodio, cloro, azufre, magnesio, calcio, etc., en
tierras irradiadas con altas dosis de radiacion solar, con acceso a agua salobre o
marina a temperaturas extremas desde 5° hasta 40° C, la hacen atractiva para
biotecndlogos e inversores. De hecho, desde los anos 80 se ha invertido capital
en la aplicacién de Dunaliella para la producciéon natural de p-caroteno.

La primera etapa en la produccion de pB-caroteno pasa por obtener
cultivos de Dunaliella de alta densidad celular. Actualmente, el cultivo a gran
escala se realiza en las modalidades que se describen a continuacién (Ben-
Amotz 2004).

a) Cultivo extensivo

Se desarrolla sin agitacion y con un control minimo de las condiciones
ambientales en lagunas ubicadas en espacios de costa y/o salinas naturales de
poca profundidad. Los problemas de contaminacién biolégica se resuelven, por
lo general, con alta salinidad, a la cual se adaptan bien estirpes naturales de la
zona de cultivo. La productividad suele ser baja, pero se compensa con los bajos
costes de produccién. El requisito limitante para la produccion extensiva es la
superficie de cultivo necesaria.

b) Cultivo intensivo

Usa una alta biotecnologia para controlar todos los factores que afectan
al crecimiento y la bioquimica del alga. Los estanques se construyen siguiendo
sofisticadas directrices de ingenieria, suelen abarcar areas de hasta 3000 m? y
presentan sistemas de agitacion por palas. El rendimiento promedio anual del
cultivo intensivo es de unos 200 mg B-caroteno-m™?-d™". En una planta moderna
de cultivo intensivo en una superficie de 50000 m? pueden producirse 3650 kg de
B-caroteno por aino.

c¢) Cultivo muy intensivo

Se desarrolla en fotobiorreactores cerrados (PBRs). Son sistemas
tubulares, de gran longitud y pequefio diametro, hechos de materiales plasticos.
Disefiados para un mayor aprovechamiento de la luz durante el estrés, los
rendimientos son mayores que en los sistemas anteriores, si bien los costes
resultan aun muy elevados, dificultando todavia la produccién a escala industrial.
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El crecimiento de las microalgas en cultivo depende de diversos factores
ambientales y nutricionales. Entre los primeros, la intensidad y calidad de luz, la
temperatura y el pH son los que ejercen una influencia mas notable en la tasa de
crecimiento. En cuanto a los factores nutricionales, el CO, es la fuente de
carbono en el cultivo fotoautotréfico, limitando asi la competencia y crecimiento
de otros microorganismos que crecen con fuentes de carbono reducido. La
composicion del medio de cultivo se basa en una mezcla de sales minerales,
incluyendo nitrato o amonio como fuente de nitrégeno inorganico, y fosfato y
sulfato como fuentes de fosforo y azufre, respectivamente. El medio se completa
con una disolucion de elementos metalicos en concentraciones muy bajas (ppm),
necesarios mayoritariamente como cofactores de numerosas actividades
enzimaticas del metabolismo celular.

Produccién comercial

Hoy en dia, el B-caroteno natural obtenido de cultivos de Dunaliella se
distribuye ampliamente en muchos mercados bajo tres categorias diferentes:
extractos de p-caroteno, polvo de Dunaliella para uso humano y Dunaliella seca
para uso alimenticio (Figura 14). El B-caroteno obtenido a partir de Dunaliella
presenta muchas ventajas como su mejor absorcion, alta eficiencia y
composicion isomérica (Metting 1996). El p-caroteno extraido purificado se
vende mayoritariamente en aceites vegetales en concentraciones del 1 al 20%
para colorear varios productos alimentarios y para uso personal en geles suaves,
normalmente 5 mg p-caroteno cada gel. Las formulaciones del B-caroteno
natural pueden encontrarse en los supermercados en las secciones de
vitaminas, alimentos saludables o complementos alimenticios. El polvo de
Dunaliella se comercializa en forma de tabletas o capsulas que contienen entre 3
y 20 mg de una mezcla de all-trans y 9-cis B-caroteno por unidad. El precio del -
caroteno natural varia entre 300 y 3000 $-kg”' segun la demanda y las
especificaciones (Ben-Amotz 2004).
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Figura 14. Cultivo de Dunaliella y formatos comercializables de sus productos.

Actualmente, las siguientes compafias estan cultivando Dunaliella con
fines comerciales:

1. Betatene Ltd., Cheltenham, Vic 3192, Australia, una division de Cognis Ltd.,
Australia.

2. Cyanotech Corp., Kailua-Kona, HI 96740, USA.

3. Inner Mongolia Biological Eng. Co., Inner Mongolia, 750333, P. R. China.

4. Nature Beta Technologies (NBT) Ltd., Eilat 88106, Israel, una filial de Nikken
Sohonsha Co. Gifu, Japén.
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5. Tianjin Lantai Biotechnology, Inc. Nankai, Tianjin, en colaboracién con el
Instituto de investigacion cientifica salina. China.

6. Western Biotechnology Ltd. Bayswater, WA 6053, Australia, una filial de
Cognis Ltd.

7. Parry agro industries Ltd., Murugappa group, India.

8. AquaCarotene Ltd., Subiaco, WA 6008, Australia.

9. También se localizan pequefias plantas en Chile, México, Cuba, Iran, India,
Taiwan y Japon.

2.6. Factores que estimulan la acumulacién de carotenoides.

Comunmente se acepta que condiciones conducentes a una ralentizacion
del crecimiento de la microalga activan la produccién de carotenoides. Entre
tales condiciones se incluirian las ya citadas de alta intensidad de luz y limitacion
de nitrégeno ol/y otros nutrientes, ademas de alta concentracion de sal, pH
extremo, temperatura baja, o presencia de agentes oxidantes como herbicidas. A
continuacion se describe mas pormenorizadamente el efecto de algunos de los
factores citados sobre la acumulacion de -caroteno.

2.6.1. Variables ambientales: calidad e intensidad de luz y temperatura.

La radiacion PAR (400-700 nm) es esencial en la carotenogénesis
(Loeblich 1982; Ben-Amotz 1987), si bien los maximos niveles de B-caroteno en
células de Dunaliella se alcanzan dependiendo de la salinidad del medio
(Borowitzka y Borowitzka 1990). El aumento de intensidad de PAR de 50 a 1250
umol fotones'-m?-s™ incrementa notablemente el contenido de B-caroteno en D.
salina (Orset y Young 2000). De manera analoga, las altas intensidades de luz
producen en Haematococcus pluvialis un notable incremento del contenido en
astaxantina cuando el alga se crece en presencia de sal de hierro (Boussiba et
al. 1992; Kobayashi et al. 1992; Shaish et al. 1993).

Las algas con un elevado contenido en -caroteno son mas resistentes a
la fotoinhibicién de la fotosintesis en comparacion con otras con bajo contenido
en este pigmento. La proteccién frente a la fotoinhibicion en células de Dunaliella
con un alto contenido en p-caroteno es muy fuerte cuando se usa
exclusivamente el rango azul de visible como factor fotoinhibitorio, menor cuando
es la luz visible y no existe cuando se emplea Unicamente el rango rojo del
visible. Estas observaciones evidencian que la acumulacion masiva de B-
caroteno protege el alga frente al dafio oxidativo provocado por altas irradiancias
a través de la absorcion en la region azul del espectro (Ben-Amotz et al. 1989).

Otro tipo de radiaciones mas energéticas que las PAR son las
radiaciones ultravioleta (UV). Los estudios sobre la influencia de las radiaciones
UV en las microalgas han revelado efectos tanto positivos como negativos
(Horwitz 1994). Algunos de los carotenoides de valor comercial producidos por la
microalga Dunaliella bardawil absorben radiaciones UV (Tsukida et al. 1982).
Considerando la funcionalidad de los carotenoides en la neutralizacion de
radicales libres y el oxigeno singlete, es en principio coherente vincular a la
respuesta antioxidante de la microalga la posible acumulacién de carotenoides
en cultivos de Dunaliella incubados bajo radiacion UV.

La temperatura es una de las variables ambientales mas importantes que
afectan al crecimiento y al desarrollo de organismos vivos, influyendo en el
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control de la concentracion y actividad enzimatica y, por tanto, en el nivel de
carotenoides acumulados (Hayman et al. 1974). Dunaliella presenta un
incremento del B-caroteno intracelular 7.5 veces superior cuando la temperatura
desciende de 34 a 17 °C (Ben-Amotz 1996; Orset y Young 2000). En
Haematococcus, el contenido de carotenoides aumenta hasta 3 veces al
incrementar la temperatura (Tjahjono et al. 1994).

2.6.2. Factores nutricionales: compuestos quimicos, sales y limitacion de
nutrientes.

Numerosos agentes quimicos afectan a la carotenogénesis en gran
numero de microorganismos. Entre ellos destacan sales, aminas, alcaloides y
antibioticos (Govind et al. 1982).

La maxima acumulacién de B-caroteno en la célula es dependiente de la
salinidad. La formacién de carotenoides es rapida, por ejemplo, cuando la
salinidad del medio se incrementa del 15 al 25% de NaCl, observandose un
aumento lineal del contenido en carotenoides totales de 10 a 260 mg-g™ de
proteina, en 4 o 5 dias (Borowitzka y Borowitzka 1990).

Haematococcus pluvialis increment6 la produccion de astaxantina cuando
se incubé en medios suplementados con sal férrica (Kobayashi et al. 1992;
Tjahjono et al. 1994). Chlorococcum también mostré una tendencia hacia la
acumulacion de carotenoides en presencia de sales inorganicas (Liu y Lee
2000).

Por su parte, el efecto de la carencia de algunos nutrientes, como el
nitrégeno, fésforo y azufre, sobre la acumulacion de carotenoides en Dunaliella,
esta descrito por algunos autores (Mil'ko 1963; Ben-Amotz y Avron 1983; Ben-
Amotz 1987; Phadwal y Singh 2003). La limitacién de nitrdgeno ralentiza el
crecimiento, lo que implica un incremento de la cantidad de energia absorbida
por el alga durante su ciclo de division celular. Cuanto mas elevada sea la
radiacién incidente por célula, menor sera su tasa de crecimiento y mayor su
contenido en B-caroteno (Ben-Amotz et al. 1989; Ben-Amotz y Avron 1990).

3. EL CULTIVO DE FRESA.
3.1. Antecedentes e historia del cultivo.

La facilidad con la que ha podido ser recolectado el fruto de fresa de las
especies silvestres ha retrasado su domesticacion y cultivo hasta tiempos
modernos. Mientras que los cultivos mas importantes para la alimentacion
humana fueron domesticados hace 10000 anos, las primeras especies de fresa
lo han sido en los ultimos 2000; y aun mas recientemente, la especie
mayoritariamente cultivada en el mundo; hace poco mas de dos siglos y medio.
Ya en los siglos | a lll a.C., autores como Ovidio o Plinio citaban en sus escritos
a las fresas como plantas de frutos muy apreciados por su sabor y fragancia. En
el siglo Xlll, el médico griego Nicholas Myrepsur destaca la bondad de esta
planta en el tratamiento de enfermedades.

El cultivo en Europa no comienza hasta el siglo XIV, cuando en 1368 el

Rey Carlos V manda plantar una zona del jardin real con 1200 plantas. Siete
afos mas tarde, los duques de Burgundy dedican cuatro parcelas de su jardin en
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el castillo de Couvres al cultivo de fresa. La primera descripcion de la fresa se
realiza en el “Herbario Latino de Mainz”, publicado en Alemania en 1484. A lo
largo del siglo XVI, las referencias acerca del cultivo de fresa son cada vez mas
frecuentes, citandose las tres primeras especies de fresas europeas: F. vesca, F.
moschata y F. viridis. A final del siglo XVI e inicios del XVII, los colonizadores
descubren en el este de Norteamérica la “fresa de Virginia” (posteriormente
Fragaria virginiana) y en 1624 aparecen las primeras referencias de ésta en
Europa.

Ademas de la fresa de Virginia, otra especie habitaba en el continente
americano, la posteriormente conocida Fragaria chiloensis, que se extendia por
toda la costa pacifica. Su llegada a Europa data de 1714 y pronto se detectan
problemas de esterilidad, que fueron superados mediante la polinizacién cruzada
entre individuos de F. chiloensis y F. virginiana, naciendo asi la primera especie
hibrida cultivable; Fragaria x ananassa, descrita por Duchesne en 1766. Desde
entonces, a partir de ésta se obtiene la inmensa mayoria de las variedades que
actualmente se cultivan.

En Espafa, las referencias fundadas del cultivo de fresa datan del siglo
XVI; en el Palacio del Real Sitio, en Aranjuez (Madrid), donde la Casa Borbénica
tuvo mucho que ver en su introduccion.

Los inicios del cultivo de fresa en la provincia de Huelva estan muy poco
documentados, aunque diversos autores sostienen que fue en Moguer, Palos de
la Frontera y Lucena del Puerto donde surgi6 el cultivo, en torno al ano 1923.

Pero sin ninguna duda, el verdadero precursor e impulsor del cultivo de
fresa en Huelva fue Antonio Medina, quien, en la década de los cincuenta, logra
instalar una parcela de experimentacion del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) en la finca “Las Madres”, introduciendo 72 variedades
procedentes de Florida, Texas y California. Los resultados obtenidos
evidenciaron que las variedades procedentes de la Universidad de California
eran las que mejor se adaptaban a las condiciones climaticas y de suelo del
litoral onubense, por lo que desde 1962, se decidid adoptar las técnicas de
cultivo californianas.

3.2. El sector fresero en Huelva.

Este sector es uno de los pilares basicos de la economia agraria
onubense y un puntal de extraordinaria importancia para la economia regional.
La provincia de Huelva concentra el 94% de la produccion de fresa nacional y es
la principal productora europea. Con apenas el 2% de tierra cultivada, genera
mas del 50% de la renta agraria. Asi pues, el sector fresero de Huelva es uno de
los sectores agricolas que ha experimentado un mayor desarrollo en los ultimos
30 anos. Este sector, conjugando la introduccion de nuevas variedades de fresa
y técnicas de cultivo, innovaciones tecnolégicas e iniciativa empresarial, ha
convertido a Huelva en la primera regién productora de fresa del mundo. De esta
forma, el cultivo de fresa genera empleo y riqueza en la zona, permitiendo la
creacion, en torno a él, de una industria auxiliar y de una importante red de
Servicios.

La alta produccion fresera de la provincia de Huelva se debe,

fundamentalmente, a la conjuncion de una serie de factores ambientales que
propician su exitoso desarrollo. La principal caracteristica de la provincia de
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Huelva es su benigna climatologia (Figura 15). En Huelva, la climatologia
adecuada coincide con un determinado tipo de tierra y de agua. Las cualidades
onubenses para el cultivo de fresa son varias, esencialmente, suelos arenosos
ligeramente acidos (pH entre 5y 7), agua de gran calidad, inviernos suaves y un
elevado numero de horas de sol (~ 3100). Este ultimo factor, la luz, es de vital
importancia para el cultivo de fresa.

La adaptacion del fresén (F. ananassa) a ambientes concretos, viene
regulada principalmente por la temperatura y el fotoperiodo (Larson 1994).
Aunque las plantas de F. ananassa poseen gran capacidad de adaptacion, éstas
s6lo producen érganos florales entre ciertos limites climaticos bastante
constantes, ofrecidos por el litoral onubense, que presenta el minimo de
nubosidad mas destacado de Espafia. Las plantas de fresa se adaptan a casi
todas las temperaturas entre 15 y 55 °C, pero las temperaturas ideales para la
fructificacién se encuentran entre 15y 20 °C de media anual (Marquez 1986).

Precipitacion mm. Temperatura

Jul | Agos | Sept

BEEEEM |luvia | 78 | 66 | B4 | 40 | 24 | 15 | 1 3 |17 56 79 | 8

——T°C |12 13 | 15|16 [ 19|22 [ 25|26 |24 20 |16 | 13

Figura 15. Climatograma de Gaussen para la Tierra Llana de Huelva.
Fuente: Observatorio Meteoroldgico de Huelva. 1961 — 1990. Elaboracion J. A. Marquez 2007.

Como ya se ha mencionado, el cultivo moderno de la fresa en la provincia
de Huelva se inicié en la década de los 50. Hasta el afio 1982 la superficie
cultivada se mantuvo por debajo de las 1000 ha, pero a partir de 1983 se inicié
una etapa de crecimiento rapido y sostenido de las plantaciones, que culminé
con 6000 ha de plantacion en 1989, alcanzando las 170000 t. A continuacion,
tuvo lugar un periodo de reajuste a la baja (1991-1992) y un posterior
crecimiento moderado que se prolongd hasta el afio 2000, alcanzandose la
maxima superficie plantada con 8750 ha y superando la cota de las 300000 t. En
los ultimos afios se ha observado una tendencia decreciente del numero de
hectareas plantadas unida a un ligero incremento del rendimiento de produccion
por superficie (kg-ha™), alcanzandose un maximo de 46000 kg-ha™ durante el
afio 2007. Desde el afo 2000, la superficie plantada tiende a estabilizarse en la
franja de las 6000 - 7000 ha, con una produccion en torno a las 300000 t (Figura
16).

38



Introduccion

10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

FESELEELLLSSFSFFSF S LS SIS EFLEEEF ST

Figura 16. Evolucion de la superficie plantada de fresa en la provincia de Huelva. Se muestran, asimismo, algunos
rendimientos de produccion significativos (t-ha) (Junta de Andalucia 2008)

3.3. Forzado del cultivo: utilizacién de micro y macrotineles plasticos.

De entre todas las practicas culturales que conlleva el cultivo de fresa a lo
largo de su ciclo anual (Figura 17), el forzado del mismo con materiales plasticos
de cubierta es clave para obtener un plus de precocidad de cosecha frente al
aire libre. De esta forma, ademas de proteger al cultivo de las inclemencias del
frio invernal, se consigue un incremento de cosecha por planta o unidad de
superficie.

Laboreo

Fertilizacion Deshacer caballones,
), e R e A resias
o
.

Instalacion de tineles

A J

Figura 17. Esquema general del ciclo de cultivo de la fresa de Huelva.
Fuente: Diagndstico del Sector Fresero de Huelva 2003. Consejeria de Agricultura y Pesca.

Al atravesar la cubierta plastica la radiacion solar diurna, se origina un
nuevo microclima en el interior del tunel caracterizado por un calentamiento del
aire que rodea la masa vegetal. Ese calor se ira perdiendo lentamente, pero
quedara un plus térmico que favorecera ese microclima durante las horas
nocturnas y madrugadas principalmente. Este balance energético dependera de
parametros como el volumen del aire almacenado, su estanqueidad, el disefio
del forzado, asi como el tipo de material plastico empleado. Pero por otro lado, el
forzado también se traduce en una disminucién de la radiacion en el interior del
tunel debido a fendmenos como la reflexion, dispersion y/o absorcion de
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radiacién por parte del material plastico, hecho que depende fundamentalmente
de su composicidon quimica, de su espesor y de la presencia de impurezas
depositadas en ambas caras del film.

El uso de filtros de polietileno que absorben radiacion ultravioleta para el
control de insectos y enfermedades ha ganado interés en los ultimos afios (Elad
1997; Raviv y Antignus 2004). La posibilidad de usar materiales de cobertura
que bloquean la radiacion UV como una aproximacién al manejo integrado de
plagas para controlar enfermedades causadas por hongos y transmitidas por
insectos debe incrementar debido a la creciente demanda de cultivos ecolégicos
por parte de los consumidores (Krizek et al. 2005).

Concretamente, en la zona de Huelva, pueden distinguirse dos tipos de
estructuras de forzado:

Microtineles

Son tuneles pequefios que, en general, miden de 50 a 80 cm de altura y
de 60 a 90 cm de ancho. Polietileno (PE) térmico, cloruro de polivinilo (PVC) v,
sobre todo, copolimero EVA de diversas riquezas (6%, 12%, 18%), fabricado a
base de PE con un aditivo de acetato de etil vinilo, son los materiales plasticos
mas empleados. Los grosores oscilan entre 75y 100 um. Los hay perforados y
no perforados. Actualmente se estima un porcentaje de utilizacion del 20% de la
superficie cultivada.

Macrotineles

Son tuneles de grandes dimensiones dentro de los cuales se pueden
realizar todas las operaciones de cultivo. Las formas son variables; en general,
semicirculares o elipticas para evacuar las aguas de lluvia correctamente y
ofrecer buena resistencia a las acometidas del viento. Las anchuras habituales
son de 6.60 m (con capacidad para 6 lomos), aunque existen zonas que
emplean anchuras de 4.40 m (para 4 lomos). Las alturas alcanzande 2a3 my
las longitudes habituales son de 50-70 m, con maximos de hasta 100 m, para
tener una correcta aireacion. Los materiales plasticos son los mismos citados
para los microtuneles, aunque en este caso el espesor oscila entre 150 y 200
um. En la actualidad se puede estimar un porcentaje de utilizacién del 80% de la
superficie cultivada.

Comparando ambos sistemas, el microtinel muestra un menor
rendimiento e inercia en el balance energético en relacion a los macrotuneles.
Los parametros climaticos (temperatura y humedad relativa)
descenderan/ascenderan mas rapidamente en el primer caso. El menor volumen
de aire implicado hace que la proteccion climatica de los microtuneles sea mas
irregular.

3.4. La fresa como alimento saludable.

El consumo de fresas aporta una serie de constituyentes (Tabla 6) que le
confieren beneficios potenciales para la salud del consumidor (Hannum 2004).
Muchos de éstos se asocian a las propiedades antioxidantes y neutralizadoras
de radicales libres de algunos de sus compuestos, siendo responsables de los
efectos beneficiosos que los estudios epidemiolégicos han asociado al consumo
regular de frutas y hortalizas dentro de una dieta equilibrada. Estos estudios han
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puesto de manifiesto la relacién entre este consumo y un menor riesgo de sufrir
enfermedades croénicas como el cancer, enfermedades cardiovasculares,
diabetes, obesidad y el sindrome metabdlico (enfermedades interrelacionadas),
debido a un menor aporte de calorias (~ 30 cal por cada 100 g) y una mayor
ingesta de fibra (http://www.alcentral.com.ar).

En los ultimos afios, los investigadores han ido demostrando el papel que
diferentes hortalizas y frutas, entre ellas la fresa, tienen en la salud. Estos
alimentos no sélo aportan una cantidad relevante de fibra, vitaminas (A'y C
fundamentalmente) y sales minerales, sino que ademas proporcionan una serie
de constituyentes con actividad bioldgica: las sustancias fitoquimicas. La fresa,
ademas de ser una fuente excelente de fibra y de vitamina C (principalmente
acido ascorbico y una pequefia proporcién de dehidro-ascoérbico) (Allende et al.
2007), también aporta un amplio espectro de sustancias fitoquimicas con
diferentes propiedades biolégicas que le otorgan ese papel beneficioso para la
salud humana. La fresa es una extraordinaria fuente de polifenoles, que combina
pigmentos antocianicos con taninos condensados (procianidinas) e hidrolizables
(elagitaninos), todos ellos con excelentes propiedades bioldgicas (Larrosa et al.
2006). Ademas de la disminucion del riesgo de enfermedades cardiovasculares y
cancer, los compuestos fendlicos de las fresas pueden ejercer efectos
interesantes sobre el sistema inmune (Seeram et al. 2001). Por otro lado, la
posibilidad de que los compuestos fendlicos puedan ayudar a prevenir
problemas neurolégicos en el cerebro es una idea de la que se esta empezando
a tener evidencia cientifica (Joseph et al. 1998; Bickford et al. 2000).

Tabla 6. Composicion quimica del fruto de fresa fresco.

Constituyente  Contenido (por 100 g de fruto)

Agua 80-85¢g
Proteinas 02-01g
Lipidos 05¢
Carbohidratos 5-13g
Sacarosa 02-21g
Glucosa 08-35g¢g
Fructosa 1.0-31g
Acido citrico 321 -1240 mg
Acido malico 100 — 680 mg
Fenoles 58 — 210 mg
Vitamina C 25-120 mg
Potasio 164 mg
Fosforo 21 mg
Calcio 21 mg

Los valores recogidos en la Tabla anterior pueden variar en funcion de las
variedades consideradas.

4. CAROTENOIDES Y POLIFENOLES: COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE.

Seguidamente, se definiran y describiran las estructuras bioquimicas de
los carotenoides y de un conjunto de sustancias que se engloban dentro del
grupo conocido como los polifenoles, asi como sus funciones y sus rutas de
biosintesis. Tanto los carotenoides como los polifenoles han demostrado tener
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cualidades antioxidantes y estan presentes en microalgas y en frutos de fresa,
respectivamente.

4.1. Carotenoides.

Los pigmentos carotenoides, abundantes en muchas frutas y vegetales
(Edge et al. 1997), son poli-isoprenoides de 40 atomos de carbono que forman
una cadena que constituye la “espina dorsal’” de la molécula (Figura 18),
pudiendo presentar estructuras ciclicas (anillos) en los extremos, algunas de las
cuales se complementan con grupos funcionales que contienen oxigeno. Los
carotenoides que contienen exclusivamente carbono e hidrégeno en su
estructura se conocen como carotenos, mientras que los derivados oxigenados
de estos hidrocarburos se conocen como xantofilas (luteina, zeaxantina,
violaxantina).
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Figura 18. Estructuras de los principales carotenoides encontrados en el plasma humano (Krinsky y Johnson 2005).

La estructura de un carotenoide puede determinar en parte su funcién
bioldgica. El patrén distintivo de enlaces simples y dobles que se alternan en la
espina dorsal del carotenoide permite absorber el exceso de energia de otras
moléculas, mientras que la naturaleza de los grupos especificos de los extremos
influye en su polaridad. Lo primero puede explicar las caracteristicas
antioxidantes de los carotenoides, mientras que lo ultimo explica las diferencias
existentes en la interaccidén entre las membranas biologicas y los carotenoides
(Britton et al. 1995).

La coloracion de los carotenoides tiene relacion directa con su estructura.
Cada doble enlace de carbono interactia con cada uno de los otros enlaces
mediante un proceso de conjugacion. Conforme aumenta el nimero de
insaturaciones, mayor es la longitud de onda maxima de absorcion, confiriendo
al carotenoide una apariencia mas rojiza. En general, los maximos de absorcién
varian entre 450 y 490 nm.

Los carotenoides son responsables de muchas de las tonalidades rojas,
anaranjadas y amarillas de hojas, frutas y flores, asi como de los colores de
algunos pajaros, insectos, peces y crustaceos. Algunos ejemplos familiares de la
coloracién de los carotenoides son el naranja de las zanahorias, el rojo de
pimientos y tomates, y el rosa de flamencos y salmones (Pfander 1992). Se
conocen unos 600 carotenoides naturales (Ong y Tee 1992), y aun se contindan
identificando carotenoides nuevos (Mercadante 1999). De este amplio grupo,
sélo se le atribuyen efectos beneficiosos sobre la salud humana a escasamente
dos docenas, que se encuentran en los tejidos y la sangre, y tan soélo dos en el
ojo (Krinsky y Johnson 2005).
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Los carotenoides son pigmentos accesorios que se encuentran en
estructuras fotosintéticas, localizandose en la membrana de los tilacoides y en la
de envoltura de los cloroplastos. Los principales carotenoides de cloroplastos de
plantas superiores y microalgas son o Yy p-caroteno, luteina, violaxantina,
zeaxantina y neoxantina.

En organismos fotosintéticos, los carotenoides juegan un papel vital en
los centros de reaccion fotosintética. Por un lado, los carotenoides actuan como
componente estructural esencial para el ensamblaje y estabilidad de los
complejos proteinicos colectores de luz. Por otro lado, participan en los procesos
de transferencia de energia como pigmentos accesorios en la captura de luz.
Finalmente, protegiendo los centros de reaccién de la autooxidacion a través de
la disipacion del exceso de energia en ambientes de alta intensidad de luz a
través del ciclo de las xantofilas, reduciendo el oxigeno singlete, reaccionando
con oxigeno ftriplete o con moléculas de clorofila excitadas para prevenir la
formacion de oxigeno singlete, y reaccionando con productos de la peroxidacién
de lipidos para terminar reacciones en cadena (Codgell y Frank 1987; Demmig-
Adams y Adams 1992; Osmond et al. 1997; Harvey 1998).

Los carotenoides también desempefian un importante papel potencial en
la salud humana actuando como antioxidantes biolégicos, protegiendo las
células y los tejidos de los efectos perjudiciales de radicales libres y del oxigeno
singlete. El licopeno es particularmente eficaz en anular el potencial destructivo
del oxigeno singlete (Di Mascio et al. 1989). La luteina y la zeaxantina actuan
como antioxidantes protectores en la regién macular de la retina humana
(Snodderly 1995). La astaxantina, presente en salmones, camarones y otros
mariscos, es otra xantofila de origen natural que presenta unas potentes
caracteristicas antioxidantes (Di Mascio et al. 1991). Otras de las funciones que
se pueden relacionar con el potencial antioxidante de los carotenoides es la
activaciéon del sistema inmunolégico (Bendich 1989), la protecciéon contra
quemaduras solares (Matthews-Roth 1990) y la inhibicion del desarrollo de
ciertos tipos de cancer (Nishino 1998).

Rutas metabdlicas

Como compuestos isoprénicos, los carotenoides se pueden sintetizar via
acido mevaldnico a partir de intermediarios de dos atomos de carbono. Los
estadios iniciales de esta ruta conducen a la formacién de los precursores
isopentenilpirofosfato (IPP) y dimetilalilpirofosfato (DMAPP).

En plantas y microalgas, junto a la via del acido mevaldnico, activada en
el citoplasma, funciona otra via de sintesis de los precursores IPP y DMAPP
localizada en los cloroplastos, siendo ésta la principal ruta de sintesis de
carotenoides (Figura 19). Esta via se inicia con la condensacion de una molécula
de piruvato y otra de gliceraldehido-3-fosfato. El producto, 1-dexosi-D-xilulosa-5-
fosfato (DOXP), es isomerizado a 2-metil-D-eritrosa-4-fosfato, que mediante
reducciones, fosforilaciones y deshidrataciones se convierte, primero, en 2-metil-
eritril-4-fosfato y, finalmente, en IPP. Sucesivas condensaciones de moléculas de
IPP y DAPP dan lugar a la formacion de diversos compuestos isoprénicos. La
condensacion de dos moléculas de geranil-geranil pirofosfato (GGPP), da lugar
al inicio de la via especifica de biosintesis de carotenoides formando el fitoeno
(Sandman 1991), que pasa después de una serie de desaturaciones a fitoflueno,
neurosporeno y licopeno. A partir de estos dos ultimos compuestos, mediante
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distintos procedimientos enzimaticos, se originan los carotenoides que existen en
la naturaleza.

PLASTID CYTOPLASM

Carbon Monoterpenoids KGGPP
Fixation starch ¢ /

Cycle ,
Glyceraldehyde

3-phosphate | S IPP
Pyruvate

Glucose +  Pyruvate
Glycolysis 4
Acetyl-CoA
HMG-CoA
Phytosterols MVA
Triterpenes -,
FPP + IPP

Figura 19. Biosintesis de isoprenoides en plantas y algas verdes.
Reacciones con radicales libres

Se conoce durante muchos afos que los carotenoides “blanquean”, es
decir, pierden su color cuando se exponen a radicales o especies oxidantes.
Este proceso implica la interrupcion del sistema de dobles enlaces conjugados
mediante segmentacion o adicién a uno de los dobles enlaces. La fragmentacion
puede detectarse caracterizando los productos formados, que frecuentemente
son carbonilos (Handelman et al 1991) o epdxidos (Kennedy y Liebler 1991). La
adicién de productos como el 4-nitro-B-caroteno también ha sido evidenciada
siguiendo un tratamiento de carotenoides con humo conteniendo oOxidos de
nitrogeno (Baker et al. 1999), asi como la adicion de productos entre el
generador de radicales y los carotenoides (Liebler y McClure 1996).

Hay al menos tres posibles mecanismos para la reaccion de carotenoides
con especies radicales: (1) adicion de radicales; (2) transferencia de electrones
al radical; o (3) abstraccion del hidrégeno alilico, tal y como se observa en las
siguientes reacciones.

1. Formacion de aductos: CAR + Re —» R-CARe
2. Transferencia de electrones: CAR +Re —» CARe" + R
3. Abstraccion del H alilico: CAR + Re » CARe + RH

Se ha propuesto que un radical lipidico peroxilo (ROQe) podria afiadirse
a cualquier lugar de la espina dorsal del carotenoide, resultando en la formacién
de un radical estabilizado ROO-CARe. Puesto que este radical debe ser bastante
estable, interferiria con la propagacion de la peroxidacion lipidica y explicaria los
muchos ejemplos del efecto antioxidante de los carotenoides en solucion.

ROOe + CAR — ROO — CARe

Sin embargo, las siguientes reacciones de este radical aun no se
entienden bien (Krinsky y Johnson 2005).
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El p-caroteno

Este pigmento es el carotenoide mas ampliamente estudiado y uno de los
principales que incorporamos en la dieta (Schmitz et al. 1991; Enger et al. 1996).
Sus principales fuentes de la dieta incluyen vegetales, de hojas verdes
principalmente, y frutas de color naranja o amarillo (Tabla 7). De los 50
carotenoides que pueden metabolizarse a vitamina A, el B-caroteno presenta la
actividad provitamina A mas alta. El B-caroteno aparece de manera natural bajo
las formas isoméricas all-trans, 9-cis, 13-cis y 15-cis y funciona como un
pigmento accesorio recolector de luz que protege el aparato fotosintético del
exceso de irradiancia en todas las plantas verdes, incluyendo las algas (Ben-
Amotz et al. 1987), actuando como un filtro de luz (Telfet 2002).

Tabla 7. Contenido de -caroteno en alimentos (adaptado a partir de Database 1998).

Alimento Contenido Alimento Contenido
(mg/100 g) (mg/100 g)
Zanahorias 8§-18.3 Albaricoque 2.1
Mangos 13.1 Pimiento rojo 22-24
Patata dulce 9.5 Meldn 1.6
Calabaza 8 Lechuga 1.3
romana
Espinacas 5256 Pasta de 1.2
tomate
Acelgas 3.9

El p-caroteno es uno de los principales colorantes alimenticios
comercializados en el mundo (Raja et al. 2007) y se emplea en multitud de
comidas y bebidas para mejorar su apariencia (Coma 1991).

4.2. Polifenoles.

Los polifenoles son pigmentos muy abundantes en vegetales, a los que
proporcionan aroma y color. En plantas vasculares se han identificado mas de
8000 compuestos fendlicos y polifendlicos. Su interés radica en la capacidad
para actuar como antioxidantes y en el hecho de que varios estudios
epidemiolégicos han demostrado que su consumo reduce el riesgo de sufrir
enfermedades coronarias y cancer (Hertog et al. 1993; 1995; Knekt et al. 1995;
Arts y Hollman 2005). Dos alimentos en particular, el vino tinto y el té, verde
fundamentalmente, han sido muy publicitados por sus beneficios sobre la salud
del corazon (Vinson et al. 2001).

Estructuralmente, los polifenoles o compuestos fendlicos son un conjunto
heterogéneo de moléculas que poseen uno o varios grupos bencénicos
sustituidos por funciones hidroxilicas (Souquet et al. 1996), siendo los
flavonoides el grupo mejor definido entre los polifenoles de la dieta humana.
Estos compuestos, en funcion de su estructura quimica, pueden clasificarse en
dos grandes grupos (Tabla 8): flavonoides y no-flavonoides, segun sean o no
derivados del fluoroglucinol (esqueleto de dos anillos bencénicos unidos por una
cadena de tres atomos de carbono ciclada en un heterociclo oxigenado; C6-C3-
Co6).
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Tabla 8. Clasificacion de los principales compuestos fenélicos.

Flavonoides No-flavonoides
(dos grupos bencénicos; C6-C3-C6) (un grupo bencénico; C6-)
Antocianos Acidos fendlicos derivados del acido benzoico
(C6-C1) y del cinamico (C6-C3)
Flavonas, flavonoles, flavanoles y Fenoles no carboxilicos (C6, C6-C1 y C6-C3),
flavononas, y flavanonoles estilbenos (resveratrol)

Taninos condensados o

o Lignanos
proantocianidinas 9

Rutas metabdlicas

En la formacién de los polifenoles participan dos rutas metabdlicas, la via
de los policétidos, minoritaria en plantas superiores, y la via del acido siquimico
(http://www.acenologia.com/ciencia55_2.htm). A veces, ambas vias pueden
participar conjuntamente en la formaciéon de fenoles complejos. La via de los
policétidos discurre a partir de una molécula de acetil CoA, sobre la que se van
adicionando sucesivamente unidades de malonil CoA, con pérdida de un atomo
de carbono. La ruta del acido siquimico, que es dependiente de la luz, se inicia
en los plastos por condensacion de la eritrosa 4-P con el fosfoenolpiruvato
(PEP), y por diversas modificaciones se obtiene el acido siquimico, del cual
derivan directamente algunos fenoles. Pero la via del acido siquimico
normalmente continda y la incorporacion de una segunda molécula de PEP
conduce a la formacién de
fenl!alanma,. que por accion dg la E“tmsaiP*PEP POLIFENOLES
enzima fenilalanina amonioliasa

L Ac. siquimico ‘
(PAL) se transforma en el acido B PEP Policétidos (. CO-CH, ),

transcinamico.  Posteriormente, Fenilalanina ™
éste es transformado en acido p- ] Acefj] CoA
cumarico por incorporacion de Ac. transcmamlco

un grupo hidroxilo a nivel del n malonil-CoA
anillo aromatico, y la accién de P‘“ma"’“ C"A’r

una CoA ligasa lo transforma en

: FLAYONOIDES
p-cumaroilCoA, que ~es el pommous ESTILBENOS
precursor de la mayoria de los
fenoles de origen vegetal (Figura Figura 20. Esquema de la biosintesis de polifenoles.
20).

Antocianos

Los antocianos forman parte de los extendidos flavonoides y son
responsables de la pigmentacién roja y azul de muchos vegetales, frutas y flores.
Los antocianos que aparecen de forma natural son derivados polihidroxi
polimetoxi de 2-fenil-benzopirilium, que a menudo presentan enlaces p-3-O-
glicosidico o B-3,5-O-glicosidicos (Jurd 1972; Harborne 1994). Estan formados
por un azucar (generalmente glucosa) unidos a una estructura quimica
responsable del color 6 aglicon (antocianidina). Los antocianos sélo se
encuentran en plantas terrestres y su produccién se piensa que podria deberse a
una respuesta evolutiva de éstas frente a la radiacion UV. Como otros
polifenoles, los antocianos son potentes antioxidantes (Pool-Zobel et al. 1999;
Matsumoto et al. 2002). Esta funcién se relaciona con sus propiedades anti-
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carcinogénicas, anti-arteriosclerosis y anti-inflamatorias (Keppler y Humpf 2005).
Estos compuestos son importantes en la resistencia de las plantas a los ataques
de insectos, efectivos contra enfermedades neuronales (Alzheimer, trastornos
cognitivos, etc.) y previenen la oxidacién del acido ascorbico. Asimismo, los
antocianos también son usados en la alimentacion como colorante E-163 y sélo
pueden ser obtenidos a partir de frutos u hortalizas comestibles, siendo los
hollejos de la fabricacion del vino la fuente mas importante a nivel industrial.

Polifenoles en fresa.

Como ya se ha comentado anteriormente, la fresa es una fuente
extraordinaria de este tipo de compuestos. Los principales compuestos fendlicos
presentes en la fresa pertenecen tanto al grupo de compuestos flavonoides
como al de compuestos de tipo no-flavonoide.

Entre los de tipo flavonoide, la fresa contiene pigmentos antocianicos,
flavonoles y proantocianidinas. Los pigmentos antocianicos mas relevantes son
derivados de pelargonidina (principalmente 3-glucésido, 3-rutésido, y, en menor
medida, arabindsido o ramndsido), aunque también se han descrito derivados de
la cianidina (Goiffon et al. 1999; da Silva et al. 2007). Entre los flavonoles, los
mayoritarios son derivados del kaempferol, concretamente el 3-glucésido y el 3-
glucoroénico, y mucha menor cantidad de los mismos derivados glicosilados de la
quercetina (Figura 21). Las fresas son también fuente de proantocianidinas,
conteniendo tanto derivados monomeéricos como catequina y epicatequina como
oligoméricos (desde dimeros hasta polimeros). Entre los polifenoles de tipo no-
flavonoides, la fresa presenta derivados de acidos hidroxicinamicos
(paracumarico fundamentalmente y cafeico, en menor medida) y sobre todo del
acido elagico y de elagitaninos. Sin duda, estos ultimos son los principales
constituyentes polifendlicos no-flavonoides y pertenecen al grupo de los taninos
hidrolizables, que en medio acido dan lugar al acido elagico.

