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RESUMEN

El uso de diodos emisores de luz (LED) en la biotecnologia de cultivos de microalgas permite
generar diversas calidades de luz para estudiar su impacto en el desarrollo de las microalgas.
A diferencia de la luz natural, la luz artificial posibilita un control preciso tanto de la longitud
de onda como de la irradiancia, facilitando una aclimatacién 6ptima a la calidad espectral
durante el cultivo, esto promueve una mayor productividad y optimiza la composicion de la
biomasa. Las distintas longitudes de onda e irradiancias influyen en la produccién de
pigmentos fotosintéticos, asi como en la asignacion de carbono y el proceso fotosintético
general. La diatomea Phaeodactylum tricornutum, una microalga de gran potencial
biotecnolégico destaca por su rapido crecimiento y elevada produccion de compuestos
valiosos, como el acido eicosapentaenoico (EPA)y el carotenoide fucoxantina, ambos con
importantes propiedades farmacolodgicas y nutracéuticas.

El objetivo de este estudio fue investigar como la calidad de la luz afecta el crecimientoy la
composicion bioquimica, en particular la acumulacion de EPA y del carotenoide fucoxantina,
en una cepa chilena de Phaeodactylum tricornutum. Para ello, en una primera etapa, se
evalué el crecimiento de la cepa en diferentes calidades de luz (blanca, roja y azul) a
diferentes irradiancias (50, 75, 100 umoles m?2s'1), para determinar la irradiancia 6ptima y
luego escalar su cultivo a volumenes de un litro. Se utilizaron lamparas LEDs para
proporcionar luz blanca (Amax: 435 nm), luz azul (Amax: 452 nm), luz roja (Amax: 658 nm)y
una combinacion 50:50 de luz azul y roja. Los resultados mostraron que el mejor tratamiento
para optimizar simultaneamente el crecimientoy la composicion bioquimica de la cepa fue la
mezcla combinada de luz azul y roja. Los resultados de esta investigacion demuestran que la
calidad de la luz es un factor importante a considerar en la optimizacion de las condiciones
de cultivo de esta diatomea, a escala comercial.

Palabras claves: Phaeodactylum tricornutum, calidad de luz, lamparas LEDs, EPA,
fucoxantina
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INTRODUCCION

Potencial biotecnoldgico en las microalgas para la produccion de compuestos de
interés industrial y alimenticio.

Con el paso del tiempo el interés y aplicaciones cientificas en las microalgas ha evolucionado
significativamente, revelando un vasto potencial biotecnolégico en diversas areas (Camacho
& Flérez 2020) e incorporando aportes en desafios globales y ambientales, ya que, en primer
lugar, son una fuente de energia renovable y sostenible. Su versatilidad y alta productividad
en los cultivos conllevan un bajo costo en comparacion con cultivos de plantas, destacan
entre sus principales ventajas (Olabi et al. 2023; Gémez 2007). La biomasa obtenida de
ciertas microalgas es una fuente de compuestos valiosos con interés comercial e industrial
(Chen et al. 2023), entre los que se incluyen proteinas, lipidos, acidos grasos polinsaturados
(PUFASs), antioxidantes, carotenoides, esteroles, terpenoides, pigmentos, carbohidratos,
entre otros (Olabi et al. 2023; Capek et al. 2023; Chen et al. 2023).

Actualmente, existen numerosos estudios sobre metabolitos extraidos de la biomasa
producida por cultivos microalgales, con aplicaciones que van desde biofertilizantes hasta
produccion de biocombustibles, pasando por alimentacion humana y animal, o para la
elaboracion de productos con uso en medicina, farmacia y/o cosmética (Gémez 2007,
Brennan & Owende 2010; Hernandez & Labbé 2014).

El consumo de algas marinas, tanto macroalgas como microalgas, por parte de los seres
humanos se remonta a miles de afos, desde comunidades indigenas (Levasseur &
PerreVictor 2020) hasta diferentes culturas a nivel mundial, destacando China, Japény Corea
(Olabi et al., 2023). Hoy en dia el consumo de microalgas se encuentra limitado, debido al
estricto control que debe abordar en términos de la seguridad alimentaria, factores
comerciales, demandas del mercado y requisitos especificos de preparaciones (Brennan &
Owende 2010: Mendoza et al. 2011). Ademas, deben estar catalogadas en la Administracion
de alimento y medicamento (FDA) como un alimento GRAS (Generally Recognized As Safe),
lo que garantiza su consumo seguro (Olabi et al. 2023). Algunas de las microalgas certificadas
para el consumo humano incluyen a Arthrospira, Chlorella y Dunaliella salina, las cuales se
consideran seguras y valiosas para la dieta humana (Levasseur & Perrévictor 2020).

El interés en la alimentacion y salud a base de microalgas no solo se limita a la industria
humana, sino también como un valor agregado en la alimentacién de varios animales. En la
acuicultura, las microalgas son una fuente primaria de alimentacion (Brennan & Owende
2010; Harun et al. 2010; Mendoza et al. 2011). Los géneros mas comunes utilizados para la
alimentacion animal incluyen a Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum,
Chaetoceros, Nannochloropsis, Skeletonema y Thalassiosira, las cuales son consumidas
principalmente en estado vivo. Un estudio de Spolaore, et al., 2006 determino que el 30% de
la produccién mundial de las microalgas esta destinada al consumo animal y que el 50% de
la produccion de la especie de Arthrospira tiene el mismo fin (Camacho & Flérez 2020;
Hernandez & Labbé 2014).

Importancia de los acidos grasos poliinsaturados y los carotenoides en la nutricion
humanay animal.

Tanto los acidos grasos como los carotenoides han demostrado ser componentes esenciales
en la nutricion humana y animal, desempefiando roles cruciales en la salud y bienestar. No
s6lo mejoran la calidad de vida, sino que son clave en la prevencion de diversas
enfermedades cronicas (Brenes-Soto 2014). En el contexto de buscar una bioeconomia
circular, donde se emplea materia prima y recursos biolégicamente renovables y/o
bioprocesos con el fin de obtener productos econémicamente viables (Butler et al., 2020), las
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microalgas se presentan como candidatas prometedoras para ser utilizadas bajo este
enfoque (Olabi et al., 2023).

Entre los metabolitos de almacenamiento energético de alto valor se encuentran los
carbohidratos y los lipidos (Caballero et al. 2016). Los lipidos incluyen a los triacilglicéridos
(TAGs), fosfolipidos, esteroides y oxilipinas, desempefiando funciones cruciales en la
fisiologia celular, como el almacenamiento de energia, la estructura de la membrana celular
y respuestas a estimulos ambientales. La biosintesis de los acidos grasos, los cuales son los
bloques de construccion de los lipidos, es un proceso complejo que involucran la conversion
de acetil-CoA a malonil-CoA, la elongacion de cadenas de acidos grasos, y la desaturacion
para formar &cidos grasos insaturados (Garcia et al. 2021). Entre los acidos grasos
poliinsaturados del grupo omega 3 (w-3) que contiene dos o mas doble enlaces en su cadena
de carbono, destacan el acido eicosapentaenoico (EPA) Yy el acido docosahexaenoico (DHA)
por su papel como sustancias bioactivas y nutrientes esenciales, que deben ser consumidos
en la dieta de los animales ya que no son sintetizados endogenamente (Celi et al. 2022).

Estos acidos grasos son cruciales para el mantenimiento y buen funcionamiento del sistema
cardiovascular, se destacan por su naturaleza esencial en el desarrollo del sistema nervioso
y en las mejoras de las capacidades visuales (Levasseur & Perrévictor 2020). También se ha
demostrado que favorecen el desarrollo cerebral, y contribuyen a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares e inflamatorias, como la diabetes, la artritis y la obesidad.
Ademas, juegan un papel en la funcién antienvejecimiento y en tratamientos de trastornos
psiquiatricos (Castellanos et al. 2015; Hamed 2016; Kim et al. 2012; Garcia et al. 2021). Hoy
endia, la fuente tradicional de produccion de acidos grasos polinsaturados (PUFAS) proviene
del aceite de pescado, y es preocupante la sobreexplotacion de las pesqueras y la
contaminacion asociada su produccion (Moon et al. 2019). En este contexto, se han
considerado algunas microalgas como una fuente prometedora de los acidos grasos EPA 'y
DHA, entre las que destacan Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana,
respectivamente (Mulders et al. 2012; Chen et al. 2023: Katiyar & Arora 2020).

Los cloroplastos de las microalgas albergan metabolitos de gran valor, como los pigmentos
fotosintéticos, los que se pueden clasificar en tres grupos principales: clorofilas, carotenoides
y ficobiliproteinas, son responsables de las diferentes tonalidades caracteristicas de cada
especie (Lavasseur 2020).

Los carotenoides son pigmentos terpenoides conocidos por su capacidad antioxidante. Los
carotenoides desempefian un papel crucial en la fotoproteccion celular, especialmente en
situaciones en las que las fluctuaciones en la intensidad de la luz podrian provocar la
absorcién de energia en exceso, superando la capacidad fotosintética de las células. Esta
condicion puede causar fotoinhibicion, un proceso en el que el exceso de energia luminica
causa la oxidacion de pigmentos, lipidos y proteinas, dafiando el aparato fotosintético (Jallet
et al. 2016).

Al ser consumidos en la dieta, los carotenoides tienen efectos beneficiosos en la prevencion
de diversas enfermedades como el cancer, trastornos oculares y vasculares. También son
precursores vitaminicos, activadores inmunoldgicos y agentes antiinflamatorios (Hamed
2016). En la actualidad, la produccién a escala industrial de carotenoides a partir de fuentes
naturales se realiza a partir de algunas microalgas y ha permitido, por ejemplo, la
comercializacion de [3-caroteno de Dunaliella salina (Brennan & Owende 2010; Mendoza et
al. 2011) y la astaxantina de Haematococcus pluvialis (Butler et al. 2020).