~~__-OH _OH
—\‘
HO. -~ KV{J AL :Jh @
oo, el
\Ori; W “glucurdnido 0‘giu cosido

kaempferol 3-glucurdnido pelargonidina 3-glucbsido
(!)H
B [ 1Y ,o,_ o _OH
e \_/!l\ _glucosa
e QX
HO” ™~ ae’

p-Coumaroyltglucosa
Acido Elagico

Figura 21. Algunos de los principales compuestos fendlicos presentes en fresa.
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5. OBJETIVOS DE LA TESIS DOCTORAL.

Los trabajos desarrollados en la presente Tesis Doctoral han pretendido

alcanzar los siguientes objetivos:

48

Conocer vy caracterizar los niveles de radiacion UV y PAR en la region
occidental de la costa de Huelva.

Determinar cual de las tres estirpes empleadas en este trabajo es la que
mejor se adapta a las condiciones meteoroldgicas de la zona, lo cual
favoreceria la obtencion de cultivos masivos de microalgas.

Analizar el efecto de radiaciones UV sobre la productividad y las cinéticas
de acumulacion de carotenoides de cultivos de Dunaliella EMS bajo
condiciones naturales de radiacion.

Identificar una posible estrategia de produccién de cultivos de microalgas
en régimen semicontinuo modificando la calidad espectral de luz para
optimizar tanto la produccién de biomasa como la acumulacién masiva de
carotenoides bajo condiciones estresantes que la estimulen.

Estudiar la influencia de la region ultravioleta sobre la productividad de
cultivos de fresa de las variedades ‘Camarosa’ y ‘Ventana’ y sobre el
valor nutricional del fruto.
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1. MATERIAL BIOLOGICO EMPLEADO.
1.1. Estirpes de microalgas.

Durante el desarrollo de la experimentacion que concierne al cultivo de
microalgas presentada en este trabajo de Tesis Doctoral, se han utilizado tres
estirpes de microalgas pertenecientes al género Dunaliella:

- La estirpe de microalga Dunaliella bardawil (UTEX 2538) aislada en 1978
por Ben-Amotz y Avron en estanques salinos del Lago Bardawil (norte de
Sinali, Israel).

- Un mutante de la estirpe anterior obtenida por mutagénesis quimica al
azar (Jin et al. 2003) segun se describe en Salguero (2006).

- La estirpe de microalga Dunaliella salina 184.8 cedida por el grupo de
Marine Biotechnology de la Universidad de Wageningen (Holanda).

Las microalgas del género
Dunaliella son organismos eucariotas
unicelulares biflagelados, clasificados,
dentro de las Cloroficeas, en
Volvocales. Estas microalgas contienen
un gran cloroplasto que ocupa la mayor
parte del citoplasma, lo que les confiere
su color verde caracteristico. La
carencia de una pared celular rigida es
un caracter intrinseco de este género
gue faculta a la microalga para AR =1
responder con cambios de volumen Figura 1. Imagen microscdpica de Dunaliella sp.
frente a factores extracelulares de
presién osmoética (Figura 1).

Ak o N g [P

1.2. Variedades de fresa.

Durante el desarrollo de la experimentacion referente al cultivo de fresas
que se presenta en este trabajo de Tesis Doctoral, se han utilizado dos
variedades de fresa de la especie Fragaria x ananassa Duch, perteneciente a la
familia de las Roséaceas: la variedad ‘Camarosa’ y la variedad ‘Ventana'. Ambas
variedades proceden de la Universidad de California y son de dia corto
(junebearer).

La especie Fragaria x ananassa
Duch. es una especie hibrida obtenida
mediante cruzamiento entre Fragaria
chiloensis L. (originaria de Chile) y
Fragaria virginiana Duch. (originaria del
Este de Norteamérica). Estos individuos
hibridos se caracterizan por ser plantas
de mejor rendimiento que producen
grandes frutos de muy buena calidad. A
partir de Fragaria x ananassa Duch. se
han desarrollado la mayor parte de las
variedades que actualmente se cultivan
en el mundo (Figura 2).

Figura 2. Fotografia de Fragaria x ananassa Duch.
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2. CONDICIONES DE CULTIVO.

En los siguientes subapartados se describen las diferentes condiciones
de cultivo bajo las cuales se ha llevado a cabo tanto la experimentacion con
cultivos de microalgas como de fresas. Se dedica una especial atencion a la
modificacion del ambiente radiativo en el que se desarrollan ambos cultivos, ya
gue el principal objetivo del trabajo ha sido estudiar la incidencia de la radiacion
ultravioleta sobre ellos y, por lo tanto, ha sido necesario alterar mediante filtros el
tipo de radiaciones incidentes de la region ultravioleta (UV) y visible (PAR).

2.1. Filtros de corte.

Se denominan filtros de corte a aquellos materiales que presentan una
transmitancia del 100% o cercana a ella en algunas zonas del espectro, mientras
gue en el resto, ésta decae practicamente a cero.

En los trabajos que aqui se contemplan se han utilizado tres tipos de
filtros que han sido proporcionados por el Instituto de Botanica de la Universidad
Friedrich-Alexander de Alemania. Los datos de transmitancia de cada uno de
ellos, en unidades relativas, y proporcionados por el fabricante, se presentan en
la Figura 3.
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Figura 3. Espectros de transmision de los filtros de corte UV empleados.

El filtro Ultraphan-295 suele emplearse como control, ya que aunque éste
sea practicamente transparente a las radiaciones en todo el espectro, hay que
valorar el efecto que puede ocasionar la propia colocacion del filtro sobre las
condiciones ambientales que se generan debajo (temperatura y humedad).

Por lo tanto, utilizando en la experimentacion este tipo de materiales
plasticos rigidos con aspecto de acetato, se logra retener toda la radiacion
ultravioleta incidente en el intervalo comprendido entre los 280 y 395 nm
(Ultraphan-395) y el correspondiente a la region UV-B entre los 300 y 320 nm
(Folex-320).
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2.2. Modificacion de laregion fotosintéticamente activa (PAR).

Ademés de la maodificacion de las radiaciones ultravioleta realizada
durante el desarrollo de ensayos con cultivos de microalgas y de fresa, en ciertos
experimentos se alter6 la calidad de la radiacién visible que recibian durante su
crecimiento diferentes cultivos de microalgas incubados tanto en condiciones
controladas de laboratorio como en el exterior.

Para lograr esto, se emplearon distintos papeles de celofan de colores
gue previamente fueron caracterizados con la instrumentacion presente en el
laboratorio de calibracion ubicado en la Estacion de Sondeos Atmosféricos de “El
Arenosillo”, en INTA, utilizando para ello técnicas espectrofotométricas. Los
datos de transmisividad de los mismos se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Espectros de transmision en el rango visible de los papeles de celofan
empleados en experimentos con microalgas: azul, verde, rojo y amarillo.

El papel azul presenta un maximo de transmision centrado en 450 nm
(regidn azul). El rojo deja pasar radiaciones con longitudes de onda superiores a
600 nm (region roja). El amarillo retiene radiaciones correspondientes a la region
azul del espectro dejando pasar en torno a un 90% a partir de los 550 nm vy,
finalmente, el verde presenta un maximo primario de transmitancia centrado en
520 nm y uno secundario en la zona cercana al rojo lejano (~ 700 nm),
mostrando en las regiones azul y roja unos valores intermedios de transmisién
(25 y 40%, respectivamente).

2.3. Cultivo de microalgas.
Composicién del medio de cultivo
Las estirpes empleadas que ya fueron descritas en el presente capitulo

se cultivaron en el medio de cultivo J/1, descrito en (Johnson et al. 1968), el cual
presenta la siguiente composicion por litro (Tabla 1).
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Tabla 1. Reactivos para preparar un litro de medio de cultivo J/1.

Componente Voé::ﬂlrlr;en Cantidad (g)
Agua 980
Solucion de Fe 10
Na,EDTA 0.189
FeCl;-6H,0 0.244
Solucion de trazas 10
H3BO; 0.061
(NH4)5M07024'4H20 0.038
CuS0,-5H,0 0.006
CoCl,-6H,0 0.0051
ZnCl, 0.0041
MnCl,-4H,O 0.0041
NacCl 116.88
MgCl,-6H,0 15
MgS0O,4-7H,0 0.5
KCI 0.2
CaCl,-2H,0 0.2
KNO; 1.0
NaHCO; 0.043
KH,PO, 0.035
TRIS 50 mM 6.054

Después de haber mezclado todos los reactivos en sus cantidades
correspondientes, es necesario ajustar el pH a un valor de 7.5 con HCI.

Para esterilizar convenientemente los medios de cultivo preparados,
éstos se colocaban en un erlenmeyer de capacidad apropiada que era tapado
por algoddn hidréfobo. El algodon se atravesaba por una varilla de vidrio hueca,
cuyo extremo inferior estaba en contacto con el medio, y el superior se
prolongaba con un tubo de goma, en el cual se introducia un segmento de vidrio
con algodén hidréfobo actuando de filtro de aire para la corriente gaseosa. La
esterilizaciéon se realizaba con un autoclave durante 20 minutos a una
temperatura de 126 °C y una presion superior a 1 atm.

Cultivo de microalgas en laboratorio

Los cultivos liquidos de microalgas utilizados en los diferentes ensayos
de interior, se realizaron fotoautotréficamente en camara climatizada a 25 °C
empleando matraces erlenmeyers de distintos volimenes; segun el caso.
Cuando la temperatura alcanzaba valores superiores a 25 °C, se emplearon
bafios de metacrilato termostatizados con agua a la temperatura indicada.

La fuente de carbono se suministraba burbujeando a través de la varilla
de vidrio inmersa en el medio conteniendo la suspension celular una mezcla de
aire enriquecida en CO; al 5% v/v. Dicha mezcla era proporcionada por una bala
anexa a la cAmara conectada a una trampa de CO,. En algunos experimentos se
empled solo aire como fuente de carbono, lo cual se indica cuando corresponde.

Generalmente, la fuente de luz empleada para proporcionar energia
luminica a los cultivos fue generada por tubos fluorescentes de luz blanca
(Philips 30W/33) que suministraban una intensidad de 150 pmoles fotones-m?.s™*
de PAR en la superficie de los recipientes de cultivo.
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En todos aquellos experimentos en los
que se han incubado cultivos de microalgas
bajo radiacion UV-A o UV-B, al objeto de
analizar la influencia de radiaciones PAR y UV
sobre el crecimiento y la producciéon de
carotenoides en estirpes del género Dunaliella,
se emplearon lamparas Philips 15W/05 (UV-A)
y Vilber-Lourmat T-15L (UV-B). Las diferentes
irradiancias se alcanzaron variando la distancia
entre los cultivos y la fuente de iluminacion.

Por otro lado, en los experimentos con
algas realizados en el laboratorio de
aplicaciones biotecnoldgicas presente en las
instalaciones de la Estacion de Sondeos
Atmosféricos de “El Arenosillo”, se empled una
camara de cultivo IBERCEX, modelo F-4, que
reproducia de forma similar las condiciones
expuestas en parrafos anteriores (Figura 5).

La cédmara climatizada IBERCEX F-4 Figura 5. Camara IBERCEX F-4.

esta provista de 6 tomas para gaseo y presenta

en su interior 4 lamparas fluorescentes de luz blanca (Philips 30W/33) que
suministran a los cultivos ubicados en el centro de cada balda alrededor de 150
umoles fotones-m?.s™ de PAR en la superficie de los matraces. Ademas, posee
un sistema para regular tanto la temperatura interior como los ciclos de
luz/oscuridad. En nuestro caso, siempre se aplicé una iluminacién continua 24
horas al dia.

Cultivo de microalgas en el exterior

Todos los ensayos exteriores con microalgas, a excepcion del
experimento realizado en las instalaciones del CICEM “Aguas del Pino”, se
llevaron a cabo en la terraza de la Estacion de Sondeos Atmosféricos de “El
Arenosillo” (ESAt — INTA; ver marco de colaboracién cientifica UHU - INTA). La
ESAt posee una amplia base de datos meteorolégicos de alto interés para los
cientificos que destaca por el gran nUmero parametros registrados (temperatura,
humedad, ozono, aerosoles, radiaciones, etc.), un cuidado mantenimiento de la
instrumentacion que los registra y un largo periodo de medidas al que éstos
corresponden.

En los experimentos exteriores desarrollados en la ESAt para analizar la
incidencia que la modificacién de las condiciones de radiacion natural recibidas
in situ por los cultivos de microalgas presenta sobre la productividad y
acumulacion de carotenoides, y en aquellos dirigidos a obtener las curvas de
crecimiento de las estirpes empleadas en el transcurso de la investigacion, se
emplearon unos tubos cilindricos disefiados por el grupo, a modo de pequefios
fotobiorreactores de 250 ml burbujeados con aire. Este sistema de cultivo es el
gue se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Sistema de tubos cilindricos-conicos expuestos a
condiciones de radiacion natural.

Segun se aprecia en dicha Figura, los cultivos se mantienen en
incubacién mediante gaseo con aire proporcionado por una bomba peristaltica,
previo paso por un distribuidor de vidrio del que parten las distintas salidas de
gas que conducen el aire a través de la varilla de vidrio hasta el medio de cultivo
que contiene la suspension celular de la estirpe concreta.

En aquellos casos en los que fue preciso, los tubos fueron
completamente rodeados con filtros de corte para alterar la calidad espectral de
las radiaciones de las que los cultivos disponen.

2.4. Cultivo de fresa.

Los estudios relativos al andlisis de la influencia de distintos tipos de
radiacion UV sobre la productividad de las variedades de fresa ensayadas
tuvieron lugar durante las temporadas 2004-2005 y 2005-2006 (de octubre a
mayo). En este tiempo, todas las practicas culturales necesarias para garantizar
el desarrollo adecuado del cultivo fueron realizadas por experimentados
agricultores de la empresa S.A.T. Gorofres (Palos — Huelva). Estas practicas
incluyen fundamentalmente labores como la desinfeccién del suelo, el abonado
de fondo, el alomado, la plantacion, la fertirrigacion y la lucha contra
enfermedades y plagas, entre otras. Por lo tanto, el manejo del cultivo fue
supervisado casi en su totalidad por expertos agricultores.

Bésicamente, los estudios consistieron en cambiar el material de cubierta
de forzado tradicionalmente empleado en los microtineles de la zona de Huelva
(etilenvinilacetato; EVA o polietileno; PE) por los filtros de corte descritos en el
apartado 2.1. del presente capitulo. Las fechas de implantacion de los materiales
varian de un afio a otro en funcién de las oscilaciones de la temperatura exterior.
En este trabajo de Tesis se siguieron las indicaciones del agricultor.
Generalmente, las plantas se cubren a finales de noviembre o principios de
diciembre, antes de la llegada del frio intenso.
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Las tareas desarrolladas en estos estudios se centraron en la recoleccion
de frutos y su posterior andlisis desde el punto de vista de la productividad y
calidad nutricional.

Dado que como ya se ha comentado, los filtros de corte son algo rigidos,
caracteristica que dificulta su manejo en campo, fue necesario disefiar un
sistema porta-cubiertas con la idea de reproducir las condiciones del cultivo
tradicional, tal y como puede apreciarse en la Figura 7.

Figura 7. Armazones disefiados para la colocacion del material de cubierta de forzado. Finca experimental de
Peguerillas (Ctra. Huelva — Gibraledn).

Asi pues, la Unica diferencia entre tratamientos, entendido cada uno de
ellos como la porcién de terreno plantado cubierto con un determinado tipo de
material de plastico, es la barrera interpuesta entre las radiaciones incidentes y
las plantas que se desarrollan en el interior de los microtineles. El resto de
variables no varia entre tratamientos.

3. DETERMINACIONES FiSICAS.

En los siguientes subapartados se describirAn las principales
determinaciones fisicas que se han desarrollado a lo largo de los trabajos
relacionados con la caracterizacion y/o calibracion de los instrumentos
empleados en la medida de radiaciones PAR y UV (apartado 1 del capitulo de
Resultados y Discusion) y con el cultivo de microalgas y de fresa (apartados 2 y
3 del capitulo de Resultados y Discusion).

3.1. Caracterizacion de instrumentos de medida de radiacion solar
ultravioleta.

En el marco de los trabajos experimentales desarrollados en la tesina de
investigacion sobre la medida y caracterizacion de la radiacion UV en la
provincia de Huelva, parte de la cual se describe en el apartado 1 del capitulo de
Resultados y Discusion, a continuacion se detalla la experimentacibn mas
destacable realizada en el laboratorio de calibracion de instrumentos de medida
de radiacion solar de la ESAt, presentando previamente, una breve descripcion
de éste.
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3.1.1. Laboratorio de calibracion de la ESAL.

Dicho laboratorio consta de dos areas principales; la zona de equipos y la
zona de calibracién, separadas ambas por una cortina negra aterciopelada muy
tupida que sirve para evitar el paso de luz parasita (stray light) hacia la zona de
calibracion, y para proteger a los operarios de la radiacion UV que emiten las
lamparas durante el proceso de calibracion.

En la primera zona del laboratorio se encuentra un ordenador, un
multimetro de alta precisién, una fuente de alimentacion y todos aquellos
accesorios 6pticos y herramientas de taller que el operador pudiera necesitar
para realizar labores de ajuste 0 mantenimiento, mientras que en la segunda, se
realizan las calibraciones. Entre los elementos principales de esta zona se
encuentra una columna de calibracion de 50 kg (Figura 8), una mesa metélica
empleada en la fijaciéon, mediante imanes, de un banco Optico cuando se precisa
realizar una geometria de calibracion determinada, y un sistema de doble
monocromador equipado con fuente de Xe y esfera integrante. Por otra parte, un
aparato de aire acondicionado regula y controla la temperatura de la sala,
pardmetro muy importante en todos los procesos de calibracion.

Las paredes del laboratorio y el resto de superficies estan pintadas de
color negro mate para maximizar la absorcidn de cualquier radiacion extrafia que
pudiera alcanzar de forma indirecta el interior del instrumento a calibrar.

Figura 8. Detalle de la columna de calibracion mostrando dos posibles configuraciones.

Como se aprecia en la Figura 8, en la columna se acopla en posicion
horizontal una lampara de calibracién con filamento de tungsteno que se alinea
con el detector del instrumento a calibrar mediante un laser. Dicha lampara emite
1000 W estandar de irradiancia espectral (200A-H) en el rango UV-Vis, es
halégena, y esta certificada para garantizar la trazabilidad de las medidas.

En la imagen de la derecha se observa otro tipo de configuracion
empleada en la caracterizacion de la respuesta angular de los sistemas de
entrada de diferentes tipos de instrumentos, iluminando para ello desde
diferentes angulos.
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3.1.2. Caracterizacion de la respuesta angular del radiémetro Eldonet.

El radiometro Eldonet es un instrumento que mide radiacion
electromagnética en 3 bandas espectrales de marcado interés biolégico (UV-B,
UV-A y PAR) (Lebert et al. 2002) y que se encuentra disponible dentro de la
amplia dotacion de instrumentos de monitorizacion de parametros atmosféricos
de la ESAL.

El procedimiento desarrollado para caracterizar la respuesta angular del
mismo (Figura 9) se describe a continuacion:

1. Un dia antes de iniciar las medidas se coloco el equipo en el interior del
laboratorio para adaptarlo a las nuevas condiciones de temperatura.

2. Una vez ubicado en la mesa de trabajo, se midié una distancia de 50 cm
desde el filamento de la lampara hasta la entrada 6ptica. A continuacion,
se procedio a alinear todo el sistema con ayuda del laser.

3. Antes de encender la lampara, se dej6é un periodo de estabilizacion, con
el Eldonet encendido, de una hora.

4. Tras este intervalo, se encendi6 la ldmpara y se espero su estabilizacion.

5. En esta situacion, comenz6 el registro de las medidas realizando un
barrido en angulos desde -90° hasta 90°, a intervalos regulares de 6°.
Dado que en circunstancias reales el instrumento se orienta al N, en el
laboratorio la lampara salié por el E y se puso por el O.

6. Bajo las premisas anteriores, se tomaron dos minutos de medida por
cada angulo, no considerandose valido el minuto siguiente, instante que
se aprovechaba para cambiar de posicién la lampara.

Antes y después del experimento, se tomaron en oscuridad los valores de
fondo de cada canal para corregir los valores brutos. Finalmente se normalizaron
los valores para 0°.
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Figura 9. Respuesta angular relativa de los canales del radidmetro Eldonet
determinada en el laboratorio de calibracion de la ESAt.
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3.2. Caracterizacion de materiales empleados en la modificacion de las
condiciones radiativas de cultivo.

Esta caracterizacion incluye tanto los ensayos realizados con los filtros de
corte y el plastico EVA (etilenvinilacetato) como aquellos realizados con los
papeles de celofan.

Las tareas de caracterizacién se efectuaron con la instrumentacion
disponible en los laboratorios de calibracion de instrumentos de medida de
radiacion solar y de aplicaciones biotecnoldgicas de la Estacién de Sondeos
Atmosféricos de “El Arenosillo”.

Para caracterizar los filtros de corte y el plastico EVA que habitualmente
se emplea en la zona de Huelva para cubrir las plantas de fresa, se utilizé6 una
lampara de 1000 W que presenta una zona de emision en la region ultravioleta.
Dicha lampara se colocé a 50 cm de la entrada Optica de un espectrorradiémetro
Brewer MK-IIl de doble monocromador. Asimismo, encima de la entrada Optica
del mencionado instrumento se ubicd un colimador de tela opaca, en cuyo
interior, a una posicién intermedia, se montaron las distintas muestras plasticas.
De esta forma, se garantizé que el Brewer sélo recibiese una irradiancia directa y
gue no hubiese pérdidas por dispersion del campo radiativo aplicado. El sistema
se muestra en la Figura 10.

Figura 10. Laboratorio de calibracion junto con el Brewer MK-II (1).
Colimador de tela opaca (2). Muestras plasticas ensayadas (3).

Por tanto, con este sistema se obtienen los valores de transmitancia
espectral relativa en la regién ultravioleta para cada uno de los materiales
ensayados. Se comparan los valores registrados por el Brewer en ausencia de
muestra y los obtenidos después de que el haz de luz haya atravesado cada uno
de los filtros. A su vez, este tipo de pruebas permite corroborar si las
especificaciones técnicas relativas a las caracteristicas épticas de cada material
son las que proporciona el fabricante (Figura 11). Obsérvese la similitud de esta
Figura con la Figura 3.
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Figura 11. Transmisividades espectrales de las muestras plasticas ensayadas en
el laboratorio de calibracion.

Por otra parte, aprovechando las disponibilidades de los instrumentos de
medida de radiacion solar presentes en la terraza de la ESAt, se calcularon las
atenuaciones relativas que cada tipo de material plastico provoca en la region
visible del espectro solar. Para ello, se emple6 un radiometro Eldonet que posee
un canal para la medida integrada de PAR. Se escogi6 un dia despejado para
evitar la influencia de nubes y, en torno al mediodia (incidencia directa maxima),
se colocaron las muestras plasticas encima de
la entrada o6ptica del equipo (Figura 12). Los
valores obtenidos tras realizar dos réplicas de
este tipo fueron los siguientes:

= Plastico EVA (16%)
= Ultraphan-295 (6%)
» Folex-320 (11%)

= Ultraphan-395 (8%)

Finalmente, en la caracterizacién de los
papeles de celofan de colores se emple6 un
espectrofotbmetro UV-Vis de laboratorio de la
marca ThermoSpectronic. Se seleccionaron una  Figura 12. Radiometro  Eldonet
serie de muestras de los diferentes papeles de  empleado en la evaluacion de la
celofan que se alojaron en el espacio reservado atenuacion relativa de la irradiancia PAR.
para la insercion de cubetas y, a continuacion, se realizé6 un barrido en
longitudes de onda, cada nm, en el rango comprendido entre los 400 y 700 nm.
Los resultados obtenidos tras realizar dos réplicas ya se mostraron en la Figura
4.

3.3. Medida de la irradiancia incidente en cultivos de laboratorio.

Las irradiancias tanto del rango PAR como UV del espectro con las que
se iluminaron los cultivos de microalgas a partir de tubos fluorescentes, se
midieron con un fotémetro Delta OHM HD 9021 equipado con tres sondas para
la medida de radiacién directa en el rango PAR, UV-A'y UV-B.
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3.4. Contaje celular.

La densidad celular de los cultivos de microalgas se determindé mediante
el recuento de células en una cadmara de Neubauer constituida por 64
cuadriculas, cada una de las cuales tiene un volumen de 0.00625 mm?® (Figura
13).

Figura 13. Camara Neubauer empleada en el recuento celular. A la derecha se observa con
detalle las cuadriculas centrales.

La cAmara de Neubauer es un portaobjetos adaptado a un microscopio
de campo claro o de contraste de fases. La depresién central de la cAmara esta
hundida 0.1 mm respecto a la superficie, de forma que cuando ésta se tapa con
un cubreobjetos, el volumen del &rea marcada con una L es de 0.1 mm? (1pl).

Cada muestra de suspension celular de 1 ml era diluida en 4 ml de agua.
Posteriormente se afiadian 50 ul de etanol a 100 ul de la mezcla. Finalmente,
ésta se introducia con una micropipeta en el volumen hueco de la camara hasta
colmarlo. A continuacién, se procedia al recuento de células en un microscopio
Olympus CX41. La densidad celular de la suspension original se calculé de
acuerdo a la siguiente expresion:

D64 /4

10"*ml-FD

Siendo 2 .64/4 el promedio de los conteos de las &reas marcadas con una Ly FD
el factor de dilucién, en nuestro caso 0.133.

Densidad celular (n° células:m|™) =

3.5. Determinacion de parametros agronémicos en fresa.

En los trabajos referentes al estudio de la influencia de la radiacion
ultravioleta sobre la productividad de cultivos de fresa (apartado 3 del capitulo de
Resultados y Discusion), se realizaron una serie de determinaciones de
parametros agronémicos.

A todos los efectos, se ha considerado fruta madura toda aquella que,
superando una anchura minima de 20 mm, presentaba al menos tres cuartas
partes de la coloracion rojiza caracteristica del fruto. En la gran mayoria de las
recolecciones efectuadas durante las campafias, se recolecté toda la fruta
madura presente en las plantas de cada tratamiento. Sin embargo, en algunos
casos, y fundamentalmente en la campafia 2004/2005, se procedié a realizar
otro tipo de recolecciones eliminando también frutos no maduros.
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Con los datos de los pesos totales recolectados, se calcul6 la produccién
total, expresada en g-planta®, bajo cada tratamiento. Ademas, se pesaron los
frutos individualmente en una balanza granatario para calcular el peso promedio
de los mismos. Asimismo, se contabilizé también el nUmero de frutos cosechado
por cada planta. Finalmente, las medidas del ancho de los frutos y del largo se
llevaron a cabo con un calibre o pie de rey. La anchura se determiné a partir del
diametro superior en la parte mas prominente del fruto, mientras que la largura
se midio desde el extremo inferior del fruto hasta la base del pedinculo de éste.
Por otra parte, en base a las determinaciones de la anchura del fruto, se
establecio la siguiente clasificaciéon de calibres:

¢ Calibre A: @ <35 mm
¢ Calibre B: 35 mm < @ <45 mm
¢ Calibre C: 45 mm < & <55 mm
¢ Calibre D: @ > 55 mm

4. DETERMINACIONES QUIMICAS.

En los siguientes subapartados se describirdn las principales
determinaciones quimicas que se han desarrollado a lo largo de los trabajos
relacionados con el analisis de muestras de cultivos de microalgas y de frutos de
fresa que se incluyen en los resultados expuestos en los apartados 2 y 3 del
capitulo de Resultados y Discusion. En este sentido, el grueso de las
determinaciones realizadas ha consistido en el desarrollo y/o puesta a punto de
diferentes métodos bioquimicos, si bien, también se han empleado algunas
técnicas analiticas mas directas como es el caso, por ejemplo, de la
refractometria.

4.1. Contenido de clorofilas y carotenoides totales en células de estirpes
del género Dunaliella.

La determinacion del contenido en clorofilas a 'y b de Dunaliella se llevo a
cabo mediante el método de Liechtenthaler modificado (Liechtenthaler 1987).
Para ello, se centrifugd 1 ml de cultivo a 13000 rpm en una centrifuga miniSpin
de tubos eppendorf durante 6 min, eliminando posteriormente el sobrenadante.
Después de este primer lavado se afiadié un ml de agua destilada al pellet y se
resuspendié con ayuda de un vortex. A continuacién, la muestra resuspendida
se centrifugdb nuevamente a 13000 rpm y tras 6 minutos se prescindio
definitivamente del sobrenadante. Los dos lavados realizados en cada muestra
tenian por objeto evitar posibles interferencias en la extraccién de pigmentos
debido a las altas concentraciones de sal existentes en el medio (~ 2M).
Después del segundo lavado, el pellet obtenido se resuspendié en 1 ml de agua
destilada, se calentd6 a 100 °C durante 1 minuto y, finalmente, se realizé la
extraccion de clorofilas y carotenoides totales adicionando a la muestra 4 ml de
acetona en caliente y agitando enérgicamente durante 30 segundos en el vortex.
La determinacion de clorofilas y carotenoides totales se realiz6 en el
sobrenadante midiendo la absorbancia a 470, 647 y 663 nm en un
espectrofotébmetro.

Las concentraciones de clorofila a y b presentes en el extracto se

calculan utilizando como coeficientes de extincibn a 663 nm y 647 nm,
74.46 y 18.3 mg™-ml-cm™, respectivamente. Los contenidos en clorofila a y b,
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total y carotenoides totales presentes en las células del cultivo se calcularon a
partir de las siguientes ecuaciones:

Clorofila a:
Chl, = 5:[(12.25-Ag63) — (2.73 Asa7)]
Clorofila b:
Chl, = 5:[(21.5-A647) — (5.1 Ass3)]
Clorofila total:
Chl total = Chl, + Chl,

Carotenoides totales:

_ [(5000- Auro) — (1.82:Chla) — (85.02-Chl,)
198

Cr

4.2. Identificacion cualitativa y cuantificacién de carotenoides en células de
estirpes del género Dunaliella mediante cromatografia liguida (HPLC).

Para la extraccion de las muestras se emple6 el método de Liechtenthaler
modificado descrito en el apartado anterior. Una vez obtenidos los extractos, en
la posterior separacion y cuantificacion de los carotenoides principales se utilizd
un equipo de HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion), modelo Merck,
con una columna de fase reversa RP-18 de 5 um, equipado con un detector UV-
Vis. La longitud de onda para la deteccion de los carotenoides se ajusté a 450
nm. La fase movil utilizada fue la siguiente: disolvente A, acetato de etilo;
disolvente B, acetonitrilo:agua (9:1 v/v). El flujo aplicado al sistema fue de 1
ml-min™®. En la elucién de cada muestra se emple6 el gradiente descrito por
Young et al. (1997), con ligeras modificaciones, el cual se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Gradiente de elucidén empleado en la separacion de carotenoides.

Tiempo Acetato de etilo Acetonitrilo:agua
o) 0 100
15 60 40
22’ 76 24
25’ 0 100

Las muestras se introdujeron manualmente en el equipo de cromatografia
liqguida con ayuda de una microjeringa, a través de un loop de carga de 20 pl.

Previamente a la cuantificacion relativa de los carotenoides, se
cromatografiaron muestras de patrones, a diferentes concentraciones, de los
principales pigmentos observados en las muestras de microalgas, es decir, de p-
caroteno, luteina, violaxantina y zeaxantina. Un ejemplo de ello se muestra en la
Figura 14. A partir de los cromatogramas obtenidos en cada caso, se procedio a
calcular los factores de conversion adecuados para la cuantificacién de los
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pigmentos dividiendo la concentracion (ug-ml™) del patron entre el area de cada
pico detectado (uV).
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Figura 14. Cromatogramas obtenidos tras pinchar un patron de B-caroteno a dos
concentraciones concretas.

Protocolo DMF/Eter (N,N-Dimetilformamida/éter).

Con el objeto de limitar la derivatizaciéon y desnaturalizacion de los
carotenoides y para tener una idea cualitativa mas precisa de los carotenoides
mayoritarios presentes en las muestras de cultivos de D. bardawil, se realizd
alguna experiencia utilizando solventes organicos como DMF y éter en la
extraccioén. Los extractos obtenidos se analizaron por HPLC segun se ha descrito
anteriormente. El pretratamiento de la muestra se realizé segun los siguientes
pasos:

1. Setomaron 0.5 g de peso humedo de células.

2. Se lavé la muestra dos veces con agua destilada centrifugando a 13000
rpm y agitando con vortex.

3. Una vez lavada la muestra, se rompieron las células con nitrégeno
liquido.

4. Paralelamente, se prepar6 una soluciébn de N,N-dimetilformamida

saturada con COz;Mg (0.1 g por cada 250 ml de DMF), para evitar, en la

medida de lo posible, la formacion de las feofitinas que se forman cuando

la clorofila pierde el Mg.

Se realiz6 una primera extraccién con 50 ml de DMF durante 12 horas.

Tras esta primera extraccion, la suspension se centrifugd, se retuvo el

sobrenadante y se almacené a 4° C en oscuridad. En este instante se

estima que ya han sido extraidos en torno al 80% de los pigmentos.

oo
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7.

8.

10.

11.

12.

Posteriormente se efectu6 una segunda extraccion con un volumen algo
inferior de DMF (~ 25 ml) durante 12 horas.

Después de que hubiese transcurrido el periodo correspondiente a la
segunda extraccion, se volvid a centrifugar para obtener el sobrenadante,
que se unio al almacenado tras la primera extraccion.

Una vez extraidos los pigmentos, éstos se transfirieron a éter. La
transferencia se realiz6 en un embudo de decantacion afiadiendo en
primer lugar la DMF que contiene los pigmentos y en segundo lugar el
mismo volumen de éter. A continuacion se tap6 el embudo y se mezclo
progresivamente durante 10 minutos para que tuviese lugar la
transferencia.

Simultaneamente, se tenia preparada una disolucion de NaCl al 10%
préxima a 0 °C. Transcurridos los 10 minutos anteriores, se afiadieron 15
ml de esta disolucion por cada 200 ml de la mezcla del embudo.
Mediante agitacion se logré parar la transferencia de pigmentos al éter y
gue las dos fases se separasen, observandose una fase inferior de color
amarillo claro que contenia la DMF y el agua y otra fase superior que
contenia el éter con los pigmentos.

La fase éter contenia algun resto de DMF, hecho que debe evitarse
porque después no es posible su evaporacion. Por ello, se lavé al menos
tres veces con agua destilada, afadiendo disolucion salina hasta la
completa separacion de fases.

Tras haber obtenido la fase éter que contenia los pigmentos, libre de
DMF, ésta se evapordé en un rotavapor a una temperatura de 30 °C y
después se disolvié el residuo obtenido en acetona. Por dltimo, la
muestra se almacend en oscuridad a -20 °C, estando lista para su
analisis en el HPLC.

Todo el procedimiento anterior se realiza bajo luz actinica verde y se

debe tener la precaucién de gue los extractos no reciban luz blanca, por lo que
se recomienda tapar la muestra con papel de aluminio.

En la Figura 15 se muestra un cromatograma obtenido tras haber

aplicado este protocolo a una muestra de D. bardawil que habia sido incubada
en carencia de nitrdgeno e iluminada con una alta irradiancia (~ 1000 umoles
fotones-m?s™ de PAR).
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Segun se observa en la Figura 15, la resolucion de los picos identificados
es mejor que cuando se realiza el pretratamiento de la muestra descrito
anteriormente en la determinacién de clorofilas y carotenoides totales. Sin
embargo, dado el volumen de muestras existentes a partir de los diferentes
ensayos con microalgas, se descarté emplear este protocolo de manera rutinaria
debido a la gran cantidad de tiempo que acarreaba ponerlo en marcha.

4.3. Analisis de so6lidos solubles en fresa.

Como los azucares son los componentes mayoritarios en el zumo de
fresa, el andlisis de sdlidos solubles puede utilizarse como un indice del
contenido de azucares presente en la muestra (Mitcham y Kader 1995).

La mediciébn del contenido de sélidos solubles basada en la
refractometria, requiere de instrumentos relativamente baratos, aunque las
medidas no se pueden realizar comodamente en campo. Un refractdmetro
(Figura 16) es un instrumento que se usa para estimar el contenido de azucares
de la fruta midiendo el indice de refracciobn del zumo. De esta manera, se
establecen los °Brix que presenta el zumo; en nuestro caso, de fresa. La
temperatura estandar de medida es de 20 °C. El funcionamiento del
refractbmetro se basa en las variaciones que experimenta la refraccion de un
liquido al modificarse su contenido de sustancias disueltas. Asi pues, cuanto
mayor sea la concentracion de azucares en disolucion, mas denso sera el zumo
y, menor la velocidad con la que luz lo atraviese, por lo que el resultado sera un
mayor indice de refraccion, que esta directamente relacionado con los °Brix.

En el procedimiento aplicado en esta Tesis, se ha utilizado un
refractdmetro ATAGO N-20E con una escala de 0 a 20 °Brix y una resolucién de
0.1 °Brix. Dicho procedimiento consta de los siguientes pasos:

1. Homogenizacion, con una licuadora, de todas las fresas recolectadas en
cada cosecha, para obtener el zumo.

2. Calibracién del refractobmetro con agua destilada a la temperatura de
trabajo del laboratorio.

3. Toma de muestra del zumo con una pipeta Pasteur para depositarla, en
forma de gotas, sobre el prisma del refractbmetro hasta cubrirlo
completamente.

4. Medicion a través del ocular, enfocandolo, para leer nitidamente en la
escala sombreada el valor de grados brix.

Interfasa

' ' Eje dptico (] H
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Figura 16. Esquema general de un refractémetro modelo.
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4.4. Contenido de carbohidratos en frutos de fresa.

La determinacion de carbohidratos totales se realiz6 segun el método
descrito por Kochert (1978), con algunas modificaciones. Asi pues, nuestro
método consistid de los siguientes pasos:

1. Se peso entorno a 0.05 g de muestra homogeneizada con una licuadora.

2. La muestra se extrajo con 10 ml de tamp6n TRIS-CIH 10 mM pH 7.3.

3. El extracto obtenido se centrifugé a 3500 rpm durante 5 minutos para
quedarnos con el sobrenadante.

4. En un tubo de centrifuga, se afiadieron, en este orden, 0.05 ml del
sobrenadante, 0.95 ml de agua destilada, 0.025 ml de reactivo de fenol y
2.5 ml de H,SO, concentrado.

5. A continuacion, se agité cada tubo vigorosamente en vortex durante un
minuto y se dej6 reposar media hora.

6. En ultimo lugar, se midié la absorbancia a 485 nm frente a un blanco de
agua destilada (1 ml) preparado segun los pasos 4y 5.

Previamente a la medida de las muestras, se elaboré una recta de
calibrado a partir de patrones de glucosa con concentraciones comprendidas
entre 0.01 y 0.035 mg-ml™ que fueron sometidos a los pasos 4-6 para obtener la
relacién entre absorbancia y concentracion.

Finalmente, el % p/p de carbohidratos presentes en la muestra, referido al
contenido en glucosa, se calcul6 a través de la siguiente expresion:

% plp = M x100
Pm-Vs

Siendo:

Ve = volumen del extracto (ml)

Pm = peso de la muestra (g)

Vs = volumen del sobrenadante (ml)

4.5. Contenido de antocianos en frutos de fresa.
Método espectrofotométrico

El contenido de antocianos totales presentes en la fresa se determiné
mediante el método INA 116.000 descrito por la National Science Foundation
(NSF) (http://www.nsf.org), con algunas adaptaciones. El ensayo se fundamenta
en una técnica espectrofotométrica basada en las distintas absorciones de la
disolucién de antocianos a diferentes pH, ya que éstos cambian la intensidad de
su coloracion en funcion del pH. En concreto, la determinacién se realiza usando
un método de pH diferencial a valores de pH 1.0 y 4.5. A pH 1.0, los antocianos
existen en las formas coloreadas flavinio u oxonio, y, a pH 4.5, se encuentran
predominantemente en la forma incolora carbinol. La diferencia de la
absorbancia a 510 nm es proporcional al contenido de antocianos de la
disolucion.

Los pasos fundamentales para desarrollar el mencionado método fueron
los siguientes:
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1. En primer lugar, se ha de obtener un extracto de los antocianos en
disolucién. Para ello, se toman alrededor de 0.25 g de zumo de fresa y se
rompe con nitrogeno liquido durante dos minutos. Posteriormente, los
antocianos se extraen con 10 ml de metanol acidificado al 1% con HCI.
Este extracto se mantiene en oscuridad a 4 °C durante 24 horas. Si
transcurrido este tiempo, la extraccion no ha sido completa, se procede a
re-extraer hasta que el pellet sea blanco. Finalmente, se centrifugan las
muestras a 3500 rpm durante 5 minutos y se pasan a través de un filtro
Millipore de 0.2 um.