Otro carotenoide de interés comercial es la fucoxantina, responsable de la coloracion marron
en las algas pardas y diatomeas. Este pigmento secundario es abundante en estos
organismos, debido a que actia como pigmento captador de luz junto a la clorofila a y c,

pag. 10



conformando el complejo fucoxantina-proteina clorofila c (FCP), y es considerado como un
compuesto de alto valor comercial (Pereira et al. 2021). En la actualidad la fucoxantina se
extrae principalmente de macroalgas, aunque algunas microalgas han demostrado tener un
alto contenido de este pigmento, como las diatomeas marinas Phaeodactylum tricornutum,
Odontella aurita y Cyclotella cryptica (Wang et al. 2018; Meléndez et al. 2004). La fucoxantina
ha demostrado tener actividades antiobesidad, antidiabéticas, antiinflamatorias,
anticancerigenas y hepatoprotectoras, asi como efectos protectores cardiovasculares y
cerebrovasculares, lo que ha generado un gran interés en su produccion sustentable (Woo et
al. 2010; Zhang et al. 2015).

¢ Como afecta la calidad de luz al crecimiento de las microalgas?

La radiacion solar estd comprendida dentro de la radiacion electromagnética, la cual se
caracteriza por diferentes longitudes de onda y se manifiesta en forma de energia. Segun los
criterios de la Comission Internationale de I"Ecairage (CIE) la radiacion se divide en radiacion
infrarroja o roja lejana (>700 nm), radiacion visible o radiacion fotosintética activa (PAR, por
sus siglas en inglés) que abarca de 400 nm a 700 nm, y radiacién ultravioleta, que cubre de
280 nm a 400 nm (Taiz & Zeiger 2003). Sélo la radiacién visible del espectro, o PAR, es
fotosintéticamente activa en plantas y algas, ya que impulsa el proceso de la fotosintesis, un
proceso cuantico impulsado por el flujo de fotones fotosintéticos (la cantidad de fotones en el
rango PAR, que incide sobre una superficie en una unidad de tiempo) (Mahari et al. 2024).

Las microalgas son organismos fotosintéticos que requieren de luz, diéxido de carbono y
nutrientes para su crecimiento celular (Sirisuk et al. 2018). Estos organismos utilizan la
energia luminica capturando fotones de la luz y fijando carbono inorganico en forma de
carbono organico, produciendo oxigeno y energia quimica a través de estructuras
especializadas, denominados fotosistemas, son la unidad estructural y funcional
responsables de la absorcion de luz, asi como de la transferencia de energia y electrones,
realizando una serie de reacciones redox convirtiendo la energia luminica en quimica através
de los dos tipos de fotosistemas: PSI (P700) y PSII (P680). Esta reaccion dependiente de la
luz ocurre en la membrana tilacoidal del cloroplasto. EI ATP y el poder reductor (NADPH),
resultantes de la cadena transportadora de electrones en esta fase luminosa son
metabolizados en el ciclo de Calvin-Benson mediante la enzima Rubisco, cuyo producto final
es la glucosa y otros azucares (Celi et al. 2022). Esta fase, independiente de la luz, tiene lugar
en el estroma del cloroplasto y se denomina fase oscura (Wang et al. 2023).

Los fotosistemas constan de dos componentes claves: el complejo antena y el centro de
reaccion. El complejo antena agrupa pigmentos fotosintéticos como clorofilasy carotenoides,
gue capturan la luz y canalizan la energia hacia el centro de reaccion. En este Ultimo, una
clorofila diana, que es un tipo de clorofila (a), interactia con aceptores y dadores de
electrones para convertir la energia luminica en energia quimica, un paso crucial que inicia
la cadena de transporte de electrones en la fotosintesis (Taiz et al. 2015). Los pigmentos
fotosintéticos, incluidos clorofilas y carotenoides, absorben luz en rangos especificos del
espectro de radiacion fotosintética activa (PAR), optimizando asi la captura de energia para
la fotosintesis. La clorofila tiene picks de absorcién en el azul (~430 nm) y el rojo (~660 nm).
Esta energia se puede disipar comocalor y ser transferida a otras moléculas, o desencadenar
reacciones fotoquimicas a traves de la molécula de clorofila a (Buchanan et al. 2015).

Los carotenoides, por otro lado, estdn generalmente asociados con las proteinas en las
antenas y los centros de reaccion, absorben en el rango de 400 a 500 nhm y actian como
pigmentos accesorios, transfiriendo la energia capturada a la clorofila, ampliando la
capacidad de absorcion del espectro luminico y contribuyendo a la fotosintesis. Ademas,
estos pigmentos desempefian en el aparato fotosintético una funcién fotoprotectora,
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protegiendo a los fotosistemas contra dafios fotooxidativos causados por el exceso de luz
(Schulze et al. 2014; McGee et al. 2019; Sirisuk et al. 2018).

Diferentes longitudes de onda no sélo inducen variaciones en la produccion de pigmentos
fotosintéticos, como los carotenoides y las clorofilas, sino que también influyen
significativamente en la asignacion de carbono hacia diversas rutas metabdlicas dentro de la
célula; estas variaciones permiten optimizar tanto la acumulacién de biomasa comola sintesis
de compuestos bioactivos, incluidos los acidos grasos polinsaturados. Por ejemplo se ha
demostrado que la luz azul y roja son particularmente efectivas en estos procesos. Ademas,
las microalgas, al enfrentarse a cambios en la calidad de la luz, suelen activar procesos de
fotoaclimatacion que implican modificaciones estructurales en el cloroplasto y ajustes en la
composicion de pigmentos, permitiendo una captura mas eficiente de energia luminica bajo
diferentes condiciones ambientales (Jungandreas et al. 2014; McGee et al. 2014). Estos
efectos estan mediados, al menos en parte, por fotorreceptores, los cuales desempefian un
rol crucial en la regulacion metabdlica (fotomorfogénesis) , ya que estos no so6lo modulan la
actividad enzimatica, sino que también influyen en el control transcripcional de genes clave
relacionados con la asimilacion de nitrdgeno y carbono; esto facilita la redistribucion del
carbono entre lipidos, carbohidratos y proteinas dependiendo del espectro luminico al que se
exponen las células (Dong et al. 2022). Aunque el analisis especifico de fotorreceptores no
formoé parte de esta investigacion, este aspecto podria ser una extension relevante para
futuros estudios que busquen complementar el entendimiento del impacto de la calidad de la
luz sobre la fotosintesis, especialmente en especies de alto interés comercial.

El uso de la iluminacion artificial permite superar muchos de los inconvenientes de la luz
natural, proporcionando una irradiancia optima independiente de la hora del dia y estacion.
Los cultivos exteriores a gran escala son dificiles de controlar debido a la fluctuacion de
factores como la temperatura, las concentraciones de oxigeno y dioxido de carbono, que
varian con la luz solar. En contraste, los cultivos interiores con iluminacion artificial permiten
un control preciso de las condiciones, lo que puede mejorar la calidad y productividad en
comparacion con la iluminacion natural al aire libre (Mahari et al. 2024; McGee et al. 2019).
Los LEDs tiene una larga vida atil en comparacién con otras fuentes de luz, lo que los hace
més eficientes y econémicos; ademas, pueden emitir en un rango especifico de longitudes de
onda, como la azul y roja, lo que los hace mas versatiles para las aplicaciones que requieran
de una iluminacién controlada (Sirisuk et al. 2018) .

Phaeodactylum tricornutum

Las diatomeas son una clase de microalgas que representan una de las poblaciones mas
abundantes entre las microalgas en el océano; entre ellas, la diatomea penada
Phaeodactylum tricornutum se distingue por la capacidad de adoptar diferentes morfotipos:
fusiforme, trirradiado y ovalado (Vartanian 2009; Lewin et al. 1958; Borowitzkay Volcani 1978
citado de Haro et al. 2017). Este pleomorfismo ha sido ampliamente estudiado, sugiriendo
gue es una de las razones que evidencia la adaptabilidad que posee esta diatomea en
ambientes fluctuantes (Butler et al. 2020). A diferencia de otras diatomeas, que generalmente
tienen frastulo rigido compuesto principalmente de silice, el frastulo de P. tricornutum es
predominantemente organico méas que silicificado (Le Costaouéc et al. 2017; Haro et al.
2017). Se distribuye en ambientes costeros incluyendo estuarios y charcos rocosos, donde
las condiciones pueden ser inestables (Zhao 2014; Haro et al. 2017).

Phaeodactylum tricornutum ha sido objeto de un extenso estudio y su genoma ha sido
secuenciado completamente (Bitaubé 2008; Zhao 2014; Celi et al 2022), lo que ha permitido
descubrir su potencial en diversas aplicaciones (Celi et al. 2022; Olabi et al. 2023; Qiao et al.
2016; Butler et al. 2020). Esta diatomea es particularmente interesante para los
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investigadores e industrialmente relevante, debido a que muestra una alta tasa crecimiento
en condiciones 6ptimas y capacidad de producir compuestos comercialmente valiosos,
siendo apta para cultivos a gran escala. En sistemas de cultivos masivos al aire libre ha
demostrado ser una candidata prometedora ya que es capaz de resistir condiciones de pH
alto y baja irradiancia, presenta una amplia aclimatacion a distintos medios de cultivo, lo cual
la convierte en una especie particularmente adecuada para su uso en biotecnologia (Bitaubé
2008; Butler et al. 2020). Uno de los principales intereses biotecnoldgicos de P. tricornutum
es su capacidad para producir compuestos de alto valor, como la produccion de fucoxantina
y, ademas, se ha investigado ampliamente como una fuente potencial de acidos grasos
poliinsaturados, principalmente la produccién de EPA (Haro et al. 2017)

¢ Como afecta la calidad de luz a la acumulacién de fucoxantina y EPA en la diatomea
P. tricornutum?

La calidad de laluz se define comola composicion espectral de la radiacion luminica, es decir,
la distribucion de las diferentes longitudes de onda presentes en la radiacion
fotosintéticamente activa. En el contexto biologico, ésta determina como los organismos
perciben y responden a la luz, afectando procesos como la fotosintesis, fotomorfogénesisy
adaptacion metabdlica (Crepy 2011; Gonzalias & Lasso 2015 ).