2. En segundo lugar, se preparan las soluciones tamponadas a pH 1.0y 4.5
segun se describe en Fuleki y Francis (1968).

3. En tercer lugar, se toman del extracto dos alicuotas de 1 ml y a cada una
de ellas se le afiaden 3 ml de la solucién tampdn correspondiente.

4. Finalmente, una vez que el color se estabiliza, se miden las absorbancias
a 510 y 700 nm para corregir el efecto de la turbidez. El blanco se realiza
con agua destilada.

La diferencia de absorbancia entre las dos preparaciones se calcula
segun la ecuacion siguiente:

Absorbancia = [Asio (pH 1.0) - A7go (pH 1.0)] — [As10 (PH 4.5) - A7p0 (PH 4.5)]

Asimismo, el % p/p de antocianos totales presentes en la muestra se
calcula a través de la siguiente expresion:

vopsp— APMFDV oo
eL-Pm
Siendo:
A = Absorbancia
¢ = Coeficiente de absorcion molar de la pelargonidina-3-glucésido (22400)
PM = Peso molecular de la pelargonidina-3-glucésido (433.2)
FD = Factor de dilucion
V = Volumen final de extraccion (ml)
Pm = Peso de la muestra (g)
L = Longitud de la celda (cm)

Analisis cromatografico de antocianos

El método de extraccion para obtener las soluciones de antocianos
presentes en el fruto de fresa ha sido el mismo que el descrito para el método
espectrofotométrico.

Los extractos se inyectaron en un equipo de HPLC, modelo Merck, con
una columna de fase reversa RP-18 de 5 um, equipado con un detector UV-Vis.
La longitud de onda para la deteccidn de los antocianos se ajusté a 510 nm. La
fase movil utilizada fue la siguiente: disolvente A, metanol:agua:acido férmico
(45:45:10 v/v); disolvente B, &cido férmico:agua (1:9 v/v). El flujo aplicado al
sistema fue de 1 ml-min™’. En la elucién de cada muestra se emple6 el gradiente
descrito por Valls et al. (2000), con ligeras modificaciones, el cual se presenta en
la Tabla 3.
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Tabla 3. Gradiente de elucién empleado en la separacion de antocianos.

Tiempo Disolvente A Disolvente B
o 20 80
15’ 40 60
25’ 80 20
35’ 80 20
40’ 20 80

Las muestras se introdujeron manualmente en el equipo de cromatografia
liquida con ayuda de una microjeringa, a través de un loop de carga de 20 pl.

Los principales antocianos que contiene la fresa son, por este orden, la
pelargonidina-3-glucésido (89 — 95%), la cianidina-3-glucdsido (3.9 — 10.6%) y la
pelargonidina-3-arabinésido (3.1 — 3.9%) (Goiffon et al. 1999). Por tanto, la
cuantificacién de los antocianos totales identificados se refirid al contenido del
compuesto mayoritario; la pelargonidina-3-glucésido. Para ello, se inyectaron
patrones de cloruro de pelargonidina-3-glucdsico suministrados por
Extrasynthese (Francia).

La Figura 17 muestra el perfil tipico de antocianos de una muestra de
fresa, obtenido mediante el gradiente presentado en la Tabla 3.

640097  Pelargonidina-3-glucosido

40E5
S0Ee 05
2OLH 0

10E05~

725 Pelargonidina-3-arabinésido
Cianidina-3-glucésido -Wj ?zll Pi
00800 fififld L2120 105

T 50 (500 ELL] 200 (i)

Figura 17. Perfil tipico de antocianos presentes en fresa.

Se ha de tener la precaucion de no dejar transcurrir mucho tiempo desde
la preparacion de los extractos hasta el andlisis, ya que se ha comprobado que
los antocianos tienden a degradarse rapidamente.

4.6. Contenido de compuestos fendlicos totales en frutos de fresa.

La determinacion del contenido en compuestos fendlicos totales del fruto
de fresa se realizo aplicando el método descrito por Folin y Ciocalteau (1927),
con ligeras modificaciones.

El reactivo de Folin — Ciocalteu consiste en una mezcla de &cido

fosfotungsténico (HsPW1,04) y de acido fosfomolibdico (H3PMo01,040), que se
reduce, por oxidaciéon de los fenoles, a una mezcla de azules de tungsteno
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(WgOy23) y de molibdeno (MogO,3). La coloracién azul producida posee una
absorcion maxima aproximadamente a 765 nm y es proporcional a la cantidad de
compuestos fendlicos.

El método empleado en el andlisis cuantitativo de estos compuestos se
describe, paso a paso, a continuacion:

1. La extraccion de los compuestos se realiz6 como ya se ha descrito en el
apartado anterior.

2. Seguidamente, se tomaron 150 pl de extracto y se afiadieron 0.5 ml de
reactivo de Folin y 2 ml de carbonato sddico al 20% p/v, completandose
el volumen hasta 10 ml con agua destilada.

3. Se esperd 20 minutos para que se desarrollara el color y se centrifugd 5
min a 3500 rpm.

4. A continuacioén, las muestras se analizaron en espectrofotometro a 765
nm frente a un blanco de metanol (150 pl) preparado de la misma forma.

Previamente a la medida de las muestras, se elaboré una recta patrén de
calibrado con concentraciones conocidas de acido géalico que oscilaron entre 0 y
1000 mg-I™. Los resultados se expresaron en mg de compuestos fendlicos por
cada 100 g de peso fresco recolectado, referidos al contenido en acido galico.

5. ACTIVIDADES BIOLOGICAS.

5.1. Medida de la actividad fotosintética en cultivos de microalgas del
género Dunaliella.

La actividad fotosintética se determiné siguiendo la evolucién de oxigeno
en un electrodo tipo Clark de Pt/Ag-AgCl. La base que lo sostiene consta de un
catodo de Pty un &nodo de Ag/AgCl inmersos en una solucién saturada de KCI.
La aplicaciéon del potencial provoca la reduccion del oxigeno y la generacion de
una corriente eléctrica proporcional a su concentracién. Las reacciones que
tienen lugar son las que se indican a continuacion:

O, + 4H" + 4" — 2H,0 (catodo)
4Ag — 4Ag" + 4e” (dnodo)

El electrodo de oxigeno se compone de una camara cilindrica con una
capacidad para 4 ml. El sistema esta refrigerado por un bafio de agua
termostatizado a 25 °C y conectado a un ordenador que recoge la evolucion de
la intensidad de la corriente en el tiempo. Ademas, el electrodo se encuentra
acoplado a un foco halégeno que actia como fuente de luz blanca, pudiendo
alcanzar intensidades saturantes de hasta 1000 pmoles de fotones-m?.s™.

En cada medida se introdujo en la camara del electrodo una muestra de 1
ml de cultivo que fue sometida, en primer lugar, a un periodo de oscuridad
(cubriendo la muestra con una tela opaca) y, en segundo lugar, a un periodo de
iluminacion; todo ello bajo agitacion magnética continua. La duracion de estos
periodos varié en funcién del tiempo transcurrido hasta que se registré una
pendiente negativa o positiva de la evolucién del oxigeno, segun el caso.

En las condiciones descritas, la evolucién de oxigeno registrada durante
el periodo de iluminacion refleja la cantidad de oxigeno generada por la fotolisis
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del agua menos el consumido como consecuencia de la respiracion. Por otro
lado, la evolucién de oxigeno en oscuridad corresponde al consumo neto de
oxigeno por respiracion endogena. Asi pues, la suma de ambas cantidades,
deducida de las pendientes de las rectas obtenidas, da como resultado la
produccién neta de oxigeno.

La evolucion de oxigeno se presenta como los umoles de O, producidos
0 consumidos por unidad de tiempo (h) y de biomasa (mg Chl).

5.2. Ensayos de actividad antioxidante.

Para analizar la méaxima actividad antioxidante inicial y la capacidad
antioxidante de extractos metandlicos de fresa, se desarroll6 el método de
radicales libres del DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil) descrito por Brand Williams
et al. (1995).

El DPPH en disolucién presenta una banda de absorcion a 515 nm que le
otorga una coloracién purpura que desaparece al perder el radical libre (DPPHe).
La reduccion del DPPHe se mide observando la disminucion de la absorbancia a
esta longitud de onda, ya que la reduccién causada por los antioxidantes (AOSs)
y/o especies radicales (Re) de la muestra hace que desaparezca la coloracion:

DPPHe + AOs (H") — DPPH-H
DPPHe + Re — DPPH-R

El método consistié en los siguientes pasos:

1. La extraccion de los compuestos con capacidad antioxidante para retirar
radicales libres del medio se realiz6 del mismo modo descrito en el
apartado 4.5 del presente capitulo.

2. Se tomaron 3.9 ml de DPPH 6:10° M en metanol y se afiadié 0.1 ml de
extracto en una cubeta desechable.

3. A continuacion, se midi6 la disminucion de absorbancia a 515 nmao, 1y
cada 5 min, durante 2 horas o hasta que la absorbancia de la muestra
llegd a ser constante.

Antes de realizar los ensayos, se elabor6é una recta patron de calibrado
con concentraciones conocidas de DPPH comprendidas entre 1-10° y 6-10° M
para calcular la expresion de ajuste de la recta, siendo muy similar a la ideal:

Coppr = (Asis + 2.58:10°) x 12509
Donde Cppp €S la concentracion de DPPH (M) y Asys el valor de su absorbancia.

Al finalizar el ensayo cinético, Cpppy representa la concentracion restante
gue queda en el medio de reaccion después de que todas las especies
oxidantes hayan reaccionado con el DPPH.

La capacidad antioxidante se expresé como los mg de equivalentes de
acido ascorbico (AA) en 100 g de muestra (capacidad antioxidante equivalente a
la del L-acido ascorbico; AEAC), es decir, la cantidad de AA requerida para
producir la misma actividad secuestrante que el extracto en 100 g de muestra.
Para ello, se empled la siguiente expresion:
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AEAC = AAchAxvxl(F))o

AApa

Donde, AA es el cambio de absorbancia después de afadir el extracto de fresa,
Caa la concentracién de la solucién estandar de L-acido ascérbico (mg-mi™),
AAaa el cambio de absorbancia obtenido después de afiadir el mismo volumen
de solucion estandar que del extracto de fresa, V el volumen de extraccion (ml) y
P el peso de la muestra empleada para la extraccién (g) (Leong y Shui 2002;
King y Lee 2004).

73






I1l. RESULTADOS Y DISCUSION







Caracterizacién UV y PAR en la Provincia de Huelva Resultados y Discusién

1. CARACTERIZACION DE LOS NIVELES DE RADIACION ULTRAVIOLETA Y
FOTOSINTETICAMENTE ACTIVA (PAR) EN LA PROVINCIA DE HUELVA.

Una de las variables que mas influye en el desarrollo de cultivos de
microalgas y de fresa es la variacion de la cantidad de radiacion que se recibe a
nivel superficial. Como ya se avanzo6 en la Introduccién de esta Tesis, la cantidad
de radiacién incidente depende de factores como la localizacién geogréfica, el
angulo cenital solar, el contenido de ciertos gases presentes en la columna
atmosférica, con una clara incidencia de la concentracién de ozono sobre la
radiacién ultravioleta recibida, y la época del afio, entre otros.

Antes de mostrar, en apartados posteriores, los resultados mas
relevantes, obtenidos después de estudiar el efecto de la radiacion ultravioleta
sobre la productividad de cultivos de microalgas y de fresa de interés comercial,
se presenta una caracterizacion descriptiva de los niveles de radiacion
ultravioleta y fotosintéticamente activa (PAR) en la provincia de Huelva. Para
ello, se ha tomado como referencia geografica la Estacibn de Sondeos
Atmosféricos de “El Arenocsillo”, que cuenta con una amplia base de datos
meteoroldgicos y/o climaticos.

1.1. Niveles de radiacion ultravioleta en el periodo 2001-2006.

En este apartado se expone un andlisis de la variacion de los valores que
alcanza el indice UV en la costa onubense. El indice UVI se obtiene
multiplicando la irradiancia eritematica, expresada en W-m? por 40, y
expresando el resultado mediante el nimero entero mas préximo (INCIRP 1995).

Los valores del indice UVI que aqui se presentan han sido registrados por
el espectrorradiometro Brewer MKI11-150 de la ESAL.
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Figura 1. indice ultravioleta maximo promediado para el periodo 2001 — 2006.

La Figura 1 representa la variacion anual del indice UV maximo diario en
la provincia de Huelva. El comportamiento anual de este indice muestra minimos
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entre 1.5 y 2 en invierno (diciembre y enero) y maximos alrededor de 9 en
verano (junio y julio). En ausencia de cubiertas nubosas (cielo despejado), los
valores maximos diarios se alcanzan en las horas centrales del dia, en torno al
mediodia solar. Sin embargo, cuando hay cobertura nubosa, el indice disminuye
y pueden darse maximos en horas en las que el sol se encuentra mas bajo. De
manera puntual, en esta zona se llegan a alcanzar indices superiores a 10.

La clasificacion del UVI en distintas categorias no esta absolutamente
estandarizada, pero parece estar aceptado que a partir de 4 es conveniente
adoptar medidas de fotoproteccion (cremas, ropa, etc.). En la Tabla 1 se
presenta la clasificacion que se ha utilizado para realizar el analisis del
porcentaje de dias en que, al afio, se alcanza un determinado valor (Figura 2)
(segun COST - 713). El indice UV debe definirse como un parametro fisico
biologicamente pesado. Por lo tanto, el indice es una unidad de medida, no sélo
el valor maximo diario (WMO 1998). La estandarizacion del UVI por parte de la
WMO en 1998 sento6 las bases del calculo de dicho indice al dar una serie de
recomendaciones en el modo de obtenerlo. Esta homogenizacion permite
comparar valores obtenidos en diferentes paises.

Tabla 1. Clasificacion del indice ultravioleta en funcion del riesgo para la salud humana (COST - 713).

UVl Riesgo

4—-6 Medio

>9 Extremo

100

ol

3

Numero de dias (% anual)

&

2001 2002 2003 2004 2005 2006
Ao

Figura 2. Porcentaje anual del nimero de dias que superan las distintas categorias del indice
ultravioleta.

El andlisis de la distribucion del nimero de dias en que se alcanzaron los
valores méaximos de cada una de las categorias anteriores, muestra, en general,
una evolucion en la que se van alternando méaximos y minimos, dando lugar a
un comportamiento ciclico a lo largo del periodo analizado. En promedio, el
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namero de dias en que se alcanzd, durante el periodo 2001 — 2006, un indice
maximo de cada una de las categorias ya descritas en la Tabla 1, se recoge en
la Tabla 2.

Tabla 2. Porcentaje promedio de dias que, al afio, superan un determinado valor del indice ultravioleta.

UVl % anual
1-3 36
4-6 27

k3

La Tabla 2 muestra como el niumero de dias al afio en que se superaron
valores altos o extremos del indice se situ6 cerca del 40%.

Durante el afio 2003 se super6 el valor extremo en mas de un 15% de los
dias (~ 55 dias), mientras que al afio siguiente, esta proporcién disminuyé hasta
un 4%. Esto indica que el afio 2003 fue, desde el punto de vista meteoroldgico,
bastante estable y seco, ya que el porcentaje de dias que superaron el valor 9
casi duplicé el porcentaje promedio calculado para el periodo de interés. Por el
contrario, la escasa proporcion de dias con valores extremos registrada en 2004,
sugiere que dicho afio fue mas suave, presentando, de todos los afios
estudiados, la menor proporcién de dias con indice ultravioleta alto y el mayor
porcentaje de dias en que hubo un riesgo medio.
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Figura 3. Evolucion media mensual del UVI maximo diario para el periodo 2001-2006.

La Figura 3 representa los valores promedio que alcanzé el indice
ultravioleta maximo diario en cada mes. En consonancia con la Figura 1, era de
esperar que los promedios mensuales reprodujesen con bastante similitud la
evolucion mostrada en dicha Figura, obteniéndose en este caso, una curva
mucho mas suave. Los valores maximos se sitan en el mes de julio, mientras
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gue los minimos corresponden al mes de diciembre. La desviacion tipica,
representada con barras de error, ofrece informacién acerca de la dispersion de
las medidas en cada mes. En consecuencia, la Figura 3 también muestra
claramente qué meses son los que presentan una mayor variabilidad
meteoroldgica en la provincia de Huelva. Asi, de la Figura 3 se extrae que los
meses de marzo y octubre presentan una mayor variabilidad, mientras que por el
contrario, junio y diciembre son los meses mas estables desde el punto de vista
meteoroldgico.

1.2. Dosis de radiacién ultravioleta y PAR durante el periodo 2004-2006.

En este apartado se expondran las dosis totales recibidas durante el
periodo 2004 — 2006 en las siguientes regiones espectrales: UV-B (280 — 315
nm), UV-A (315 — 400 nm) y PAR (400 — 700 nm). Los datos de radiacién
ultravioleta han sido registrados por un espectrorradiometro Brewer MKIII-150,
mientras que los datos relativos a la radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
fueron registrados por un radibmetro Eldonet; ambos instrumentos
pertenecientes a la ESAL.
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Figura 4. Evolucion anual de la dosis UV-B recibida en el “Arenosillo” durante el periodo 2004 — 2006.

La Figura 4 muestra la evoluciéon anual de la dosis UV-B recibida a nivel
superficial. El nivel de dosis UV-B diaria recibida se encuentra comprendido
entre 0.11 y 3.9 kJ-m, con minimos en los meses de invierno y maximos en los
de verano. La envolvente de cada distribucion con forma de campana representa
los dias despejados.

Desde el punto de vista meteorolégico, y en base a esta apreciacion, a
partir de la Figura 4 se observa que el afio 2004 fue mas inestable, mostrando
una mayor dispersion de los valores, con frecuente aparicién de bajadas de la
dosis UV-B por debajo de la cantidad tedrica que marcaria la comentada curva
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envolvente. En contraposicion, el afio 2005 fue méas estable, ya que contd con
una mayor nimero de dias despejados.

Dosis de radiacion UV-A
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Figura 5. Evolucion anual de la dosis UV-A recibida en el “Arenosillo” durante el periodo 2004 — 2006.

La Figura 5 muestra la evolucion anual de la dosis UV-A recibida a nivel
superficial. El nivel de dosis UV-A diaria recibida se encuentra comprendido
entre 0.2 'y 1.6 MJ-m™, con minimos en los meses de invierno y maximos en los
de verano.

Desde el punto de vista meteorolégico, los comentarios realizados
respecto a la variacion de la dosis UV-B son igualmente validos en este caso.

La variacién anual de las dosis totales recibidas presenta forma de
campafa abierta hacia los extremos, al igual que ocurre con la evolucion de las
irradiancias o del UVI a lo largo del dia o del afio. La forma de la distribucién de
los datos de las dosis UV-A es mas ancha que la correspondiente a la de los
datos de las dosis UV-B. Esto se debe a que la cantidad de radiacion UV-B que
llega en los extremos del dia es escasa (por la propia naturaleza de esta
radiacion), por lo que la duracion del dia no influye tanto como en el caso de la
variacion de la radiacion UV-A o PAR.

Dosis de radiacion ultravioleta total
La Figura 6 muestra la evolucion anual de la dosis total de radiacion
ultravioleta recibida a nivel superficial. Como puede apreciarse en la Figura, la

radiacion UV-A précticamente contribuye al total con un 98%, dado que la
irradiancia UV-A es dos 6rdenes de magnitud superior a la de UV-B.
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Figura 6. Evolucién anual de la dosis total ultravioleta recibida en el “Arenosillo” durante el periodo

2004 - 2006.

A lo largo del afio, la magnitud de la dosis UV-B es del orden del 1 — 3%
de la dosis UV-A (datos no mostrados), proporcion que es maxima en los meses

de verano.

Dosis de Radiacion Fotosintéticamente Activa (PAR)
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Figura 7. Evolucion anual de la radiacion PAR recibida en el “Arenosillo” durante el periodo 2004 -

2006.

El nivel de dosis PAR se encuentra un orden de magnitud por encima de
la dosis UV-A. A lo largo del afio, la dosis PAR recibida se encuentra
comprendida entre 2 y 12 MJ-m?, con minimos en los meses de invierno y
maximos en los de verano.
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En la Tabla 3 se presentan los promedios de la dosis diaria recibida en

Resultados y Discusién

cada mes durante el periodo analizado (mitad 2004 — 2006).

Tabla 3. Dosis PAR diaria mensual (J-m-2-d-1).

2004 2005 2006
Meses Dias D.OS.'S Dias D.OS.'S Dias D.OS.'S
diaria diaria diaria
Enero 30 4.0-10° 31 3.5-10°
Febrero 25 5.6-10°
Marzo 30 6.6-10° 30 6.9-10°
Abril 30 9.3-10° 27 8.3-10°
Mayo
Junio 25 1.1-10°
Julio 25 1.2.10’
Agosto 31 9.910° | 31 1.0-10’
Septiembre 28  8.1.10° 30 8.2.10° 30 8.1-10°
Octubre 30 5510° 31 5.3-10° 27 5.2-10°
Noviembre 28  4.2-10° 30 4.0-10° 25 3.0-10°
Diciembre 26  3.4.10° 31 3.0-106 31 2.7-10°

*S6lo se muestran aquellos meses con un minimo de 25 dias de datos.
Ratios UV/PAR.

Por otra parte, se ha analizado la proporcién de la cantidad total de
radiacion ultravioleta frente a la de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) que
se reciben diariamente, y, para ello, se han preseleccionado dias despejados
para evitar la influencia de otros factores meteorolégicos. Se tomaron dias en los
que hubo datos tanto del radiémetro Eldonet como del espectrorradiometro
Brewer MK-III. Los resultados se muestran en la Figura 8.
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Figura 8. Relacion dosis UV1/PAR diaria durante los dias despejados del periodo analizado.

En general, e independientemente de la época del afio, esta relacion
permanece estable en torno a 0.12. Sin embargo, a partir de la segunda mitad
del afio 2006 esta relacion presenta un incremento hasta alcanzar valores
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cercanos a 0.17. Aunque habria que continuar la serie para comprobar si esa
tendencia se mantiene en el tiempo y, por tanto, encontrar alguna razéon de
indole meteoroldgica y/o climatica que pueda justificar el fendbmeno observado,
se han comparado dosis UV y PAR de distintos afios para dias coincidentes,
observandose disminuciones en las dosis recibidas en ambas regiones
espectrales, si bien las caidas en las dosis UV fueron de menor magnitud.

Asimismo, se encontrd, que para los dias no despejados, la relacién no
sufre demasiados cambios, tendiendo a aumentar puntualmente en aquellos
dias que presentan un gran atenuacién atmosférica, situdndose dicha relacion
por encima de 0.14 (Figura 9).
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Figura 9. Relacion dosis UVT/PAR diaria durante los dias no despejados del periodo analizado.

Mientras que el promedio de la relacion UV{/PAR para los dias
despejados se situé en 0.126, aquel para los dias no despejados arroj6 un valor
muy similar, 0.129. Sin embargo, si existieron diferencias en cuanto a la
desviacion de las medidas respecto al promedio; 0.029 y 0.057,
respectivamente.

1.3. indice de claridad para la radiacion PAR.

El indice de claridad para la radiacién PAR se define de la misma forma
que el utilizado para la radiacion global, es decir, el indice de claridad es el
cociente de la radiacion diaria sobre una superficie horizontal entre la
correspondiente radiacion extraterrestre (Kudish et al. 2004). Dicho de otro
modo, éste nos ofrece informacién sobre el grado de transparencia de la
atmoésfera frente al paso de la radiacién, ya que se compara la radiacion
incidente en la zona alta de la atmdsfera con la que se registra en superficie.

El calculo del indice para la radiacion global es el mas habitual, pero en

este caso, se ha optado por calcular el mencionado indice para la regién
espectral fotosintéticamente activa (PAR).
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Para conocer la irradiancia que incide en la parte superior de la
atmosfera, considerando un intervalo espectral determinado, necesitamos
conocer el espectro extraterrestre. Se ha asumido como valor de la constante
solar extraterrestre |, = 1367 W-m?, que es el aceptado por la comunidad
cientifica. Pero este dato resultaria irrelevante si se desconoce cdémo se
distribuye espectralmente la radiacion extraterrestre, asi que, la constante solar
correspondiente a la radiacion extraterrestre PAR se determiné a partir del
espectro extraterrestre de Gueymard (Gueymard 2003), obteniéndose que lypar)
= 534.77 W-m™ para el rango 400 nm < A < 700 nm.

De acuerdo con lo anterior, el indice de claridad Kypar), Se calculé a partir
del siguiente cociente:

Kypar) = Radiacion PAR superficial (W-m) / Constante Solar PAR (W-m)

En la Figura 10 se representa la evolucion del indice de claridad PAR en
“El Arenosillo”.
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Figura 10. Indice de claridad para la region espectral PAR durante el periodo analizado.

Como ya se comentd en el analisis de las dosis, la curva envolvente
representa los indices de claridad de aquellos dias en los que hubo ausencia
total de nubes. La Figura 10 muestra que el indice de claridad PAR oscila desde
valores minimos que no llegan a un 10% de transmision de la radiacion
fotosintéticamente activa, que se dan en dias nublados, y fundamentalmente en
invierno-otofio, hasta un maximo de transmision cercano al 40% en los meses
estivales.

La Figura 11 muestra los promedios mensuales del mencionado indice
junto con las barras de error correspondientes a las desviaciones tipicas
calculadas a partir de los promedios diarios. Los promedios diarios se han
calculado a partir de los valores que toma el indice cada minuto, ya que se ha
utilizado la totalidad de datos existentes en cada dia.
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Figura 11. Promedios mensuales del indice de claridad para la region espectral PAR.

Las barras de mayor amplitud representan aquellos meses que mostraron
una mayor variabilidad meteoroldgica. En este sentido, a raiz de la Figura
anterior se aprecia que octubre de 2004, marzo, abril y octubre de 2005, y
marzo, abril y octubre de 2006, fueron meses especialmente inestables.
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2. INFLUENCIA DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA EN LA PRODUCTIVIDAD Y EL
VALOR BIOTECNOLOGICO DE CULTIVOS DE DUNALIELLA.

Como ya se apunto en la Introduccion de esta Tesis, la sintesis natural de
carotenoides a partir de cultivos de microalgas empleando diversas estirpes de
Dunaliella es una practica explotada comercialmente desde algo mas dos
décadas, desde que las empresas australianas Biotechnology Ltd. y Betatene
Ltd. establecieron las bases de la produccion industrial a mediados de los anos
80 (Borowitzka 1999; Del Campo et al. 2007). La luz es el principal factor
regulador de la tasa de sintesis de B-caroteno en Dunaliella (Orset y Young
1999). Por ello, para planificar procesos de produccion a la intemperie es
esencial conocer cémo influyen las condiciones luminicas que reciben los
cultivos en un ambiente natural sobre la acumulacién de carotenoides de la
estirpe considerada. En dicho contexto, seria razonable esperar que el estrés
oxidativo producido en las células por la regién UV de la luz solar, o por una
parte de ella, contribuyese a la estimulacion de la biosintesis de carotenoides en
Dunaliella cultivada a la intemperie (Hannach et al. 1998; Wu et al. 2005). De ser
cierta tal hipétesis de partida, podria disefarse posteriormente una estrategia
para la acumulacién de carotenoides consistente en potenciar la incidencia,
sobre los cultivos, de aquellas partes del espectro solar que inducen o estimulan
dicha acumulacion.

Trabajos previos del grupo pusieron de manifiesto, en experiencias de
laboratorio, el papel de la radiacion UV en la induccion de la acumulacién de
carotenoides como respuesta al estrés oxidativo impuesto. Asi, se concluyé que
la aplicacion regulada de radiacion UV-A a los cultivos de D. bardawil durante
cortos periodos de tiempo aumenta la tasa de crecimiento y la eficiencia
fotosintética de la microalga e induce un incremento en la acumulacién de
carotenoides de alto poder antioxidante, B-caroteno y zeaxantina (Salguero et al.
2005). Por lo tanto, se sugirio que la radiacion UV-A es un factor de estrés
oxidativo adecuado para inducir la produccion biocompatible de carotenoides en
D. bardawil.

En este trabajo de Tesis se ha dado un paso mas hacia el uso regulado
de la luz en la produccion de microalgas y en la acumulaciéon de moléculas de
interés, los carotenoides, mediante el estudio de tal cuestidn, la influencia de la
radiacion UV en la productividad y acumulacién de carotenoides, en cultivos
exteriores y, a largo plazo, de Dunaliella.

Con este propésito, la primera parte de los trabajos con algas que se han
desarrollado en esta Tesis se ha enfocado a la seleccién de una estirpe de
Dunaliella con una buena capacidad de adaptacién a las condiciones climaticas
de la region y a la evaluacién del potencial acumulador de carotenoides de la
microalga bajo las condiciones radiativas elegidas.

Las estirpes de partida fueron tres: Dunaliella bardawil UTEX 2538, un
mutante de Dunaliella bardawil obtenido por mutagénesis quimica al azar
utilizando etil-metil sulfonato (Salguero 2006), que en adelante denominaremos
Dunaliella EMS, y Dunaliella salina 184.8. Los experimentos se realizaron tanto
en condiciones controladas de laboratorio, que sirvieron para conocer el efecto
continuado producido por las condiciones radiativas ensayadas, como en
condiciones exteriores.
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2.1. Estudio de la productividad y acumulacion de carotenoides de varias
estirpes cultivadas bajo PAR en condiciones de laboratorio.

2.1.1. Cinéticas de crecimiento.

Los primeros experimentos se disefiaron con el objetivo de determinar
cual de las estirpes presentaba un mejor crecimiento. Para ello, las tres estirpes
mencionadas anteriormente se crecieron en condiciones controladas de
laboratorio, analizandose el contenido en clorofila total, el contenido de
carotenoides totales y la abundancia relativa de los carotenoides mayoritarios.

La cantidad de biomasa inicial condiciona la velocidad de crecimiento de
los cultivos (Goksan et al. 2003), entre otras razones, porque la disponibilidad de
luz para la célula varia con el tamafio del in6culo. La mayor sensibilidad de una
microalga a la luz se pone de manifiesto con densidades celulares bajas e
intensidad de luz alta, produciéndose una ralentizacién del crecimiento debida a
fotoinhibicion (Baroli y Melis 1996; Adir et al. 2003). Igualmente, una densidad de
cultivo muy baja retrasa la adaptacion celular al medio (Richmond 2004). Para
evaluar el efecto de la densidad de cultivo sobre la tasa de crecimiento, se
realizaron experimentos partiendo tanto de una biomasa inicial baja como de una
biomasa inicial intermedia.

Biomasa inicial baja

En laboratorio, la incubacion tuvo lugar en una camara de cultivo
IBERCEX F-4 (ver Materiales y Métodos) equipada con 6 tomas de gas y 4
lamparas de luz blanca que proporcionaron 150 pmoles de fotones m?s™” de
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) en la superficie de los matraces de
cultivo. La temperatura de incubacién se mantuvo constante en torno a los 22° C
y los cultivos fueron irradiados de manera continua, 24 horas al dia. Los in6culos
se realizaron desde un cultivo madre en mitad de la fase exponencial para
obtener en cada matraz una concentraciéon de biomasa inicial cercana a los 5 ug
Chl-ml™. Todos los cultivos se agitaron mediante burbujeo con aire, en ausencia
de CO,, condiciones de carbono similares a las que se utilizan en la practica en
cultivos extensivos (Ben-Amotz 2004).

En la Figura 12 se observa que, si bien el crecimiento de las tres estirpes
es bastante similar a lo largo de las dos primeras semanas, en la parte final de la
etapa exponencial, D. salina 184.8 muestra una tasa de crecimiento superior al
resto. Los resultados obtenidos muestran que D. salina 184.8 alcanza la fase
estacionaria antes que D. bardawil y que la estirpe mutante. Ademas, en la
ultima fase del crecimiento, Dunaliella EMS crece ligeramente por encima de los
valores que alcanza D. bardawil.
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Figura 12. Contenido de clorofila total en cultivos de D.salina 184.8 (-=-), Dunaliella EMS
(-e-) y D. bardawil (-A-) crecidos en camara de laboratorio bajo condiciones estandar.

Tabla 4. Tasas maximas especificas de crecimiento de las tres estirpes cultivadas en condiciones normales
partiendo de una biomasa inicial baja.

Estirpe Tasa de crecimiento (d™)
D. salina 184.8 0.09
Dunaliella EMS 0.05
D. bardawil 0.04

A partir de los datos de la Figura 12 se obtuvieron los valores maximos de
la tasa especifica de crecimiento de las tres estirpes empleadas, mostrados en la
Tabla 4.

Los valores obtenidos para las tres estirpes son algo similares a los
valores similares publicados por otros autores para diferentes estirpes de
Dunaliella (Garcia-Gonzalez et al. 2003). El crecimiento sostenido de D. salina
184.8 en la fase final del mismo, observado en la Figura 12, se refleja igualmente
en la mayor tasa de crecimiento.

Biomasa inicial intermedia

La Figura 13 muestra la cinética de crecimiento de las tres estirpes
utilizadas en este trabajo de Tesis, partiendo de una cantidad de biomasa unas 4
veces superior a la empleada en el primer experimento, en términos de
contenido en clorofila. Los inéculos tenian una concentracién de clorofila inicial
entre 10 y 15 pg-ml™. El experimento se realizé bajo las mismas condiciones del
primero, en la camara IBERCEX F-4. Las tasas maximas de crecimiento
especifico calculadas durante todo el experimento se recogen en la Tabla 5.
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Figura 13. Contenido de clorofila total en cultivos de D. salina 184.8 (-m-), Dunaliella EMS
(-e-) y D.bardawil (-A-) crecidos en cdmara de laboratorio bajo condiciones estandar.

Para tales concentraciones iniciales de biomasa mas altas, Dunaliella
EMS presenta una tasa de crecimiento superior a las de las otras dos estirpes
(Tabla 5). Por otra parte, no se observan diferencias significativas entre las
tendencias de crecimiento de D. salina 184.8 y D. bardawil (Figura 13).

Los resultados obtenidos en ambos experimentos indican, en principio,
una capacidad de adaptacién ligeramente menor de D. salina 184.8 y D.
bardawil a una situacién de menor disponibilidad de luz (cultivos mas densos), lo
que conduce a menores productividades en cultivos de alta densidad. En este
sentido, se ha descrito que la menor disponibilidad de luz puede dar lugar a una
alta concentracién celular de moléculas antena de clorofila con menor habilidad
quimica para realizar con eficiencia el proceso de transmisidon de fotones hasta
los centros de reaccién de los fotosistemas (Tanaka y Melis 1997), lo que
justifica cultivos con clorofilas elevadas y tasas de crecimiento algo mas bajas
que en los de menor densidad 6ptica. En este segundo control, con biomasa
inicial intermedia, se refleja una mayor tasa de crecimiento de Dunaliella EMS.

Tabla 5. Tasas méximas especificas de crecimiento de las tres estirpes cultivadas en condiciones normales
partiendo de una biomasa inicial intermedia.

Estirpe Tasa de crecimiento (d™)
D. salina 184.8 0.04
Dunaliella EMS 0.07
D. bardawil 0.03

En conclusién, cuando la densidad inicial del cultivo es baja (5 pg'ml”
Chl), Dunaliella salina presenta el crecimiento mas rapido de las tres estirpes,
mientras que cuando es intermedia (15 pg-ml” Chl), Dunaliella EMS parece
adaptarse mejor a una situacion en la que hay menor disponibilidad de luz. De
cara a la produccion de biomasa en exterior, los resultados indican que, en
procesos semicontinuos, podrian obtenerse mayores productividades con
Dunaliella EMS.
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2.1.2. Cinéticas de acumulacion de carotenoides.

La evaluacion del potencial biotecnolégico de Dunaliella pasa por
caracterizar la acumulacion de carotenoides de las estirpes empleadas. Para
ello, en estos primeros experimentos de cultivo de las tres estirpes en
condiciones estandar, se tomaron muestras a lo largo del crecimiento para
extraer, identificar y cuantificar los carotenoides producidos por las microalgas.
Los resultados obtenidos permitiran conocer cual de las tres estirpes ofrece, a
priori, un mayor potencial acumulador de carotenoides.

Biomasa inicial baja

En la Figura 14 se observa que la acumulacion de carotenoides, por
unidad de volumen, que sintetiza el cultivo de D. bardawil a lo largo del
experimento con menos biomasa de partida, es un 30% superior a la de las otras
dos estirpes que se evaluan, las cuales, como se observa en la grafica, exhiben
una evolucién muy similar del contenido de carotenoides. A partir de la Figura 14
se calcularon las tasas promedio de acumulacién de carotenoides para las tres
estirpes utilizadas. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.
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Figura 14. Contenido de carotenoides totales en cultivos de D. salina 184.8 (-u-), Dunaliella
EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) crecidos en cdmara de laboratorio bajo condiciones estandar.

Tabla 6. Tasas promedio de acumulacién de carotenoides de cultivos de D. salina 184.8, D. bardawil y
Dunaliella EMS crecidos en camara de laboratorio bajo condiciones estandar.

Tasa promedio de

Estirpe acumulacién de
carotenoides (d™)
D. salina 184.8 0.126
Dunaliella EMS 0.141
D. bardawil 0.138

Las tasas de acumulacién de carotenoides totales mostradas en la Tabla
6 revelan que las estirpes Dunaliella EMS y D. bardawil presentan una tasa
superior a la de D. salina 184.8, estirpe ésta que sin embargo mostré una tasa
de crecimiento superior a las de las otras dos cuando se partia de una cantidad
de biomasa baja. Estos resultados coinciden con los incluidos en la Figura 15y
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en la Tabla 7, que muestran la evolucién de la relacion carotenoides
totales:clorofila a lo largo del crecimiento para las tres estirpes ensayadas, y
evidencian una menor capacidad natural de D. salina 184.8 para la biosintesis
de carotenoides en condiciones estandar de cultivo en laboratorio, sin imposicién
de estrés que indujese una acumulacion masiva.
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Figura 15. Relacién carotenoides:clorofila de cultivos de D. salina 184.8 (-=-), Dunaliella
EMS (-e-) y D. bardawil (-2-) crecidas en camara de laboratorio bajo condiciones estandar.

Tabla 7. Relacion carotenoides totales:clorofila durante el crecimiento de las tres estirpes ensayadas. En la
primera columna se muestran los promedios correspondientes a las dos primeras semanas y en la segunda,
los calculados durante la tercera semana.

Carotenoides:Clorofila  Carotenoides:Clorofila

Estirpe Dias 1 a 16 Dias 16 a 24
D. salina 184.8 0.35 0.40
Dunaliella EMS 0.36 0.49
D. bardawil 0.49 0.76

En D. bardawil se observa, desde el primer momento (4 primeros dias),
un aumento considerable de la relacion carotenoides:clorofila, que alcanza un
valor cercano a 0.6. Desde el dia 10 hasta la finalizacidon del experimento, dicha
relacion presenta una tendencia creciente hasta 0.8. En contraste, los valores
obtenidos en ese mismo periodo para Dunaliella EMS y D. salina 184.8 oscilaron
entre 0.4 y 0.5, relacion un 40% inferior a la observada en D. bardawil.

Para conocer la naturaleza de los carotenoides especificos producidos
por cada estirpe, en condiciones estandar de crecimiento, se procedié al analisis
cromatografico de las muestras recogidas a lo largo de los experimentos de
productividad. La Figura 16A muestra la evolucién temporal de la acumulacion
de los tres carotenoides mayoritarios, B-caroteno, luteina y zeaxantina, en los
cultivos de las tres estirpes de Dunaliella utilizadas. Los resultados revelan que
D. bardawil es la estirpe que acumula proporcionalmente mas B-caroteno, y
Dunaliella EMS y D. salina 184.8 parecen tener una acentuada tendencia a la
acumulacion de luteina y zeaxantina. La concentracion de B-caroteno sintetizada
por D. bardawil se incrementa al final de la etapa de crecimiento hasta los 9
ug-ml™, cantidad tres veces superior a la acumulada por las otras dos estirpes. A
priori, la produccion de los otros dos carotenoides, luteina y zeaxantina, es
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Figura 16A. Concentracion de B-caroteno, zeaxantina y luteina en las tres estirpes ensayadas a lo largo de

tres semanas de cultivo.
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Figura 16B. Acumulacion especifica de B-caroteno, zeaxantina y luteina por unidad de biomasa en las tres

estirpes cultivadas en camara de laboratorio bajo condiciones estandar.
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La Figura 16B muestra los datos de la acumulacion especifica por unidad
de biomasa, tomando el contenido en clorofila como representativo de la
cantidad de biomasa, al realizarse el estudio en cultivos en crecimiento y con
densidades 6pticas no altas (Richmond y Qiang 1997). Los resultados obtenidos
con biomasa inicial baja confirman que D. bardawil acumula mas carotenoides y
destaca por ser mejor productor de p-caroteno. Por su parte, Dunaliella EMS y D.
salina 184.8 acumulan, por unidad de biomasa, cantidades de luteina similares o
superiores (D. salina 184.8) a las de B-caroteno. Otro aspecto a resaltar de la
Figura 16B es la rapida acumulacién especifica de luteina detectada en D. salina
184.8 tras la primera y segunda semana, que es un 30% superior a la observada
en las otras dos estirpes.

Biomasa inicial intermedia

En este apartado se analizara si la distribucion y las diferencias en el
contenido celular de carotenoides se mantienen bajo condiciones de biomasa
inicial mas alta.

Para evaluar el posible efecto derivado del aumento de la concentracion
inicial de biomasa sobre el contenido celular en carotenoides, se determiné el
contenido de carotenoides totales en muestras de cultivos de las tres estirpes a
lo largo de las curvas de crecimiento de la Figura 13. Los resultados se muestran
en la Figura 17.
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Figura 17. Contenido de carotenoides totales en cultivos de D. salina 184.8 (-m-), Dunaliella
EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) crecidos en camara de laboratorio bajo condiciones estandar.

A diferencia de lo observado en la Figura 14, D. bardawil ya no presenta
la mayor concentracion final de carotenoides e, incluso, su tasa de acumulacion
a lo largo de todo el periodo de cultivo se muestra inferior a la de Dunaliella EMS
(Tabla 8). Por otra parte, continia observandose en la estirpe D. salina 184.8
una inferior capacidad de acumulacion independientemente de la concentracion
del indculo inicial.
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Tabla 8. Tasas promedio de acumulacién de carotenoides durante el crecimiento de cultivos de D. salina
184.8, D. bardawil y Dunaliella EMS en c&mara de laboratorio bajo condiciones estdndar partiendo de una
biomasa inicial baja.

Estirpe Tasa promedio de acumulacién de carotenoides (d™)
D. salina 184.8 0.029
Dunaliella EMS 0.063
D. bardawil 0.052

A partir de los resultados obtenidos se calcularon los valores de la
relacion carotenoides:clorofila para las tres estirpes (Tabla 9).

Tabla 9. Relacion carotenoides:clorofila.

. Carotenoides:clorofila  Carotenoides:clorofila
Estirpe

(promedio) (maximos)
D. salina 184.8 0.321 0.354
Dunaliella EMS 0.229 0.342
D. bardawil 0.343 0.498

Como se deduce de la comparacion de tales datos con los de la Figura
15, correspondientes a una biomasa de partida baja, el aumento de la densidad
celular inicial en los cultivos que crecen bajo irradiancias PAR no saturantes
produce un aumento del contenido en clorofila que no se ve acompanado de un
incremento del contenido de carotenoides, lo que determina una relacién
carotenoides:clorofila mas baja en todos los cultivos. Esto se pone de manifiesto
tanto en dicha relacion (Tabla 9) como en los contenidos de carotenoides
especificos normalizados por unidad de clorofila de la Figura 18B.

La comparacion de los contenidos de B-caroteno y luteina de los cultivos
de las tres estirpes en ambas condiciones de biomasa inicial, revela que la
menor disponibilidad de luz (biomasa inicial intermedia) conduce, en general, a
un aumento de la proporcién de luteina respecto a los demas carotenoides
cuantificados. La proporcién de p-caroteno aumenta en condiciones de una
mayor disponibilidad de luz (biomasa inicial baja) (Figura 18B), con relaciones
mayoritariamente superiores a 0.2.
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Figura 18A. Concentracion de B-caroteno y luteina en las tres estirpes ensayadas.
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En la Figura 18A se representan las concentraciones, obtenidas mediante
HPLC, de los principales carotenoides especificos identificados que han sido
sintetizados por cada estirpe durante el ensayo con biomasa inicial intermedia.
Destacan los valores de luteina alcanzados por la estirpe D. salina 184.8, lo que
confirma a esta microalga como una potencial acumuladora de luteina en
comparacion con las otras dos. En relacién a la concentracion de B-caroteno, D.
bardawil resulté ser de nuevo la mayor acumuladora al final del ensayo, si bien
las diferencias con Dunaliella EMS fueron minimas (9 y 8 pngml’,
respectivamente).
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Figura 18B. Acumulacion especifica de -caroteno y luteina por unidad de biomasa de las tres estirpes
crecidas en camara de laboratorio bajo condiciones estandar partiendo de una biomasa inicial intermedia.

En resumen, el andlisis de las cinéticas de acumulacién de carotenoides
especificos (B-caroteno y luteina, principalmente) en las dos condiciones de
biomasa inicial ensayadas ha revelado el potencial de D. salina 184.8 para
acumular luteina. Esta circunstancia se pone especialmente de manifiesto al
partir de una biomasa inicial intermedia (Figura 18B), puesto que aumentan las
diferencias de acumulacion de luteina por unidad de biomasa respecto a las
otras dos estirpes. Por su parte, D. bardawil presenta la mayor acumulacién de
B-caroteno por unidad de volumen y por unidad de biomasa en las dos
condiciones de partida, aunque este hecho se acentua cuando el cultivo parte de
una biomasa inicial baja. Cuando las estirpes empleadas se incuban a partir de
una biomasa inicial intermedia, las diferencias relativas a la acumulacion
volumétrica y por unidad de biomasa de B-caroteno que se observan entre D.
bardawil y Dunaliella EMS se minimizan.

Condiciones limitantes de nitrégeno inorgénico

Como se adelanté en la Introduccién de la Tesis, parece comunmente
aceptado que condiciones conducentes a una ralentizacion del crecimiento de la
microalga favorecen la produccioén de carotenoides. Entre tales condiciones se
incluirian la alta intensidad de luz y la limitacion de nitrégeno inorganico, ademas
de alta concentracién de sal, pH extremo, temperatura baja o presencia de
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agentes quimicos oxidantes como los herbicidas (Ben-Amotz y Shaish 1992;
Ledn et al. 2005).

Para comparar en laboratorio el potencial de acumulaciéon de
carotenoides de las tres estirpes estudiadas, se optd por utilizar la carencia de
nitrdogeno como factor de estrés inductor de la produccion de aquellos, por ser el
factor que estimula una mayor acumulacién de carotenoides. Para ello, se
cultivaron las mismas estirpes en medio con carencia total de nitrégeno,
partiendo de una biomasa inicial intermedia, y repitiendo las condiciones, tanto
de temperatura (22° C) como de iluminacién (150 umoles de fotones m?s™ de
PAR 24h/dia), de los experimentos anteriores.

En la Figura 19 se observa que la estirpe D. salina 184.8 alcanza un valor
maximo de carotenoides en torno al dia 10 de cultivo, mientras que las otras dos
mantienen un nivel practicamente constante durante las dos primeras semanas,
para luego, hacia la parte final del experimento, incrementar su actividad
carotenogénica. D. salina 184.8 responde al estrés oxidativo producido por la
carencia de nitrégeno con mas rapidez que las otras dos estirpes, observandose
seguidamente la disminucién del contenido en pigmentos debido a la inhibicién
del crecimiento que sufre el cultivo. Asi pues, dicha estirpe muestra una
sensibilidad mas alta a este factor de estrés.
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Figura 19. Contenido de carotenoides totales en cultivos de D. salina 184.8 (-m-),
Dunaliella EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) crecidos en camara de laboratorio bajo carencia
nutricional de nitrégeno.

Por otra parte, las estirpes D. bardawil y Dunaliella EMS poseen una
mayor capacidad para sintetizar carotenoides en ausencia de nitrdgeno
inorganico respecto a D. salina 184.8, que como maximo acumula
concentraciones de carotenoides, por unidad de volumen, alrededor de un 30%
inferiores.

En cuanto a las relaciones carotenoides:clorofila, durante las tres
primeras semanas de cultivo, D. salina 184.8, D. bardawil y Dunaliella EMS
mantienen un valor constante de 0.3, 0.25 y 0.2, respectivamente. En las dos
ultimas semanas se produce, en las estirpes de D. bardawil, un aumento notable
de los valores de esta relacion, llegando a alcanzar valores cercanos a 1.5. Sin
embargo, el valor de dicha relacion para D. salina 184.8 permanece constante
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alrededor de 0.4. El aumento de la relacién carotenoides:clorofila en D. bardawil
es debido a la tardia acumulacion de carotenoides, en un estadio de la
incubacién en ausencia de nitrégeno en que la sintesis de clorofila esta inhibida
por completo (Young y Beardall 2003). En D. salina la fase de disminucion de
carotenoides coincide con la fase de disminucion de clorofila, lo que mantiene
casi constante dicha relacion. Es obvio que la relacién carotenoides:clorofila no
es un indicador de la acumulacién de carotenoides, sino mas bien de las
diferencias en la tendencia de las cinéticas de acumulaciéon de ambos tipos de
fotopigmentos (Bhosale 2004). En general, valores superiores a 0.5 pueden
indicar situaciones de estrés aprovechables para inducir acumulacion de
carotenoides (Hejazi y Wijffels 2003).

De los resultados obtenidos cabe concluir que, en limitacion de nitrégeno,
D. salina 184.8 alcanza la maxima acumulacion de carotenoides antes que D.
bardawil y Dunaliella EMS, si bien la mayor magnitud de la acumulacién en las
dos ultimas estirpes sugiere valorar la rentabilidad del uso de una u otra en
procesos discontinuos de produccion de carotenoides.

2.2. Estudio de la productividad y acumulacion de carotenoides de varias
estirpes cultivadas bajo radiaciones UV-A en condiciones de laboratorio.

Las radiaciones UV producen especies reactivas de oxigeno (Ghetti et al.
1998). La presencia de dichas especies en la materia viva causa estrés oxidativo
(Osmond et al. 1997). Para defenderse de tal situacion, los organismos
fotosintéticos producen diferentes tipos de moléculas antioxidantes, entre ellas
vitaminas y carotenoides (Millar et al. 1996). Algunos de los carotenoides
obtenidos de microalgas y que presentan mayor valor comercial, como los
isdmeros 9-cis y all-trans B-caroteno, absorben radiaciones del rango espectral
correspondiente a la regiéon UV-A (Tsukida et al. 1982), lo que puede justificar su
biosintesis como uno de los mecanismos moleculares de adaptacion y respuesta
al estrés oxidativo producido por las radiaciones mas oxidantes.

Son escasos los trabajos publicados sobre la viabilidad de cultivos de
microalgas expuestos a radiaciones UV. Se han publicado efectos positivos y
negativos sobre el crecimiento de las microalgas incubadas bajo radiaciones UV-
A, dependiendo de la microalga utilizada y de las condiciones de cultivo (Horwitz
1994; Doéhler 1998). La sensibilidad de las microalgas a la adiciéon de UV-A se
manifiesta en el hecho de que, dependiendo de la intensidad y de la relacién UV-
A/PAR, aquella genera respuestas diferentes: desde el aumento de la tasa de
crecimiento (Jahnke 1999) hasta afectar a la viabilidad de los cultivos (Doéhler et
al. 1997). Tales trabajos se realizaron en cultivos incubados durante cortos
periodos de tiempo (horas 0, como maximo, dos o tres dias). Si la radiacion UV-
A indujese la acumulacion de carotenoides en las estirpes utilizadas en esta
Tesis, sin pérdida de viabilidad, se abriria una via para el aprovechamiento de la
radiaciéon oxidante en la produccion masiva de tales moléculas de interés
comercial.

2.2.1. Cinéticas de crecimiento.

Estudios previos realizados con cultivos de D. bardawil incubados en
laboratorio durante cortos periodos de tiempo sugerian que la radiaciéon UV-A
estimulaba el crecimiento de Dunaliella. En este apartado del trabajo de Tesis se
aborda el estudio comparado de la influencia de la radiacién UV-A sobre el
crecimiento, durante largos periodos de tiempo, de las tres estirpes objeto de
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estudio. Dicha estimulacion del crecimiento podria llevar aparejado un
incremento de la cantidad de carotenoides totales acumulados por la microalga,
por el simple hecho de obtener mayores productividades de biomasa. Ademas,
la radiacion UV-A producira el efecto oxidativo derivado de ser una radiacién
mas energética que la PAR vy, presumiblemente, ello estimularia una mayor
produccién de carotenoides como respuesta antioxidante al estrés impuesto.

Los experimentos de laboratorio para estudiar la influencia de radiaciones
UV sobre la productividad de los cultivos de Dunaliella se realizaron siempre en
condiciones controladas de luz, temperatura y asepsia. La radiacién UV se
suministré con lamparas adicionales a las de luz blanca fluorescente. De esta
forma, aunque estudiar el efecto diferencial producido por las condiciones de luz
sobre el crecimiento y/o la acumulacion de compuestos de interés en Dunaliella
es mas facil que en cultivos exteriores, las condiciones luminicas no son las
mismas que en cultivos expuestos a la radiacién solar y, en todo caso, se utilizan
unas bajas relaciones PAR/UV que so6lo pueden alcanzarse en el laboratorio. En
consecuencia, los resultados que se obtienen de tales experiencias son muy
utiles para aportar nuevo conocimiento sobre la respuesta de la microalga a
condiciones oxidantes extremas, pero sin embargo, la extrapolacion de tales
experiencias a cultivos exteriores requiere de una estrategia experimental
diferente.

Para llevar a cabo tales experiencias de laboratorio, cultivos de las tres
estirpes empleadas en apartados anteriores se iluminaron con radiaciones UV-A
afiadidas a la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) aplicada mediante
lamparas de luz blanca fluorescente. El ensayo se desarrollé bajo condiciones
controladas de laboratorio en la camara de cultivo que el grupo Biotecnologia de
Algas posee en la Facultad de Ciencias Experimentales de la Universidad de
Huelva.

Los cultivos con las distintas estirpes fueron inoculados en erlenmeyers
de 250 ml de medio y crecidos en medio estandar con plenitud de nutrientes. La
temperatura se mantuvo constante a 25° C durante todo el experimento, la
iluminacion de los mismos se realizd empleando lamparas blancas fluorescentes
que irradiaban 150 umoles de fotones'm?s™ continuamente, y el gaseo con aire
se enriquecié con un 5% de CO, (v/v). Los cultivos control sélo recibieron, bajo
estas condiciones, radiacion fotosintéticamente activa (PAR); sin embargo,
aquellos que fueron sometidos a radiacion UV-A recibieron en torno a 18 umoles
de fotones'm?-s™" de radiacion UV-A, ademas de la correspondiente radiacién
PAR. La intensidad de la radiacién UV-A se eligi6 en funcion de resultados
previos del grupo, obtenidos tras incubaciones de Dunaliella bardawil bajo UV-A
durante cortos periodos de tiempo (Salguero 2005). Los inéculos se realizaron
desde cultivos madre de cada una de las estirpes cuando se encontraban en la
mitad de la fase exponencial de crecimiento, alcanzandose una concentracion
inicial cercana a los 10 pg'ml™.

Las curvas de crecimiento resultantes se muestran en la Figura 20, en la
que se observa que, aparentemente, no hay efectos estimuladores significativos
sobre el contenido de clorofila total de cada una de las estirpes cuando los
cultivos se incuban adicionando radiacion UV-A al PAR. Tan sélo se aprecia, en
D. salina 184.8, un ligero aumento, no significativo, hacia el final del ensayo
cuando hay presencia de radiacién UV-A.
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Figura 20. Contenido de clorofila total en cultivos de D. salina 184.8 (-m-), Dunaliella EMS
(-e-) y D. bardawil (-a-) crecidos en camara de laboratorio en condiciones estandar bajo
iluminacién PAR (linea continua) y PAR + 18 umoles m2-s-' de UV-A (linea discontinua).

Hacia el final de la segunda semana del experimento, al final de la etapa
de crecimiento exponencial, parece que la presencia de radiacion UV-A ralentiza
el crecimiento, alcanzandose en las estirpes de D. bardawil valores mas bajos de
clorofila, sobre un 15% menos que en los cultivos control incubados en ausencia
de radiacion UV-A.

La Tabla 10 recoge datos relativos a la variacion del nimero de células
en cultivos de las tres estirpes, incubados sélo con PAR y con PAR mas UV-A
(18 umoles'-m?%s™). D. salina 184.8 es la Unica microalga cuyo crecimiento
parece resultar retardado cuando se incuba bajo la presencia de radiacion UV-A.
Los resultados obtenidos para las otras dos estirpes parecen sugerir, en cambio,
una ligera estimulacién del crecimiento. El analisis de las tasas de crecimiento en
la etapa final de cultivo, correspondiente a la segunda semana (fase
exponencial, dias 9 — 15), revela que la radiacion UV-A estimula ligeramente el
crecimiento. Bajo su presencia, para D. salina 184.8, Dunaliella EMS y D.
bardawil se obtienen valores superiores en comparacién con los controles: 0.17,
0.15y 0.14 d™" frente @ 0.12, 0.10 y 0.03 d”', respectivamente.

Tabla 10. Densidad celular (x 108 cel 'ml") en cultivos incubados bajo radiacién PAR y PAR + UV-A.

Estirpe _ PAR _ ,PAR + U\{A
Dia 4 Dia 15 Dia 4 Dia 15
D. salina 184.8 3.52 9.29 1.81 5.08
Dunaliella EMS 2.69 8.09 1.81 9.15
D. bardawil 2.50 4.98 3.06 6.71

Asimismo, los resultados mostrados en la Tabla 11 tras normalizar el
contenido de clorofila total por célula, revelan que, en general, la concentraciéon
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intracelular de clorofila es mayor bajo la presencia de radiacién UV-A en la fase
inicial del cultivo, lo que indica que no se producen efectos negativos sobre el
crecimiento en dicha fase. El ligero descenso posterior observado en todos los
cultivos es consecuencia del aumento de la densidad celular.

Tabla 11. Concentracion intracelular de clorofila (pg cel™!) en cultivos incubados bajo radiacion PAR y PAR + UV-A.

Estirpe _ PAR _ i PAR + UVA i
Dia 4 Dia 15 Dia 4 Dia 15
D. salina 184.8 9.35 6.69 15.73 13.16
Dunaliella EMS 11.47 9.87 18.02 7.41
D. bardawil 14.42 16.92 11.44 10.55

Los resultados obtenidos permiten concluir que la iluminacién de cultivos
con altas relaciones UV-A/PAR durante largos periodos de tiempo podria
estimular el crecimiento de D. bardawil y Dunaliella EMS, respondiendo asi al
papel positivo que parece desempefar en la induccidon de algunos procesos
anabdlicos (Horwitz 1994).

Aunque los datos relativos al crecimiento de los cultivos (clorofila y
numero de células) en presencia de radiacion UV-A indican que se mantiene la
viabilidad de los cultivos, para confirmar tal extremo y poder proponer, por tanto,
la iluminacién con radiacién UV-A durante periodos prolongados, se llevaron a
cabo experimentos con las tres estirpes incubadas bajo PAR suplementada con
radiacion UV-A, para estudiar la evolucion de la produccion de oxigeno
dependiente de luz derivada de la actividad fotosintética. En la Figura 21 se
muestran los valores de la produccion de oxigeno dependiente de luz, obtenidos
durante el experimento bajo las dos condiciones estudiadas, y para las estirpes
consideradas.
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Figura 21. Tasa de produccién de oxigeno dependiente de la luz de las tres estirpes
ensayadas iluminadas bajo radiacion PAR + UV-A (18umoles m2-s) (linea discontinua)
y bajo PAR (linea continua).
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La tendencia general es la disminucion de la actividad desde el inicio del
ensayo hasta el final, en todas las estirpes, y para las dos condiciones de cultivo,
siguiendo el patron habitual de la produccién de oxigeno dependiente de luz con
el tiempo en cultivos tipo bafio (Salguero 2006). El oscurecimiento de los cultivos
debido al crecimiento induce la produccion de una clorofila antena menos
eficiente de cara a la captaciéon de luz (Masuda et al. 2003), dada la menor
disponibilidad de energia luminica debido al “efecto pantalla” de unas células
sobre otras.

La disminucion de la tasa de produccién de oxigeno para las tres estirpes
no muestra cambios especialmente significativos cuando éstas se incuban en
presencia de radiacion UV-A. Tan solo es apreciable un ligero descenso de la
actividad de D. salina 184.8 cuando se irradia con UV-A, confirmando la
sensibilidad de la microalga a esta radiacién, descrita con anterioridad. Por el
contrario, bajo incubacion con radiacion UV-A, las tasas de fotosintesis de D.
bardawil y Dunaliella EMS son ligeramente superiores a las de sus respectivos
cultivos control. En particular, Dunaliella EMS presenta, en ambas condiciones
de iluminacién, una tasa superior a la de las otras dos estirpes. Estos resultados
ponen de manifiesto que, al menos durante un periodo de dos semanas, los
cultivos de las tres estirpes incubadas bajo radiacion UV-A no sufren alteracién
de la viabilidad.

De esta forma, se concluye que la radiacion UV-A podria utilizarse para
aumentar la productividad de los cultivos sin afectar a la viabilidad celular. En
concreto, el mutante Dunaliella EMS aislado por nuestro grupo muestra un
comportamiento estable y con una actividad anabodlica superior a cultivos
incubados en ausencia de radiacion UV-A, lo que sugiere que podria ser util en
estudios de productividad bajo dicha condicion radiativa.

2.2.2. Cinéticas de acumulacion de carotenoides.

Al igual que en los experimentos de crecimiento comparado de las tres
estirpes, cuando los cultivos se incubaron en presencia de radiacion UV-A, se
realizé un estudio de las cinéticas de acumulacién de carotenoides totales v,
especificamente, de los mayoritarios en las microalgas. Si la radiacién UV-A,
mas energética que PAR vy, por lo tanto, con mayor potencial oxidante, cumpliese
la expectativa de estimular la acumulacion de carotenoides como una de las
respuestas antioxidantes de las microalgas, su empleo podria ser de utilidad
para estudiar procesos de produccién a mayor escala, ya que como se ha
observado con anterioridad, las estirpes utilizadas mantienen la viabilidad en
presencia de radiacién UV-A.

En las Figuras 22 y 23 se representan los valores de las concentraciones
de los carotenoides totales y especificos (identificados en los cromatogramas de
HPLC), obtenidos en extractos celulares de cada estirpe durante el ensayo con
radiaciones UV-A.

Segun se desprende de la Figura 22, los cambios observados en los
niveles de carotenoides totales revelan una influencia positiva de la radiacion
UV-A en la acumulacion de carotenoides de las tres estirpes utilizadas,
especialmente en los cultivos de D. bardawil y Dunaliella EMS, en los que el
efecto positivo se produce de forma mas rapida. Sin embargo, en D. salina 184.8
no se observa esa influencia hasta el inicio de la segunda semana, cuando
comienza a detectarse un aumento significativo de la acumulacion de
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Las evoluciones en el contenido de

carotenoides para las dos estirpes de D. bardawil son muy similares.
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Figura 22. Contenido de carotenoides totales en cultivos de D. salina 184.8 (-=-), Dunaliella
EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) crecidos en camara de laboratorio en condiciones estandar
bajo iluminacion PAR (linea continua) y PAR + 18umoles m2-s-' de UV-A (linea discontinua).

Tabla 12. Tasas de acumulacion de carotenoides en funcion de las distintas condiciones de iluminacion
(PARy PAR + 18umoles m2s de UV-A.) para las tres estirpes ensayadas.

Estirpe PAR (d™) PAR + UV-A (d™7)
l2sem 22sem Neta 12 sem 22sem Neta
D. salina 184.8 0.241 0.034 0.145 0.237 0.055 0.152
Dunaliella EMS 0.259 0.089 0.179 0.292 0.058 0.183
D. bardawil 0.232 0.076 0.159 0.264 0.055 0.166

Las tasas de acumulacion de carotenoides (Tabla 12) demuestran que el
efecto estimulador de la radiacion UV se concentra fundamentalmente en la
primera semana de incubacion. El analisis de la acumulacién de cada uno de los
principales carotenoides en las tres estirpes, incubadas éstas bajo radiacion UV-
A, revela que, en efecto, en la primera semana de iluminacion con radiacién PAR
adicionando radiaciones UV-A de baja intensidad, se produce, en las dos
estirpes de Dunaliella bardawil, un incremento significativo del 30% de la
acumulacion de B-caroteno por unidad de volumen (Figura 23). En contraste, no
se detectaron diferencias apreciables en los contenidos de los otros pigmentos
analizados bajo las dos condiciones de iluminacion estudiadas.
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Figura 23. Concentraciones de B-caroteno (blanco), luteina (negro) y violaxantina
(aris) en las tres estirpes iluminadas baio radiacion PAR v PAR + UV-A.

Los resultados obtenidos revelan que las radiaciones UV-A de baja
intensidad podrian utilizarse para estimular la producciéon de carotenoides,
especialmente B-caroteno y luteina, en D. bardawil, mediante el desarrollo de
procesos de iluminacion discontinua con UV-A. Los periodos de iluminacion con
radiacion UV-A no superarian la semana y servirian para incrementar la
concentracién de carotenoides antes de iniciar una ultima fase de estrés en
medios de cultivo sin nitrégeno inorganico. Una iluminacién con radiacion UV-A
por periodos de tiempo superiores (por ejemplo, dos semanas) no parece tener
una incidencia significativa en la acumulacion de carotenoides, lo que es
coherente con una mayor implicacion de las moléculas antioxidantes en
procesos de neutralizacion de radicales libres, mas abundantes tras un largo
periodo de exposicion a radiaciones mas oxidantes que PAR (Shao et al. 2008;

Wang et al. 2008).
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Figura 24. Acumulacion especifica de B-caroteno (blanco), luteina (negro) y
violaxantina (gris) por unidad de biomasa determinada en las tres estirpes
iluminadas bajo radiacion PAR y PAR + UV-A.

Puesto que el contenido en clorofila no disminuye, el aumento que se
observa en las relaciones carotenoides:clorofilas de los cultivos de las tres
estirpes cuando se incuban en presencia de radiacién UV-A (Figura 24), se debe
al efecto estimulador producido por ésta sobre la sintesis de carotenoides,
especialmente notable para el B-caroteno.

Por lo tanto, a partir de las Figuras 23 y 24 puede concluirse que las tres
estirpes estudiadas, y especialmente D. bardawil y la estirpe mutante de D.
bardawil aislada por nuestro grupo (Dunaliella EMS), acumulan un mayor
contenido intracelular de carotenoides si se incuban con radiaciones UV-A de
baja intensidad durante una semana, sin pérdida de viabilidad. La radiacion UV-
A parece estimular en mayor medida la acumulacién de p-caroteno.
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2.3. Estudio de la productividad y acumulacion de carotenoides de la
estirpe D. bardawil cultivada bajo radiaciones UV-B en condiciones de
laboratorio.

Las radiaciones UV-B producen darfos irreversibles en los organismos,
que van desde quemaduras de diverso grado (Afaq et al. 2005) hasta la
mutacion del ADN (Sethow 1974). Se sabe que las radiaciones UV-B afectan
negativamente el crecimiento de plantas (Liu et al. 2004) y microalgas (Malanga
y Puntarulo 1995; Masi y Melis 1997). Los efectos negativos producidos por las
radiaciones UV-B sobre los organismos fotosintéticos estan vinculados, entre
otros, al proceso de la fotosintesis, debido a la generacion de radicales libres
que oxidan numerosos transportadores de electrones vy, finalmente, inhiben la
asimilacién fotosintética de nutrientes (Ghetti et al. 1998). El estrés oxidativo
producido por las radiaciones UV-B estimularia, en teoria, la sintesis de
antioxidantes como los carotenoides, aunque la viabilidad de los cultivos
resultaria, en todo caso, afectada negativamente. Existen escasas referencias al
respecto en la bibliografia y lo publicado no ofrece una vision uniforme sobre la
cuestion. Mientras algunos autores destacan el potencial de tales radiaciones en
la acumulacion de carotenoides en microalgas (Dohler 1998; Yu et al. 2005; Rath
y Adhikary 2007), otros no encuentran relacion entre la incubacion bajo radiacion
UV-B y la produccién de los pigmentos terpenoides (Agrawal 1992; Zhang et al.
2005).

En los siguientes experimentos se ha pretendido analizar de qué manera
la adicion de radiacion UV-B puede afectar al crecimiento y a la sintesis de
carotenoides en Dunaliella. Para realizar este ensayo, se ha elegido D. bardawil
debido a que, a raiz de los experimentos previos, se ha demostrado que es la
estirpe con mayor potencialidad (junto con Dunaliella EMS) para acumular
carotenoides, tanto de manera natural como mediante la inducciéon por
condiciones oxidantes, como la adicion de radiaciéon UV-A. Es esperable que las
radiaciones UV-B produzcan dafios irreversibles en la viabilidad de los cultivos a
largo plazo. Si la incubacion de la microalga con UV-B a corto plazo (24-48h)
indujese la acumulacion de carotenoides como respuesta al estado oxidativo
impuesto, se valoraria el uso modulado de radiacién UV-B como estrategia para
forzar la acumulacién de carotenoides en cultivos de las estirpes de Dunaliella
utilizadas.

Dado que la radiacion UV-B se caracteriza por ejercer una marcada
accién oxidativa, es esperable que su incidencia sobre los cultivos afecte a la
viabilidad celular. En este apartado del trabajo se ha estudiado a partir de qué
niveles la radiacion UV-B puede afectar el crecimiento de esta microalga
(viabilidad del cultivo). Se estudia y discute el posible papel del ciclo de las
xantofilas como mecanismo de respuesta antioxidante al exceso de radiacién
UV-B. El ensayo se desarroll6 durante 4 dias bajo condiciones controladas de
laboratorio en la camara de cultivo ya referida.

2.3.1. Cinéticas de crecimiento.

Los cultivos de D. bardawil se inocularon en erlenmeyers de 250 ml y se
crecieron en medio estandar con plenitud de nutrientes. La temperatura (25° C)
no varié a lo largo del experimento. La iluminacion PAR de los cultivos se
suministré mediante lamparas blancas fluorescentes que irradiaban 150 umoles
de fotones'm?s™ 24 horas al dia, mientras que la iluminacién UV-B se llevo a
cabo mediante lamparas transparentes que emitian en el rango de interés (280 —
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315 nm). En definitiva, los cultivos control recibieron 150 umoles de fotones-m’
25" de PAR y los que crecieron bajo radiacién UV-B recibieron 1.5, 2.25 y 2.75
umoles de fotones'm?s™ (valores medidos in situ con radiémetro). El gaseo
suministrado fue aire enriquecido en un 5% de CO,; (v/v). Los cultivos madre se
encontraban en la mitad de la fase exponencial de crecimiento justo antes de
proceder al indculo de los cultivos del experimento, alcanzandose en éstos, al
inicio del ensayo, una concentracién cercana a los 15 pug-ml™.

En las Figuras 25 y 26 se representa la evolucion de la concentracion
celular y de la clorofila a lo largo del experimento, tanto del cultivo control como
de aquellos que recibieron distintas dosis de radiacion UV-B.
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Figura 25. Crecimiento celular de D. bardawil en cultivos control irradiados con 150
umoles de fotones m2.s*! de radiacion PAR (-x-) y en aquellos que ademas fueron
iluminados con 2.75 (-e-), 2.25 (-m-) y 1.5 umoles de fotones m2-s de UV-B (-»-).
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Figura 26. Clorofila total en cultivos de D. bardawil irradiados con PAR (- *-) y en aquellos
iluminados ademas con 2.75 (-e-), 2.25 (-m-) y 1.5 (-»-) umoles de fotones m2 s de UV-B.

La evoluciéon del numero de células del control fue la esperada. Puesto
que las condiciones de cultivo en la camara eran constantes y controladas, y el
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medio de cultivo tenia plenitud de nutrientes, la adaptacion de la microalga a las
nuevas condiciones fue rapida y en apenas unas horas se observd una
tendencia de crecimiento exponencial. Para los cultivos que recibieron radiacién
UV-B, tras el periodo de adaptacion a las condiciones radiativas, tan sélo aquel
que recibia una dosis inferior de radiacion mostré crecimiento que, en todo caso,
fue menor que el del cultivo control, y ceso a los dos o tres dias de experimento.

Segun los datos mostrados, los niveles mas bajos de radiacion UV-B (1.5
umoles de fotones'm?s™) retrasan levemente el crecimiento de Dunaliella en la
etapa inicial de adaptacion, vy, si la irradiacidon es continuada, termina por afectar
a la viabilidad de los cultivos, produciéndose una disminucién en el nimero de
células. Respecto a los otros dos cultivos que se sometieron a mayores
irradiancias (2.25 y 2.75 pmoles de fotones'm?s™”), ambos presentan una
evolucion de clorofila muy similar en el tiempo (Figura 26), estable al principio, y
con una tendencia decreciente hacia el final del experimento, consecuencia de la
pérdida de viabilidad de los cultivos.

Aunque los datos relativos al crecimiento de los cultivos (clorofila y
numero de células) en presencia de radiacion UV-B indican que la viabilidad de
éstos resulta afectada, para confirmar tal extremo y conocer durante cuanto
tiempo puede mantenerse la viabilidad, se estudié la evolucién de la produccion
de oxigeno dependiente de luz en cultivos irradiados con radiacién UV-B. En la
Figura 27 se muestran los valores de la produccién de oxigeno dependiente de
luz, obtenidos durante el experimento con cultivos de D. bardawil bajo las
condiciones impuestas.
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Figura 27. Evolucion de la produccion de oxigeno dependiente de la luz durante el

ensayo con cultivos de D. bardawil iluminados bajo PAR (-%-) y con UV-B adicional:

2.75 (-e-), 2.25 (-m-) y 1.5 (-»-) umoles de fotones m2-s".
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La disminucion de la tasa de produccion de oxigeno en los tres cultivos
irradiados con radiacion UV-B, respecto al control, muestra que, bajo 1.5 umoles
de fotones'm?s” de radiacién UV-B, la viabilidad resulta significativamente
afectada salvo durante las primeras 48 horas de incubacion.

En conclusion, los cultivos de D. bardawil irradiados con 150 umoles de
fotones'm?s' de PAR suplementada con 1.5 umoles de fotones'm?s™' de
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radiaciéon UV-B muestran, durante las primeras 48 h, cierto crecimiento, inferior
al de los cultivos control. Posteriormente, la accion oxidante de la radiacion UV
determina la ralentizacién y el cese del crecimiento de los cultivos. Irradiancias
UV-B superiores a la anteriormente citada inhiben el crecimiento de los cultivos.
Los resultados obtenidos permiten situar la irradiancia UV-B con actividad
alguicida para D. bardawil alrededor de 1.5 -2 pmoles de fotones'm?s™ (con
una baja irradiancia PAR), lo que tiene cierto valor practico en la esterilizacion de
aguas (Drabkova et al. 2007).

2.3.2. Cinéticas de acumulacion de carotenoides.
En cuanto a la sintesis de carotenoides, segun se observa en la Figura

28, los cultivos control alcanzan la mayor concentracidon, cercana a los 12
ug-ml”, a las 90 horas de experimento.
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Figura 28. Contenido de carotenoides totales en cultivos de D. bardawil irradiados con
PAR (- x-) y en aquellos irradiados ademas con 2.75 (-e-), 2.25 (-m-) y 1.5 (-»-)
umoles de fotones m2-s-' de UV-B.

Destaca coémo la evolucion del contenido en carotenoides del cultivo bajo
1.5 umoles de fotones'-m™?-s” muestra una tendencia muy pareja al control hasta
la mitad del experimento (primeras 48 horas). Sin embargo, y a partir de este
momento, la acumulacién de carotenoides disminuye hasta determinarse, al final
del experimento, una diferencia del 30% respecto al control. Por su parte, niveles
de radiacion UV-B superiores, como 2.25 o 2.75 umoles de fotones'-m?-s™,
producen desde el principio del experimento un alto estrés oxidativo que
perjudica la viabilidad celular, tal y como se mostré anteriormente, si bien,
paraddjicamente, a las 24 horas de incubacion, los cultivos sintetizan una mayor
cantidad de carotenoides que el cultivo control, probable respuesta al estrés
impuesto mientras la viabilidad del cultivo lo permite, en coherencia con lo
publicado para otras microalgas por varios autores. Dholer et al. (1997) publico
un aumento del 10% en el contenido en luteina de Dunaliella tertiolecta en
respuesta al estrés oxidativo producido por radiacién UV-B. La mayor respuesta
antioxidante (en términos cualitativos) de D. bardawil es consistente con su
mayor capacidad carotenogénica. Los dafios producidos por la radiacion UV-B
son muy diversos. El cese del crecimiento producido en el plazo de 48 h esta
relacionado con alteraciones en la permeabilidad de la membrana, que deriva en
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una pérdida de la capacidad de incorporar nitrégeno inorganico vinculada a
dafos, provocados por dicha radiacion, en los mecanismos celulares de
incorporacién y asimilacion fotosintética (Murphy 1983; Doéhler 1985; Vincent et
al. 2000; Sobrino et al. 2004).

Por lo tanto, dosis minimas de radiaciéon UV-B pudieran ser eficientes en
la estimulacion de la carotenogénesis durante pequefios intervalos de tiempo,
sin afectar gravemente la viabilidad, a pesar de que el numero de células se
mantenga por debajo del nivel mostrado por el control. Transcurrido dicho tiempo
(48 h), y toda vez que cese la aplicacion de la irradiancia UV-B minima, el cultivo
volveria a aclimatarse a las condiciones estandar de luz. Si a partir de las
Figuras 25 y 28 se calcula la acumulacion de carotenoides por célula a las 50 h
(pg carotenoides-cel), el cultivo irradiado con la intensidad mas baja de
radiacién UV-B presenta 4.5 pg-cel’, mientras que el cultivo control,
practicamente la mitad. En consecuencia, cada célula de los cultivos incubados
bajo 1.5 pmoles de fotones:-m?s™ de radiacién UV-B acumula en 50 h el doble
de carotenoides que una célula del cultivo control. Esto sugiere el uso de UV-B
en forma discontinua, como factor estimulador de la acumulacién de
carotenoides en D. bardawil, si bien ha de considerarse el efecto nocivo
producido por la radiacion UV-B como un inconveniente para la recuperacion
total de la viabilidad de los cultivos, de cara a un proceso discontinuo a largo
plazo.

La Tabla 13, que incluye la relacion carotenoides:clorofila de los cultivos
durante el ensayo, muestra que el cultivo control mantiene un valor constante
alrededor de 0.2, mientras que los cultivos que reciben radiacién UV-B presentan
valores superiores, alcanzando maximos en torno a 0.35, para irradiancias de
2.75 y 2.25 pmoles de fotones'm?-s™, y 0.27 para el cultivo irradiado con 1.5
umoles de fotones-m?s™'. A diferencia de lo observado al incubar las microalgas
bajo radiacion UV-A, las relaciones carotenoides:clorofila en presencia de UV-B
se mantienen aproximadamente constantes ya que la disminucion del contenido
en carotenoides es paralela a la del contenido en clorofila, consecuencia de la
pérdida de viabilidad de los cultivos.

Tabla 13. Relacion carotenoides:clorofila en cultivos de D. bardawil crecidos bajo PAR (Control) y PAR + UV-B.

. Carotenoides:clorofila Carotenoides:clorofila
Cultivo

(promedio) (maximos)
Control 0.21 0.22
2.75 umoles-m?.s™ 0.27 0.36
2.25 ymoles-m?.s™ 0.26 0.34
1.5 umoles-m?-s™ 0.23 0.27
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Figura 29. Cuantificacion de los contenidos de -caroteno (arriba izquierda), luteina (arriba derecha), zeaxantina (abajo izquierda) y
violaxantina (abajo derecha) identificados mediante HPLC en extractos de cultivos de D. bardawil incubados bajo PAR y en aquellos
que ademas recibieron distintas irradiancias de UV-B (2.75, 2.25 v 1.5 umoles de fotones m2s).

En la Figura 29, donde se representa la variacién, a lo largo del
experimento, de las concentraciones de los principales pigmentos obtenidos
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se observa que los
principales carotenoides sintetizados bajo estas condiciones son la luteina y el 8-
caroteno.

Conforme las condiciones se vuelven mas oxidantes debido a la
presencia continua de radiacién UV-B, el B-caroteno acumulado durante los dos
primeros dias en los cultivos que reciben 2.75 y 2.25 pmoles-m?-s™ disminuye,
probable consecuencia, entre otros factores, de su implicaciéon en reacciones de
neutralizacion de especies oxidantes y de los desdrdenes metabdlicos propios
de células no viables (Buma et al. 1996; Sobrino et al. 2004).

Respecto a la variacion de los niveles de violaxantina, es destacable, tal y
como se observa en la Figura 29, que desde el inicio del experimento el
contenido determinado en los cultivos iluminados con 2.25 y 2.75 umoles'm?s™
de UV-B va disminuyendo paulatinamente, alcanzandose al final del experimento
(92 horas) unas concentraciones inferiores a las de partida. En contraste, los
niveles de zeaxantina aumentan notablemente bajo la influencia de la luz UV-B
durante las primeras 48 h. Este comportamiento antagdnico en la evolucion del
contenido de ambos pigmentos es caracteristico de la actividad de-epoxidasa del
ciclo de las xantofilas, lo que corroboraria que Dunaliella intenta responder al
estado de estrés oxidativo alto incrementando la produccion de zeaxantina
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(Demming-Adams y Adams 1990; Sobrino et al. 2005), como uno de los
antioxidantes mas potentes del conjunto de herramientas para neutralizar
radicales libres (Havaux et al. 2007).