La calidad de la luz juega un papel crucial en la acumulacién de compuestos como el &cido
eicosapentaenoico (EPA) y la fucoxantina en cultivos de microalgas. Los LED, al ofrecer un
espectro de luz ajustable, permiten una optimizacion precisa de las condiciones luminicas
para maximizar la biosintesis de estos metabolitos. En comparacion con la luz natural, los
LEDs permiten proporcionar longitudes de onda especificas que pueden estimular la
produccion de metabolitos especificos y minimizar el calor residual ofreciendo una ventaja
considerable para los cultivos controlados, donde las condiciones de crecimiento pueden ser
ajustadas con precision para favorecer la acumulacién de estos compuestos valiosos (Mahari
et al. 2024), tal como ha sido demostrado en P. tricornutum (Duarte et al. 2021).

La fucoxantina es un carotenoide clave en las diatomeas que juega un papel crucial en la
recoleccion de luz para la fotosintesis. Este pigmento absorbe luz en un rango de longitud de
onda de 450-540nm, predominantemente en la region azul (Sirisuk et al. 2018 Wan et al.
2013; Parkes et al. 2021 ). Estudios previos han demostrado que la exposiciéon a luz azul
puede incrementar significativamente la produccion de fucoxantina en diatomeas como P.
tricornutum, lo que convierte a esta longitud de onda en una herramienta valiosa para
optimizar la produccion de este pigmento de alto valor en aplicaciones industriales (Wang et
al. 2018; Parkes et al. 2021).

El crecimiento, contenido de lipidos y la composicion de acidos grasos de P. tricornutum estan
influenciados por diversos factores de cultivo, como la temperatura y los nutrientes (Gao et
al. 2017; Schellenberger et al. 2013; Duarte et al. 2021), y también la luz, fuente principal de
energia para la fotosintesis (Jungandreas et al. 2014; Maltsev et al. 2021: Dong et al. 2023).
Los acidos grasos omega 3, incluido el EPA, forman parte principalmente de los lipidos
polares como los fosfolipidos, constituyentes principales de las membranas celulares, por lo
gue su acumulacioén se ve incrementada en condiciones favorables para el crecimiento (Haro
et al. 2017). En relacion al efecto de la calidad de luz en la acumulacion de EPA en P.
tricornutum, se ha observado que particularmente la luz roja ha mostrado ser mas efectiva
para incrementar el contenido de EPA en las células, en comparacion a tratamientos con luz
azul y blanca (Duarte et al. 2021; Dong et al. 2023). Este efecto puede deberse a su influencia
en los mecanismos metabdlicos que favorecen la biosintesis de é&cidos grasos en P.
tricornutum (Sirisuk et al. 2018), lo cual aun no esta totalmente dilucidado.

Aunque la literatura cientifica ha avanzado considerablemente en el estudio sobre el impacto
de la calidad de la luz en la composicion bioguimica de microalgas, la influencia especifica
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de la luz en la acumulacion del carotenoide fucoxantina y en la produccion del &cido
eicosapentaenoico (EPA)en P. tricornutum, aun sigue siendo un area de investigacion activa.
La literatura existente sugiere que la luz azul es crucial para la sintesis de fucoxantina en
diferentes especies de microalgas, debido a su absorcién efectiva en ese rango del espectro
electromagnético (Wang et al. 2018; McGee et al. 2019; Dong et al. 2023). Por otro lado, la
luz roja parece ser eficiente para incrementar la acumulacion de EPA al estimular la
biosintesis de &cidos grasos en esta microalga (Sirisuk et al. 2018). Sin embargo, la respuesta
precisa entre estas diferentes longitudes de onda y su efecto sobre la produccion de estos
metabolitos alun requiere mas investigacion para determinar las condiciones 6ptimas de
iluminacion y maximizar tanto la fucoxantina como el EPA en esta microalga.

Considerando los antecedentes expuestos, en esta investigacion se plantean las siguientes
hipétesis y objetivos.

Hipotesis:
1.- La mezcla de la calidad de luz roja y azul favorece el crecimiento en la diatomea P.
tricornutum.

2.- La luz azul favorece la acumulacion del carotenoide fucoxantina y la luz roja la
acumulacion del &cido eicosapentaenoico (EPA) en la biomasa de P. tricornutum.

Objetivo general:
Estudiar el efecto de la calidad de la luz en el crecimiento, desempefio fotosintético y
composicion bioguimica de la diatomea Phaeodactylum tricornutum

Objetivos especifico:
o Evaluar el efecto de la calidad de la luz (azul, roja y blanca) en el crecimiento y
desempefio fotosintético de P. tricornutum.
o Determinar si la calidad de la luz (azul, roja y blanca) afecta la acumulacion del
carotenoide fucoxantinay del &cido graso eicosapentaenoico (EPA) en la biomasa de
P. tricornutum.
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METODOLOGIA
Material biol6gico

Para el desarrollo de este proyecto se utilizé una cepa de Phaeodactylum tricornutum, aislada
desde Isla San Pedro, Chiloé, Regién de Los Lagos, Chile (43°21'10"S 73°44'01"0O), la cual
se encuentra depositada en la Coleccion de Cultivo de Microalgas de la Universidad de
Concepcidn, con el cédigo de CCM-UdeC 264.

La cepa es mantenida en medio Walne 3X (Walne, 1970), a una irradiancia continua de 60
umoles m=2s?, con un fotoperiodo de 16:8 (L:O) y a una temperatura de 18 + 2°C.

Condiciones de cultivo experimental

1.- Primera etapa: Eleccion irradiancia 0ptima en las calidades de luz blanca, azul y
roja.

En la primera etapa de este proyecto, se cultivo la cepa de P. tricornutum (CCM-UdeC 264)
en medio Walne 3X, con un fotoperiodo de 16:8 (L:O) y a una temperatura de 21 + 2°C. Se
iniciaron los cultivos con una densidad celular inicial de 200.000 células ml?, en un volumen
de 250 ml, con aireacion filtrada (0.22 pm) constante por 11 dias.

Para determinar el rango maximo de irradiancia que tolera el alga sin comprometer su
rendimiento fotosintético se realizaron curvasrapidas de luz utilizando un fluorimetro de pulso
de amplitud modulada (JUNIOR-PAM) controlado por el software WinControl v3.25 (Walz
GmbH, Germany). Este equipo emite pulsos de luz actinica de color azul. Se recolectaron
alicuotas de 5 mL de cultivo y se acondicionaron en completa oscuridad durante 15 minutos
antes de realizar las mediciones. En el fluorimetro JUNIOR-PAM, se empled la configuracion
de curvas rapida de luz, ajustando tanto la intensidad como la duraciéon del pulso de
saturacion. Las curvas de luz se realizaron con incrementos graduales de irradiancia,
alcanzando un méaximo de 1500 pmol m2s1

De los ensayos anteriores se decidio trabajar en el rango de 50 a 100 pumoles m2s1. Los
cultivos fueron expuestos a diferentes calidades de Iluz, con la ayuda de un
espectrorradiémetro se midieron las longitudes de onda emitidas por las tres lamparas LEDs:
como control tenemos la luz blanca (Amax: 435nm)y como objetivo de estudio utilizamos luz
azul (Amax: 452nm) y luz roja (Amax: 658nm).

Para cada tratamiento de calidad de luz se evaluaron diferentes densidades de flujo foténico,
medidas con un cuantometro plano: (1) 50, (2) 75, (3) 100 umol m2s?, con el proposito de
escoger una irradiancia Optima para los cultivos, sobre el crecimiento y la actividad
fotosintética de la microalga, tal como se describe en el punto 3.

2.- Segunda etapa: Cultivo en volumen de 1L con irradiancia electa, bajo las
diferentes calidades de luz

En esta segunda etapa, se establecieron los cultivos bajo diferentes calidades de luz: blanca,
azul y roja, con la irradiancia optima establecida en la primera etapa en funcion de la eficiencia
fotosintética y los atributos de crecimiento: tasa de crecimiento y densidad celular maxima.

Se establecieron réplicas para los cultivos experimentales de esta segunda etapa, los cuales
fueron iniciados con una densidad celular de 500.000 células ml%, en un volumen de un litro,
con aireacion filtrada (0.22 um) por 12 dias, a una temperatura de 22 + 2°Cy con fotoperiodo
de 16:8 (L:O).
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Adicionalmente con el objetivo de estudiar el efecto que tendria la mezcla de estas calidades
de luz (azul y roja) sobre la acumulacién simultanea del carotenoide fucoxantinay EPA, se
estudié la mezcla de la calidad de luz roja y azul, en la proporcién de 50:50.

3.- Monitoreo de los parametros del crecimiento y fisiologicos:
Para la medicion del crecimiento del cultivo y los parametros fisioldgicos se realizé:

a) Conteo celular: se realiz6 en camara Neubauer con un microscopio éptico, cada
48 o 74 horas. Los resultados fueron expresados como densidad celular por
volumen de cultivo (células/ml).

Con los datos obtenidos se construyen las curvas de crecimiento, determinando la
tasa maximade crecimiento, Kmax (divisiones dia-1) durante la fase logaritmica
de acuerdo a Guillard, 1973, expresando el resultado como divisiones por dia:

K = (3.322/t, — t;)x(Log N, /N;)

Donde N,/N; corresponden al numero de células por ml en los dias
t, — t; respectivamente. Ademds, de la curva de crecimiento se estimé la
densidad celular maxima de cada cultivo tratado, incluido los cultivos controles.

b) Peso seco: En el Ultimo dia de cada cultivo, se secaron filtros de nitrocelulosa (de
poro 0,45 um) por 24 horas en una estufa a 80°C Posteriormente, se enfriaron los
filtros en un desecador, se pesaron y luego se filtr6 a través de ellos una alicuota
de 10 ml de cultivo lavando con 10 ml de formiato de amonio 0.5 M. Luego, los
filtros con la biomasa retenida se secaron nuevamente a 80°C por 48 horas, para
luego enfriarlos y pesarlos. Los valores obtenidos del peso de los filtros con
biomasa se restaron con los valores obtenidos del filtro limpio, el valor obtenido se
dividié por el volumen filtrado, correspondiendo este al peso seco de la biomasa
algal por volumen de cultivo (mg/ml).

c) Fluorescenciain vivo de la clorofila a: La medida de fotosintesis in vivo basado en
la determinacion de la fluorescencia de la clorofila a asociada al fotosistema |l
(P680) fue cuantificada utilizando un fluorimetro de pulso de amplitud modulada
(JUNIOR PAM) controlado por el software WinControl v3.25 (Walz GmbH,
Germany). En cada tratamiento se recolectaron muestras de los cultivos cada 48
0 74 horas, 10ml de cada replica, depositandolos en camaras de incubacion para
realizar curvas de luz rapida (RLC). Las muestras se mantuvieron en oscuridad
por 15 min para determinar la fluorescencia basal (Fo), posterior a esto se aplicaron
pulsos de saturacion, determinando la fluorescencia maxima (Fm). Con los datos
obtenidos se calcul6 el rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) de acuerdo a
la siguiente expresion matematica:

E,/E, = (B — Fy)/Ey ,Siendo 2> F, = F, — F,

En donde, Fo es la fluorescencia basal con ambiente oscuro durante 15 miny Fm
es la fluorescencia maxima después de una luz de saturacién >4000 pmoles m2s
! (Luz actinica azul).

d) Rendimiento no fotoquimico: Este parametro se calculé utilizando los valores de
fluorescencia obtenidos por el procedimiento RLC de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

NPQ = (Fm — Fm") /Fm’
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Donde Fm es la fluorescencia maximadespués de la aplicacion del pulso de luz
de saturacién tras la incubacién de 15 min en oscuridad y Fm' después de la
aplicacién del pulso de luz de saturacion posterior 20 s de incubacion en cada
tratamiento evaluado. Los valores (ETRmaxy NPQmax) fueron obtenidos usando el
modelo matematico tangencial propuesto por Eilers & Peeters 1988).

Tasa de transporte de electrones: se utilizO como un estimador de la capacidad
fotosintética o produccién del cultivo (Kromkamp et al., 2008; Figueroa et al.,
2013). Se calculé mediante la siguiente ecuacioén, expresada por unidad de area:

ETR = AF/F'mx E x A x Fu (umol electronesm=2s71)

Donde AF/F'm es el rendimiento cuantico efectivo. E es la irradiancia incidente
PARYy Fll es la fraccion de clorofila relacionada con el PSII, siendo 0.8 para algas
pardas (Figueroa et al. 2003). A corresponde a la absortancia de los tratamientos
evaluados calculada como se describe segun lo indicado por Castro-Varela et al.
(2021).

4.- Andlisis bioquimicos:

El dltimo dia del periodo experimental (dia 12), las células fueron cosechadas por
centrifugacion a 4.500 rpm por 6min a 4°C. Posteriormente la biomasa fue liofilizada por 48
hrs y almacenada a -20°C, hasta sus analisis:

a)

b)

Humedad: En sobres de papel aluminio de 4x5cm se pesaron 30 mg de biomasa
seca, se secaron en la estufa a 80°C por 3 dias. Posteriormente, se enfriaron los
sobres en un desecador y se pesaron para estimar la humedad de la biomasa
seca.

Extracciony cuantificacion de lipidos totales: para la determinacion del contenido
de lipidos totales se tomaron entre 80 - 90 mg de biomasa, los cuales se extrajeron
con solventes organicos de acuerdo con la metodologia descrita por Bligh & Dyer,
1959. La biomasa se extrajo en viales de plasticos adecuados para el
homogeneizador FastPrep, agregando 1 mL de metanol y dos esferas de
homogeneizacion. Fueron aplicados 8 ciclos de 4,0 m/s, 20 seg/ciclo. El lisado se
transfirio a un tubo de vidrio al cual se agreg6 1,5 ml de cloroformoy 0,8 mlde
agua destilada. Los tubos se homogenizaron en vortex por 30 seg, se cubrieron
con papel aluminio y se mantuvieron a 4°C por 24 h. Posterior a esto, se
centrifugaron a 3.200 rpm durante 10 minutos, recogiendo el sobrenadante vy
transfiriéndolo a un tubo limpio. Luego, se adiciono al sobrenadante 1,5 ml de
cloroformo y 1,6 ml de agua destilada (agitando hasta obtener una solucién
homogénea y densa), la solucion se centrifugo a 3.200 rpm durante 10 min,
retirando y eliminando la fase superior acuosa. La fase clorof6rmica se traspasé a
tubos de vidrio limpios para finalmente, agregar 500 pl de acetona para eliminar
las trazas del agua. Las muestras se dejaron evaporar en estufa a 38°C por 3 dias.
Las muestras secas de lipidos se resuspendieron en 1 mL de cloroformo:metanol
1:2. El contenido de lipidos totales de las biomasas se determiné de acuerdo con
la metodologia descrita por Marsh y Weinstein (1966), en las muestras de lipidos
resuspendidas y analizadas en submuestras de 50 pl, por triplicado, para cada
tubo. Luego, se agregd 2 ml de H2SO4 concentrado a cada tubo (incluyendo un
tubo sin lipidos que se usa de blanco). Los tubos se taparon con papel aluminio
para posteriormente incubarlos en estufa a 200°C durante 15 minutos y luego
enfriarlos a -20°C durante 5 minutos. Posteriormente se afiadid 8 ml de agua
destilada a cada tubo, homogenizando y nuevamente enfriarlos a -20°C. Por
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d)

altimo, se procedid a leer las absorbancias de cada muestra en un
espectrofotometro a 375 nm extrapolando los valores en una curvade calibracion
preparada con el triglicérido tripalmitina como, estandar.

Andlisis de &cido grasos: Se realizd por cromatografia de gases. Se tomaron
alicuotas de 700 pl de la muestra de lipidos totales obtenida en b) los cuales se
evaporaron con Nz(g). Los lipidos fueron derivatizados por adicion de 1,3 mlde
trifluoruro de boro (BFs) al 14% en metanol incrementando la volatilidad de la
muestra. Luego, el tubo que contenia la mezcla anterior se llevé a un bafio de agua
de 90°C por 2.5 min, posteriormente se agregé 2 ml de hexano y 1 ml de agua,
agitando en vortex durante 1 min, se centrifugo por 10 mina 3200 rpm para obtener
2 fases, una fase apolar donde se disolvieron los acidos grasos y otra fase polar,
concentrado con compuestos no lipidicos. La fase apolar se extrajo y traspaso a
un nuevo vial, donde se evaporé con nitrbgeno gas. La muestra seca se
resuspendié con 100 ul de hexano y se inyecto una alicuota de 2 pl en una
columna SPB-PUFA del cromatégrafo de gas Clarus 600 PerkinElmer con detector
FID (Detector de ionizacion de llama). Luego de este procedimiento, se obtuvo un
cromatograma, donde se realizé una identificacion de acidos grasos mediante la
comparacion de sus tiempos de retencién con respecto a estandares (Sigma
Aldrich) y su cuantificacion relativa se llevé a cabo mediante la integracion de las
areas bajo los peaks, siendo esos valores expresados como porcentaje del
respectivo &cido graso con respecto a los acidos grasos totales detectados. Los
acidos grasos tridecanoico y nonadecanoico se adicionaron a cada muestra como
estandares internos para la cuantificacion absoluta de cada acido graso en la
biomasa de P. tricornutum (expresado en mg de cada acido graso por g de
biomasa seca).

Extraccion de clorofila y carotenoides totales: Se extrajeron mediante
homogenizador automatico (FastPrep), a partir de 30 mg biomasa seca, con 1 ml
de acetona al 90%, de acuerdo con el protocolo descrito por Strickland & Parsons,
1972. Lahomogeneizacion se realizé en dos ciclos a 4,0 m/s durante 20 segundos,
posteriormente se aplicé una centrifugacion a 8.000 rpm durante 5 minutos. Este
procedimiento se repiti6 hasta que el solvente no tuviera color. Se obtuvo un
sobrenandante de las muestras, las que se traspasaron y aforaron con acetona
90% en matraces aforados de 5 o0 10 ml. Los carotenoides y clorofilas totales se
cuantificaron mediante espectrofotometria, de acuerdo con las expresiones
matematicas propuestas por Wegmann & Metzner. 1971, generando una lectura
en diversas longitudes de onda (750; 663; 644; 630; 480; 453 y 445nm), que
permitieron cuantificar las distintas clorofilas, carotenoides totales y fucoxantina.