La violaxantina se obtiene por epoxidacién de zeaxantina a través del
intermediario anteraxantina, mediante una reaccién catalizada por la enzima
zeaxantina epoxidasa (ZE). El equilibrio de este ciclo se desplaza hacia la
formacion de violaxantina en condiciones de baja intensidad de luz, actuando
ésta como un pigmento receptor secundario (Demming-Adams y Adams 1996;
Eskling et al. 1997). Sin embargo, el ciclo se desplaza hacia la formacién de
zeaxantina a través de una reacciéon de depoxidacion de la anteraxantina cuando
existe un exceso de irradiancia y la célula necesita disipar energia para proteger
el aparato fotosintético por otras vias secundarias (Kalituho et al. 2007).

Con el objetivo de confirmar la probable mayor actividad de la enzima de-
epoxidasa de los cultivos de Dunaliella incubados bajo radiacion UV-B, a las 24,
48 y 92h de ensayo se determind el coeficiente de epoxisaturacion obtenido
mediante la expresion DPS = (Z + 0.5-A)/(Z + A + V), que arrojo los valores que
se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Coeficientes de epoxisaturacién (formacion de zeaxantina) encontrados, en funcién del tiempo,
para cultivos de D. bardawil expuestos a radiacién UV-B.

Cultivo DPS (24 horas) DPS (48 horas) DPS (92 horas)
Control 0.483 0.490 0.458
2.75 umoles-m?.s™ 0.488 0.501 0.523
2.25 ymoles-m?.s™ 0.494 0.515 0.520
1.5 umoles-m?-s™ 0.489 0.489 0.509

De la Tabla 14 se infiere que los cultivos control presentan el menor
indice DPS, indicando con ello el menor desplazamiento hacia la formacién de
zeaxantina de todos los cultivos del experimento. La incubacion bajo UV-B
produce el aumento del indice DPS como consecuencia de la mayor actividad
de-epoxidasa, destinada a aumentar el contenido en zeaxantina como respuesta
al estrés oxidativo. Los resultados obtenidos con D. bardawil ponen de
manifiesto que la accién oxidante de la radiacion UV-B limita la viabilidad de los
cultivos, si bien, durante cortos periodos de tiempo y modulando adecuadamente
la irradiancia, puede estimular la acumulacion de zeaxantina a través del ciclo de
las xantofilas, especialmente activo para disipar en parte la radiacion oxidante.

2.4. Estudio de la productividad y acumulacion de carotenoides de varias
estirpes cultivadas en condiciones exteriores.

Hasta el momento se han analizado las cinéticas y la viabilidad de varias
estirpes de Dunaliella desde el punto de vista de la produccion de biomasa y de
la acumulacion de carotenoides cuando se incuban en condiciones controladas
de laboratorio bajo una temperatura e iluminacién constantes. No obstante, en el
desarrollo de este trabajo de Tesis, el grupo ha querido dar un paso hacia el
cultivo de microalgas bajo las condiciones climatolégicas reales de nuestra
region, caracterizadas por la variacion temporal, propia del litoral onubense, de
parametros meteorolégicos como la temperatura y las radiaciones PAR y UV.

112



Radiacién UV y microalgas Resultados y Discusién

El objetivo final que se planteé a través de estos ensayos fue identificar y
reproducir, en el exterior, condiciones de cultivo que favoreciesen la obtencion
de cultivos masivos. Para ello, se pondra especial atencion en el analisis de los
efectos que provoca la modificacion de las condiciones de radiacién que las
microalgas reciben durante las diferentes etapas de crecimiento de los cultivos.
Por lo tanto, en este apartado se expondran los principales resultados que se
han obtenido tras ensayar con las tres estirpes de Dunaliella (D. salina 184.8, D.
bardawil y Dunaliella EMS) en condiciones exteriores.

Estos ensayos se han desarrollado en las instalaciones con las que el
Centro de Experimentacion de “El Arenosillo” cuenta en Mazagon.
Concretamente, los trabajos se han llevado a cabo en la terraza del edificio de la
Estacion de Sondeos Atmosféricos, perteneciente al Instituto Nacional de
Técnica Aeroespacial, y que se ubica dentro del mencionado Centro. Las
facilidades técnicas y de personal de la Estacion han sido claves para el
desarrollo satisfactorio de esta parte de la experimentacién. Dicha Estacion,
encuadrada en un marco formidable para la realizacion de este tipo de estudios
aplicados, presenta un horizonte limpio, con un albedo constante debido a la
gran masa arborea que la rodea, caracterizado a su vez por la ausencia total de
obstaculos que interfieran en las medidas de radiacién que alli se realizan. En el
mismo edificio se haya un laboratorio para la calibracién de instrumentos
destinados a la medida de radiacion solar, un laboratorio de aplicaciones
biotecnoldgicas, y la mas avanzada instrumentaciéon en lo que a la
monitorizacién de diversos pardmetros atmosféricos se refiere (temperatura,
humedad, radiaciones solares, ozono, especies nitrosas y aerosoles) (Casal et
al. 2003).

Antes de iniciar la exposiciéon de los resultados y su correspondiente
analisis, se hace necesario resaltar que cultivar en condiciones controladas de
laboratorio, poco o nada tiene que ver con el cultivo exterior. Varios son los
factores que difieren entre ambos escenarios, ya que, aparte de que las
condiciones luminicas que reciben los cultivos de microalgas son muy diferentes
en calidad e intensidad, éstos se encuentran sometidos al ciclo de luz-oscuridad
diario tipico de la regién segun la época del afno y, ademas, no se controlan
algunas variables importantes para el correcto desarrollo del cultivo como, por
ejemplo, la temperatura o la salinidad (variable debido a cambios en la tasa de
evaporacion), entre otros. Asimismo, en nuestro caso, por imposibilidad técnica,
no se pudo emplear CO, para enriquecer el aire que sirve de fuente de carbono
para las microalgas. Por lo general, esto se traduce en un ritmo de crecimiento
inferior y, por lo tanto, en una experimentacién mas lenta (Thyssen et al. 2001;
Yang y Gao 2003).

2.4.1. Cinéticas de crecimiento.

Desde finales de marzo hasta comienzos de mayo del afio 2005, se
cultivaron las tres estirpes de Dunaliella en la terraza de la Estacion para analizar
cual es la que mejor se adapta a las condiciones ambientales exteriores a las
que se ven sometidas durante su crecimiento.

El experimento que se describe a continuacion tuvo una duracion de 35
dias (27 marzo — 3 mayo). Como en el resto de los que se detallen con
posterioridad, para el cultivo de las microalgas se emplearon unos tubos
cilindrico-cénicos disefiados por el grupo que dejan pasar en torno a un 80% de
la radiacién ultravioleta (datos experimentales propios). Tales tubos permitian
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cultivar un volumen maximo de 250 ml, siendo esta cantidad igual que la que
generalmente se ha empleado en los ensayos interiores desarrollados en el
laboratorio. Una bomba de aire convencional suministré el aire necesario.

Los cultivos incubados en los tubos se expusieron a las condiciones
exteriores en unas gradillas disefiadas para la experimentacién, que se anclaban
a una plataforma horizontal colocada en la terraza (ver Materiales y Métodos).
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Figura 30. Contenido de clorofila total en cultivos de D. salina 184.8 (-=-), Dunaliella
EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) crecidos con aire en condiciones exteriores.

Segun se infiere de la Figura 30, en los tres primeros dias se observa una
pequena recesion del crecimiento en cuanto al nivel de clorofila debido, entre
otros factores, a la adaptacién a las nuevas condiciones de cultivo. Como
veremos posteriormente en el resto de los ensayos, este efecto aparece casi
siempre ya que durante los primeros 10 dias de incubacion, los niveles de
clorofla aumentan muy lentamente, con diferencias entre las estirpes
comparadas. Finalmente, los cultivos entran en fase de crecimiento exponencial.
Las tasas de crecimiento calculadas en cada caso para las diferentes estirpes se
presentan en la Tabla 15.

El contenido total de clorofila alcanzado por Dunaliella EMS es en todo
momento alrededor de un 15% superior respecto al de D. salina 184.8. Sin
embargo, mas significativas son las diferencias observadas respecto a la estirpe
madre de la que procede (es decir, D. bardawil), ya que en este caso las
diferencias llegan a alcanzar valores del 50% en algunas fases del cultivo.

Tabla 15. Tasas de crecimiento calculadas durante la fase de crecimiento exponencial (12 abril — 3 mayo
2005) para las tres estirpes ensayadas.

Estirpe F. Exponencial (d™)
D. salina 184.8 0.062
D. bardawil 0.070
Dunaliella EMS 0.055

El retraso de D. bardawil en comenzar el crecimiento exponencial
muestra la mayor dificultad de esta microalga para adaptarse a las nuevas
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condiciones. Sin embargo, a pesar del prolongado periodo de aclimatacion, el
cultivo logré alcanzar en la fase final del experimento una tasa de crecimiento
similar a las de las otras dos estirpes.

La comparacién de estos resultados con los obtenidos en condiciones de
laboratorio evidencia tres hechos: a) D. bardawil es la estirpe de Dunaliella, de
las tres empleadas en esta Tesis, que presenta un crecimiento mas lento en
exterior; b) Dunaliella EMS se revela como la estirpe de crecimiento mas rapido;
c) D. bardawil se aclimata con mas dificultad a condiciones ambientales y, por
tanto, aparece como menos adecuada para facilitar la operatividad del cultivo en
exterior.

2.4.2. Cinéticas de acumulacion de carotenoides.

En la Figura 31 se refleja cdmo la estirpe mutante alcanza las maximas
concentraciones de carotenoides totales a lo largo del experimento, llegando a
acumular en torno a unos 45 ug-ml™ de cultivo, lo que representa un 40% y un
70% mas de lo observado en D. bardawil y D. salina 184.8, respectivamente. Los
valores obtenidos en D. salina 184.8 indican que la mencionada estirpe no
presenta una gran capacidad para acumular este tipo de compuestos, al menos
en comparacion con otras estirpes de Dunaliella. Ademas, el aumento de
carotenoides totales en las otras estirpes comienza a ser notablemente superior
tras la primera semana de cultivo.
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Figura 31. Contenido de clorofila total en cultivos de D. salina 184.8 (-m-), Dunaliella
EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) crecidos con aire en condiciones exteriores.

La mayor acumulacion de carotenoides de Dunaliella EMS, por unidad de
volumen, no solo es consecuencia del mayor crecimiento, sino de una mayor
acumulacion por unidad de biomasa. Los valores maximos de la relacién
carotenoides:clorofilas (Figura 32) se alcanzan el dia 16 de cultivo en las tres
estirpes, momento en que se inicia la fase de crecimiento exponencial. A partir
de entonces, los valores permanecen practicamente estables en el caso del
mutante (1.7), mientras que para D. bardawil, la relacibn disminuye
paulatinamente desde 2.1 hasta 1.4, probable consecuencia del crecimiento
tardio. Por otro lado, la relacion para D. salina 184.8 permanece practicamente
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constante alrededor de 0.55 a partir de la segunda semana, una vez que se ha
superado la semana inicial de aclimatacion.
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Figura 32. Relacion carotenoides: clorofilas en cultivos D. salina 184.8 (-m-), Dunaliella
EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) crecidas en condiciones exteriores.

De nuevo, la evolucién de la relacion carotenoides:clorofila puede
explicarse en base al criterio expuesto en apartados precedentes. El aumento de
la relacion hasta el intervalo 1.5 — 1.7 revela que el cultivo sufre un cierto estrés
ante la imposicion de nuevas condiciones ambientales, especialmente relativas a
la luz y la temperatura. La estabilidad de la relacion para D. salina 184.8, en una
situacion de viabilidad de los cultivos, vuelve a redundar sobre su menor
habilidad natural para acumular carotenoides. Por tanto, los resultados
expuestos en las Figuras 31 y 32 muestran con claridad la menor capacidad de
D. salina 184.8 para acumular carotenoides cuando se cultiva en condiciones
exteriores.

La Tabla 16 resume los valores maximos de clorofila y carotenoides
totales, asi como de la relacion carotenoides:clorofila, para las tres estirpes
cultivadas en interior y exterior, tras el mismo tiempo de crecimiento, y partiendo
de inéculos similares.

Tabla 16. Valores maximos de clorofila (Chl), carotenoides (Caro) y de la relacion carotenoides:clorofila
(Caro:Chl) obtenidos tras incubar las tres estirpes ensayadas tanto en condiciones de laboratorio como
exteriores.

Laboratorio Exterior
Estirpe Chl Caro Chl Caro
. - Caro:Chl i _ Caro:Chl
(ugml®)  (ug-mit) (ugmi)  (ug-mi™)
Dﬁgj“ga 23.0 9.0 0.45 23.9 12.1 0.57
D. bardawil 16.4 13.4 0.82 19.0 26.6 2.1
Dunaliella
EMS 18.0 9.0 0.50 27.6 42 1 1.8

En conclusion, el resumen de la Tabla 16 muestra con claridad que
Dunaliella EMS presenta el mejor producto “productividad x contenido en
carotenoides” en cultivos que crecen en medio rico en nutrientes, en exterior, con
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aire. Por lo tanto, Dunaliella EMS es la microalga mas idonea, de entre las
estudiadas en este trabajo, para abordar estudios de productividad y
acumulacion de carotenoides en cultivos exteriores. En definitiva, los trabajos
realizados mostraron una mayor produccion de carotenoides en el mutante
debido a un crecimiento mas rapido y, ademas, a un comienzo mas temprano de
la carotenogénesis.

En la Figura 33, se representa el contenido de carotenoides frente al de
clorofila total. De esta forma pueden identificarse los distintos periodos por los
que atraviesan los cultivos después de haber iniciado la incubacion de las
microalgas bajo condiciones climaticas reales. De este tipo de graficas puede
extraerse informacién adicional sobre si la carotenogénesis ocurre de una forma
acentuada y acerca de la intensidad de la fase de aclimatacion. En esta
representacion grafica, una zona inicial de pendiente negativa indica
aclimatacion lenta y una segunda zona lineal de alta pendiente revela una
carotenogénesis intensa.

8

8

o
o
T

Carotenoides totales (ug-m™)
5
T
.
A
i

Clorofila total (pg-n"i'1)

Figura 33A. Contenido de carotenoides totales frente al contenido de clorofila total para las tres estirpes
ensayadas en condiciones exteriores: D. salina 184.8 (-=-), Dunaliella EMS (-e-) y D. bardawil (-A-).
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Figura 33B. Contenido de carotenoides totales frente al contenido de clorofila total para las tres estirpes
ensayadas en condiciones de laboratorio: D. salina 184.8 (-m-), Dunaliella EMS (-e-) y D. bardawil (-A-).
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El perfil observado dependeria de cada estirpe y de las condiciones de
cultivo (época en la que se cultiva, nutrientes, concentracion inicial,
disponibilidad de luz, etc.). La Figura 33A muestra una aclimatacién mas lenta
para D. bardawil y una carotenogénesis mas intensa en el mutante Dunaliella
EMS. La pendiente de cada curva en la zona lineal, dividida por el tiempo
transcurrido entre los puntos extremos de dicho intervalo, permite calcular la
velocidad de acumulacién de carotenoides correspondiente a la fase de
crecimiento, en la que el cultivo se encuentra aclimatado y, por lo tanto, no se ve
influenciado por factores de estrés como la propia aclimatacion o el agotamiento
de nutrientes, entre otros. Los datos del tiempo de aclimatacién y de la velocidad
de acumulacion de carotenoides para las tres estirpes se muestran en la Tabla
17.

Generalmente, el fendmeno de aclimatacion delimitado en la figura
anterior no suele observarse cuando los cultivos se incuban en laboratorio, con
gran parte de las variables controladas. A diferencia de la Figura 33A, en la
Figura 33B no se observan tales diferencias en la linealidad de las curvas,
indicando una rapida aclimatacion de los cultivos a las condiciones de
crecimiento, como corresponde a cultivos que no tienen que adaptarse a
condiciones distintas de luz o temperatura.

Tabla 17. Tiempos de aclimatacion y velocidades de acumulacién de carotenoides (Vc; 4g caro-ug chlt-d-1)
determinadas, tanto en interior como en exterior, tras el periodo de aclimatacién de las estirpes ensayadas.

Laboratorio Exterior
Estirpe Aclimatacion Ve Aclimatacion Ve
(dias) (dias)
D. salina 184.8 0 0.062 8 0.019
D. bardawil 0 0.076 14 0.060
Dunaliella EMS 0 0.063 14 0.064
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Figura 34. Concentracién de luteina, B-caroteno y zeaxantina en cultivos de las tres estirpes de Dunaliella ensayadas,
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incubadas en condiciones exteriores (en la terraza de la Estacion de Sondeos Atmosféricos de “El Arenosillo”).
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Asimismo, ademas de los datos de carotenoides y clorofila totales, se
obtuvieron perfiles de los principales carotenoides identificados mediante HPLC,
cuyos valores se representan en la Figura 34.

Los resultados obtenidos confirman lo que ya se habia observado en las
Figuras 31 y 32. La estirpe D. salina 184.8 se muestra como una microalga con
mayor tendencia a la acumulacion de zeaxantina y luteina. Por el contrario, tanto
en Dunaliella EMS como en la estirpe de la que procede (D. bardawil), la mayor
proporcion corresponde al $-caroteno.

Si se tienen en cuenta los valores de carotenoides normalizados por la
cantidad de clorofila que presenta cada estirpe en cada momento (Tabla 18), se
confirma que, por unidad de clorofila, D. salina 184.8 acumula mas luteina y
zeaxantina que las otras dos estirpes. Igualmente, destacan los valores relativos
al B-caroteno en D. bardawil y Dunaliella EMS. Por lo general, el comportamiento
entre estas dos estirpes ultimas es muy parecido.

Tabla 18. Ratios maximos y promediados de luteina, 3-caroteno y zeaxantina, normalizados por unidad de
clorofila, para las tres estirpes ensayadas en condiciones exteriores durante las tres primeras semanas de

incubacion.
PIGMENTO ESTIRPES
Luteina:Chl D. salina 184.8 D. bardawil Dunaliella EMS
Promedio 0.178 0.133 0.135
Maximo 0.24 0.19 0.21

B-Caroteno:Chl
Promedio 0.122 1.54 1.18
Maximo 0.17 2.3 1.54

Zeaxantina:Chl
Promedio 0.1 0.063 0.065
Maximo 0.15 0.09 0.12

En conclusion, de la experimentacion realizada se infiere que Dunaliella
EMS, cultivada en exterior, es una microalga con alta capacidad para la
acumulacion de pB-caroteno, que se aclimata a las condiciones ambientales
exteriores con facilidad, lo que la convierte en candidata para procesos
discontinuos de produccién en condiciones naturales.

2.5. Estudio de estrategias para la estimulacion de la productividad y
acumulacion de carotenoides en Dunaliella EMS.

A raiz de la serie de experimentos realizada previamente con tres
estirpes de Dunaliella tanto en condiciones controladas de laboratorio como en el
exterior, bajo la influencia de los ciclos diarios de luz y de temperatura
fundamentalmente, factores que afectan de manera importante al crecimiento de
microalgas, se optd por seleccionar Dunaliella EMS para seguir la investigacion,
al ser la estirpe que se mostré mas prometedora de cara a la produccién masiva
de carotenoides.

El grueso de los trabajos realizados en la siguiente etapa de

experimentacién se centrara en analizar qué papel juega la region ultravioleta-
visible del espectro solar en la productividad y la estimulacion de la
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carotenogénesis. Para ello, se han modificado las condiciones radiativas que
reciben los cultivos de manera natural, con la intencion de identificar qué region
espectral influye de manera mas directa sobre ambos aspectos.

Ademas, en otros casos se han realizado ensayos en los que se ha
combinado la modificacién espectral de la radiacion recibida con la limitacion de
nutrientes. El objetivo de estos experimentos ha sido identificar algun tipo de
sinergia entre varios factores que causan estrés oxidativo en las microalgas,
produciéndose por tanto la sintesis de carotenoides como principal respuesta
bioldgica.

Antes de iniciar estos estudios que implicaron la modificacion de las
condiciones radiativas de cultivo, se caracterizdé el comportamiento de Dunaliella
EMS en funcién de la salinidad del medio de cultivo, al ser ésta una condicion de
cultivo determinante en la estimulacién de la acumulacion de carotenoides.

2.5.1. Efecto de la salinidad del medio de cultivo en la productividad y
acumulacién de carotenoides.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos tras cultivar
Dunaliella EMS en medios con diferentes concentraciones salinas (2M, 3M, 4M y
5M). Ya se ha comentado en la Introduccién la importancia de este factor para
asegurar un adecuado desarrollo de los cultivos e inducir acumulaciones
masivas de carotenoides, bajo altas concentraciones de sal. En D. salina, el
optimo de salinidad para el crecimiento se encuentra entre el 18 y el 22% de sal,
mientras que el 6ptimo de salinidad para la produccidn de carotenoides es
superior a un 27% de NaCl (Borowitzka et al. 1984).

Cinéticas de crecimiento

Durante casi 4 semanas se incubaron, en cadmara de laboratorio, cultivos
de Dunaliella EMS a las concentraciones de sal indicadas, bajo una temperatura
constante de 25 °C y una densidad de flujo foténico de 150 pmoles'-m?s™. El
gaseo proporcionado consistié en una mezcla de aire enriquecida al 5% en CO..
Los in6culos se obtuvieron a partir de un cultivo madre en fase exponencial para
lograr alcanzar una concentracion inicial de clorofila alrededor de 10 pg-ml™. El
volumen ensayado en cada caso fue de 250 ml.
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Figura 35. Contenido en clorofila total en cultivos de Dunaliella EMS incubados en
diferentes concentraciones salinas: 2M (- ® =), 3M (-0 -), 4M (- A -) y SM (- > -).

Cuando los cultivos se incuban en medios con una concentracion molar
de sal optima para el cultivo de estirpes del género Dunaliella, es decir, 2M,
éstos reproducen perfectamente las distintas etapas de crecimiento (Figura 35).
En este sentido, puede observarse que la fase de adaptaciéon a las nuevas
condiciones de incubacion apenas dura 3 dias en el caso del control, mientras
que en el resto de cultivos, ésta se alarga hasta el dia 6. El cultivo incubado en
la mayor concentracion salina ensayada (5 M) no muestra crecimiento a lo largo

del experimento.

La produccion de biomasa, medida como contenido en clorofila, varia al
aumentar la concentracion de sal. El cultivo incubado a una concentracion 2M
alcanza la fase estacionaria al cabo de 12 dias, llegando a presentar alrededor
de 50 ug-ml'1 de clorofila total. En el cultivo con 3M de sal, la cantidad de
biomasa alcanzada tras 18 dias de incubacion supera, en un 20%, la del cultivo

control.

Cinéticas de acumulacion de carotenoides
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Figura 36. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS incubados en
diferentes concentraciones salinas: 2M (- ® -), 3M (-0 =), 4M (- A -) y 5M (- > -).
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La acumulacion de carotenoides se muestra en la Figura 36. En general,
las diferencias existentes entre los cultivos incubados en diferentes
concentraciones de sal se minimizan. Aun asi, durante las dos primeras
semanas, el cultivo con 2M de sal presenta una mayor acumulacion de
carotenoides, alcanzando los 20 pug'ml” a los 10 dias de incubacién. Sin
embargo, a partir de la tercera semana, son los cultivos incubados con 3M y 4M
de sal los que presentan una mayor acumulacion de carotenoides, llegando a
alcanzar concentraciones de 32 pg'ml” a la finalizacion del ensayo, lo que
supone un 20% mas de lo observado en el cultivo control. El cultivo con mayor
cantidad de sal (5M) también sufre carotenogénesis, pero a un ritmo inferior, no
observandose un aumento exponencial hasta la segunda semana, consecuencia
de la baja viabilidad celular (Figura 35), debida al estrés producido por la alta
concentracién de sal. Dicho estrés es similar al generado por la ausencia de
nitrégeno inorganico, que induce la acumulacion masiva de carotenoides en un
cultivo con viabilidad limitada.

Tabla 19. Tasas de crecimiento y relaciones maximas de carotenoides:clorofila observadas durante la fase
exponencial de crecimiento en cultivos de Dunaliella EMS incubados en diferentes concentraciones de sal.

Concentraciéon de sal  Tasa de crecimiento (d”) Carotenoides:clorofila

2M 0.12 0.55
3M 0.19 0.95
4M 0.12 1.12
5M 0 2.96

La Tabla 19 recoge los valores de las tasas de crecimiento de los cultivos
crecidos en distintas concentraciones de sal y las relaciones maximas de
carotenoides:clorofila calculadas durante la fase exponencial. Los datos
confirman que la mayor velocidad de crecimiento tiene lugar cuando el mutante
de D. bardawil (Dunaliella EMS) se cultiva en un medio con una concentracion
salina 1.5 veces superior a la 6ptima de crecimiento (2M) que figura en la
bibliografia relativa al cultivo de estirpes del género Dunaliella. Ademas, la
relacion carotenoides:clorofila revela el estado de alto estrés oxidativo del cultivo
con 5M de sal.

En conclusiéon, los resultados presentados en este apartado ponen de
manifiesto la idoneidad de cultivar Dunaliella EMS en concentraciones de sal
cercanas a 3M, bajo las que presenta una tasa de crecimiento significativamente
superior. Una concentraciéon de sal 4M tampoco parece afectar especialmente la
viabilidad del cultivo y estimula la mayor acumulacién de carotenoides, por lo que
podria ser adecuada para estimular la acumulacion masiva en la fase de
produccion.

2.5.2. Efecto de la radiacion UV sobre la productividad y acumulacion de
carotenoides de Dunaliella EMS en condiciones exteriores.

En este experimento se incubé Dunaliella EMS tanto en medio de cultivo
estandar con plenitud de nutrientes como en carencia total de nitrégeno
inorganico. Asimismo, colocando filtros con diferentes caracteristicas Opticas
recubriendo los tubos cilindrico-cénicos (ver Materiales y Métodos), se modifico
la calidad de la radiacion ultravioleta que recibieron los cultivos. Se ubicaron en
el exterior seis cultivos de 250 ml agitados mediante burbujeo con aire y
sometidos a las variaciones diarias de luz y temperatura. De los filtros
empleados, uno retenia la radiacion UV en su totalidad (transmitia toda la regién
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PAR) y otro parcialmente (region UV-B). Ademas, también se aplico un filtro
“transparente” (permite pasar toda la regién UV) para analizar la posible
aparicion de efectos relacionados con la propia naturaleza del filtro (efectos
indirectos sobre la temperatura, disminucion de las dosis recibidas, etc.). La
concentracién inicial del inéculo obtenido a partir del cultivo madre en fase
exponencial fue de 8 ug-ml™ de clorofila total. El ensayo se desarrollé entre el 4
de mayo y el 14 de junio del afio 2005.

Cinéticas de crecimiento

De la Figura 37 se desprende que los cultivos presentaron una etapa de
adaptacion a las nuevas condiciones de incubacion de alrededor de dos
semanas. En este periodo, el nivel de clorofila en las tres condiciones luminicas
permaneci6 estable sobre los 7-8 ug'ml” de clorofila total, comenzando la fase
exponencial de crecimiento del cultivo a partir de la tercera semana. Si bien esta
fase exponencial comenzé al mismo tiempo para todos los cultivos, se observan
diferencias en cuanto al final de esta etapa del crecimiento, prolongandose en el
caso del cultivo incubado en ausencia total de radiacion ultravioleta, 5 y 7 dias
respecto a los que crecen bajo radiaciones PAR + UV-A, y todo el espectro,
respectivamente. Esto, como es légico, se traduce en una mayor concentracion
de biomasa en el cultivo que no recibe radiacion UV (PAR) al final del
experimento. Las diferencias relativas, respecto a la concentracién de clorofila,
existentes entre el cultivo que no recibe radiacion UV durante su crecimiento y
aquellos que bien reciben todo el espectro solar disponible (PAR + UV-A + UV-B)
o no estan protegidos frente a la radiacion UV-B, son del 15 y 20%
respectivamente.
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Figura 37. Contenido de clorofila total en cultivos de Dunaliella EMS incubados en
condiciones exteriores durante mayo y junio de 2005, recibiendo distintas regiones del
espectro ultravioleta: PAR + UV (-o -), PAR + UV-A (- A-) y PAR (- @ -).

Asimismo, en la etapa exponencial, se calcularon las tasas de
crecimiento obtenidas en los diferentes ambientes luminicos, cuyos resultados
se exponen a continuacion, en la Tabla 20.
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Tabla 20. Tasas de crecimiento calculadas durante el intervalo correspondiente a la fase exponencial (17
mayo — 7 junio 2005) de cultivos de Dunaliella EMS incubados bajo diferentes condiciones radiativas.

Condiciones Tasa de crecimiento (d™)

Radiativas
PAR + UV 0.048
PAR + UV-A 0.065
PAR 0.052

Aunque al final del experimento la cantidad de clorofila presente en el
cultivo que no recibe radiacién ultravioleta es sensiblemente superior a la de
aquellos incubados en presencia total o parcial de radiacién ultravioleta, la tasa
de crecimiento mas alta se observa bajo ausencia de radiacién UV-B. Esto
podria significar que la atenuacion de esta radiacién oxidante estimula el
crecimiento ya que disminuye la produccion de especies oxidantes (radicales
libres de oxigeno, fundamentalmente) y el consiguiente efecto oxidativo que
éstas producen en la cadena de transporte electrénico de la fotosintesis (Foyer
et al. 1994; Martinez 2007; Roncarati et al. 2008). Ello justificaria que la tasa de
crecimiento sea, sin radiacion UV-B, un 20% superior respecto a la del cultivo
que solo recibe luz fotosintéticamente activa.

Cinéticas de acumulacién de carotenoides

En el mismo experimento se analizé el contenido de carotenoides totales.
Los resultados se muestran en la Figura 38, donde se observa la habitual
tendencia creciente de acumulacién de carotenoides, paralela al crecimiento de
los cultivos.
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Figura 38. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS incubados
en condiciones exteriores durante mayo y junio de 2005, recibiendo distintas regiones
del espectro ultravioleta: PAR + UV (-0 -), PAR + UV-A (- o -) y PAR (- @ -).

Durante gran parte del ensayo, concretamente en el periodo
correspondiente a la fase de crecimiento exponencial, se observaron diferencias
significativas entre los cultivos en funcién de la calidad de la radiacion recibida.
En este sentido, el cultivo protegido frente a la radiacion ultravioleta total (PAR),
tardéo algo mas (una semana) en aumentar su tasa de acumulacion de
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carotenoides que los cultivos que recibieron parte o todo el espectro de radiacion
UV. El cultivo que recibié todo el espectro (PAR + UV) present6é una tasa alta
desde los primeros dias (0.11 d™"). Algo similar ocurrié en el cultivo incubado bajo
radiacion PAR y UV-A, si bien, en este caso, dicha tasa fue algo inferior (0.090
d"). La tasa de acumulacién de carotenoides para el cultivo que sélo recibio
radiacion PAR fue 0.055 d™' durante las dos primeras semanas.

En la fase exponencial, por tanto, el cultivo que recibié toda la radiacion
ultravioleta presentd una acumulaciéon de carotenoides (ug-ml™) 1.25 veces
superior a la observada en aquel que no recibidé nada de UV. El cultivo que
recibié radiacion UV-A pero no la mas dafina, UV-B, mostré unos niveles
intermedios de acumulacion de carotenoides totales. También es destacable
como las diferencias se minimizaron al terminar el experimento, si bien en el
cultivo que no recibié radiacion UV-B (PAR + UV-A), la acumulaciéon se estancé
antes que en el resto (en torno al dia 31 de incubacion), siendo finalmente la
menor de todos los cultivos.

En la Tabla 21 se muestran las relaciones carotenoides:clorofila
obtenidas para Dunaliella EMS cuando se incuba en diferentes condiciones de
radiacion ultravioleta.

Tabla 21. Relaciones carotenoides:clorofila, promedios y méximas, alcanzadas durante la fase exponencial
(17 mayo - 7 junio 2005) de cultivos de Dunaliella EMS incubados bajo diferentes condiciones radiativas.

Condiciones

L Promedio Maxima
Radiativas
PAR + UV 0.933 1.30
PAR + UV-A 0.798 1.15
PAR 0.681 1.07

Los datos de la Figura 38 y de la Tabla 21 reflejan, en definitiva, que la
presencia de radiacion ultravioleta (UV-A + UV-B) estimula la carotenogénesis
de manera continuada durante el crecimiento de Dunaliella EMS en medio
estandar, puesto que su valor promedio y maximo es el mas alto de todos.
Conforme el cultivo va recibiendo menos radiacion ultravioleta, esta relacion
disminuye.

Este hecho se relaciona con la capacidad de las microalgas para
sintetizar carotenoides como respuesta al exceso de radiacion oxidante, no
aprovechable por las clorofilas para realizar la fotosintesis. Sin embargo, las
rutas del metabolismo secundario responsables de la biosintesis de tales
antioxidantes se activan si dichas condiciones radiativas permiten la viabilidad de
los cultivos (Krishna y Mohanty 1998; Agrawal y Pal 2003; van de Poll et al.
2005).

Para determinar si la calidad de la radiacion influye en el tipo de
carotenoides sintetizados, se analizaron una serie de muestras de cada cultivo
mediante técnicas de HPLC (ver Materiales y Métodos). Se tomaron muestras en
cada una de las etapas del crecimiento por las que atravesé cada cultivo bajo los
escenarios luminicos descritos, es decir, en la fase de latencia, al inicio de la
fase exponencial, al término de ésta y al comienzo de la fase estacionaria
(Figura 39).

125



Resultados y Discusién Radiaciéon UV y microalgas

12 ZZAPAR+UWV Zeaxantina
U722 PAR + UV-A
| EZAPAR ?
08 -
i %

Luteina

ngmi’)
o
T

%

-
o
T

Carotenoides (
o
a
T

:

-
[¢)
T

A
N
T

%
%&
ozl 7

Latencia Inicio exponencial  Final exponencial Estacionaria
Etapa de crecimiento
Figura 39. Concentracién de zeaxantina, luteina y B-caroteno en cultivos de Dunaliella EMS

incubados en condiciones exteriores desde el 4 de mayo al 14 de junio del afio 2005, en funcién de la
radiacion recibida y la etapa de crecimiento considerada.

En general, en ausencia de radiacion ultravioleta (UV), la acumulacion de
zeaxantina y luteina es mas rapida y mayor, lo que es consistente con lo
publicado por algunos autores (Bioschof et al. 1998; 2002). Sin embargo, la
acumulacion de B-caroteno al inicio de la fase de crecimiento exponencial en los
cultivos que recibieron radiacién UV total destacd por encima de los demas
cultivos, que no estuvieron sometidos a tal estrés. Al final del experimento, las
diferencias se minimizaron. Los resultados sugieren un papel estimulador de la
radiacion UV-B sobre la acumulacion de carotenoides, que requiere previamente
la adaptacion del cultivo a tales condiciones de luz.

La comparacién de estos resultados con los obtenidos en laboratorio bajo
radiacion UV-B (apartado 2.3), demuestra que la viabilidad o no de los cultivos
depende de la relacion UV-B/PAR; irradiancias UV-B inferiores a la solar pueden
inhibir el crecimiento con un PAR bajo, mientras que un PAR alto amortigua el
efecto letal de una irradiancia UV-B relativamente alta sobre la viabilidad del
cultivo. Por tanto, es la modulacion de la radiacion UV-B respecto al PAR lo que
permite utilizarla como factor de estrés para estimular la acumulacion de
carotenoides.
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Figura 40. Contenido de carotenoides totales frente al contenido de clorofila total para
cultivos de Dunaliella EMS incubados en condiciones exteriores bajo radiaciones PAR (-e -),
PAR + UV-A(-a-)yPAR+UV (-0 -).

En la Figura 40 se aprecian tres zonas bien definidas; una primera de
adaptacién (clorofila entre 6 y 8 pug'ml™), que comprende las dos primeras
semanas; una segunda correspondiente a la primera parte de la fase
exponencial (clorofila entre 9 y 16 pg-ml”), en la que se observan aumentos
lineales en las concentraciones de clorofila y carotenoides (32 y 42 semana) y
una ultima en la que los cultivos de Dunaliella EMS presentan concentraciones
mas altas de clorofila y tienden a sintetizar un mayor contenido de carotenoides.
Los valores de las pendientes obtenidas en cada una de las zonas
especificadas, divididos por el tiempo, permitieron obtener la velocidad de
acumulacion de carotenoides. Los datos obtenidos se exponen en la Tabla 22.

Tabla 22. Velocidades de acumulacién de carotenoides observadas en cultivos de Dunaliella EMS incubados
en condiciones exteriores bajo diferentes condiciones radiativas.

Condiciones Adaptacion Baja Clorofila Alta Clorofila
Radiativas (ng caro-pg chi™-d™)  (ug caro-pg chi™d™)  (ug caro-pg chi™d™)
PAR + UV 0.067 0.082 0.274

PAR + UV-A 0.309 0.072 0.592
PAR 0.533 0.063 0.185

El bajo valor en la velocidad de acumulacion de carotenoides obtenido en
la zona de alta clorofila para el cultivo que solo recibe radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) indica una mejor capacidad para extender su
fase de crecimiento exponencial cuando los otros cultivos ya se encuentran en
fase estacionaria. Esto es debido, entre otras razones, a la ausencia de la accion
oxidante provocada por la presencia de radiaciones UV-A y UV-B.

En conclusion, el crecimiento mas eficiente de Dunaliella EMS en exterior
se obtiene en ausencia de radiacion UV, mientras que la mayor acumulacion de
carotenoides ocurre cuando los cultivos reciben todo el espectro de radiacion
uv.
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Incubacion en condiciones limitantes de nitrégeno inorganico

Para averiguar las posibles sinergias existentes entre dos factores de
estrés, por un lado, la presencia de radiaciones oxidantes, y por otro, la ausencia
de un nutriente esencial como el nitrdgeno, se colocaron en la terraza de la
Estacion de Sondeos Atmosféricos de “El Arenosillo” una serie de cultivos
incubados bajo las diferentes condiciones de radiacion ya mencionadas (PAR,
PAR + UV-A y PAR + UV), pero ademas, se eliminé el nitrégeno inorganico del
medio de cultivo. Los resultados se muestran en la Figura 41.
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Figura 41. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS incubados en
condiciones exteriores, en ausencia total de N, bajo radiacion PAR (-e -), PAR + UV-A (-a -)
yPAR +UV (-0 -).

La Figura revela un claro efecto sinérgico de la presencia de radiacion UV
en combinacién con la limitacion de nitrégeno inorganico sobre la acumulacion
de carotenoides. La maxima produccion de carotenoides se da en aquellos
cultivos que reciben todo el espectro solar disponible y se incuban en ausencia
de nitrégeno. Ademas, la gran diferencia entre los niveles mostrados por estos
cultivos (PAR + UV) y aquellos que recibieron PAR + UV-A, indica un fuerte
papel estimulador de la acumulacion de carotenoides por la radiacion UV-B,
confirmando lo observado durante el crecimiento respecto a la evolucion de
carotenoides totales e incidiendo en la relevancia de la relacion UV-B/PAR de
cara a la estimulacién de dicha acumulacion.

Ya se ha constatado como las diferencias existentes no son tan notables
cuando las microalgas se cultivan en medio estandar con plenitud de nutrientes
(Figura 38). Sin embargo, la aplicacion de un factor de estrés como la limitacién
de nitrégeno, que supone una estrategia metodolégica ampliamente utilizada
(Orosa et al. 2000; Leodn et al. 2005; Jin et al. 2006) para estimular la sintesis de
carotenoides, propicia una mayor actividad de las rutas metabdlicas secundarias
responsables del aumento de estas moléculas (Giuliano et al. 2008),
singularmente potenciada en presencia de radiacion UV-B.

La maxima concentracion de carotenoides totales y del pigmento
mayoritario, es decir, el B-caroteno, se alcanza antes también en los cultivos que
reciben PAR + UV (dia 20), en comparacion al resto de cultivos que crecen bajo
las demas condiciones, los cuales llegan a su maximo diez dias después.

128



Radiacién UV y microalgas Resultados y Discusién

Por tanto, los resultados sugieren que, en cultivo exterior, la combinacion
de la ausencia de nitrégeno e iluminacién con todo el espectro de radiacion solar
UV podria ser la estrategia mas eficiente en procesos de produccién de
carotenoides, en exterior, a partir de cultivos de Dunaliella EMS, precedida de
una fase de crecimiento en ausencia de radiacién UV.
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Figura 42. Relacién carotenoides:clorofila en cultivos de Dunaliella EMS incubados en condiciones
exteriores tanto en carencia de nitrégeno inorganico (-N) como en plenitud de nutrientes (+N), en
funcion de distintas condiciones de radiacion: PAR + UV (-0-), PAR + UV-A (- -) v PAR (-e -).
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Como era de esperar tras los resultados anteriores, las relaciones
carotenoides:clorofila obtenidas bajo plenitud de nutrientes, mostraron valores
mas altos en los cultivos que recibieron PAR + UV en comparacion con aquellos
que solo aprovecharon la region PAR del espectro (Figura 42). En limitacién de
nitrogeno, la relacion obtenida para los cultivos que aprovecharon las
radiaciones PAR y UV fue también la mas elevada. Estos resultados evidencian
el efecto sinérgico de la ausencia de nitrégeno inorganico y la radiacion UV-B
sobre la velocidad y la magnitud del pool de carotenoides acumulados.

El analisis cualitativo de los carotenoides producidos se muestra en la
Figura 43, que recoge los datos de la acumulacion, normalizada por unidad de
biomasa, de los principales carotenoides de Dunaliella EMS, en cultivos
incubados en carencia de nitrégeno, asi como la de aquellos crecidos en medio
estandar. De la misma, se infiere que, en ambas condiciones de incubacion, el
carotenoide que se acumula de forma mayoritaria es el p-caroteno. Ademas, la
tendencia de acumulacion de luteina es totalmente contrapuesta cuando se
elimina el nitrdgeno inorganico del medio. Asi, cuando los cultivos se incubaron
en medio estandar con plenitud de nutrientes, la concentracion de luteina se
incrementd, al final del experimento, 5 veces respecto a las observadas en
ausencia de nitrégeno en el medio (datos no mostrados). En el caso del -
caroteno ocurrio lo contrario, es decir, la aplicacion de dos factores de estrés
como la limitacién de nitrégeno y la presencia de radiaciones de la region
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ultravioleta, provocé que la cantidad final de B-caroteno acumulado fuese el
doble de la observada en los cultivos incubados en medio estandar.
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Figura 43. Acumulacién especifica de zeaxantina, luteina y B-caroteno, por unidad de biomasa (Chl),
en cultivos de Dunaliella EMS incubados en condiciones exteriores recibiendo todo el espectro (PAR
+ UV) tanto en medio estandar de cultivo (®) como en carencia nutricional de N (o).
Concentraciones al final del ensayo: B-caroteno, 14.4 ug-ml' (PAR + UV +N) y 28.4 ug'ml! (PAR +
UV - N); luteina, 0.36 pg mi' (PAR + UV + N) y 1.50 pg mi* (PAR + UV - N).
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Figura 44. Contenido de carotenoides totales frente al contenido de clorofila total en cultivos de Dunaliella EMS expuestos a

diferentes condiciones de radiacion UV tanto en medio estandar (+ N) como en condiciones limitantes de N (- N).

La Figura 44 expone las evoluciones contrapuestas de la cantidad total
de clorofila y de carotenoides totales en una y otra situacion, es decir, cuando los
cultivos se incuban en un medio pleno de nutrientes y cuando son crecidos en

130



Radiacién UV y microalgas Resultados y Discusién

ausencia de nitrégeno inorganico, revelando que la mayor acumulacién de
carotenoides se produce, como es logico, en cultivos que pierden viabilidad
como consecuencia de la carencia de nitrégeno.

2.5.3. Efecto de la region espectral visible (PAR) sobre la productividad y
acumulacion de carotenoides en condiciones de laboratorio.

Hasta ahora se ha analizado la influencia que las distintas regiones del
espectro de radiacion ultravioleta que se recibe a nivel superficial tienen sobre la
produccion de biomasa y la sintesis de pigmentos de interés biotecnoldgico, sin
alterar la region PAR. En los experimentos que se muestran a continuacion, se
ha alterado, en laboratorio, el espectro visible (PAR) que reciben las microalgas
para comprobar los efectos que estas modificaciones ejercen sobre la
produccion de biomasa y la acumulacion de carotenoides. Los organismos
fotosintéticos, incluyendo por tanto las microalgas, hacen uso de esta regién
espectral para realizar la transduccion de parte de la energia luminica incidente
en energia quimica, que termina materializandose en compuestos organicos
constituidos principalmente de carbono, hidrégeno y oxigeno. Sin embargo, sélo
algunas zonas del espectro PAR son plenamente Utiles para la fotosintesis (Han
et al. 2003; Scott et al. 2006; Matsuda et al. 2007).

La razén para la realizacion de dichos controles de laboratorio fue
conocer, bajo condiciones de cultivo muy controladas y con anterioridad a los
ensayos de modificacion del PAR en cultivos exteriores, si el crecimiento y
acumulacion de carotenoides en cultivos de Dunaliella EMS irradiados con
diferentes regiones del PAR podrian resultar afectados cualitativamente.

Para conocer las distintas zonas del PAR emitidas por las lamparas de la
camara de cultivo, se caracterizé su distribucion espectral, con ayuda de un
espectrorradiometro (Figura 45A). De la observacién del espectro se estimé mas
adecuado estudiar en camara de cultivo unicamente la influencia de un filtro
amarillo (atenda la region azul de 400 a 500 nm), que transmitia la regién
espectral comprendida entre 500 y 700 nm, donde se produce la absorcion de
las clorofilas.

No obstante, aunque no se muestran los resultados en esta Tesis, se
realizaron experimentos previos en camara, también con filtros rojo, verde y azul,
que no rindieron resultados relevantes que merezcan ser descritos aqui con
algun detalle. Son fundamentalmente dos las razones por las que consideramos
que los resultados derivados del uso de filtros rojo, verde y azul en camara de
cultivo no pueden discutirse de una forma amplia, con proyeccion hacia su
aplicacioén en cultivos exteriores: de una parte, la forma del espectro emitida por
las lamparas de la camara de cultivo difiere extraordinariamente de la de la
radiacion solar (Figura 45B), y de otra parte, la atenuacién que los filtros
provocan sobre las bajas irradiancias PAR que se emiten en camara, de lo que
se deriva una disponibilidad de luz visible muy limitada para el crecimiento de los
cultivos de Dunaliella EMS.

De ahora en adelante, cada cultivo ensayado se referira por el color del
filtro aplicado (p.e cultivo ‘Azul’, cultivo ‘Amarillo’, etc.).
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Figura 45. Espectros de irradiancia normalizados, emitidos por lamparas Philips 30W/33 (A) y el sol (B).

A continuacién se exponen, con la intenciéon de evaluar la maxima
produccion de carotenoides, los resultados correspondientes a experimentos con
cultivos de Dunaliella EMS incubados en condiciones controladas de laboratorio
en medio estandar y a aquellos en los que se combinaron dos factores de estrés:
la modificacién de la regién PAR del espectro y la limitacion del nitrégeno
inorganico presente en el medio.

Cinéticas de crecimiento

Para modificar la radiacion visible incidente en los cultivos se emplearon
diversos papeles de celofan de colores caracterizados por una transmitancia
especifica, dejando pasar una determinada ventana espectral, reteniendo y/o
reflejando el resto (ver Materiales y Métodos).

En la camara de cultivo disponible en el laboratorio de Bioquimica de la
Facultad de Ciencias Experimentales de la Universidad de Huelva, se incubaron
distintos cultivos de Dunaliella EMS en medio estandar con plenitud de
nutrientes. Los ensayos mantuvieron unas condiciones controladas de
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incubacién que fueron las siguientes: iluminacién continua con lamparas
blancas que irradiaban 150 pmoles'-m?:s™ de PAR, temperatura constante (25°
C) y gaseo mediante mezcla de aire enriquecida al 5% en CO,. El cultivo madre
se tomd en fase exponencial y los inéculos iniciales tuvieron una concentracién
cercana a los 10 ug-ml”" de clorofila total.
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Figura 46. Crecimiento celular de los cultivos de Dunaliella EMS incubados bajo radiaciones PAR
de diferente calidad espectral en condiciones de laboratorio. Control (- ® -) y ‘Amarillo’ (- ¢ -).

8

Clordfila total (ug-mi™)
3
T

0 s | s | s |

0 6 12 18
Tiempo (d)

Figura 47. Contenido de clorofila total en cultivos de Dunaliella EMS incubados bajo radiaciones
PAR de diferente calidad espectral en condiciones de laboratorio. Control (- = -) y ‘Amarillo’ (- ¢ -).

La evolucion del numero de células y de la clorofila de los cultivos se
recoge en las Figuras 46 y 47. Durante la primera semana de incubacion puede
observarse como los cultivos mostraron una evolucion similar en cuanto al
numero de células y, especialmente, en cuanto al contenido celular en clorofila.
Por tanto, la atenuacion, en camara de laboratorio, de la zona azul del espectro
visible, no afecta negativamente al crecimiento de Dunaliella EMS.
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Durante la primera semana de cultivo, en la fase de crecimiento
exponencial, se calcularon las tasas de crecimiento, cuyos valores se exponen
en la Tabla 23.

Tabla 23. Tasas de crecimiento calculadas durante la fase exponencial de crecimiento en cultivos de
Dunaliella EMS incubados bajo distintas regiones espectrales de PAR en condiciones de laboratorio.

Cultivo Tasa de crecimiento (d™)
Control 0.27
Amarillo 0.24

Cinéticas de acumulacion de carotenoides

Las cinéticas de acumulacién de carotenoides se presentan en la Figura
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Figura 48. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS incubados en
condiciones de laboratorio bajo PAR modificada. Control (- = -) y ‘Amarillo’ (- ¢ -).

Los cultivos control que durante el experimento recibieron todo el
espectro visible (PAR), acumularon un mayor contenido de carotenoides totales
(~ 40 pg'ml™) hacia la segunda semana del ensayo. Esto supuso una
acumulacion de carotenoides 1.25 veces superior a la observada en los cultivos
que no recibieron la zona espectral correspondiente a longitudes de onda del
azul (cultivo ‘Amarillo’).

Por otra parte, se analizé el tipo y la concentracién de los principales
carotenoides acumulados en Dunaliella EMS, con el fin de conocer si la calidad
de luz ejercia alguna influencia cualitativa o cuantitativa resefiable. En la Figura
49 se representan las concentraciones de los principales pigmentos identificados
mediante cromatografia liquida.
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Figura 49. Concentracion de B-caroteno y luteina en cultivos de Dunaliella EMS incubados

bajo diferentes regiones del espectro visible (PAR) en condiciones de laboratorio. Control (=) y

‘Amarillo’ (=).

La Figura muestra que existen diferencias significativas en relacion a la
cantidad de B-caroteno y luteina acumulada en cada cultivo. Mientras que la
concentracion de B-caroteno acumulada por los cultivos control fue
aproximadamente el doble de la acumulada por el cultivo ‘Amarillo’ al final del
experimento, el contenido en luteina de dicho cultivo ‘Amarillo’ fue,
aproximadamente, un 35% superior al de los cultivos control. La atenuacion de la
region azul del espectro visible produce, en laboratorio, un cambio cualitativo
notable en la distribucién de los carotenoides mayoritarios de Dunaliella EMS.

La Tabla 24 resume los principales resultados obtenidos en la incubacion
de cultivos de Dunaliella EMS bajo distinta calidad de luz, evidenciando que bajo
luz amarilla, Dunaliella EMS conjuga un crecimiento notable con una elevada
acumulacion de luteina, lo que abre una via de estudio para evaluar su posible
empleo en procesos de produccion de luteina, en laboratorio.

Tabla 24. Valores maximos relativos al crecimiento y acumulacion de carotenoides de Dunaliella EMS
incubada bajo distinta calidad de PAR en condiciones de laboratorio.

Densidad - :
. Contenido Contenido .
Jeoln, g meamo  mamo  Bedotenocnl  Lutenscn
6 B-caroteno luteina a2 )
(PAR) cg:-r%n(:'l) (ug-ml™) (ug-mi) (mg-g™) (mg-g”)
Control 5.85 28.42 10.74 284.4 111.1
Amairillo 5.15 12.06 15.02 124.9 155.5

Después de normalizar los contenidos de pigmentos por la cantidad de
clorofila, las diferencias se minimizaron en algunos casos, pero la evolucion
temporal de la variacion de las concentraciones de los principales carotenoides
identificados (luteina y p-caroteno) se mantuvo, destacando una mayor
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proporcion de luteina por unidad de biomasa en el cultivo incubado bajo el filtro
amarillo (Tabla 24).

Incubacion en condiciones limitantes de nitrdgeno inorganico

Con el objetivo de identificar si existe algun tipo de sinergia entre la
limitacion de un nutriente basico como el nitrégeno y la diferente calidad de luz
PAR que reciben los cultivos de Dunaliella EMS incubados en condiciones
controladas de laboratorio, se desarrollo el experimento del que, a continuacion,
se exponen los resultados.

Para alterar la calidad espectral de la luz visible incidente sobre los
cultivos de Dunaliella EMS se emplearon matraces con papel de celofan
amarillo. El gaseo proporcionado fue una mezcla de aire enriquecida al 5% en
CO,, se aplicé una iluminacién continuada (24 h/dia) de 150 pmoles -m?%s™ y la
temperatura se mantuvo estable en 25 °C. La concentracion inicial de clorofila
total alcanzada en los cultivos a partir de in6culos procedentes de un cultivo
madre en fase exponencial, fue cercana a los 15 pg-ml™.
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Figura 50. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS incubados en
condiciones de laboratorio bajo PAR modificada y en ausencia total de nitrégeno inorganico.
Control (- = -) y ‘Amarillo’ (- ¢ -).

La acumulacion de carotenoides en ausencia de nitrogeno bajo
condiciones modificadas de luz visible (Figura 50), muestra una evolucion tipica,
con una fase exponencial de mayor pendiente y otra estacionaria en la que los
niveles acumulados se mantienen en torno a un valor constante. El cultivo
control alcanzé un maximo de concentracién de 30 ug:ml”. Por su parte, el
cultivo incubado bajo luz amarilla presenté un comportamiento similar al control,
aunque en promedio acumulé una cantidad de carotenoides un 15% inferior.

En conclusion, si bien no se observa ningun efecto sinérgico entre la
ausencia de nitrogeno inorganico y la atenuacion de la zona azul del espectro
PAR en cuanto a la acumulacién de carotenoides, la concurrencia de ambos
factores no determina ningun descenso acusado de dicha acumulacién, lo que
abriria la posibilidad de utilizar, en procesos de produccion de carotenoides, la
limitacion del PAR en la mencionada regién azul.

136



Radiacién UV y microalgas Resultados y Discusién

2.5.4. Efecto de la region espectral visible (PAR) sobre la productividad y
acumulacion de carotenoides en condiciones exteriores.

Seguidamente, se investigo si el patron de crecimiento y acumulacion de
carotenoides de la microalga variaba cuando se modificaba la calidad de luz
visible en el exterior.

A continuacion se presentan los principales resultados obtenidos en los
experimentos desarrollados en condiciones exteriores con cultivos de Dunaliella

EMS incubados en ausencia de ciertas partes del espectro visible de radiacion
solar.

Los cultivos de Dunaliella EMS se inocularon a partir de un cultivo madre
que se encontraba en fase exponencial de crecimiento. En esta ocasion, el
gaseo se efectud con aire, y las microalgas estuvieron sometidas a los ciclos
diarios de luz y temperatura propios de la zona y de la época del afo en la que
tuvo lugar el ensayo (desde el 8 de junio hasta el 17 de julio del afio 2006).
Como sistema de incubacién se emplearon tubos cilindrico-cénicos de 250 ml.

Para modificar el espectro visible de la radiacion solar se emplearon
papeles de celofan, pero ademas, se utilizaron filtros que atenuaron toda la
radiacion ultravioleta (UV-A + UV-B) para analizar exclusivamente el efecto de la
modificacion de la regién visible (PAR) sobre la produccién de biomasa y de
carotenoides en cultivos de Dunaliella EMS. Asi pues, se expusieron, en
condiciones exteriores, cultivos control que sélo recibieron radiacion PAR y
cultivos que crecieron bajo determinadas longitudes de onda correspondientes a

la region visible del espectro de radiacién solar incidente (amarillo, verde, rojo y
azul).

Cinéticas de crecimiento

Densidad celular (x10° cel'm™)
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Figura 51. Crecimiento celular en cultivos de Dunaliella EMS incubados en condiciones

exteriores bajo radiacién PAR modificada y en ausencia de radiacién UV. Control (- = -),
‘Amarillo’ (- ¢ ). Verde' (- @ -), ‘Roio’ (- a -) v ‘Azul’ (- v -).

La Figura 51, que representa la densidad celular de los cultivos, muestra
que la tendencia general de la evolucion del nimero de células presente en
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todos los cultivos es creciente, con alguna excepcion. Especialmente destacable
es la disminucion que sufrié la concentracion celular del cultivo ‘Azul’ alrededor
de la segunda semana de incubacion, no teniéndose una explicacién clara de
este fendmeno. Las mayores concentraciones celulares (~ 4 millones de
células'ml™") se alcanzaron en los cultivos control y ‘Verde’, mientras que los
cultivos ‘Amarillo’ y ‘Rojo’ exhibieron un comportamiento similar.
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Figura 52. Contenido de clorofila total en cultivos de Dunaliella EMS incubados en condiciones

exteriores bajo diferentes regiones del espectro solar visible (PAR) y en ausencia de radiacion
UV total. Control (- m -), ‘Amarillo’ (- ¢ -), ‘Verde' (- ® -), ‘Rojo’ (- 4 -) y ‘Azul’ (- v -).

Como se observa en la Figura 52, que representa la evolucion del
contenido de clorofila, durante la primera semana de incubacion los cultivos se
encuentran en la etapa de adaptacion a las nuevas condiciones. En este
periodo, el cultivo que recibié todo el espectro visible y aquel que sdlo presentd
atenuadas las longitudes de onda pertenecientes al azul (control y ‘Amarillo’)
apenas aumentaron su contenido de clorofila total. Sin embargo, los cultivos
‘Rojo’, ‘Verde’ y ‘Azul’ (éste especialmente) comenzaron a crecer levemente
antes que los otros. A partir de la segunda semana tuvo lugar la fase
exponencial de crecimiento. La fase estacionaria dio comienzo en torno a la
cuarta semana, ya que los contenidos de clorofila total tendieron a estabilizarse.
Los cultivos ‘Rojo’ y ‘Verde’ alcanzaron al final del experimento unos valores
maximos cercanos a los 30 pg-ml™, lo que supuso un contenido de clorofila total
un 64% superior al observado en el control.

En la Tabla 25 se han calculado las tasas de crecimiento a partir del
numero de células representado en la Figura 51.

Tabla 25. Tasas de crecimiento promedio calculadas durante la fase exponencial de crecimiento en cultivos
de Dunaliella EMS incubados en condiciones exteriores, bajo distintas regiones espectrales de PAR y en
ausencia de radiacién UV.

Cultivo Tasa de crecimiento (d™)
Control 0.037
Amarillo 0.027
Verde 0.047
Rojo 0.038
Azul 0.035
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En el exterior, bajo luz solar, las productividades en los cultivos que
crecen con luz amarilla son inferiores a las de los cultivos que crecen con luz
verde, y también se observa un rendimiento aceptable en el crecimiento de los
cultivos crecidos bajo luz roja, como cabria esperar (Jeon et al. 2005),
corroborado por la acumulacion de clorofila, superior a la del resto de cultivos.

En la Figura 53 se representa la variacion de la concentracion intracelular
de clorofila de los cultivos a lo largo del experimento. En ella se muestra un
brusco descenso en los primeros 4 o 5 dias de incubacion de casi el 50%
respecto a los valores de partida. Esta caida tiene su origen en el periodo de
adaptacion frente a las nuevas condiciones luminicas (altas irradiancias) que
estan recibiendo los cultivos (Mclintyre et al. 2002), que se ven en la necesidad
de modificar sus contenidos en clorofila antena, en funcién de la radiaciéon
disponible. A partir de este momento, los cultivos tienden a estabilizar la cantidad
de clorofila total presente en cada célula (entre 6 pg-cel™; control y 11 pg-cel™;
azul), si bien, en todos los casos se aprecia una ligera tendencia de pérdida de
clorofila. Los valores mas altos de clorofila en el cultivo ‘Azul’, paralelos a la
menor densidad celular, son propios de una falta de correlacion entre el
presumible mayor rendimiento cuantico de la clorofila antena y una menor
actividad anabdlica (menor crecimiento). Tan sélo algunas referencias, en
macroalgas, describen tal posible falta de correlacién, achacable segun los
autores (Aguilera et al. 2000) a alteraciones de la cadena de transporte
electronico de la fotosintesis, producidas por la luz azul. Los valores de clorofila
en células irradiadas con luz roja son coherentes con lo referido en la literatura, y
son propias del aprovechamiento por las células de la zona del espectro visible
fotoquimicamente util para las clorofilas.
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Figura 53. Concentracion intracelular de clorofila total en cultivos exteriores de Dunaliella EMS
incubados bajo radiacion PAR modificada en ausencia de radiacion UV. Control (- = -),
‘Amarillo’ (- 4 -), ‘Verde’ (- e -), ‘Rojo’ (- 4 -) y ‘Azul’ (- v -).

Cinéticas de acumulacion de carotenoides

La Figura 54, que representa la variacion temporal del contenido de
carotenoides totales en los cultivos de Dunaliella EMS, muestra una tendencia
lineal creciente, con una primera etapa mas pronunciada en los 5 primeros dias,
periodo en el que no se aprecian diferencias significativas. Sin embargo, a partir
de la segunda semana de incubacién, el cultivo que recibié todo el espectro
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visible (control) y aquel que no recibié longitudes de ondas pertenecientes al
entorno del azul (‘Amarillo’), presentaron una acumulacion de carotenoides
totales inferior en un 15-20% a la observada en los cultivos ‘Rojo’, ‘Azul’ y ‘Verde’
durante el intervalo comprendido entre los dias 11 y 28. En todo caso, al final del
experimento, las diferencias de acumulacién de carotenoides totales entre los
cultivos que reciben un PAR modificado no son significativas.
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Figura 54. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS incubados en
condiciones exteriores bajo PAR modificado y en ausencia de radiacién UV. Control (- = -),
‘Amarillo’ (- ¢ -), ‘Verde' (- @ -), ‘Rojo’ (- a-) y ‘Azul’ (- v -).
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Figura 55. Concentracion B-caroteno, luteina y zeaxantina en cultivos de Dunaliella EMS
incubados en condiciones exteriores bajo diferentes regiones del espectro visible (PAR) y en
ausencia de radiacion UV. Control (m), ‘Amarillo’ (=), ‘Verde’ (=), ‘Rojo’ (=) y ‘Azul’ (m).
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En la Figura 55 se representan los principales pigmentos identificados
mediante cromatografia liquida. Posteriormente, los valores representados en la
misma se han normalizado por la cantidad de clorofila que presentaba cada uno
de los cultivos en ese momento. Estos datos se incluyen en la Figura 56.

En general, segun se observa en la Figura 55, las oscilaciones
identificadas en el contenido de un determinado pigmento, en funciéon de la
radiacion visible recibida, son poco significativas. Tan sélo es resenable el
aumento de la concentracion de B-caroteno paralelo al crecimiento en todos los
cultivos, como carotenoide mayoritario de la microalga. En efecto, la
acumulacion de B-caroteno en los cultivos aumentd con el paso de los dias de
una forma mas clara, si comparamos con la variacion de la acumulacion del
contenido de zeaxantina y luteina. El incremento gradual de la concentracién de
B-caroteno se aprecié en todos los cultivos, por lo que podemos concluir que no
se observa un efecto sobre la acumulacion de carotenoides especificos, por
unidad de volumen de cultivo, derivado de la desigual calidad luminica bajo la
cual se han desarrollado.
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Figura 56. Contenido de zeaxantina, luteina y -caroteno, por unidad de biomasa, en cultivos de
Dunaliella EMS incubados en condiciones exteriores diferentes regiones del espectro visible
(PAR) y en ausencia de radiacion UV. Control (m), ‘Amarillo’ (=), ‘Verde’ (=), ‘Rojo’ (=) y ‘Azul’ (m).

Tras normalizarlos contenidos de los pigmentos principales por unidad de
biomasa (Figura 56), el cultivo control y aquél que no recibe luz azul (‘Amarillo’)
acumulan, hacia la mitad de la tercera semana, un 15% mas p-caroteno que el
resto de cultivos. Estos dos cultivos son los que presentan una mayor proporcion
del pigmento mayoritario por unidad de clorofila. Este hecho se debe a que, a
pesar de la baja cantidad de clorofila del control (Figura 52), el porcentaje con el
que el B-caroteno contribuye al pool de carotenoides sigue siendo el mas alto.
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De la Figura 56 es especialmente resefable el aumento de la presencia de
luteina en los cultivos incubados bajo luz amarilla (en ausencia de luz azul)
respecto a la de B-caroteno. Esta tendencia es contraria a la observada en
cultivos incubados bajo toda la regién PAR del espectro (cultivos control), en los
que la proporcién de p-caroteno respecto a luteina aumenta con el transcurso del
tiempo. A pesar de las condiciones de luz tan diferentes entre el exterior y las de
la camara de cultivo utilizada en esta Tesis, dicha observacion relativa a la
dinamica de acumulacion de luteina en Dunaliella EMS es comun en ambos
escenarios, como ya se discutié anteriormente para cultivos en interior.

Otro aspecto a resaltar sobre la dinamica de acumulacién de
carotenoides bajo PAR-modificado es la diferente escala de acumulacién
observada entre la situacién interior, en laboratorio, y la exterior. Mientras que en
el cultivo control, la cantidad maxima de B-caroteno acumulado por unidad de
biomasa se encuentra cerca de los 300 mg-g” (Tabla 24), en el exterior, esta
proporcion practicamente se duplica al cabo de dos semanas (Figura 56). Esto
vendria a confirmar, como se ha visto en otros apartados de esta Tesis, que las
condiciones exteriores son mucho mas estresantes durante el desarrollo de los
cultivos, ya que las variaciones en la intensidad y calidad de luz, de temperatura
y del fotoperiodo, poco tienen que ver en ambos casos.

Las diferencias mas significativas se observan al representar la
concentracién intracelular de carotenoides a lo largo del experimento en los
cultivos de Dunaliella EMS incubados bajo radiacion PAR modificada (Figura 57).
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Figura 57. Concentracion intracelular de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS

incubados en condiciones exteriores bajo radiacion PAR modificada y en ausencia de
radiacién UV. Control (- m -). ‘Amarillo’ (- ¢ -). ‘Verde’ (- e -). ‘Roio’ (- o -) v ‘Azul’ (- v -).

Segun la Figura 57, el cultivo control que recibio todo el espectro visible
mantuvo una concentracién celular de carotenoides promedio cercana a 4.5
pg-cel”’ en todo el experimento, con una ligera tendencia ascendente. Esta es
también la tendencia habitual registrada en los cultivos incubados bajo luz
amarilla y verde, que tendieron igualmente a mantener los niveles intracelulares
de carotenoides. Sin embargo, los cultivos crecidos bajo luz azul y roja
presentaron desde el primer momento una mayor concentracion de carotenoides
por célula, que siguié aumentando de manera notable en los cultivos incubados
bajo luz azul. Este hecho se vio acentuado hacia la parte final del ensayo,
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motivado fundamentalmente por el descenso de la densidad celular (Figura 51),
aspecto éste que pudiera estar relacionado, como ya se ha discutido
anteriormente, con la falta de correlacion entre la sintesis de clorofila y un menor
crecimiento, debido a una menor eficiencia fotosintética. En este sentido, la
literatura refiere la activacion de la acumulacién de carotenoides oxigenados
(astaxantina) en Haematococcus pluvialis y Thraustochytrium por incubacién de
cultivos bajo luz azul, que detiene el crecimiento pero favorece Ila
carotenogénesis en la microalga (Park y Lee 2001; Yamaoka et al. 2004),
resultados coherentes con los obtenidos para Dunaliella EMS en este trabajo.

En resumen, cuando se incuban cultivos de Dunaliella EMS bajo distintas
partes de la region PAR del espectro de radiacion solar, tras un periodo inicial de
adaptacion a las nuevas condiciones de luz impuestas, los cultivos que
recibieron luz verde, roja y azul crecieron, por este orden, con tasas especificas
iguales e, incluso, algo superiores, a la del cultivo control (que recibi6é todo el
PAR). Dichos resultados sugieren que el uso de PAR modificado (ciertas
regiones del espectro) para acelerar la produccion de Dunaliella EMS no deberia
afectar negativamente al crecimiento. Tal accién parece mas oportuna si,
paralelamente, se produce una estimulacién de la acumulacién de carotenoides.

En este sentido, los cultivos de Dunaliella EMS incubados bajo luz roja y
luz azul acumulan significativamente (hasta el triple, para el cultivo que recibié
luz azul) mas carotenoides, por célula, que el cultivo control, durante la fase de
crecimiento exponencial. El carotenoide mayoritario es siempre B-caroteno, y en
cultivos en crecimiento, su proporcién respecto a luteina, segundo carotenoide
mas abundante en la microalga, aumenta a medida que el cultivo se hace mas
denso y se acerca a la fase estacionaria. El cultivo ‘Verde’ muestra el mismo
comportamiento, pero con menor intensidad respecto al control.

Los cultivos incubados con luz amarilla tienen una mayor tendencia a
aumentar la proporcion de luteina respecto a la de B-caroteno durante el
crecimiento, si bien éste sigue siendo siempre el carotenoide mayoritario. Los
cultivos que reciben todo el PAR aumentan el contenido de p-caroteno y
disminuyen el de luteina a lo largo del crecimiento.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este apartado permiten sugerir
una estrategia de cultivo en exterior destinada a la produccion de p-caroteno con
el mutante Dunaliella EMS consistente en incubar los cultivos bajo luz roja o azul
(incluso luz verde) durante la fase inicial del cultivo y, aproximadamente, hasta la
mitad de la fase exponencial, con el objetivo de sostener el crecimiento mientras
se estimula la rapida acumulacién de carotenoides. Dicha estrategia se discute
en el siguiente apartado de la Tesis.

2.5.5. Optimizacion del proceso de produccién de biomasa y estimulacion de la
acumulacion de carotenoides en condiciones exteriores.

A partir de los resultados obtenidos anteriormente en este trabajo de
Tesis, se infieren los siguientes hechos relacionados con el crecimiento y
acumulacion de carotenoides por el mutante Dunaliella EMS cultivado en el
exterior:

1) La radiacion UV no es determinante para el crecimiento de la
microalga, obteniéndose curvas muy similares en cultivos crecidos
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sélo con PAR, incluso en este caso con mayor productividad en la
fase final del crecimiento exponencial.

2) De la region PAR, las correspondientes a luz roja, azul e incluso
verde, no disminuyen el crecimiento y, en cambio, ciertas regiones
podrian estimular la acumulacién celular de carotenoides durante el
cultivo de la microalga.

3) Laradiacién UV determina una mayor acumulacién de carotenoides
en cultivos en crecimiento respecto a cultivos que sélo reciben todo
el PAR, si bien al final de la fase exponencial las cantidades
acumuladas en ambos cultivos por unidad de volumen son
similares. Sin embargo, el uso de regiones especificas del espectro
PAR, en concreto luz roja o azul (también luz verde, en menor
medida), parece incrementar la acumulacion intracelular de
carotenoides durante el crecimiento.

4) En cultivos en fase de acumulacion masiva de carotenoides, en
ausencia de nitrégeno inorganico, la radiacion UV-B resulta
determinante en la estimulacion de dicha acumulacion,
especialmente cuando los cultivos han sido crecidos previamente
s6lo bajo PAR.

De tales observaciones, puede inferirse finalmente que durante la primera
parte del crecimiento de Dunaliella EMS, el uso de luz azul, fundamentalmente,
roja, en menor medida, e incluso verde, podria servir para estimular la
acumulacion de carotenoides, y que la iluminacién con todo el PAR durante la
fase final de crecimiento contribuiria a aumentar la productividad de los cultivos,
siendo la acumulacién de carotenoides por unidad de volumen similar a la
encontrada en cultivos que reciben todo el espectro (PAR + UV).

Adicionalmente, quedaria por encontrar respuesta a la cuestion de qué
papel desempefian distintas zonas del PAR en la fase de produccién masiva de
carotenoides, en ausencia de nitrégeno inorganico. En esta fase, como se ha
comentado, la presencia de radiacion UV-B es esencial para alcanzar las
mayores acumulaciones de carotenoides.

Con los resultados que se obtuviesen podria sugerirse una estrategia de
condiciones de luz para la produccién discontinua de carotenoides,
especialmente B-caroteno, con el mutante Dunaliella EMS.

De acuerdo con el analisis anterior, se realizaron experimentos con el
objetivo, en una primera fase, de conseguir una produccién de biomasa que,
paralelamente al crecimiento, estimulase una mayor acumulacién de
carotenoides por célula, aplicando para ello iluminacion de ciertas regiones de la
radiacion solar fotosintéticamente activa (PAR). En una segunda fase, se
estimuld la acumulacion de carotenoides en ausencia de nitrdgeno inorganico e
irradiando los cultivos con distinto PAR, con objeto de evaluar si alguna region
del espectro visible resultaba determinante para potenciar dicha acumulacion.

Para explicar detalladamente en qué consistieron los citados
experimentos de optimizacion de las condiciones de luz, en la Figura 58 se
expone un diagrama con las diferentes etapas que se desarrollaron a lo largo de
las experiencias en exterior. El sistema de cultivo empleado fue el mismo que en
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anteriores ocasiones, es decir, cultivos tipo bafio consistentes en tubos cilindrico-
conicos de 250 ml transparentes a la radiacién UV, donde los cultivos se
incubaron con aire.

Crecimiento Produccién de

Aclimatacion . ]
Exponencial Carotenoides

PAR —

{400 - 700 nanj,

PAR
{400 - 700 nm}:

PAR
{400 - 700 nm},

PAR . ’
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Figura 58. Estrategia experimental del desarrollo de un proceso discontinuo, en exterior, para la produccién de
biomasa y acumulacion de carotenoides de Dunaliella EMS bajo diferentes condiciones de radiacion visible (PAR).
El espectro de radiacion solar se alterd con diferentes filtros. El rango espectral del que hace uso cada cultivo se
indica entre paréntesis.

El desarrollo de los experimentos tuvo lugar en la terraza exterior de la
Estacion de Sondeos Atmosféricos de “El Arenosillo” (INTA) y los inéculos
empleados, procedentes de un cultivo madre en fase exponencial, alcanzaron
una concentracion inicial de clorofila total cercana a los 15 ug-ml™.

Al inicio del experimento (etapa de aclimatacién) se incubaron cuatro
cultivos: tres de ellos (cultivos 2, 3 y 4) recibieron distintas partes del espectro
visible, siempre en ausencia de radiacion UV, y el cultivo restante (cultivo 1,
control) recibio todo el PAR.

El objetivo de cubrir algunos de los cultivos con filtros coloreados era
intentar estimular la acumulacion de carotenoides por célula, sin pérdida de
viabilidad y sin limitacion del crecimiento, aplicando iluminacién con zonas
especificas del espectro visible de la radiacién solar (Figura 58, columna
“aclimatacion”).

A continuaciéon, cuando los cultivos se encontraban en la fase
exponencial de crecimiento, se procedié a retirar los papeles de celofan
responsables de la modificaciéon del espectro visible. Por lo tanto, en esta fase
del experimento, todos los cultivos recibieron el espectro visible en su totalidad,
incluido, légicamente, el cultivo control, que siempre recibia todo el PAR (Figura
58, columna “crecimiento exponencial”).
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En la ultima fase del experimento, cerca de finalizar la etapa de
crecimiento exponencial, se recolectaron las células de los cultivos que
inicialmente se habian adaptado a diferentes condiciones de luz visible (cultivos
2, 3 y 4), para resuspenderlas seguidamente en un medio con carencia de
nitrogeno, con el objetivo de someterlos a la fase de produccién intensa de
carotenoides. A estos cultivos, nuevamente se les impusieron las mismas
condiciones luminicas iniciales (Figura 58, columna “produccién de
carotenoides”).

Fase de estimulacién de la acumulacién de carotenoides en cultivos en
crecimiento
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Figura 59. Contenido de clorofila total en cultivos de Dunaliella EMS incubados en el exterior a lo
largo de las etapas de aclimatacién y crecimiento exponencial, modificando las condiciones
luminicas que estos recibieron. ‘Azul’ (- v -), ‘Verde’ (- @ -), ‘Rojo’ (- o -) y PAR (- ¢ -).

Los cultivos se colocaron en la terraza exterior de la Estacion de Sondeos
Atmosféricos de “El Arenosillo” (Mazagén — Huelva). Los cultivos ‘Rojo’, ‘Verde’ y
‘Azul’ mantuvieron sus correspondientes filtros coloreados hasta los dias 18 y 11
de incubacion, respectivamente. El momento establecido para la retirada de los
filtros que limitaban la radiacién PAR, estuvo determinado en cada caso por la
entrada del cultivo en la fase exponencial de crecimiento. Asi, a partir del dia 11
(en el cultivo ‘Azul’) y del dia 18 (en los cultivos ‘Rojo’ y ‘Verde’), estos cultivos
se incubaron bajo la influencia de todo el espectro visible. Como puede
observarse en la Figura 59, la adaptacion del cultivo ‘Azul’ a las nuevas
condiciones fue mas rapida que en los cultivos ‘Verde' y ‘Rojo’.

A partir de entonces, la velocidad de crecimiento del cultivo ‘Azul’ en la
fase exponencial se vio incrementada. La Figura 59 revela que, durante la
primera etapa del crecimiento, la atenuacién de longitudes de onda
pertenecientes al rango de absorcion de las clorofilas (550 — 700 nm) (cultivo 4)
estimulé su sintesis, observandose una diferencia notable respecto al cultivo
control (recibe todo el visible; PAR).
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En el otro extremo, el cultivo ‘Rojo’, que no recibe longitudes de onda
pertenecientes al rango de absorcidon de los carotenoides (400 — 550 nm), es el
que menos clorofila total sintetiza, estando un 30% por debajo de los niveles
maximos observados en el cultivo ‘Azul’.
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Figura 60. Crecimiento celular de cultivos de Dunaliella EMS incubados en el exterior a lo

largo de las etapas de aclimatacion y crecimiento exponencial, modificando las condiciones
luminicas que estos recibieron. ‘Azul’ (- v -), ‘Verde' (- @ -), ‘Rojo’ (- o -) y PAR (- ¢ -).

El crecimiento de los cultivos se siguié también mediante el numero de
células. A diferencia de lo observado en la Figura 59, la variacién de la densidad
celular demuestra pocas diferencias en los distintos cultivos, siendo en todo caso
el cultivo ‘Rojo’ el que presenta un numero de células algo inferior al resto, justo
antes de someterlos a condiciones de acumulacion masiva de carotenoides (4.5
x 10° cel'ml” el dia 28).

Un sencillo célculo obtenido de los datos de las Figuras 59 y 60 permite
observar que los cultivos ‘Azul’ y PAR presentaban la mayor concentracion
intracelular de clorofila. Particularmente interesante resulta la acumulacién
intracelular de clorofila en el cultivo ‘Azul’. Los resultados vuelven a coincidir con
los obtenidos previamente en esta Tesis para cultivos de Dunaliella EMS
incubados bajo luz del entorno 400 — 550 nm. El notable incremento en clorofila,
mantenido durante gran parte del crecimiento y no reflejado en un aumento de la
densidad celular, podria derivar de la activacién génica de la biosintesis de dicho
pigmento, mediada por fotorreceptores especificos para la luz azul y la presencia
de complejos de citocromos activos en fotosintesis (Im et al. 2006) sin que, como
se comentoé con anterioridad en esta Tesis, ello suponga una actividad anabdlica
mas alta derivada de la fotosintesis.

En la Tabla 26 se presentan las tasas de crecimiento promedio
calculadas, en todos los cultivos, durante los 28 dias de incubacién
correspondientes a las dos primeras etapas (aclimatacion y crecimiento
exponencial).
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Tabla 26. Tasas de crecimiento promedio (d-') calculadas en base al nimero de células de los cultivos de
Dunaliella EMS incubados bajo diferentes regiones espectrales del PAR a lo largo de las etapas de
aclimatacion y crecimiento exponencial.

Cultivo 0 - 28 dias
PAR 0.064
Azul 0.060
Verde 0.059
Rojo 0.056
.
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Figura 61. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS incubados en el
exterior a lo largo de las etapas de aclimatacién y crecimiento exponencial, modificando las
condiciones luminicas que estos recibieron. ‘Azul’ (- v -), ‘Verde’ (- @ -), ‘Rojo’ (- o -) y PAR (- ¢ -).

El contenido de carotenoides totales, por unidad de volumen, en los
cultivos que recibieron luz azul y verde es, cuando menos, igual al determinado
en el cultivo que recibe todo el PAR. En términos generales, las evoluciones
volumétricas de los contenidos de carotenoides son similares en todos los
cultivos, excepto el ‘Rojo’, como puede apreciarse en la Figura 61. Dicho cultivo
presenta el contenido mas bajo, alcanzando 20 ug-ml™ el dia 28 de incubacion
(justo antes de pasar a la etapa de produccion de carotenoides en ausencia de
nitrégeno inorganico).