Determinacion de fenoles totales: se extrajo 30 mg de biomasa seca con 1 mlde
metanol al 80% v/v, mediante un homogenizador automatico (FastPrep) con una
esfera de cerdmica, de acuerdo a la adaptacion del método descrito por
Waterhouse, A.L., 2002. La homogenizacion se realiz6 en un total de ocho ciclos
a 4.0 m/s durante 20 segundos. Posteriormente se centrifugaron las muestras a
10.000 rpm durante 5 minutos y el sobrenandante se separé por triplicado en tubos
de vidrios, con un volumen de 25 pl. A cada tubo se le afiadié 1,8 ml de agua
destilada y 125 pl de reactivo Folin-Ciocalteu, con una incubacién de las muestras
por 3 minutos a temperatura ambiente. Luego se afiadié 375 pl de Na2CO3 20%
y 225 ul de agua destilada a cada tubo, se incubd por 2 horas a temperatura
ambiente en oscuridad. Finalmente se realizaron lecturas de la absorbancia de la
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solucion, en un espectrofotbmetro a una longitud de 760 nm, calculando las
concentraciones de fenoles totales en funcién de una curva de calibracion
preparada con acido galico como estandar.

f) Determinacion de carbohidratos totales: Para la determinacion de carbohidratos
totales, se prepar6 el reactivo Antrona-H2SOa4: a partir de 0,200 g de Antrona en
100 ml de H2SO4 al 96%. Se utiliz6 30 mg de biomasa microalgal seca, se
homogenizo con 1 ml de agua destilada y una esfera de ceramica en
homogeneizador mecéanico FastPrep-24, realizando 8 ciclos a 4,0 m/s durante 20
segundos. Luego se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 10.000 rpm,
los sobrenadantes obtenidos se transfirieron a nuevos tubos eppendorf. De este
sobrenadante se realiz6 una dilucion 1:100. Posteriormente, las disoluciones se
repartieron por triplicado con un volumen de 250 pl, agregando 500 pl del reactivo
antrona-H2S0s4, agitando los tubos en vortex y dejando enfriar a temperatura
ambiente, finalmente se incubaron en placa calefactoraa 100°C y se dejo enfriar
los tubos a temperatura ambiente, para posteriormente realizar la lectura
espectrofotométrica con absorbancias a 625 nm. El calculo de la concentracion de
carbohidratos totales fue en funcion a la ecuacion de la recta en la curva de
calibracion, preparada con glucosa como estandar.

g) Determinacion de proteinas: Segun el método descrito por Lowry (1951), primero
se requirid de la preparacion de los siguientes reactivos para la extraccion de
proteinas totales:

- Solucién A: Na2CO3 al 2% en NaOH 0,1M

- Solucién B1: CuS0O4 x 5H20 al 0,5%

- Solucién B2: Tartrato de Sodio y Potasio al 1%

- Solucién C: 49 ml de solucion A + 1 ml de solucion B1 + 1 ml de solucién B2

- Solucién D: Reactivo de Folin Ciocalteau 50% v/v en agua destilada.

Para el analisis, se utiliz6 30 mg de biomasa seca los cuales se hidrolizaron con 5 ml

de NaOH 0,1 M, aplicando una agitacion en vortex por 30 segundos. Luego, los tubos

se incubaron a 100°C en placa calefactora por 1 hora, con un tubo de muestra control

(NaOH). Posterior a enfriar los tubos, se agitaron en vortex y se recolect6 una alicuota

de 1 ml de muestra en tubos Eppendorf, los cuales fueron centrifugados a 7.000 rpm

durante 15 minutos. Se recolectaron los sobrenadantes resultantes, depositandolos
en tubos nuevos. Los sobrenadantes se repartieron por triplicado en un volumen de

25 pl, a tubos de vidrio. Se afiadié un volumen de 975 yl de NaOHO0,1 My 1 ml de

“solucién C”, agitando en vortex e incubando a temperatura ambiente por 10 minutos.

Posteriormente, se les agrego 100 ul de “solucion D”, agitando en vortex y dejando

incubar en oscuridad por 30 minutos. Finalmente, se realizo la lectura de absorbancias

en espectrofotdmetro a 750 nm. Se calcularon las concentraciones de proteinas
totales de acuerdo con la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion
construida previamente a partir de seroalbumina de bovino (BSA) como estandar.

5.- Anélisis estadisticos:

El efecto de la calidad de la luz sobre el crecimiento, y composicion bioquimica de P.
tricornutum fue evaluado mediante ANOVA de una via. Para los parametros fotosintéticos se
aplicé un ANOVA de dos vias ya que se evalué también la interaccion de la calidad de luz
con el dia en gque se realizé la medicion. En este ultimo caso los factores considerados fueron
tiempo (con 6 niveles) y calidad de luz (con 4 niveles).
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La significancia estadistica de las diferencias se determiné mediante el test a posteriori de
Tukey, todos los datos fueron analizados para la normalidad y homogeneidad de varianza,
verificandolo con el test de supuesto de normalidad de datos (Shapiro-Wilk) requerido para la
aplicacion de la metodologia descrita. Se considero un valor de p < 0,005 para establecer la
significancia estadistica de las diferencias (Sokal & Rohlf, 1995). Los analisis fueron
realizados usando softwares Sigma Plot version 14.5 y SPSS versiéon 21 (IBM, USA))
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RESULTADOS

Evaluacion del crecimiento y parametros fotobiologicos de la cepa, en distintas
calidades de luz y distintas irradiancias

En la Figura 1 se observan las curvas de crecimiento de cada tratamiento de calidad de luz
(blanca, azul y roja) a distintas irradiancias, donde la fase estacionaria fue alcanzada al dia
11 de los cultivos, la fase exponencial de los cultivos se observé entre los dias 2 y 4. En esta
primera etapa, se determin0 la irradiancia optima que promovié el crecimiento del cultivo bajo
las tres calidades de luz. La luz blanca se utiliz6 como control.
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Figura 1: Curvas de crecimiento de cepa CCM-UdeC 264, a diferentes irradiancias en la
calidad de luz blanca, azul y roja

Al finalizar los 11 dias de cultivo se determiné la biomasa producida por volumen de cultivo
en cada condicion experimental, tal como se muestra en la tabla 1.

En la Tabla 1 se resumen los pardmetros de crecimiento de estos experimentos.

Tabla 1: Parametros de crecimiento de cepa CCM-UdeC 264 expuesta a tratamientos con
diferentes irradiancias (50, 75, 100 umoles m-2s-1) a distintas calidades luz (blanca, azul y
roja) (sin réplicas).

Densidad celular | Tasa de crecimiento| Peso seco
Irradiancia maxima (cel/ml) Kmax (div/dia) (mg/ml)
Luz Blanca
50 umolm2s™ 32.300.000 0,91 0,72
75 pmolm2s™ 33.500.000 1,11 0,66
100 pumol m2s™ 31.800.000 0,94 0,75
Luz Azul
50 pmol m2s™ 23.200.000 0,67 0,48
75 pmol m2s™ 30.700.000 0,93 0,72
100 umol m2s™ 36.800.000 0,88 0,75
Luz Roja
50 umol m2s™ 24.500.000 0,68 0,38
75 pmol m2s™ 36.000.000 0,93 0,63
100 pumol m2s™ 33.800.000 0,91 0,68
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En la figura 2 se muestran los valores del parametro fotobiolégico Fv/Fm, medidos durante

estos experimentos.
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Figura 2: Rendimiento cuédntico dptimo (Fv/Fm) de la cepa CCM-UdeC 264 expuesta a
tratamientos con diferentes irradiancias (50, 75, 100 umol m2s') a distintas calidades

luz (blanca, azul y roja).

El indicador del rendimiento fotosintético presento resultados que muestran a la cepa en un
principio con valores de Fv/Fm menores a 0,2; sin embargo, a partir del dia 7, este pardmetro
alcanzo valores de 0,6 evidenciando que los cultivos no se encontraban estresados y
probablemente se habian aclimatado al respectivo tratamiento de luz evaluado.

Escalamiento del cultivo en volumen de 1L, con la irradiancia seleccionada, en

distintas calidades de luz.
En esta segunda etapa, se cultivo la cepa P. tricornutum CCM-UdeC 264 en condiciones de
diferentes calidades de luz, con la irradiancia seleccionada de 100 . En esta etapa se
incorpor6 un nuevo tratamiento que incluyé una mezcla 1:1 de luz roja y azul.

Se obtuvieron curvas de crecimiento, en donde se observa que la fase exponencial se
encuentra entre los dias 2 y 5, alcanzando la fase estacionaria en el dia 12.

Curvas de crecimiento cepa CCM-UdeC 264: Tratamiento de calidades de luz
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FIGURA3: Curvas de crecimiento de la cepa CCM-UdeC 264, bajo
todas las calidades de luz: blanca, azul, rojay mixta (azul: roja),

con una irradiancia de 100 pmol m-2 s-1,
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No se observaron diferencias notorias en la formade las curvasde crecimientoen los distintos
tratamientos (Figura 3). En la Tabla 2 se muestran los parametros de crecimiento de estos
cultivos. Los parametros densidad celular maxima y peso seco no mostraron diferencias
significativas entre tratamientos, mientras que la tasa de crecimiento fue significativamente
mayor en los tratamientos de luz roja y mixta (Tabla 2).

Tabla 2: Tabla comparativa de parametros de crecimientos de los cultivos de un litro en las
diferentes calidades de luz estudiadas en la cepa CCM-UdeC 264. Los valores son
expresados en promedios = desviaciones estandar por tratamiento. Diferentes letras como
superindices representan diferencias significativas (P < 0,05) segun los resultados del
ANOVA y la prueba de Tukey.

Calidad de luz Densidad celular maxima Tasa de Peso Seco
x107 (celiml) crecimiento (mg/ml)
Kmax (div/dia)
Luz Blanca 2,2+0,12 0,81 +0,08? 0,57 + 0,042
Luz Azul 2,7+0,3° 0,85 + 0,062 0,58 + 0,042
Luz Roja 2,6+0,3° 0,64 + 0,09° 0,51 £0,08?
Luz Mixta 2,2+0,12 0,60 +0,10° 0,46 + 0,092

pag. 23



Andlisis fotobioldgicos:
A continuacion, se muestran los parametros fotobioldgicos evaluados en esta investigacion:

a) Rendimiento cuantico optimo:

Fv/IFm en el tiempo por calidad de luz

Luzblanca
0.8 W Luzazul
0,7 W Luzroja

Fv/Fm

a
0,6 ]—a_a T faaa gaaa gaa m Luz mixta
0,5 :
0,4
0,3
0,2
0,1
0
3 6 9 12

Tiempo (dias)

FIGURA4: Rendimiento cuantico maximo (Fv/Fm) de las diferentes
calidades de luz a una irradiancia de 100 pmoles m-2s-1, en funcioén al
tiempo. Diferentes letras representan diferencias significativas (P < 0,05)
segln los resultados del analisis no paramétrico Kruskal Wallis. Las

barras de error representan la desviaciéon estandar.