Las Figuras 62 y 63 ponen de manifiesto que el uso de distinta calidad de
PAR produce aumentos del contenido intracelular de clorofilas y carotenoides. Si
bien la retirada de los filtros de color hacia la mitad del crecimiento, con el
objetivo de estimular la productividad de los cultivos, tiende a igualar finalmente
los contenidos celulares de clorofila en los cultivos (Figura 62), la concentracion
celular de carotenoides en los que reciben luz roja, azul y verde tiende a
mantenerse igual o superior a la del cultivo que recibe todo el PAR (Figura 63).
En principio, los resultados apoyan la hipétesis de partida de que la modificacion
de la calidad de luz visible durante el crecimiento podria contribuir a estimular
una mayor acumulacién intracelular de carotenoides, especialmente bajo luz
azul, sin afectar a la viabilidad de los cultivos ni disminuir la productividad (Figura
60).
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Figura 62. Contenido de clorofila total por unidad celular observado en cultivos

exteriores de Dunaliella EMS incubados bajo diferentes regiones del PAR. PAR ( )
Verde (- @ -), Rojo (- o -) y Azul (- v -). Se incluyen las tendencias promediadas.
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Figura 63. Contenido de carotenoides totales por unidad celular observado en cultivos
exteriores de Dunaliella EMS incubados bajo diferentes regiones del PAR. PAR (-¢ -),
‘Verde’ (- @ -), ‘Rojo’ (- 4 -) y ‘Azul’ (- v -). Se incluyen las tendencias promediadas.

Las Figuras 62 y 63 muestran, en definitiva, dos tendencias contrarias.
Conforme avanza el experimento y se van completando las distintas etapas, los
cultivos van disminuyendo la proporcion celular de clorofila hasta estabilizarse a
un nivel determinado (Figura 62), pero al mismo tiempo van incrementando el
contenido celular de carotenoides (Figura 63), aumento esperable al final de la
fase exponencial y principio de la estacionaria, y mayor especialmente en el
cultivo iluminado con luz azul.

También se determinaron los contenidos de los carotenoides
mayoritarios, por unidad de volumen, en todos los cultivos iluminados con
distintas zonas del PAR, hasta el inicio de la etapa de produccion de
carotenoides en ausencia de nitrégeno inorganico (Figura 64). La tendencia de
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acumulacion de carotenoides especificos segun la calidad de PAR es paralela a
la observada tras cuantificar carotenoides totales (Figura 61).
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Figura 64. Perfil de los principales carotenoides identificados (Luteina y -caroteno) en
cultivos de Dunaliella EMS expuestos a diferentes rangos espectrales del PAR durante
las etapas de aclimatacion y crecimiento exponencial. PAR (=), ‘Verde’ (=), ‘Rojo’ (=) y
‘Azul’ (m).

A continuacién se presentan los datos de carotenoides especificos por
célula (Figura 65) para tener una vision mas proporcionada de la concentracién
intracelular de cada uno de ellos en la microalga, bajo las condiciones radiativas
especificas aplicadas a cada cultivo.
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Figura 65. Evolucion del contenido de luteina y B-caroteno, por célula, cuantificado en
cada uno de los cultivos de Dunaliella EMS expuestos a diferentes rangos espectrales
del PAR durante las etapas de aclimatacion y crecimiento exponencial. PAR (=), ‘Verde’
(=), ‘Rojo’ (=) y "Azul’ (w).
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La Figura anterior muestra que, durante el crecimiento de los cultivos, el
contenido celular de luteina tiende a disminuir mientras que el de B-caroteno
aumenta progresivamente. Asimismo, también se observa que los cultivos
iluminados con luz azul y roja, presentan una concentracion intracelular,
especialmente de B-caroteno, superior a la del cultivo que recibe todo el espectro
visible (PAR). En una situacién de alto estrés oxidativo producida por la
carencia de nitrogeno y la radiacién solar, la mayor actividad antioxidante de la
luteina en comparacion con el B-caroteno (Wang et al. 2006) puede justificar la
mayor implicacion del carotenoide en la respuesta antioxidante de la microalga.

Fase de produccion de carotenoides en ausencia de nitrdgeno

Finalmente, y para concluir con la exposicion de los resultados mas
relevantes obtenidos en este proceso discontinuo de produccién de biomasa y
carotenoides a partir de cultivos exteriores de Dunaliella EMS incubados bajo
diferentes regiones del PAR, se presentan los datos correspondientes a la etapa
de produccion de carotenoides. La misma tuvo una duracion aproximada de dos
meses, periodo durante el cual, los cultivos que habian estado recibiendo
diferentes partes de la region PAR en las primeras dos etapas del experimento
(aclimatacién y crecimiento exponencial), se mantuvieron en condiciones de
carencia nutricional de nitrégeno inorganico. En torno al dia 28 de incubacién, se
recolectaron las células de los cultivos para, a continuacion, cambiar el medio
estandar inicial de cultivo por otro que no presentaba nitrégeno. Esta situacién
tuvo continuidad durante 54 dias de incubacion hasta alcanzar la maxima
acumulacion de carotenoides.
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Figura 66. Contenido de carotenoides totales acumulado en cultivos exteriores de
Dunaliella EMS incubados en medios sin nitrogeno inorganico bajo radiacion PAR
modificada. Etapa de produccion: ‘Verde’ (- e -), ‘Rojo’ (- o -) y ‘Azul’ (- v -).

La Figura 66 muestra diferencias muy notables en los niveles de
carotenoides acumulados por los cultivos ‘Azul’, ‘Verde’ y ‘Rojo’. Lo mas
significativo de la Figura anterior es que el cultivo ‘Rojo’, desde el primer
momento, muestra una acumulacion un 40% inferior a la del cultivo ‘Verde'. Las
diferencias entre éste y el ‘Azul’ son menores, en torno a un 15% a favor del
cultivo ‘Verde’.
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Sin embargo, si se tiene en cuenta el niumero de células a partir del cual
se obtienen estos niveles de carotenoides, y asumiendo que no hay crecimiento
celular en esta etapa (valor constante de la densidad celular), el cuadro de
produccion se ve ligeramente alterado. En ese caso, como muestra la Figura 67,
la proporcion de carotenoides acumulados por unidad celular es superior en el
cultivo ‘Verde’, con un maximo cercano a los 14 pg-cel’. Del total de
carotenoides, el mayoritario (f-caroteno) aumenta a lo largo de la incubacién de
los cultivos en ausencia de nitrégeno inorganico, mientras el contenido de luteina
de los cultivos incluso disminuye ligeramente (Figura 68).

16 -

-
N
T

Carotenoides totales (pg-oel'1)
9]

.
i4-z Y
;/i\i/
4
0 N N 1 N N 1 N 1
26 44 62 80

Tiempo (d)
Figura 67. Contenido de carotenoides totales por unidad celular observado en cultivos de
Dunaliella EMS incubados en medios sin nitrogeno inorganico bajo radiacion PAR
modificada. Etapa de produccion de carotenoides: ‘Verde’ (- @ -), ‘Rojo’ (- A -) y ‘Azul’ (- v -).
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Figura 68. Perfil de carotenoides mayoritarios en cultivos exteriores de Dunaliella EMS
incubados en medios sin nitrégeno inorganico bajo radiacion PAR modificada. Etapa de
produccion: ‘Rojo’ (m), ‘Verde’ (=) y ‘Azul’ (m).
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De las cinéticas de acumulacién de la Figura 67, y de los datos de
acumulacion del control (recibe todo el PAR) en las mismas condiciones
nutricionales (ausencia de nitrégeno inorganico; datos no mostrados), se puede
obtener la maxima acumulaciéon celular de carotenoides. Los resultados se
muestran en la Tabla 27.

Tabla 27. Concentraciones intracelulares méaximas de carotenoides encontradas durante la etapa de
produccion en cultivos recibiendo distintas regiones de PAR.

Cultivos  Carotenoides (pg-cel™) Luteina (pg-cel™) B-caroteno (pg-cel™
PAR 8.12 - -
Azul 11.43 0.45 9.47
Verde 13.59 0.82 12.51
Rojo 11.45 0.97 10.41

La Tabla 27 revela que la atenuacién de zonas del espectro PAR durante
la fase de produccion de carotenoides en ausencia de nitrégeno inorganico, en
Dunaliella EMS, incide en la maxima acumulacion en los distintos cultivos. La
acumulacion por célula es mayor en los incubados bajo luz verde, siendo la luz
PAR la que induce una menor acumulacion celular en la citada fase de carencia
de nitrégeno.

Explicar de manera rigurosa por qué se produce una tendencia distinta en
la acumulacion celular de carotenoides durante la iluminacién de cultivos con
PAR atenuado, dependiendo de si estos se encuentran en crecimiento o en
situaciéon de estrés nutricional, no es posible sin caer en simplicidades que
obviarian la gran cantidad de complejos procesos fotobioquimicos interregulados
que ocurren a la vez y la cantidad de variables de cultivo propias de las
condiciones exteriores cambiantes.

Sin embargo, si es posible apuntar algunas lineas de discusion en las
que enmarcar las observaciones derivadas de la experimentacion. Los
carotenoides absorben mayoritariamente luz azul, entre 400 y 500 nm. Estos
pigmentos, que tienen el caracter de accesorios en el proceso fotosintético de
conversién fotoquimica de la energia solar, transmiten con rapidez la energia
capturada a la clorofila (Griffiths et al. 1955), responsable final de los procesos
de conduccién de fotones al centro de reaccion de los fotosistemas y puesta en
accion de la cadena de transporte electrénico de la fotosintesis mediante su
oxidacion.

Cuando los niveles de radiacion no sobresaturan la actividad de los
complejos de membrana involucrados en la fotosintesis, el pool de carotenoides
sintetizado por la célula estd mayoritariamente involucrado en el proceso de
aprovechamiento de la radiacion incidente, junto a las clorofilas. Por el contrario,
cuando los niveles de radiacion superan en exceso la demanda energética de
los fotosistemas, los carotenoides fluctian en su actividad hacia acciones de
proteccion de los complejos de membrana, para evitar dafios por fotooxidacion
(Sandmann et al. 1993).

Es comprensible, por tanto, que mientras los cultivos crecen en un medio
pleno de nutrientes, en el que la demanda celular de energia es pareja a sus
necesidades anabdlicas, la acumulacion de carotenoides tiene, en principio,
menos implicacion en actividades antioxidantes. Su nivel de acumulacion es mas
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bajo que en situaciones de fuerte estrés oxidativo. En Arabidopsis se ha descrito
que su biosintesis esta ligada a la de la clorofila y fuertemente regulada por luz a
nivel de la expresion de una fitoeno sintasa (Lintig et al. 1997). Por tanto, es
esperable que en situaciones de calidad de luz que producen aumentos en el
contenido intracelular de clorofila se observe, paralelamente, un aumento de la
sintesis de carotenoides, salvo que la ruta se encuentre inhibida por el uso de
herbicidas u otros factores ambientales o nutricionales. Tales hechos son
consistentes con los resultados comentados anteriormente en este apartado de
la Tesis.

La eliminacion del nitrogeno inorganico del medio de cultivo determina la
imposibilidad de la microalga para sintetizar clorofila. Tedricamente, dicha
situacion conllevaria también una menor acumulacién de carotenoides. Sin
embargo, la situacién de alto estrés oxidativo que produce la alta irradiancia y la
carencia de nitrégeno inorganico determinan cambios en el metabolismo de
carotenoides, que son masivamente sintetizados para satisfacer, en este caso, la
necesidad de la célula de acumulacién de moléculas antioxidantes, ya que en
dicha situacion de estrés la funcidén colectora de luz de los carotenoides queda
notablemente inhibida (Havaux et al. 1998). La magnitud de la acumulacion de
carotenoides estaria vinculada, por tanto, al exceso de energia incidente sobre
los cultivos, y a que los rangos de longitudes de onda de las radiaciones
incidentes sean adecuados para la absorcion por parte de los carotenoides.
Atendiendo a los espectros de la luz roja, verde y azul usados en este trabajo, y
que se incluyen en Materiales y Métodos, se deduce que la luz azul y verde
deberia propiciar, en teoria, una mayor acumulaciéon de carotenoides. Esta
hipétesis se aproxima con bastante fidelidad a los resultados obtenidos en la
fase de acumulacién de carotenoides en ausencia de nitrdgeno inorganico.

El analisis anterior permite, finalmente, sugerir alguna estrategia de
gestion optima de luz para estimular la acumulacion de carotenoides en
Dunaliella EMS. En cultivos exteriores que se operan en modo semicontinuo,
realizando las diluciones oportunas para mantener los cultivos en un cierto
margen de densidad celular, cada dilucion se iniciaria con un filtro que permita
transmitir especialmente luz azul, hasta alcanzar aproximadamente la mitad del
margen de densidad celular decidido. El resto del crecimiento se realizaria con
filtros que transmitan todo el PAR, lo que mantendria niveles mas bajos de
acumulacion celular de carotenoides, pero facilitando el desarrollo del cultivo
cuando la densidad celular es mas alta, extendiéndose, ligeramente en el
tiempo, la etapa de crecimiento exponencial del mismo.

Cuando seguidamente se produce la dilucidon del cultivo correspondiente
a la fase de produccion de carotenoides en ausencia de nitrégeno, los cultivos se
expondrian directamente radiacion PAR con alta relaciéon verde/PAR y UV, al ser
la radiacion UV-B la que tras los diferentes ensayos de este trabajo se ha
mostrado claramente determinante en la induccién de la acumulacion en cultivos
con carencia de nitrégeno inorganico. Los resultados previos de esta Tesis han
mostrado que al irradiar los cultivos s6lo con PAR durante el crecimiento, la
posterior exposicion a PAR + UV parece inducir una rapida y cuantitativamente
mucho mas alta acumulacién de carotenoides, como respuesta adaptativa a la
radiacion ultravioleta, fundamentalmente UV-B. El ciclo se iniciaria de nuevo en
los cultivos en crecimiento.
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2.6. Hacia el cultivo exterior a escala piloto: experiencia en tanques
abiertos exteriores.

En apartados anteriores de los trabajos con microalgas contemplados en
esta Tesis, se describieron una serie de estudios encaminados a evaluar la
idoneidad y potencialidad de determinadas estirpes de Dunaliella de cara a un
posible uso en procesos productivos exteriores. Para ello, se analizaron las
cinéticas de crecimiento y acumulacion de carotenoides en diferentes situaciones
de cultivo, alterando fundamentalmente las condiciones luminicas de radiacion
UV y PAR bajo las que se desarrollaron los cultivos; en condiciones controladas
de laboratorio y en el exterior.

Después de que la estirpe mutante obtenida por el grupo, Dunaliella
EMS, mostrase una buena capacidad de adaptacion a las condiciones
exteriores, un crecimiento equiparable al de otras estirpes de Dunaliella, y una
alta capacidad para acumular carotenoides, se planted la posibilidad de llevar a
cabo alguna experiencia en sistemas de cultivo exteriores, de mayor volumen.

Aprovechando las instalaciones que el Grupo Empresarial Rafael Morales
tiene en el Centro para la Investigacion del Cultivo de Especies Marinas (CICEM
- “Agua del Pino”) de la Junta de Andalucia, se desarrollo, en Cartaya (Huelva),
una experiencia piloto en tanques abiertos exteriores. Se cultivé Dunaliella EMS,
realizando un estudio comparado, en términos de productividad y acumulacion
de carotenoides, con una estirpe comercial de D. bardawil (UTEX 2538).

Los ensayos se realizaron en dos etapas: una primera en la zona
denominada sala de cultivo de microalgas (Figura 69), en la que los cultivos de
Dunaliella se incubaron, en interior, en bolsas de polietilieno de 50 | hasta
alcanzar una densidad celular aproximada de 2.5-10° cel'mI”, y una segunda, en
la que dichos cultivos se utilizaron para inocular pequenos tanques exteriores
abiertos de 300 litros agitados por palas, de tipo “raceway-open pond”. Los
detalles del sistema se muestran en la Figura 70.

ks

Figura 69. Bolsas de polietileno conteniendo diversas estirpes de Dunaliella. Sala de
Microalgas.

El medio de cultivo empleado para crecer las microalgas consistié en
agua de mar microfiltrada a 0.25 pm, conteniendo 35-37 g-I”" de sal, a la que se
afadié aquella procedente de salinas locales hasta lograr una concentracion
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proxima a 2M. Dicho medio salino se enriquecié en nutrientes anadiendo medio
F2, que incluye vitaminas, metales traza y cloruro férrico. La mezcla de aire
enriquecida en CO; al 5% (v/v) se proporcioné en el interior de los tanques a
partir de una sonda y en las bolsas mediante burbujeo en el extremo inferior de
las mismas.

La iluminacion de los cultivos incubados en las bolsas se realizé6 mediante
lamparas fluorescentes de luz blanca que proporcionaron alrededor de 100
umoles'-m?:s™ de PAR en la superficie de cada bolsa.

Figura 70. Tanque de cultivo abierto agitado por palas. A la derecha se observan las sondas de pH, temperatura
y oxigeno disuelto, asi como el sistema de inyeccion de CO..

2.6.1. Cinéticas de crecimiento.

La Figura 71 muestra la evolucién del contenido de clorofila en los dos
cultivos de Dunaliella ensayados, tanto en la etapa de laboratorio (en interior)
como en la exterior.
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Figura 71. Contenido de clorofila total en cultivos de Dunaliella EMS (-e-) y D. bardawil (-A-)
incubados en las instalaciones del CICEM.
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La etapa de cultivo interior durd en torno a 42 dias. Segun se observa en
la Figura anterior, durante las tres primeras semanas, ambos cultivos mostraron
un contenido de clorofila idéntico. Sin embargo, a partir de la cuarta semana de
incubaciéon (final de la etapa exponencial de crecimiento), Dunaliella EMS

presentd una concentracion de clorofila un 15% superior a la observada en D.
bardawil.

Una vez en la situacion exterior, el cultivo de Dunaliella EMS demostro,
desde el primer momento, una mayor capacidad de adaptacién a las nuevas
condiciones durante la primera semana. Tras dicho periodo, los cultivos se
diluyeron para mantener la densidad celular en torno a las 700.000 cel-ml” y
continuar la produccion semicontinua de microalgas.

7/
28| Interior (bolsas) Exterior {16
(tanques)
-~ T % 1
IS
g2t ¢ 412
B
X I X 1
¥ =
3 4r H o8
8
B 5 ]
kel /
7))
§ orr - ./ ~04
s— @
|/ |
00 I : ' I . da —_— | 0.0
24 Mer 4 Apr 15 Apr 7May 14May 21May
Fecha (2007)

Figura 72. Densidad celular de los cultivos de Dunaliella EMS (-e-) y D. bardawil (-A-) incubados
en las instalaciones del CICEM.

En la Figura 72, que representa la densidad celular de ambos cultivos, se
muestra cémo el cultivo de Dunaliella EMS incubado en las bolsas presenté un
menor numero de células durante gran parte del ensayo. Sin embargo, la pauta
observada en la situacion exterior fue radicalmente diferente, ya que en ese
caso, el cultivo de Dunaliella EMS mostré una densidad celular superior durante

el periodo de crecimiento necesario para alcanzar la densidad celular adecuada
para diluir los cultivos.

Asi pues, las dos ultimas Figuras muestran con claridad que el
crecimiento del cultivo de Dunaliella EMS es mas rapido que el de D. bardawil.
Este hecho se ve confirmado por las tasas de crecimiento calculadas durante el

periodo de incubacién en las bolsas y la etapa exterior en tanques, tal y como se
expone en la Tabla 28.
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Tabla 28. Tasas de crecimiento en cultivos de Dunaliella EMS y D. bardawil incubados en las instalaciones del CICEM.

Tasas de crecimiento (d™)

. Sala de . , , .
Estirpes cultivo Exterior (Abril/Mayo)  Exterior (Julio)
Dunaliella EMS 0.110 0.216 0.543
D. bardawil 0.080 0.176 0.250

*Los datos mostrados en la tercera columna corresponden a un segundo
experimento independiente realizado bajo las condiciones descritas
anteriormente.

En ambos escenarios, bolsas interiores y tanques exteriores, Dunaliella
EMS se mostré como una estirpe con un mejor crecimiento en comparacion con
D. bardawil, especialmente, cuando los valores de luz y temperatura en exterior
fueron los mas altos del afio para nuestra region (mes de julio). En términos
generales, y como era esperable, los cultivos incubados en los tanques
exteriores presentaron un crecimiento mas rapido, inducido fundamentalmente
por una mayor disponibilidad de luz.

2.6.2. Cinéticas de acumulacion de carotenoides.

Paralelamente al analisis de productividad de Dunaliella EMS y D.
bardawil, se compararon las cinéticas de acumulacion de carotenoides de ambas
estirpes en ambos modos de cultivo, es decir, en las bolsas interiores y en los
tanques exteriores. La Figura 73 muestra la evolucion de la acumulacion de
carotenoides observada durante los ensayos.
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Figura 73. Contenido de carotenoides totales en cultivos de Dunaliella EMS (-e-) y D. bardawil
(-A-) incubados en las instalaciones del CICEM.

De la Figura 73 se infiere que Dunaliella EMS acumuld, practicamente
desde la primera semana de cultivo en bolsas, un contenido de carotenoides
que, en promedio, fue un 15% superior al observado en D. bardawil. Ademas,
este hecho se potencié en la situacion exterior, ya que las diferencias en la
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acumulacion de pigmentos se incrementaron notablemente debido a la mayor
irradiancia, duplicandose la cantidad acumulada en Dunaliella EMS.

Otro de los aspectos a resaltar a partir de estos trabajos, es la esperable
mayor relacion carotenoides:clorofila encontrada en el cultivo exterior (tanques),
respecto a la incubacién interior (sala de cultivo). En la Tabla 29 se presentan las
relaciones observadas en cada caso, a mitad de la fase de crecimiento
exponencial. Estos datos demuestran como la alta irradiancia y la variabilidad de
las condiciones climaticas caracteristicas de una localizacion exterior, originan
un considerable aumento (3.5 veces lo mostrado en la situacién interior) de
dichas relaciones.

Tabla 29. Relaciones carotenoides:clorofila encontradas para las estirpes ensayadas tanto en condiciones
interiores de cultivo como en exterior a la mitad de la etapa de crecimiento exponencial.

Dunaliella EMS Dunaliella bardawil
Sala de cultivo Tanques Sala de cultivo Tanques
0.20 0.74 0.19 0.68

Los resultados de la Tabla anterior también apuntan a una mejor
capacidad para sintetizar carotenoides, en ambas situaciones, cuando el cultivo
muestra viabilidad y se encuentra totalmente activo, es decir, en plena fase de
crecimiento exponencial.

En conclusién, esta experiencia piloto ha permitido confirmar algunas de
las potencialidades que ya habian sido observadas y descritas en los estudios
recogidos en apartados anteriores de esta Tesis, revelando que la estirpe
mutante es una buena candidata para procesos de produccién de carotenoides
en exterior.

2.7. Continuacion de la investigacion.

Los resultados producidos en esta Tesis, junto a los generados por otros
trabajos del grupo de investigacion, dieron lugar al interés del Grupo Empresarial
Rafael Morales por la produccion masiva de cultivos de microalgas y su
enriquecimiento en carotenoides, antioxidantes de valor comercial. Del interés
mutuo del Grupo Empresarial y nuestro grupo de investigacion en la materia,
surgié la colaboracién que actualmente permite operar una planta experimental
con sistemas de fotobiorreactores agitados por palas y tubulares, con el objetivo
de aplicar los conocimientos desarrollados por el grupo a la produccion masiva
de carotenoides.

Para tal fin, uno de los objetivos planteados para continuar los trabajos
realizados en esta Tesis, es evaluar la productividad de Dunaliella EMS para la
obtencion de cultivos masivos (primera etapa) y para su enriquecimiento en
carotenoides (segunda etapa), en fotobiorreactores tubulares (ver imagen) de la
planta experimental donde, en principio, podrian esperarse rendimientos de las
concentraciones intracelulares de carotenoides superiores a los observados en
sistemas abiertos.
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Fotobiorreactores tubulares de 400 | instalados en la planta piloto experimental ubicada en el Centro para
la Investigacion del Cultivo de Especies Marinas (CICEM - “Agua del Pino”).
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3. INFLUENCIA DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA SOBRE EL DESARROLLO DE
CULTIVOS DE FRESA.

Tras los estudios del grupo en relacion al papel estimulador de la
radiacion UV-A sobre el crecimiento de microalgas, se planteé la posibilidad de
cambiar el organismo objeto de la investigaciébn, manteniendo una estrategia
experimental disefiada para desarrollar la misma idea que subyace en los
trabajos. En consecuencia, se decide apostar por iniciar estudios en esta misma
linea, dada la importancia socioeconémica que el cultivo de fresa tiene en
nuestra region.

Cabe mencionar, ademas, que se parte de la base de que tanto las algas
verdes como las plantas terrestres pertenecen al mismo clado® (Viridiplantae), de
modo que las conclusiones basicas que se establezcan a una escala inferior (la
que constituyen las microalgas, utilizadas como organismo modelo) pudieran ser
extrapoladas a individuos superiores (como es el caso de la planta de fresa,
perteneciente a la divisibn Spermatophyta; plantas vasculares con semillas).

A continuacion, en los siguientes apartados, se mostraran los resultados
mas relevantes que se han obtenido después de desarrollar dos campafas
freseras completas (2004/2005 y 2005/2006). La estrategia experimental
desarrollada a lo largo de estos dos afios (ver Materiales y Métodos) ha
consistido en aplicar distintos materiales plasticos de cobertura caracterizados
por transmitir y/o atenuar ciertas regiones del rango ultravioleta del espectro
solar incidente (280 — 400 nm), y determinar, a lo largo de la campafia,
parametros de productividad de la planta y de la calidad nutricional del fruto. A
modo de recordatorio, las caracteristicas de los filtros empleados en estos
trabajos con cultivos de fresa se muestran en la Tabla 30.

Tabla 30. Filtros empleados en los estudios con fresa.

Filtro Tratamiento Caracteristicas
- Control Empleado cominmente en microtineles. 70% de
Plastico EVA S L
Gorofres transmisividad para la regién UV (280 — 400 nm)

Alta transparencia UV-PAR (80%) con atenuacion de

Ultraphan-295 Control parte de UV-B (280-295 nm)
Folex-320 PAR + UV-A Atenuacion de la regién UV-B (280 — 315 nm)
Ultraphan-395 PAR Atenuacion completa de la regién UV (280 — 400 nm)

3.1. Efectos sobre la productividad: campafia 2004/2005 y 2005/2006.

3.1.1. Campafia 2004/2005.

Durante la campafia 2004/2005, los trabajos se desarrollaron en una
parcela ubicada en la Finca “Las Madres” que la empresa colaboradora S.A.T.
Gorofres cedié desinteresadamente al grupo para la realizacion del estudio. A lo
largo de esta primera campafa se analiz6 el comportamiento productivo de

1Clado: Cada una de las ramas del arbol filogenético que se propone para agrupar a los seres vivos. Por
tanto, un clado se interpreta como un conjunto de especies emparentadas, es decir, con un antepasado
coman.
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plantones de la variedad ‘Camarosa’ (Fragaria x ananassa Duch.). En esta
primera experimentacién no se cont6é con datos de produccion de los plantones
gue permanecieron cubiertos con el plastico que habitualmente utilizan los
agricultores de la zona. Debido a esto, se consider6 como cultivo control aquel
tramo de plantas cubierto con un filtro (Ultraphan-295) que practicamente deja
pasar el 80% de la radiacidn solar total y que atenla levemente las longitudes de
onda pertenecientes al rango 280 — 300 nm (parte del UV-B).

El 10 de marzo del afio 2005 se sustituyeron los plasticos habituales
empleados inicialmente para forzar el cultivo de fresa (tunelillo EVA de 75pu; 300
galgas) por unos filtros con unas caracteristicas Opticas concretas. Cada tramo
de plantas cubierto con un tipo de filtro es considerado un tratamiento diferente,
donde la Unica modificacién realizada es la cubierta de forzado, no alterando
otras variables del cultivo como el régimen nutricional o el resto practicas
agricolas (ver Materiales y Métodos e Introduccién).

Durante las dos primeras cosechas, se recolectaron todos los frutos
maduros, eliminando, antes de realizar la primera recogida, todos los frutos
existentes para establecer un punto “cero” de partida, coincidiendo con la
sustitucion del material de cubierta ya mencionado. En la Tabla 31 se muestran
los datos de produccién total por planta y cosecha (cos), expresada ésta en
términos de gramos y nimero de frutos.

Tabla 31. Produccién total por planta y cosecha (g-planta'cos? y frutosplantacos™) obtenida tras
acumular las dos primeras cosechas en funcién de cada tratamiento aplicado al cultivo de la variedad

‘Camarosa’.
Tratamiento g-planta’-cos™ Frutos-planta™-cos™
Control 128.78 5.5
PAR + UV-A 114.30 4.6

PAR 137.34 5.45

De la Tabla 31 se infiere cémo al principio de la campafia el tratamiento
gue retiene toda la radiacion ultravioleta (PAR) ofrece un rendimiento por planta
y cosecha levemente superior al observado en el control y algo superior si se
compara con el tratamiento PAR + UV-A. En este periodo de la campafia (hasta
final de marzo) tiene lugar la produccién de fresa extra-precoz, por lo que los
rendimientos alcanzados en esta fecha son de suma importancia para el balance
econdémico de la campafia debido al alto precio que alcanza la fruta en los
mercados.

Posteriormente, en lo que restaba de campafia se llevaron a cabo cinco
recolecciones mas. Durante cada una de estas cinco cosechas restantes, se
recolectaron frutos maduros e inmaduros que presentaban una largura minima
superior a 3 cm. Ademas, dado que al existir en cada tratamiento una doble
hilera de plantas influida por la orientacion, se diferenciaron dos lados: el que
queda perpendicular al sur (cuyas plantas muestran un mayor desarrollo) y el
que queda perpendicular al norte (zona mas sombria y de menor desarrollo). La
Tabla 32 muestra los datos de produccién total por planta y cosecha (cos),
expresada ésta en términos de gramos y numero de frutos, durante las
mencionadas cosechas, en funcidn del tratamiento y la orientacion.
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Tabla 32. Produccion total por planta y cosecha (g-plantacos™ y frutos plantacos™) obtenida tras
acumular el resto de cosechas realizadas en funcion del tratamiento y la orientacion.

Frutos maduros g-planta’-cos™ Frutos-planta™-cos™
Tratamiento Sur Norte Total Sur Norte Total
Control 148.19 98.74 123.46 8.5 6.2 7.3
PAR + UV-A 62.67 60.98 61.82 3.7 3.6 3.6
PAR 115.98 93.37 104.67 6.1 55 5.8
Frutos inmaduros g-planta®-cos™ Frutos-planta’-cos™
Tratamiento Sur Norte  Total Sur Norte Total
Control 57.75 24.40 41.97 51 2.6 3.8

PAR + UV-A 54.05 19.20 36.62 4.9 1.7 3.3
PAR 49.87 26.60 38.23 4.6 2.7 3.6

Por otro lado, analizando los rendimientos obtenidos en la produccion de
frutos maduros e inmaduros por planta y cosecha, las diferencias entre el
tratamiento PAR y el control se minimizaron e incluso cambiaron de sentido
durante el resto de la campafa (Tabla 32), llegando el tratamiento control a
superar minimamente el rendimiento observado bajo el tratamiento PAR en
ambos casos (frutos maduros y no maduros). En este sentido, considerando la
campafa en su totalidad, las diferencias entre ambos tratamientos se
compensaron. En contraposicion, la tendencia productiva del tratamiento PAR +
UV-A (ausencia de UV-B) sigue siendo sensiblemente inferior a la mostrada por
el resto.

La Figura 74 muestra como se distribuyd la produccion por planta,
expresada en gramos, en funcién del tratamiento y la orientacion, habiendo
considerado para ello las dltimas cinco cosechas. Dicha Figura expone con
claridad como la fila de plantas perpendicular al Sur, al recibir mas radiacion,
presenté una mayor productividad que la fila opuesta, es decir, la enfrentada al
Norte. Esta tendencia se observd bajo todos los tratamientos y para ambos
conjuntos de frutos (maduros y no maduros). Por otro lado, hacia el final de la
campafa, las diferencias observadas entre ambas orientaciones disminuyeron
(datos no mostrados), debido posiblemente a la menor productividad por planta
(Verdier 1987) y la mayor altura solar, propias de finales de mayo-mes de junio.
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Produccién promedio (g-planta’™)
3 3

Control PAR PAR+UV-A
Tratamiento

Figura 74. Produccion promedio acumulada de frutos maduros (rojo) e inmaduros (verde) en
funcion del tratamiento y la orientacion de las plantas.
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La Tabla 33 muestra el peso promedio de los frutos recolectados en
funcion del tratamiento, computando todas las recolecciones realizadas durante
la campariia 2004/2005.

Tabla 33. Peso promedio de frutos maduros y no maduros recolectados durante la campafia 2004/2005 en
funcion del tratamiento y la orientacion.

. g-(fruto g-(fruto
Tratamiento maduro)™ inmaduro)™
Control 18.96 10.49
PAR + UV-A 20.32 10.27

PAR 20.53 10.91

Los datos mostrados en la Tabla 33 denotan un ligero aumento del peso
promedio de los frutos recolectados bajo los tratamientos que retienen parte o
toda la radiacion ultravioleta (PAR y PAR + UV-A). Este hecho se relaciona con
la menor produccion de frutos por planta y cosecha observada en estos mismos
tratamientos en comparacion con el control.

Respecto al conjunto de frutos inmaduros recolectados, tras realizar un
andlisis global del peso promedio del fruto y del nidmero promedio de frutos
producidos por planta y cosecha, apenas se observaron diferencias significativas
entre tratamientos. Sin embargo, analizando datos parciales de la mitad de
campafa (datos desglosados no mostrados), el peso promedio de los frutos
inmaduros recolectados fue sensiblemente superior bajo el tratamiento que
atenud la radiacion ultravioleta en su totalidad (PAR). Por ejemplo, mientras que
el tratamiento control mostré un peso promedio de 11.8 g, en los tratamientos
gue retuvieron radiacion ultravioleta parcialmente (PAR + UV-A) o totalmente
(PAR), se alcanzaron valores de 12.1 y 14.4 g, lo que supone un incremento del
2y 18%, respectivamente. Puesto que los frutos inmaduros se retiraron antes de
su estado optimo de maduracién, es posible que hubiese incrementado el peso
de las cosechas ya que los tiempos de recoleccion fueron los mismos para los
tres tratamientos.

Hacia el final de la campania las diferencias en el peso promedio de frutos
entre tratamientos se compensaron, lo cual podria tener relacién con las
condiciones climaticas existentes durante este mes, caracterizadas por una
mayor temperatura, dosis de irradiancia y altura solar. Ademas, un mayor vigor
de las plantas desarrolladas bajo los tratamientos PAR y PAR + UV-A podria
reducir la cantidad de energia disponible para el desarrollo de los frutos. Estas
observaciones serian coherentes con lo publicado para otros cultivos, que en
ausencia de UV-B invierten proporcionalmente mas energia anabdlica en el
desarrollo de las partes aéreas de la planta (Kittas et al. 2006).

Algo similar a lo comentado en el parrafo anterior se observé después de
analizar, a mitad de campafia, los pesos promedios parciales de los frutos
maduros. Asi, las plantas desarrolladas en ausencia total de radiacion
ultravioleta (tratamiento PAR) produjeron frutos con un peso promedio de 20.1 g,
mientras que aquellas que lo hicieron en ausencia de radiacion UV-B
(tratamiento PAR + UV-A) o bajo toda la radiacién solar (tratamiento Control),
mostraron pesos promedios de 17.8 y 17.2 g, respectivamente. Por lo tanto, el
fruto maduro obtenido Unicamente con radiaciones PAR pesé, en promedio, un
15% mas que el obtenido bajo el tratamiento control (PAR + UV).
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La dinamica de produccién mostrd, como suele ser habitual con caracter
general, un maximo a mitad de campafia (abril), a partir del cual se observé en
todos los tratamientos una tendencia hacia la produccion de frutos de menor
peso durante el resto de campana.

En base a los resultados discutidos anteriormente, la Figura 75 muestra
una estimacion de la produccion de fruta madura, expresada en gramos por
planta, para cada uno de los tratamientos.
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Figura 75. Estimacion de la produccion total por planta en funcién del tratamiento aplicado
durante la campafia 2004/2005.

*Estos datos no son comparables con valores de referencia sobre la
produccién total registrada en campo durante esta campafia ya que no se
contabilizaron todas las cosechas existentes entre febrero y junio, y
ademés, se eliminaron frutos inmaduros, lo que dificulta conocer la
produccion real. Asi pues, la figura se elabora a partir de los datos de las
cosechas realizadas en este estudio.

La estimacion realizada en la Figura anterior muestra una disminucion
considerable del peso total recolectado por planta bajo el tratamiento que retuvo
radiacion UV-B. Sin embargo, los valores que ofrece el tratamiento control y
aquel que solo dej6 pasar radiacion visible (PAR) son similares. Sin llegar a ser
concluyentes, estos resultados parecen resaltar la idea de la contribucién
relevante de la radiacion UV-B, al menos para la productividad de la variedad
‘Camarosa’, si se quieren obtener buenos rendimientos. Los estudios existentes
en la literatura acerca del efecto de niveles ambientales de la radiaciéon UV sobre
la productividad de cultivos de fresa son muy escasos, aunque si se encuentran
trabajos referidos a otros cultivos agricolas como el maiz (Pal et al. 1997; Correia
et al. 1998; 2005), el trigo (Yao et al. 2006; 2007), el tomate (Bacci et al. 1999;
Devanand et al. 2006) o la lechuga (Krizek et al. 2006), entre otros. Estos
estudios no conducen a una evidencia clara acerca de los efectos que la
presencia de niveles ambientales de radiaciéon ultravioleta provoca sobre la
productividad. En este sentido, Kakani et al. (2003) apunta que, de los
numerosos estudios revisados que trataron de evaluar el efecto de la radiacién
UV-B potenciada sobre la productividad de diferentes cultivos, casi la mitad
mostrd efectos negativos, otra parte similar no mostré6 cambios y una pequena
parte indicé aumentos en la productividad. Asimismo, sefiala que existe una
amplia variabilidad especifica respecto a la sensibilidad frente a la radiacién UV-
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B, como también se pone de manifiesto en estudios de otros autores con otros
cultivos distintos al de fresa (Yuan et al. 2000; Li et al. 2002; Zu et al. 2004).

El andlisis de la anchura y largura (mm) de los frutos maduros mostrg, en
promedio, un mayor tamafio de frutos recolectados bajo el tratamiento PAR en
comparacion con el control, lo cual se correlaciona bien con lo observado en la
Tabla 33 en relacion al peso promedio, no detectdndose diferencias entre el
control y el tratamiento PAR + UV-A.

En resumen, tras el andlisis de los datos correspondientes a la campafia
2004/2005, los resultados parecen indicar una tendencia hacia la produccion de
frutos algo mas grandes cuando las plantas se cultivan en ausencia de radiacion
UV vy, especialmente, en el momento de mayor productividad (abril). Sin
embargo, esto no se ve reflejado en las estimaciones de produccion total por
planta, ya que el numero de frutos recolectado en ausencia de radiacion UV es
algo inferior al observado en el control. Finalmente, las plantas del tratamiento
gue atenua la radiacion UV-B (PAR + UV-A) muestran los peores rendimientos,
lo que podria sugerir la implicacion de la parte mas energética del espectro
ultravioleta en la actividad anabdlica conducente a la produccién del fruto en la
variedad ‘Camarosa’. El balance espectral de la radiaciéon PAR, UV-A y UV-B se
ha mostrado como una variable importante en la determinacion de la sensibilidad
de las plantas en estudios de campo. En presencia de UV-B, altos niveles de
radiacion PAR y UV-A mitigan los posibles efectos dafiinos de la radiacion UV-B
(Krizek 2004).

3.1.2. Camparia 2005/2006.

La experimentacién de campo se desarrollé en una parcela ubicada en la
Finca “Peguerillas” que la empresa colaboradora S.A.T. Gorofres cedid
desinteresadamente al grupo para realizar las investigaciones que requeria este
estudio. En esta segunda campafa, se analiz6 el comportamiento productivo de
plantones de fresa (Fragaria x ananassa Duch.) de la variedad ‘Camarosa’ y
‘Ventana’.