La variable Fv/Fm, indicador del rendimiento fotosintético, no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre distintas calidades de luz ni entre distintos tiempos de

cultivo (Fig. 4)
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b) Rendimiento no fotoquimico:

NPQ en el tiempo por calidades de luz
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FIGURA 5: Enfriamiento no fotoquimico maximo (NPQmax) de las

diferentes calidades de luz a una irradiancia de 100 umoles m-2s-1, en
funcion al tiempo. Diferentes letras representan diferencias significativas
(P < 0,05) seguln los resultados del ANOVA de dos vias y la prueba de

Tukey. Las barras de error representan la desviacion estandar.

La figura 5 muestra la variable NPQ, un indicador de la activacion de los sistemas de
fotoproteccion (NPQ). Se evalud la interaccion de cada calidad de luz con respecto a los dias
experimentales, esta variable mostr6 una alta variabilidad entre las calidades de luz en
funcion al tiempo. Respecto al control (luz blanca), la luz mixta mostr6 una tendencia al
aumento desde el dia 3 hasta el dia 12, observandose un incremento en la actividad de los
sistemas de fotoproteccion; sin embargo, sélo se observaron diferencias significativas para
este tratamiento con respecto a la luz roja, el dia 12 de cultivo (Figura 5).
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a) Tasa de transporte de electrones absoluta:

ETR en el tiempo por calidades de luz
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FIGURAG: Velocidad méaxima de transporte de electrones (ETRmaximo).
de las diferentes calidades de luz a una irradiancia de 100 umoles m-2s-
1, en funcién al tiempo. Diferentes letras representan diferencias

significativas (P < 0,05) segun los resultados del ANOVA de dos vias y

la prueba de Tukey. Las barras de error representan el error estandar.

Respecto a la velocidad maxima de transporte de electrones en el fotosistema Il (ETR max)
los valores mas bajos para este parametro se obtuvieron en la calidad de luz roja, sin
diferencias significativas en los distintos tiempos de cultivo. Por otro lado, los cultivos en luz
mixta fueron los Unicos que mostraron una tendencia al aumento a medida que pasaban los
dias de cultivo. Considerando que el ETR es un indicador de produccion fotosintética, el
tratamiento con luz mixta alcanza altos indices de rendimiento (50,29 + 3,50 umoles m-2s?)
(Figura 6).
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Andlisis bioquimicos:
Al cumplir el dia 12 de cultivo, se realizé la cosecha de los cultivos para proceder a conocer
la concentracién de biomoléculas en la biomasa de cada tratamiento.

a) Fenoles totales:

Contenido de Fenoles totales en cepa CCM-UdeC 264
a) b) c)
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FIGURA7: Contenido de fenoles totales en la cepa CCM-UdeC 264 cultivada bajo diferentes
calidades de luz, con irradiancia de 100 umoles m-2s-1, Expresado como a) Contenido de
fenoles extraidos de biomasa seca (%). b) Fenoles por volumen de cultivo (ug ml-1). c)
Fenoles por célula (pg cel-1). Diferentes letras indican diferencias significativas (p 20,05).
Las barras de error representan la desviacién estandar.

En la figura 7 se puede observar el contenido de fenoles totales expresado por biomasa seca,
por volumen de cultivo y por célula. La calidad de luz mixta mostré la mayor acumulacion de
fenoles en las tres expresiones (0,69% + 0,04; 15,59 ug mit+ 2,59y 0,70 pg cel* + 0,14) en
comparacion con las otras calidades de luz: blanca, azul y roja, las cuales no muestran
diferencias significativas entre ellas para el contenido fendlico al finalizar el cultivo.

pag. 27



b) Carbohidratos totales:
La figura 8 muestra el contenido de carbohidratos presentes en los cultivos

Contenido de Carbohidratos totales en cepa CCM-UdeC 264
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FIGURA8: Contenido de carbohidratos totales en la cepa CCM-UdeC 264, bajo diferentes
calidades de luz con irradiancia de 100 umoles m-2s-1, a) Contenido de carbohidratos
extraidos de biomasa seca (%). b) Carbohidratos por volumen de cultivo (ug ml-1). ¢)
Carbohidratos por célula (pg cel-1). Diferentes letras indican diferencias significativas (P <
0,05) segun los resultados del ANOVA. Las barras de error representan la desviacion
estandar.

En la figura 8 se puede observar que el contenido de carbohidratos totales por volumen de
cultivo y por célula no cambié bajo las diferentes calidades de luz. Por otro lado, expresados
por biomasa seca, se observé una mayor acumulacién de carbohidratos totales cuando la
cepa estuvo expuesta a la calidad de luz roja, ya sea monocromatica (10,98 + 1,87 %), o en
mezcla con luz azul (8,32 + 4,20%), con respecto a la luz blanca y azul (3,68 + 0,51% y 5,04
*+ 1,06%, respectivamente)
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c) Proteinas totales:

En la figura 9 se observa de manera grafica el contenido de proteinas totales presentes en
los cultivos en las diferentes calidades de luz

Contenido de Proteinas totales en cepa CCM-UdeC 264
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FIGURA9: Contenidos de proteinas totales de P. tricornutum, bajo diferentes calidades de
luz a una irradiancia de 100 umoles m-2s-1, Expresado como a) Contenido de Proteinas por
biomasa seca (%). b) Proteinas por volumen de cultivo (ug ml-1). ¢) Proteinas por célula
(pg cel-1). La misma letra demuestra que no se encontraron diferencias significativas (p
20,05). Los datos representan el promedio * desviacién estandar en cada tratamiento. Las
barras de error representan la desviacion estandar.

El contenido de proteinas de la biomasa de la cepa cultivada en los distintos tratamientos de

luz no vario significativamente, en ninguna de las tres formas de expresion, tal como muestra
la Figura 9.
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d) Contenido de clorofilas y carotenoides:

La figura 10 muestra el contenido de clorofila a, clorofila ¢ (ci+c2), carotenoides totales y

fucoxantina en los diferentes tratamientos.
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FIGURA10: Contenido de a) Clorofila (a) b) clorofila (c1+c2) c) carotenoides totales y d)
fucoxantina en la biomasa seca total de la cepa CCM-UdeC 264 bajo diferentes calidades

de luz, con irradiancia de 100 umoles m-2s-1. Diferentes letras indican diferencias
significativas (p 2 0,05). Las barras de error representan la desviacién estéandar.

La clorofila a y carotenoides totales no tuvieron diferencias significativas en luz blanca, azul
y roja, mientras que en luz mixta en estos parametros aumentaron significativamente (Fig.
10.ay c). Respecto a las clorofilas c1+c2no tuvo diferencias en las luces blanca, azul y mixta,
mientras que bajo la luz roja disminuyd significativamente el contenido (Fig.10. b). En el
contenido de la fucoxantina, la luz blanca y azul no se observan diferencias significativas,
mientras que la luz roja disminuyo significativamente en comparacion con las otras tres
calidades de luz, destacando la luz mixta nuevamente un aumento significativo (Fig.10.c).
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e) Contenido de lipidos totales:

La figura 11 muestra el contenido de lipidos totales de la cepa en los distintos tratamientos
de luz, expresados por biomasa seca, por volumen de cultivo y por célula.

Contenido de Lipidos totales en cepa CCM-UdeC 264
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Figura 11: Contenido de lipidos totales de P. tricornutum, bajo diferentes calidades de luz
bajo una irradiancia de 100 pmoles m-2s-1, Expresado como a) Contenido de lipidos totales
por biomasa seca (%). b) Lipidos totales por volumen de cultivo (ug ml-1). ¢) Lipidos totales
por célula (pg cel-1). Superindices con igual letra demuestra Diferentes letras indican que
no se encontraron diferencias significativas (p = 0,05). Las barras de error representan la
desviaciéon estandar.

Al expresar los valores como lipidos por biomasa seca, la luz mixtaincrementé el contenido
de lipidos de la cepa, siendo este incremento estadisticamente significativo. Por otro lado, los
andlisis expresados en lipidos totales por volumen de cultivo y por célula mostraron que la
calidad de luz roja induce una disminucién de la acumulacion de lipidos totales en la cepa en
comparacion con la calidad de luz mixta. Y paralelamente podemos observar que no existen
diferencias significativas entre las calidades de luz blanca (62,50 + 11,0 pg mlt y 2,75 +
0,51pg cel?) y la luz azul (62,00 + 8,04 ug mlty 2,33 £ 0,59 pg cel?) al comparar con calidad
de luz roja (Fig. 11)
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f) Perfil de acidos grasos

La tabla 3 muestra el contenido y perfil de acidos grasos de la cepa con los diferentes
tratamientos experimentales

Tabla 3: Analisis de 4cidos grasos presentes en la biomasa de la cepa CCM-UdeC 264
cultivada en distintas calidades de luz. Los valores son expresados como promedio *
desviacion estandar. Para cada tratamiento realizado se obtuvieron valores expresados
como mg/g por biomasa secay % de cada acido graso con respecto a los acidos grasos
totales. Letras distintas en los superindices indican diferencias significativas (p 20,05).