Durante la campafia, y a modo de control, se cont6 con datos de
produccion de plantones de ambas variedades que permanecieron cubiertos con
el plastico habitual que utilizan los agricultores de la zona (tunelillo EVA). El resto
de tratamientos ensayados fueron los empleados en la campafa anterior. Por lo
tanto, en las Figuras y Tablas que se exponen a continuacion, se denominara
‘Control Gorofres’ al tratamiento con el plastico habitual empleado por los
agricultores de la zona. El tratamiento ‘Control’ present6 el mismo filtro que ya ha
sido descrito en el apartado anterior (camparfia 2004/2005), es decir, aquel que
deja pasar el 80% de la radiacion solar total, atenuando una minima parte de
UV-B (280-295 nm).

Al igual que en la campafa anterior, las labores agricolas a las que se
sometio el cultivo, necesarias para el correcto desarrollo del mismo y los tiempos
en que éstas se realizaron, fueron marcados por un agricultor con experiencia
(méas detalles en Material y Métodos e Introduccion).

En el cuadro 1 se presenta la ficha del cultivo, en la que se describen las
principales caracteristicas del mismo durante el desarrollo de la experimentacion.
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Cuadro 1. Ficha de cultivo correspondiente a las variedades ‘Camarosa’ y ‘Ventana’ estudiadas durante la

campafia 2005/2006.
Variedad ‘Camarosa’ Variedad ‘Ventana’
Lugar Peguerillas (Ctra. Huelva — Gibraledn)
Coordenadas

37°20'N -6°56" W

Periodo de ensayo Noviembre 05’/Mayo 06’

Parcela 20 plantas (4 m?)

Tipo de cultivo Convencional en suelo

Suelo Arenoso
Filas de plantas 1
Anchura de lomos 50 cm
Acolchado PE negro
Marquilla Cada 30 cm
De&g{::}:;gn de No
Fecha de plantacion 03/11/2005 "Mediados de octubre
Tipo de estructura Microtdnel
Cubierta EVA 300 galgas (Control Gorofres)
Instalacion 01/12/2005
Fecha de retirada Abril 2006

Comienzo de 14/03/2006
recoleccion

Final de recoleccién 22/05/2006

N° de recolecciones 9

*Todas las plantas de la variedad ‘Ventana’ fueron transplantadas desde otra

finca que posee Gorofres. La fecha de plantacion en la finca experimental es
coincidente con la de ‘Camarosa’.

A continuacion se presentan los resultados mas relevantes obtenidos en
esta segunda campafia sobre la productividad de las plantas, dependiendo de la

variedad y el tratamiento aplicado. Se analizaran y discutiran los distintos
parametros relativos a la productividad.

Peso promedio total

La Figura 76 muestra el peso promedio total recolectado por planta a lo
largo de la campafia en funcién de los tratamientos aplicados.
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Figura 76. Productividad total promediada por planta que se alcanzé en la finca experimental
“Peguerillas” durante la campafia 2005/2006 en funcidn del tratamiento aplicado y de la

variedad: ‘Camarosa’ (- ® -) y ‘Ventana’ (- o -).

Un primer analisis de la Figura 76 revela que la ausencia de radiacion UV
en general, y de UV-B, en particular, favorecen un aumento de la productividad
de ambas variedades, si bien parece que la sensibilidad de cada una de las
variedades respecto a la radiacion UV-B es algo distinta si comparamos sus
productividades con las obtenidas en ausencia de radiacion UV total (tratamiento
PAR). Mientras que en el caso de ‘Ventana’' parece que la ausencia de radiacion
UV-B estimula la produccion, en ‘Camarosa’, ésta es sensiblemente inferior a la

alcanzada bajo el tratamiento PAR.

Si estos resultados se desglosan por meses, se obtiene la Figura 77, que
muestra la dindmica de produccion a lo largo de los meses de marzo, abril y
mayo que, como se observa, no es homogénea a lo largo de la campafia.
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750

Figura 77. Productividad promedio total por planta desglosada por meses en funcion de la variedad (‘Ventana’ y ‘Camarosa’) y del
tratamiento aplicado (PAR, - @ - ; PAR + UV-A , - @ - ; Control, - e - ; C. Gorofres, - ® -)

El pico de produccion se da a lo largo del mes de abril y en ambos casos,
la méaxima produccién se alcanza bajo el tratamiento en ausencia de radiacion
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UV. Ademas, la variedad ‘Ventana’ muestra unos registros algo inferiores en
comparacion con los obtenidos para la variedad ‘Camarosa’, aproximadamente
un 35% menos de peso recolectado.

Promedio de frutos

La Figura 78 muestra el promedio de frutos recolectados a lo largo de la
campafa para cada uno de los tratamientos ensayados.
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Figura 78. Produccion promedia de frutos maduros durante la campafia 2005/2006 en funcion
de la variedad (‘Camarosa’, - ® - ; ‘Ventana’, - o - ) y del tratamiento aplicado.

De la Figura 78 se desprende que el patrén de produccion de frutos, en
funcion del tratamiento, es diferente en las dos variedades de fresa ensayadas
durante la campafia y, en buena légica, es paralelo a la evolucion del peso
promedio observada para cada variedad y tratamiento en la Figura 77. Mientras
que en el caso de ‘Camarosa’ la ausencia de radiacion UV-B parece retener la
produccion de frutos, en los plantones pertenecientes a la variedad ‘Ventana’
dicha radiacién parece favorecer un incremento de la producciéon cercano al
25%, respecto a los valores observados en los controles.

El nimero méximo de frutos por planta (54) se obtiene bajo el tratamiento
PAR aplicado a la variedad ‘Camarosa’. Otro hecho destacable de la Figura 78
es la similitud de la produccién la produccion de frutos por planta obtenida en
cada uno de los dos controles para la variedad ‘Ventana’, y, por el contrario, las
diferencias existentes en los controles de la variedad ‘Camarosa’. En este
sentido, parece necesario analizar con mas profundidad el posible efecto que
puede ocasionar la mayor transparencia del Control respecto al Control Gorofres
en ‘Camarosa’. Ademas, a tenor de los resultados obtenidos en ambas
variedades para el tratamiento PAR + UV-A (ausencia de UV-B), es probable
que exista una respuesta diferencial de ambas variedades frente a la ausencia
de radiacion UV-B y frente a las dosis de radiacion total que reciben durante su
desarrollo. Los resultados mostrados redundan en la idea del papel relevante de
la radiacibn UV-B en la estimulacién de la productividad de la variedad
‘Camarosa’.
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El desglose por meses de los datos de producciéon promedio de frutos por
planta, segun la variedad y el tratamiento considerado, se expone en la Figura
79. Al igual que ocurre al estudiar la evolucién del peso promedio total a lo largo
de la campafia (Figura 77), el promedio del nUmero de frutos recogido por planta
varia segun el momento de la campafia y el tratamiento aplicado.
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Figura 79. Productividad promedio de frutos por planta de los meses de marzo, abril y mayo en funcién de la variedad (‘Ventana’ y
‘Camarosa’) y del tratamiento aplicado (PAR, - @ -; PAR + UV-A, - e -; Control, - @ - ; C. Gorofres; - ® - ; C. Gorofres)

En general, la maxima produccion de frutos en ambas variedades tuvo
lugar en el mes de abril y bajo todos los tratamientos, con excepcién de lo
observado en ‘Ventana’ bajo el plastico que atenda radiacion UV-B, donde el
pico de maxima produccién se detecté en el mes de mayo. En ausencia de la
parte mas energética del espectro de radiacion ultravioleta se observé una
diferente sensibilidad en ambas variedades que se refleja en las curvas azules
de esta Figura, con dos matices diferenciados; mientras que en ‘Ventana’ parece
que la productividad “explota” al final de la campafa, en ‘Camarosa’ tiene lugar
una recuperacion de la productividad en el mes de mayo debido posiblemente a
una ralentizacion del proceso de maduracion del fruto (Tsormpatsidis et al.
2007), ya que durante el mes de abril el promedio de frutos que se encontraban
en el estado 6ptimo de recoleccion era el mas bajo de todos los tratamientos.

Mientras que en la variedad ‘Ventana’' se recolectaron durante el mes de
abril en torno a 15 — 18 frutos por planta, independientemente del tratamiento
aplicado, en ‘Camarosa’, esta horquilla se situ6é alrededor de los 20 — 27 frutos
por planta, lo que supone una produccion entre un 25 y 35% superior. También
se aprecié como la produccion comenzé antes en ‘Ventana' (mes de marzo), lo
cual es consistente con lo que refleja la bibliografia (Larson y Shaw; patente). De
las Figuras 77 y 79 se deduce que los plantones de ‘Camarosa’ entran en
produccion mas tarde, siendo la variedad ‘Ventana’ mas precoz.

Si bien el comportamiento productivo, a lo largo de la campafia, podria
decirse que es analogo en ambas variedades, también es cierto que, en
‘Camarosa’, en todos los tratamientos excepto en aquel que atenua radiacion
UV-B, se observa una clara tendencia a mantener los niveles productivos
maximos observados en el mes de abril, mientras que la produccion de frutos
maduros por planta disminuye en ‘Ventana’, con claridad, en dicho final de
campana.
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Figura 80. Peso promedio del fruto recolectado durante la campafia 2005/2006 dependiendo
de la variedad (‘Camarosa’, - ® - ; ‘Ventana’, - 0 - ;) v el tipo de tratamiento.

Analizando la evolucion del peso promedio del fruto obtenido en funcion
del tratamiento (Figura 80), se encontr6 la misma tendencia en las dos
variedades, siendo mas grande el fruto obtenido a partir de la variedad
‘Ventana’'. Por término medio, éstos fueron, en todos los tratamientos, un 10%
mas pesados que los recogidos a partir de los plantones de la variedad
‘Camarosa’.

Los mayores frutos se obtuvieron a partir del tratamiento que sélo recibi6
radiacién PAR (25 — 28 g por fruto), aunque en general, dentro de cada variedad
hubo diferencias del orden del 10% para ‘Ventana’ y del 20% para ‘Camarosa’.

En la Figura 81 se analiza la variacion del peso promedio del fruto a lo
largo de los meses de la campafia 2005/2006.
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Figura 81. Evolucién del peso promedio del fruto recolectado durante los meses de marzo, abril y mayo en funcién de la variedad

(‘Ventana’ y ‘Camarosa’) y del tratamiento aplicado (PAR, - e - ; PAR + UV-A, - e - ; Control, - e - ; C. Gorofres, - ® - )
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Analizando la variaciéon del peso promedio de los frutos recolectados a lo
largo de los meses, se observa que en la variedad ‘Ventana’ las diferencias de
peso debidas a los distintos tratamientos son menores que en el caso de
‘Camarosa’ (Figura 81), encontrdndose el maximo en torno a mediados de abiril
(27 — 30 g por fruto) y partiendo desde marzo con buenos pesos (24 — 27 g por
fruto). Los frutos mas pesados se obtienen bajo el tratamiento que sélo deja
pasar radiacion PAR. Sin embargo, en ‘Camarosa’, las diferencias entre
tratamientos son mayores, aunque el peso maximo promedio vuelve a
alcanzarse en aquellos frutos obtenidos en ausencia total de radiacion UV
(tratamiento PAR; 30 g por fruto), siendo el rango de pesos recolectados a lo
largo de la campafa, a partir de esta variedad, mas amplio.

Dimensiones del fruto

La Figura 82 muestra la variacion de la anchura y largura promedio de los
frutos obtenidos, bajo cada tratamiento, a partir de las dos variedades
ensayadas. En concordancia con lo observado en la Figura 80 respecto al peso
promedio del fruto, en la Figura 82 se observa como los frutos de la variedad
‘Ventana’ son, en todos los tratamientos, entre un 5y un 8% mas anchos que los
de la variedad ‘Camarosa’ (Figura 82A). En ‘Ventana’, los frutos obtenidos bajo
los tratamientos Control Gorofres, PAR + UV-A (ausencia de UV-B) y PAR
presentaron un ancho de alrededor de 36 mm, mientras que, en aquellos frutos
procedentes del tratamiento Control, tuvo lugar un acusado descenso de
alrededor de un 10%, lo que da lugar a una fresa mas alargada.
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Figura 82. Evolucion del promedio de la anchura y largura de los frutos maduros recolectados en funcion de la variedad (‘Camarosa’,
- e -;‘Ventana’, - o - )y el tipo de tratamiento aplicado.

Resulta particularmente interesante la relacion tamafio-peso de los frutos
de ‘Ventana' y ‘Camarosa’ obtenidos de los tratamientos PAR y PAR + UV-A (en
definitiva, en ausencia de radiacion UV). Los frutos de la variedad ‘Ventana’ asi
obtenidos son mas pesados (Figura 80), pero menos largos (Figura 82B) e igual
de anchos (Figura 82A) que los obtenidos de ‘Camarosa’ bajo los mismos
tratamientos. Este hecho indica que los frutos de ‘Ventana’ son mas densos o,
dicho de otro modo, que la cavidad interna es superior en ‘Camarosa’.
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Figura 83. Evolucion de la anchura promedio de los frutos maduros recolectados en funcion de la variedad (‘Ventana' y
‘Camarosa’) y el tipo de tratamiento aplicado (PAR, - e - ; PAR + UV-A, - e -; Control, - e - ; C. Gorofres, - ® -).
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Figura 84. Evolucion de la largura promedio de los frutos maduros recolectados en funcién de la variedad (‘Ventana’ y ‘Camarosa’)
y el tipo de tratamiento aplicado (PAR, - e - ; PAR + UV-A, - e -; Control, - e - ; C. Gorofres, - ® - ).
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El desglose por meses de los datos de anchura y largura de los frutos de
ambas variedades, representado en las Figuras 83 y 84, muestra cOmo varia su
tamafio, recolectandose frutos mas grandes durante el mes de abiril, existiendo,
para todos los tratamientos, una variacion promedio de la largura de los frutos de
aproximadamente un cm a lo largo de la campaia.

Calibre promedio de los frutos

En la Figura 85 se representa el calibre promedio de los frutos obtenido
para cada variedad y en funcion del tratamiento aplicado. Previamente se
establecid una clasificacion de categorias en funcion de la anchura de los frutos:

= Calibre A= @ <35 mm
= Calibre B = 35 mm < & <45 mm
= Calibre C = 45 mm < J <55 mm
= Calibre D = & > 55 mm
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Figura 85. Distribucion de calibres (rojo, A; verde, B; azul, C; y cian, D) en funcién del tratamiento aplicado a las variedades

‘Ventana' y ‘Camarosa’ considerando toda la campafia 2005/2006.

La Figura 85 revela que los frutos de la variedad ‘Ventana’' presentan un
calibre algo mayor que los de la variedad ‘Camarosa’, algo que ya se puso de
manifiesto en la Figura 81. En aquellos tratamientos en los que se modificd la
radiacion UV incidente (tratamientos PAR y PAR + UV-A) se obtuvo el porcentaje
mas alto de frutos de mayor calibre, tanto en ‘Camarosa’ como en ‘Ventana’, de
forma mas clara en ésta Ultima, especialmente bajo el tratamiento PAR + UV-A
(ausencia de UV-B).

La Tabla 34 resume las principales diferencias relativas, es decir,
respecto al tratamiento Control Gorofres, encontradas tras analizar los
parametros de productividad de las variedades ‘Ventana' y ‘Camarosa’.

Tabla 34. Diferencias relativas, respecto al tratamiento ‘Control Gorofres’, encontradas en los principales
parametros de productividad de las variedades ‘Camarosa’ y ‘Ventana’ durante la camparia 2005/2006.

Variedad ‘Ventana’ Variedad ‘Camarosa’
Parametro Tratamiento Control PUA\‘/R ; PAR Control I::JA\‘/R ; PAR
Peso recolectado por planta +0.5 +33.01 +28.99 | +28.97 +33.27 +61.20
Frutos recolectados por planta -5.03 +30.19 +11.16 | +13.84 +9.63 +18.86
Peso del fruto +5.56 +1.91 +15.56 +9.06 +10.6 +30.54
Anchura del fruto -11.43 +1.12 +1.74 -7.28 +7.97 +11.16
Largura del fruto +3.73 +4.70 +4.19 +2.62 +9.26 +10.03

Recapitulando, en la Tabla 35 se muestran, de manera sintética, las
tendencias observadas que se derivan del andlisis de los resultados obtenidos.
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Tabla 35. Tendencias observadas tras el analisis de productividad.

Variedad
Parametro ‘Camarosa’ ‘Ventana’
. Claramente mayor en ausencia Mayor tanto en ausencia de
Productividad (peso total de radiacién UV UV-B como de UV total

recolectado x planta) Mas productividad en abril

Mayor en ausencia total de
radiacion UV
Peso medio del fruto Mayor en ausencia total de radiacion UV

En general, algo mayor en ausencia de radiaciéon UV,
especialmente en ‘Camarosa’. El fruto de ‘Ventana’' es mas
Tamarfio del fruto denso.

Superior en abril

N° frutos x planta Mayor en ausencia de UV-B

3.2. Efectos sobre la calidad nutricional del fruto: campafia 2005/2006.

En los siguientes subapartados se exponen los resultados mas relevantes
obtenidos en relacion al andlisis de los principales parametros nutricionales del
fruto de fresa. De manera analoga a como se han tratado los datos relativos a la
productividad, se muestran promedios totales, pertenecientes a toda la campaifia,
y parciales, desglosados por meses. Durante la experimentacion se han
analizado los siguientes pardmetros nutricionales: el total de sélidos solubles del
zumo de fresa, el contenido total de carbohidratos, fenoles y antocianos, y la
actividad antioxidante de los extractos de fruta.

3.2.1. Total de sélidos solubles.

Los resultados del analisis del total de solidos solubles presentes en los
frutos recolectados se muestran en la Figura 86.
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Sdlidos solubles (°Brix)
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C. Gorofres Control PAR + UV-A PAR
Tratamiento

Figura 86. Promedio del total de solidos solubles del fruto recolectado durante la campafia
2005/2006 dependiendo de la variedad (‘Camarosa’, - e - ; ‘Ventana’, - o -) y el tipo de
tratamiento.
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De la Figura se desprende que ninguna de las dos variedades muestra
variacién en los sélidos solubles del fruto, independientemente del tratamiento
impuesto, a excepcion de los frutos obtenidos a partir de ‘Camarosa’ en el
tratamiento Control Gorofres, cuyo puré de fresa rindié un valor maximo de 9.6
°Brix. Posiblemente, la menor cantidad de fruta recolectada en dicho tratamiento
podria haber influido en una maduracion mas completa, dando origen, por tanto,
a un incremento del contenido de sélidos solubles. Por tanto, en sucesivas
campafas, habria que confirmar si existe una influencia del tratamiento aplicado
sobre el contenido en solidos solubles (estimacién del contenido total de
azucares; ver Materiales y Métodos) y si una menor recoleccion a lo largo de la
campafa podria tener relacion con este hecho.

En general, los valores estan dentro del rango que suelen ofrecer las
fresas de estas variedades; incluso son, en el caso de ‘Ventana’, ligeramente
superiores si se comparan con los datos obtenidos por la R.A.E.A. en esa misma
campafia, esto es, 9.06 para ‘Camarosa’ y 7.62 para ‘Ventana' (Fresas 2006).

A lo largo de la campafia y para cada tratamiento, en ambas variedades
se observd una tendencia ascendente en las sucesivas cosechas, siendo este
incremento de los grados °Brix mas acusado en la variedad ‘Camarosa’.

3.2.2. Contenido de carbohidratos.

También se determiné el contenido de carbohidratos totales en los frutos
de fresa recolectados. Los resultados globales bajo cada tratamiento se
muestran en la Figura 87. En términos generales, segln se observa en la Figura,
toda la fruta recolectada present6 un contenido de carbohidratos entre el 5 y el
6% del peso fresco. Estos valores se encuentran dentro del rango habitual para
esta fruta, entre un 5 y un 10% de azlcares (un 7% segun la Universidad de
lllinois), si bien se encuentran en el extremo inferior. Las variedades ‘Korona’ y
‘ElSanta’ cultivadas en otras latitudes y bajo distintas salinidades presentan entre
un 3y un 6% (Keutgen y Pawelzik 2007).
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Figura 87. Contenido promedio de carbohidratos totales en fresas recolectadas durante la
campafia 2005/2006 en funcion de la variedad (‘Camarosa’, - @ - ; ‘Ventana’, - o -) y el tipo
de tratamiento.
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Los contenidos en carbohidratos mas altos se alcanzaron en los frutos de
‘Camarosa’ bajo el tratamiento Control Gorofres (5.8 g/100 g), lo que es
coherente con lo observado en la Figura 86 relativa a los °Brix. Asimismo, a lo
largo de la campafa, hubo una tendencia creciente en el contenido en
carbohidratos en todos los tratamientos, siendo ésta mas moderada en
‘Camarosa’. ‘Ventana’ sufre un notable incremento en abril, para luego, volver a
alcanzar unos niveles cercanos al 5% al final de la campafia (datos no
mostrados).

3.2.3. Contenido de compuestos fendlicos totales.
Como ya se adelantd en la Introduccion de esta Tesis, los compuestos

fendlicos presentan un cardcter antioxidante, aumentando asi el valor saludable
de la fresa.

licos totales

160 |- \%

endl
(mg/100 g peso fresco)

&
g
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C. Gorofres Control PAR + UV-A PAR
Tratamiento

Figura 88. Contenido promedio de compuestos fendlicos totales de las fresas recolectadas
durante la campafia 2005/2006 en funcion de la variedad (‘Camarosa’, - e - ; ‘Ventana', - o -)
y el tipo de tratamiento.

Los datos relativos a los compuestos fendlicos totales cuantificados en el
fruto de fresa que se presentan en la Figura 88 muestran diferencias
significativas entre los tratamientos que no reciben radiacion UV y los controles.
Esto es coherente con lo publicado en la literatura, ya que la sintesis de
compuestos fendlicos en plantas y frutos supone una adaptacién al exceso de
luz y a incrementos en la radiacién ultravioleta (Garcia-Macias et al. 2007,
Tsormpatsidis et al. 2008). Las dos ultimas Figuras revelan que la radiacion UV
favorece paralelamente la mayor acumulacion de carbohidratos y compuestos
fenolicos en el fruto de fresa, si bien cuantitativamente no son variaciones
relevantes. La radiacion UV-B estimularia la sintesis de compuestos fendlicos
como una de las respuestas antioxidantes de la fresa (Huyskens-Keil et al.
2007). La sintesis de los polifenoles, como se explic6 en la Introduccién, requiere
eritrosa-4P como sustrato (Tovar 2001), lo cual justificaria el mayor contenido en
carbohidratos, derivado de un aumento de la concentracion de fructosa (Arnold
et al. 2004; Hilal et al. 2004). Comparando tratamientos, en ‘Ventana’' parece
existir una mayor sensibilidad frente a la presencia de radiacién ultravioleta, ya
gue en su ausencia se detecta una considerable disminucién del contenido de
compuestos fendlicos. Sin embargo, en la variedad ‘Camarosa’, a pesar de que
todos los tratamientos presentaron una mayor abundancia en este tipo de
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compuestos, la disminucion de los mismos en ausencia de radiacion UV fue
moderadamente menor.

3.2.4. Contenido de antocianos totales.

La Figura 89 muestra la evolucion del contenido de antocianos totales
presentes en frutos de fresa, en funcion del tipo de tratamiento y la variedad
considerada. Los datos, obtenidos en base al método del pH diferencial (ver
Materiales y Métodos), estan referidos al antociano mayoritario, es decir, la
pelargonidina-3-glucésido.

En general, el contenido de antocianos totales estuvo comprendido entre
los 25 y 45 mg/100 g peso fresco, contribuyendo al total de polifenoles en torno a
un 20-25%. Estos valores son normales si se comparan con los que figuran en
da Silva et al. (2007), si bien, hay que tener en cuenta que la acumulacion de
antocianos varia en funcién de la campafia y de la variedad (entre otros
factores), como asi lo han mostrado diversos autores (Aherne y O'Brien 2002;
Skupien y Oszmianski 2004; Wicklund et al. 2005). Ademas, cabe mencionar la
escasa informacion nutricional que, en relacién a la acumulacién de antocianos,
existe sobre estas variedades de fresa (‘Camarosa’ y ‘Ventana’).
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Antocianos (mg/100 g peso fresco)

21
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C. Gorofres Control PAR + UV-A PAR
Tratamiento
Figura 89. Contenido promedio de antocianos totales de las fresas recolectadas durante la

campaiia 2005/2006 en funcion de la variedad (‘Camarosa’, - e - ; ‘Ventana’, - o - ) y el tipo de
tratamiento.

Del mismo modo, se analizaron en HPLC (Figura 90) extractos de fresa
de las dos variedades para los distintos tratamientos, con el objetivo de
cuantificar los pigmentos antocianos presentes y validar los resultados obtenidos
mediante la técnica espectrofotométrica.
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Figura 90. Contenido promedio de antocianos totales (referido a Pelargonidina 3-glucésido)
de las fresas recolectadas durante la campafia 2005/2006 en funcién de la variedad
(‘Camarosa’, - @ - ; ‘Ventana’, - o - ) y el tipo de tratamiento.
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Como puede observarse en la Figura, la evolucién de las curvas es muy
similar a la mostrada en la Figura 89. Esta muestra que la ausencia total de
radiacion UV no favorece la acumulacion de antocianos.

Los resultados obtenidos en las Figuras 89 y 90 parecen sugerir, en la
linea de lo que los resultados previos de este estudio han venido poniendo de
manifiesto, una diferente sensibilidad de ambas variedades frente a la radiacién
UV-B. Mientras los resultados apuntan la implicacién de la radiacién UV en la
acumulacion de antocianos, parece que la presencia de la radiacion UV menos
energética (UV-A) favoreceria dicha acumulacion en ‘Camarosa’ y la mas
energética (UV-B) lo haria en ‘Ventana'. Este hecho vendria a redundar en la
idea de que la variedad ‘Camarosa’ se adapta con mayor facilidad a la presencia
de niveles naturales de radiacién UV-B, como asi demostrarian los resultados
expuestos con anterioridad en relacion a la productividad del cultivo y a los
principales compuestos nutricionales del fruto.

3.2.5. Actividad antioxidante.

La Tabla 36 muestra las actividades antioxidantes méaximas iniciales
encontradas en funcion de la variedad y el tratamiento aplicado. Los promedios
mostrados se calcularon a partir de las todas las cosechas realizadas a lo largo
de la campainia.

Tabla 36. Actividades antioxidantes méximas iniciales mostradas, segun el tratamiento, por los extractos de
fresa de ambas variedades. Los resultados se expresan en pumoles de DPPH consumidos por minuto y
mililitro de extracto (umoles ‘min-!ml).

Tratamientos Variedad
‘Ventana’ ‘Camarosa’
Control Gorofres 0.121 0.127
Control 0.122 0.119
PAR + UV-A 0.120 0.116
PAR 0.119 0.116
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Los promedios mostrados en la Tabla anterior no presentan grandes
diferencias. Sin embargo, si parece apreciarse una ligera tendencia descendente
en la actividad méaxima en ausencia de radiacion ultravioleta (PAR + UV-A y
PAR), especialmente en la variedad ‘Camarosa’. En este caso, a pesar de que
los promedios para toda la campafia minimizaron las diferencias existentes, en
determinadas cosechas se observaron cambios mas notables en las
mencionadas actividades. En tres o cuatro cosechas, los extractos obtenidos a
partir de ‘Camarosa’ bajo tratamientos que modificaron la radiacibn UV
mostraron unas actividades maximas de 0.105 umoles-min'l-ml'l, frente a
actividades cercanas a 0.130 umoles-min™-ml™* en aquellos pertenecientes a los
controles.

A modo de ejemplo, los ensayos realizados con extractos de ‘Camarosa’
obtenidos a partir de la segunda cosecha de la campafa 2005/2006 se
presentan en la Figura 91.

Camarosa
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Figura 91. Ensayos de actividad antioxidante realizados con DPPH y extractos de fresa
obtenidos durante la 22 cosecha de la campafia, a partir de la variedad ‘Camarosa’.
Control Gorofres (---), Control (---), PAR + UV-A (---) y PAR (---).

La Figura muestra como la absorbancia del DPPH se estabiliza en torno a
0.12-0.13 en los extractos de fresa de aquellos tratamientos que atenuaron
radiacién ultravioleta, mientras que los correspondientes a los controles se
estabilizaron en 0.07. Cualitativamente, no se apreciaron cambios significativos
en la forma de decaer de la curva ni en el tiempo transcurrido hasta que se
detectd el cese de la cinética. No hay, por tanto, indicios para pensar en la
existencia de un patrén diferente en el conjunto de antioxidantes, en funcion del
tratamiento aplicado, ni en cambios en la afinidad de dichos compuestos por el
DPPH. El hecho de que se encontraran diferencias en las absorbancias basales,
evidencia una desigual concentracion de los compuestos encargados de
proporcionar la actividad antioxidante a los extractos objeto de estudio.

Mientras que en los extractos de los controles la actividad antioxidante

decae con mayor rapidez, en los extractos que procedian de los tratamientos
PAR y PAR + UV-A, la caida observada de la concentracién remanente de
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DPPH es menor (Figura 92), alcanzando en este caso una concentracién de
DPPH superior, al final del ensayo.
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Figura 92. Evolucidon de la actividad antioxidante encontrada en extractos de fresa
obtenidos durante la 22 cosecha de la campafia, a partir de la variedad ‘Camarosa’.

En definitiva, los resultados apuntan que la presencia de radiacion UV
potencia la capacidad antioxidante de la fresa, aunque, en general, no se han
detectado diferencias significativas entre tratamientos, con las excepciones
mencionadas. Los resultados obtenidos en estos trabajos serian consistentes
con lo publicado por Erkan et al. (2008), que observé relaciones entre la
aplicacion de radiacion UV y aumentos en la capacidad antioxidante de la fresa,
asi como de las enzimas implicadas en las respuestas antioxidantes.

De todas formas, cabe destacar la complejidad que supone un analisis de
este tipo, en cuanto que estan bastante descritos los factores que pueden
afectar a la capacidad antioxidante de la fresa, entre los que se encuentran
variaciones en las condiciones climaticas, las variedades consideradas, el estado
de maduracion del fruto o las condiciones de almacenamiento (Olsson et al.
2004; Cordenunsi et al. 2005). Por estas razones, se ha de continuar
investigando en esta linea.
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Figura 93. Ensayo de actividad antioxidante realizado con DPPH 'y solucién estandar de L-acido ascérbico.
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Para situar el grado de la capacidad antioxidante ofrecida por los
extractos de fresa, del mismo modo se realizaron ensayos con soluciones
estandar de L-acido ascérbico 0.1g-I™ (Figura 93).

En general, la capacidad antioxidante equivalente a la del L-acido
ascorbico (AEAC) de los extractos de fresa se situé alrededor de 800 mg AA/100
g de peso fresco. Estos valores son del orden de lo encontrado por Xu et al.
(2008) para diversas variedades de citricos cultivadas en China.

3.3. Continuacion de la linea de investigacién.

Como ya se comentd a lo largo de la Tesis, la experimentacién en campo
ha sido posible gracias a la colaboracion decidida y desinteresada de la
Empresa S.A.T Gorofres. A partir de los resultados obtenidos en las dos
campafias objeto de estudio, dicha Empresa manifesté su interés por continuar
los trabajos durante al menos una campafa mas, ofreciendo para ello al grupo la
extension de cultivo necesaria y haciéndose cargo nuevamente del seguimiento
de las plantas y de la aplicacion de los tratamientos nutricionales y fitosanitarios
correspondientes.

Los resultados obtenidos concitaron el interés de otras partes, finalmente
implicadas en los trabajos, concretamente el de tres Empresas vinculadas de
distinto modo al sector de la fresa y, de una manera especial, INTA, sin cuya
contribucién, el desarrollo de los trabajos de esta Tesis y la continuacién de los
mismos que seguidamente se comenta, habrian resultado inviables.

La implicacion de INTA, a través de la ESAt de “El Arenosillo”, con el
proyecto en cuestion, se ha traducido en la financiacién, por dicho Organismo
dependiente del Ministerio de Defensa, en una beca pre-doctoral por un maximo
de 4 afios para profundizar en la linea de investigacion. En la ESAt de INTA se
desarrollan, actualmente, todas las tareas analiticas relativas a la caracterizacion
de parametros moleculares y bioquimicos del fruto, asi como la caracterizacién
de las propiedades Opticas de los plasticos empleados y su evolucion en el
tiempo por exposicion permanente a las condiciones radiativas y ambientales de
la costa onubense. Los resultados que se obtengan serviran para proponer
modificaciones en las composiciones poliméricas de las formulaciones
destinadas a la produccion de plasticos empleados en el cultivo de especies de
alto valor econémico para la region andaluza.

En cuanto a las Empresas, de una parte, Reyenvas, S.A., perteneciente
al Grupo Armando Alvarez, mayor productor espafiol de plastico agricola,
manifestd su deseo y voluntad de colaboracién en la investigacion, ofreciendo a
nuestro grupo obtener prototipos de plasticos, de formato comercial, con
determinadas propiedades Opticas requeridas por nosotros para continuar
desarrollando los trabajos en la mencionada linea de investigacion. De otra
parte, la Empresa Eurosemillas, licenciataria de las variedades de fresa de la
Universidad de California, que controla su distribucién en los principales paises
productores del mundo, ofrecié al grupo toda la superficie de macrotinel
necesaria para los trabajos y personal técnico cualificado encargado de la
planificacién de la campafia y la supervision de los cultivos.

Por ultimo, la Empresa Teleautomat, S.L., del sector de la Ingenieria de

Sistemas, ubicada en el parque Tecnolégico de Andalucia, manifestd al grupo su
interés en participar en un proyecto conjunto de mas alcance, en el que los
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estudios de productividad y valor nutricional del fruto se completasen, a lo largo
de la campafia, con la toma de datos relativos al balance de nutrientes entre
suelo y planta, y el establecimiento de modelos empiricos de correlacion entre el
crecimiento de ésta y su productividad y valor nutricional del fruto, y las
condiciones ambientales y nutricionales de cultivo. La Empresa Teleautomat,
S.L. y el grupo BIO-214 suscribieron un Convenio de Investigacion asociado a un
contrato 63/86, mediante el cual la Empresa financia al grupo para el desarrollo
de los trabajos en el afio 2008.

Tras conversaciones del grupo con las distintas partes, se llegd al
acuerdo de continuar los estudios de productividad de la fresa y calidad
nutricional del fruto durante, al menos, las campafias 2007/2008 y 2008/2009, la
primera en microtinel y la siguiente en macrotinel. Para tal fin, Reyenvas
proporcioné plasticos para microtunel modificados en sus propiedades Opticas y
de las caracteristicas técnicas necesarias. Reyenvas suministré al grupo 7
formulaciones diferentes, segln conversaciones previas entre las partes.
Ademas, ya ha facilitado algunos de los plasticos para macrotinel a ensayar
durante la campafia 2008/2009, almacenados actualmente en una nave de
distribucion que Reyenvas posee en el término de Palos de la Frontera.
Eurosemillas proporciona actualmente asistencia técnica y superficie de
macrotinel para la proxima campafia. Gorofres ha facilitado la superficie de
microtinel requerida para los trabajos de la campafia 2007/2008.
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Conclusiones

Del analisis y discusion de los resultados presentados en este trabajo, se
infieren las siguientes conclusiones:

1. En la costa occidental de Huelva, el UVI maximo diario se sitla en torno a 9
en los meses de verano, aunque puntualmente, y en las horas centrales, pueden
alcanzarse valores superiores a 10. Cada afio, casi en el 40% de los dias se
supera un valor alto de dicho indice (> 7). En consecuencia, se recomienda
fuertemente tomar las debidas precauciones de fotoproteccién para evitar
gquemaduras solares.

2. Las dosis méaximas de radiacion ultravioleta para la zona de Huelva, en el
intervalo comprendido entre 280 y 400 nm (UV-A y UV-B), se encuentran
alrededor de 1.5 MJ-m? mientras que las de PAR, sobre 12 MJm? En
definitiva, la relacion UV+{/PAR oscila entre 0.12 y 0.13 a lo largo del afio.

3. El indice de claridad para la regién PAR constituye una herramienta util para
analizar la estabilidad meteorolégica de una localizacion concreta. En este
sentido, para la regién occidental de la costa onubense, el promedio mensual del
indice Kypar) Oscila entre 0.12 y 0.36. Los meses mas inestables durante el
periodo analizado (2004 — 2006) fueron marzo, abril y octubre.

4. Dunaliella bardawil y el mutante Dunaliella EMS acumulan mayor
concentracion de carotenoides que Dunaliella salina 184.8. El carotenoide
mayoritario en las dos primeras estirpes es B-caroteno, y en la tercera, luteina.
Por tanto, Dunaliella bardawil y Dunaliella EMS son méas adecuadas para el
desarrollo de procesos de produccion de B-caroteno.

5. La radiaciéon UV-A de baja intensidad (18 umol-m?.s™) adicionada a PAR para
la incubacién de Dunaliella EMS durante largos periodos (2 semanas), estimula
la actividad fotosintética de la microalga y la acumulacion intracelular de
carotenoides, especialmente de p-caroteno, siendo por lo tanto un factor cuya
aplicacion modulada respecto a PAR permite aumentar la productividad de
procesos de obtencion de B-caroteno con Dunaliella sin pérdida de viabilidad en
los cultivos.

6. La radiacién UV-B adicionada a PAR para la incubacién de Dunaliella sélo
estimula la carotenogénesis sin alterar significativamente la viabilidad durante un
corto periodo de tiempo (horas), produciendo acumulacién de zeaxantina
durante dicho periodo como consecuencia de la respuesta celular (actividad de-
epoxidasa del ciclo de las xantofilas) a la acciéon oxidante de la radiacién UV-B
impuesta.

7. En cultivos exteriores, el mutante Dunaliella EMS muestra un crecimiento mas
rapido que Dunaliella bardawil y Dunaliella salina 184.8, asi como el mejor
producto “concentracion de biomasa x contenido en carotenoides”, siendo la
microalga mas idonea de las estudiadas en este trabajo para abordar estudios
de productividad y acumulacion de carotenoides en cultivos en exterior. La
microalga presenta una capacidad especialmente significativa para la
acumulacion de B-caroteno, en comparacion a las otras estirpes estudiadas.

8. El mutante Dunaliella EMS cultivado en exterior presenta mayor crecimiento

en ausencia de radiacion UV. En particular, el crecimiento con luz PAR limitada a
la region de luz azul induce una mayor acumulacion celular de carotenoides,
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aumentando la relacion B-caroteno/luteina a medida que el cultivo se hace mas
denso. Dunaliella EMS muestra la mayor acumulacion de carotenoides cuando
se incuba bajo todo el espectro de radiaciébn UV. La accién oxidante de la
radiacion UV-B resulta determinante en la estimulacion de la acumulacion
masiva de carotenoides, especialmente en ausencia de nitrégeno inorgéanico.

9. Se sugiere una estrategia de gestion éptima de la calidad de luz durante el
cultivo de la microalga Dunaliella EMS y durante la fase de produccion de
carotenoides, para obtener los mayores rendimientos posibles. Tal estrategia
consiste en operar los cultivos exteriores en modo discontinuo, realizando ciclos
de crecimiento y posterior produccion de carotenoides. El ciclo de crecimiento
comienza al diluir un cultivo crecido. Inicialmente y hasta aproximadamente la
mitad de la densidad celular maxima prevista, los cultivos recibirian luz azul
transmitida por un filtro adecuado para ello, con el objetivo de estimular el
aumento de la concentracién celular de carotenoides durante el crecimiento. En
un segundo periodo, hasta alcanzar la maxima densidad celular prevista, se
utilizarian filtros que transmitan todo el PAR, con el objetivo de mantener el
desarrollo de altas densidades celulares y la ausencia de radiacion UV. El ciclo
de acumulacién de carotenoides se desarrollaria bajo filtros que transmitan PAR
con alta relacion luz verde/PAR vy todo el espectro UV, ademas de carencia de
nitrégeno inorgénico.

10. Los resultados obtenidos en el presente trabajo han permitido iniciar
experimentacién con cultivos de Dunaliella EMS en tanques exteriores de 300
litros de una planta piloto para la produccion de biomasa y carotenoides con
microalgas.

11. La productividad de la planta de fresa, determinada como peso total
recolectado por planta a lo largo de una campafa, en las variedades ‘Camarosa’
y ‘Ventana’, es considerablemente mayor cuando el cultivo se produce bajo
plasticos que atentan la radiacion UV por completo.

12. La radiacion UV produce un aumento cuantificable en la actividad
antioxidante de los frutos de ambas variedades de fresa, coherente con el mayor
contenido de compuestos fendlicos (antioxidantes) detectado bajo tales
condiciones radiativas y, consecuencia de la respuesta de la planta al estrés
oxidativo impuesto.

13. Independientemente del tratamiento radiativo aplicado a los cultivos de fresa,
tras haber analizado diversos parametros relativos tanto a la productividad como
a la calidad nutricional, en nuestra regién, la variedad ‘Camarosa’ presenta
mejores cualidades desde ambos puntos de vista. Sin embargo, la variedad
‘Ventana’ presenta un fruto mas pesado.
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Perfiles de temperaturay humedad en la finca experimental.
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