Acido graso Luz Blanca Luz Azul Luz Roja Luz Mixta
(mg/g) | (%) (mg/g) | (%) (mg/g) | (%) (mg/g) | (%)
Saturados
C12:0 Laurico 033 +]123+[029 +][093 +[028 +][ 101 | 064 +] 1,45 *
011° 0,162 | 0,06° 0212 | 01° 0432 | 0,16° 0,11°
C14:0 Miristico 228 + | 756 +| 246 +| 801 + [ 212 741 +[ 385 | 813 +
0,50° 0,10 | 0,05° | 0,19% [ +0,32° | 0,40° | 0,36° 0,20°
C15:0 Pentadecanoico 01 +|030 +| 009 £|030 x| 0,07 £| 026 £| 0,14 +]| 0,29 +
0,012 | 0,002 |001* [0012 0012 [001° [0,01° 0,02°
C16:0 Palmitico 458 + | 15,07+ | 509 * | 16,80+ | 4,67 =+ | 16,20+ | 6,86 =+ | 14,56+
1,13° 0442 |009° [021% [119® | 2282 [o070° 0,33°
C18:0 Estearico 006 +|019 +][ 006 +[020 +[005 +[0,18 +[ 0,08 +][ 0,16 +
0,012 | 0,012 |001%® [0,022 |001° [0022 |0,00° 0,02°

Total Saturados 7,35 + | 2435+ | 7,99 | 26,24+ | 7,20 * | 25,05+ | 11,57 + | 24,58+
1,74 0,32° 0,16° 0,26° 1,46° 2,27° 1,27° 0,34°

Monoinsaturados

C16:1 Palmitoleico 10,32 + | 34,28+ | 10,20 33,46t | 11,58 £ | 40,44% | 15,70 £ | 33,83+
2,77° 0,98° | +0,22° | 0,33 | 1,70% | 1,622 | 1,732 0,90°

C18:1n9c | Oleico 022 +| 0,73 +| 030 | 102 +| 038 £ 128 £| 0,46 | 1,01
0,062 0,05° | 0,01° 0,06 | 0,20° 0,52° | 0,10° 0,04°

Total Monoinsaturados 10,54 + | 35,02+ | 10,50 + | 34,48+ | 11,95 + | 41,72+ | 16,16 = | 34,84+

2,83 0,99° | 0,22® ] 0,30° 1,90 | 2,12° 1,83° 0,87°

Polisaturados

C18:2n6c | Linoleico 0,98 ]330 x| 118 ] 381 | 069 *] 2,39 | 157 *] 3,38
0,16° 0,26% | 0,02° ] 0,03° | 0,15° 0,28° | 0,132 0,17

C18:3n6 gama-linolénico 007 £]023+[009 £[031 +£[010 [ 034 =013 +| 0,30
0,03° 0,042 ] 0002 |0,02% | 0032 |0,08% | 0032 0,032

C18:3n3 alfa-linolénico 033 +|114 £| 036 +| 114 [ 018 | 064 = | 060 +| 1,16
0,03° 0,282 | 0,00° 0,052 | 0,04° 0,18° | 0,07° 0,06°

C20:3n6 cis-8,11,14- 0,03 £|006 +£| 002 £|0,06 | 002 £[0,05=+]|002 £]| 0,05 =
Eicosatrienoico 0,002 0,32 0,00° 0,02% | 0,012 0,012 | 0,00° 0,012

C20:4n6 | Araquidonico 034 +|110 +| 043 | 159 +| 023 £[ 0,79 £| 049 | 1,13 +
0,00% | 0,06% | 0,02° 0,39* | 0,09° | 0,23° | 0,03° 0,18

C20:5n3 cis-5,8,11,14,17- 10,47 = | 34,31t | 10,12 = | 32,00t | 8,07 * | 28,56+ | 16,38 = | 34,05+
Eicosapentaenoico 1,97° 0,672 | 052° 0,17%* | 0,53° 4,50° | 1,12° 0,61%

C22:6n3 cis-4,7,10,13,16,16- 015 +|050 +£|013 +[ 036 +| 013 +| 045 +| 026 +| 0,52
Docosahexaenoico 0,02° 0,06 | 0,02° 0,03 [ 0,01° 0,042 | 0,052 0,11°

Total Polinsaturados 12,36 + | 40,64+ | 12,32 = | 39,28+ | 9,41 * | 33,23t | 19,45 + | 40,58+

2,29° 1,11%® | 0,57° 0,402 | 0,37° 417% | 1,278 0,59°

En cuanto al contenido de &acidos grasos saturados totales, se observo que la luz mixta
presento un mayor contenido en términos de mg/g de biomasa, en cambio en el contenido
expresado como porcentaje dentro del perfil de &cidos grasos no se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Para los acidos grasos monoinsaturados expresado en
mg/g, el cultivo bajo la calidad de luz mixta mostr6 un contenido superior en comparacion con
la luz blanca y azul; sin embargo, el contenido de acidos grasos monoinsaturados, expresado
en porcentaje, presenta un mayor contenido bajo luz roja. En cuanto a los acidos grasos
poliinsaturados totales, la luz mixta presenté un contenido significativamente mayor, al
expresarlo como mg/g, respecto a las demas calidades de luz. En el contenido expresado en
porcentaje, la luz mixta presenta valores mayores en su contenido de polinsaturados totales,
solo en comparacion con la luz roja (Tabla 3).
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La figura 12 resume el efecto de la calidad de luz en el contenido y proporcion de EPA en la
cepa estudiada:

Contenido de EPA en cepa CCM-UdeC 264
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FIGURA12: Contenido del acido eicosapentaenoico, en la biomasa secade cepa CCM-UdeC
264, bajo diferentes calidades de luz bajo una irradiancia de 100 pmoles m-2s-1, Expresado
como a) Contenido de EPA por biomasa seca (mg/g). b) Porcentaje de EPA respecto a los
acidos grasos totales (perfil). Superindices conigual letra demuestra que no se encontraron

diferencias significativas (p 20,05). Las barras de error representan la desviacién estandar.

El contenido de EPA expresado en mg/g de la biomasa seca muestra valores
significativamente mayores (p<0,001) en la calidad de luz mixta (16,38 + 1,12 mg/g), en
comparacion con la luz blanca, azul y roja (10,47 + 1,97; 10,12 + 0,52 +; 8,07 = 0,53).
Respecto al porcentaje de EPA dentro del total del perfil de &cidos grasos podemos observar
diferencias significativas sélo al comparar la calidad de luz blanca (32,31 £ 0,67) con la calidad
de luz roja (28,56 £ 4,50), bajo la calidad de luz roja el contenido de EPA disminuyo levemente
en comparacion con la luz blanca.
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DISCUSION

Efecto de la Calidad de la Luz en crecimiento y desempefio fotosintético de
Phaeodactylum tricornutum

El suministro de energia luminica es un parametro clave para el éxito de cultivos de
microalgas, este tiene una influencia importante en el crecimientoy la composicion bioquimica
del organismo (Cella et al. 2023). La composicion de pigmentos de las microalgas varia de
acuerdo al grupo taxonémico al cual pertenecen, e incluyen clorofilas y pigmentos accesorios
como carotenoides y pigmentos ficobilinicos (Carvalho et al., 2011: Sirisuk et al., 2018). Cada
pigmento absorbe una longitud de onda determinada de la radiacién fotosintética activa
(PAR), permitiendo captar la energia necesaria para llevar a cabo la fotosintesis (Schulze et
al., 2014; McGeeetal. 2014, Sirisuk et al. 2018). Los analisis de varios estudios de microalgas
coinciden en que los espectros de iluminacion éptimos, para mejorar el rendimiento de
biomasa y composicion quimica de las microalgas, son especificos de cada especie debido
a sus diferentes composiciones de pigmentos (Maltsev et al. 2021; Dong et al. 2022).

El uso de la iluminacion natural en cultivos al exterior a gran escala no tiene un control
constante debido a fluctuaciones naturales (Maltsev et al. 2021). En sistemas de cultivos
cerrados, como los fotobiorreactores, se aplica iluminacion artificial como el uso de diodos
emisores de luz (LEDs) que permiten ajustar las condiciones de iluminacion (Mahari et al.
2023; Maltsev et al. 2021), permitiendo la fotoestimulacion de la biosintesis de productos
especificos de interés comercial (Wang et al. 2018).

La primera etapa de este estudio consistio en determinar la densidad de flujo foténico optima
para el crecimiento de P. tricornutum, aportada por distintas calidades de luz. A partir de las
curvas de luz obtenidas en esta etapa (Fig. 2) se observé que, una irradiancia de 100 pmoles
m2s? previene la fotoinhibicién de los fotosistemas. Coincidente con lo anterior, Cella y
colaboradores (2023), en cultivos de laboratorio evidenciaron la fotoproteccién PAR de P.
tricornutum, utilizaron como irradiancia no saturante un rango de 100 - 400 umolm?s'. Se
ha demostrado que P. tricornutum se adapta diversas dosis de energia luminica e
irradiancias, permitiendo que esta microalga logre un equilibrio entre la absorcion de luz y la
disipacion de energia, protegiendo asi de posibles fotodafios (Cella et al. 2023; Mahari et al.
2024).

El nuevo desafio en los cultivos fotoautétrofos es conocer el suministro adecuado de luz que
demanda el cultivo, para evitar fendmenos como: fotolimitacion y fotoinhibicién (Cella et al.
2023; Broddrick et al. 2019). La regulacién de esta via biosintética esta influenciada por la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR), lo que hace que los organismos fotosintéticos
alteren su contenido de pigmentos fotosintéticos como las clorofilas y carotenoides, ya que
responden alos cambios en la intensidad de la luz y las dosis de energia luminosa (Falciatore
et al. 2020; Cella et al. 2023). La diatomea Phaeodatylum tricornutum principalmente contiene
clorofila (a) y clorofila (c), las cuales absorben dentro de un rango de longitud de onda de la
luz roja y azul (Sirisuk, et al.,, 2018; Mulders et al.,, 2013). Dentro de los pigmentos
carotenoides en P. tricornutum, destaca la fucoxantina como pigmento principal (Kosakowska
et al.,2004) la cual absorbe dentro de las longitudes de onda azules (Schulze et al. 2014;
Hoek et al., 1995 citado de Sirisuk et al. 2018).

Una manera de medir como el fotosistema |l esta utilizando la luz para la produccion de
energia quimica, es mediante la fluorescencia de la clorofila (a). La molécula de clorofila en
el cloroplasto captura fotones de luz y al ser excitada, esta energia generada puede tener tres
destinos como: emplearse en procesos fotoquimicos (transporte de electrones),
perderse/disiparse como calor (disipacion térmica) o ser remitida como fluorescencia que
puede ser cuantificada bajo el rendimiento cuantico éptico (eficiencia fotosintética). Estos tres
procesos estan interconectados, de modo que una alteracién en uno de ellos afecta a los
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otros dos parametros. Asi la fluorescencia de la clorofila (a) se convierte en un indicador
directo del funcionamiento del proceso fotoquimico en el fotosistema Il (Buchanan et al. 2015).

El indicador fotobiol6gico Fv/Fm que mide la eficiencia fotoquimica maxima de los centros de
reaccion asociados al fotosistema Il es un caracter que refleja la eficiencia de este fotosistema
en los procesos dependiente de la luz (Bojko et al. 2013). Los factores en el ambiente como
la temperatura, irradiancia y patrones endégenos como la composicién genética, el estado
fisiologico, etc. pueden afectar esta eficiencia fotoquimica (Cosgrove & Borowitzka, 2011). En
esta investigacion, el factor abiético que se estudid sobre el rendimiento cuéntico optimo fue
la calidad de la luz, y se determind que no influyé negativamente sobre la actividad
fotosintética de P. tricornutum, la microalga en estudio se mostrd saludable, sin signos de
estrés, independiente de la calidad de luz (Fig. 4). Por lo tanto, podemos determinar que la
cepa se encuentra en un estado fisiologico saludable, ya que sus valores de rendimiento
cuantico éptico estuvieron entre 0,5y 0,7. De este modo, P. tricornutum pueden aprovechar
los fotones azules y rojos, si son entregados como luz monocromatica, si son entregados en
mezcla y, también si son entregados como componentes de la luz blanca, tal como se
demostré en este estudio (Fig.3), sin manifestar estrés fisiologico en los valores del
rendimiento fotosintético (Fv/Fm) obtenidos (Fig. 4). Coincidente con lo anterior, Jungandreas
y colaboradores (2014); MacGeey colaboradores (2020) reportan valores dentro del mismo
rango bajo diferentes condiciones de luz en P. tricornutum.

En relacion con los parametros de crecimiento observados (Tabla 2), se detect6 que la tasa
de crecimiento fue menor al emplear luz monocromaticaroja y la combinacion de luz azul y
roja. Esto podria estar asociado con la eficiencia del aparato fotosintético bajo estas
condiciones luminicas. La luz roja, aunque fotosintéticamente activa, puede no ser utilizada
con maxima eficiencia por P. tricornutum, lo que ralentiza el crecimiento.

Si bien no se observé un estrés inicial en los cultivos expuestos a luz roja, las células
aprovechan la energia de los fotones para activar su maquinaria fotosintética. Estudios
previos, como el de Sirisuk y colaboradores (2018), sugieren que la calidad de la luz tiene un
efecto predominante en la fase exponencial del crecimiento. Se encontré que las células
expuestas a luz roja crecieron mas rapidamente durante las primeras 48 horas en
comparacion con las expuestas a luz azul. Sin embargo, las densidades celulares finales
fueron similares debido a factores como la limitacion de nutrientes en la fase estacionaria
(Sirisuk et al. 2018) o las diferencias en la energia contenida en los fotones de cada longitud
de onda. La luz roja, al tener una longitud de onda mayor, genera fotones con menor energia
en comparacion con la luz azul. Esta diferencia energética implica que, cuando la clorofila
absorbe fotones de luz roja, la transferencia de energia hacia otras moléculas debe ocurrir
rapidamente para evitar pérdidas por emision de calor o fluorescencia (Taiz et al. 2015).

En cuanto al rendimiento no fotoquimico (NPQ), este parece depender principalmente de la
calidad de luz y no de la irradiancia (Jungandreas et al. 2014). En el presente estudio, no se
observo una tendencia clara de variacién entre los tratamientos, aunque se observé que la
combinacién de la calidad de luz azul y roja tiende a incrementar la capacidad no fotoquimica
a lo largo del tiempo, reduciendo el dafio luminico, sugiriendo un posible mecanismo de
proteccion anti-estrés. Estudios previos en P. tricornutum han demostrado que las
condiciones de luz que inducen altos NPQ tienden afavorecerla acumulacion de compuestos
fotoprotectores como carotenoides y polifenoles (Rico et al 2024; Nymark et al. 2009; Valle et
al. 2014). A pesar de que no fue detectado claramente, en esta investigacion es posible ver
una correlacién entre el incremento del NPQ y el aumento de los carotenoides (Fig. 5, Fig. 10
C y D), los cuales son conocidos por su capacidad de disipar el calor mediante el ciclo de las
xantofilas (Demming-Adams & Adams 2002). Estos carotenoides no solo juegan un papel en
la disipacion de exceso de energia luminica para evitar el dafio fotoquimico, sino que también
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son productos finales valiosos en términos metabdlicos (Kuczynska et al. 2015; Meléndez et
al. 2004)

Este proceso, que ocurre cuando la energia de la luz se absorbe mas alla de la capacidad
fotosintética de la célula, implica la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)como
radicales hidroxilos (OH), aniones superoxido (O2-), peréxido de hidrogeno (H202), y el
oxigeno singlete (O) (Chokshi et al. 2017). Para prevenir la fotoinhibicion, las células de
diatomeas han desarrollado una variedad de herramientas de defensa, como el ciclo de
diadinoxantina asociado con la desoxidacion de diadinoxantina y la epoxidacion de
diatoxantina, el cual es implicado directamente con la disipacion de energia a través de la
accion del enfriamiento no fotoquimico (NPQ) (Celi et al. 2022). Y, por otro lado, otra molécula
antioxidante que destaca son los polifenoles (Sansone & Brunet, 2019; Leopoldini et al. 2011),
comolos compuestos fendlicos presentes en microalgas, que se asocian consus propiedades
antioxidantes, desempefiando un papel importante en el crecimiento, la reproduccion y la
proteccién contra diversas condiciones de estrés. En general, los fenoles pueden acumularse
en respuesta al estrés oxidativo (Cichonski & Chrzanowski 2022). Lo que podria justificar el
aumento del contenido total de fenoles bajo la mezcla de calidad de luz roja y azul (Fig. 7).

La tasa de transporte de electrones (ETRmax) se observa fluctuante durante el experimento
dificultando una interpretacion clara de este parametro (Fig. 6). Sélo la luz mixta mostré una
tendencia al aumento a medida que incrementaban los dias de cultivo, sugiriendo una alta
actividad electroquimica, asociado a la cadena de transporte de electrones en el fotosistema
Il en esta condicion (Fig. 6) Estudios como los de Wang et al. (2018) y Duarte et al. (2021)
sugieren que condiciones Optimas de luz se encuentran especialmente en aquellas que
incluyen longitudes de onda azul y roja, ya que favorecen la acumulacion de &cidos grasos
poliinsaturados, al optimizar la eficiencia fotosintética y el flujo de electrones hacia la sintesis
de lipidos.

Efecto de la Calidad de la Luz en los Pardmetros Bioquimicos de Phaeodactylum
tricornutum

El contenido total de clorofilas y carotenoides, incluido el pigmento clave fucoxantina, fue
significativamente mayor bajo luz mixta en comparacion con tratamientos de luz
monocromatica (Fig. 10). La fucoxantina, es un carotenoide importante en las diatomeas y
algas pardas; en diatomeas representa mas de una décima parte de la produccion total de
carotenoides en la naturaleza (Peng et al. 2011; Kuczynska et al. 2015). No solo actia como
un pigmento captador de luz, ha sido reportada como un compuesto con propiedades
antioxidantes y potencial nutracéutico, que se incrementa bajo la luz azul (McGee et al.,
2019). Ademas, juega un papel central en la proteccion frente al estrés luminico mediante su
participacién en el ciclo de las xantofilas y la disipacion no fotoquimica para evitar la
fotooxidacién (Lavaud et al. 2003; Wang et al. 2018). En las diatomeas, encontramos
principalmente dos tipos de clorofilas: clorofila (a) y clorofila (c). En donde la Chl (a) juega un
papel central en la conversibn de energia quimica, mientras que la Chl (c) facilita la
fotosintesis como pigmento accesorio. Las formas comunes para esta Ultima clorofila en
diatomeas se presentan como Chl (c1) y Chl (c2) distinguiéndose por su estructura (Kim et
al. 2014) y su espectro de absorcion, en donde muestra una fuerte absorcion en luz azul y
débil absorcion en luz roja (Kuczynska et al. 2015). Ademés la fucoxantina se une
principalmente al complejo proteico fucoxantina-clorofila (FCP), funcionando como un
complejo recolector asociado a los PS 1y Il (Wang et al. 2018; Parkes et al. 2021).

La luz azul controla aspectos clave de la fisiologia de las diatomeas, como el crecimiento, la
productividad de biomasa y el perfil de pigmentos. En ambientes marinos, la luz azul es una
de las longitudes de onda mas abundantes, especialmente en comunidades benténicas
(Parkes et al. 2021). Las diatomeas, como P. tricornutum, han desarrollado mecanismos para
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aprovechar la luz azul, utilizando fotorreceptores especificos como los aureocromos. Estos
fotorreceptores son fundamentales para la adaptacion y supervivencia de las diatomeas bajo
luz azul, lo que podria explicar el aumento de la acumulacion fucoxantina en presencia de
esta longitud de onda (McGee et al. 2019), y justificando con estos antecedentes la
disminucion significativa de fucoxantina y clorofila (c) bajo la calidad de luz roja (Fig. 10. d).

En particular, el contenido de carotenoides, fucoxantina, lipidos y EPA fue significativamente
mayor bajo la calidad de luz mixta. Mezclar luz roja y azul en el cultivo de P. tricornutum,
resulta beneficioso para la acumulacién de metabolitos de alto valor, debido a la formaen que
estas longitudes de onda influyen en la fotosintesis. La luz roja y azul son absorbidas
eficientemente por la clorofila y otros pigmentos fotosintéticos, optimizando la captura de
fotones y la conversion de luz en energia quimica (Dong et al. 2023). Esta combinacién de
las calidades de luz incrementa la sintesis de la mayoria de los metabolitos de alto valor,
debido a lamanera en que estas longitudes de onda afectanla fotosintesis. Se ha demostrado
gue la mezcla de estas calidades de luz permite una captura de fotones mas eficiente y una
estimulacion éptima del crecimiento y la produccién de metabolitos (Sirisuk et al. 2018),
facilitando una mejor produccion de compuestos valiosos, mejorando la viabilidad de los
cultivos con fines comerciales.

Los valores obtenidos en este estudio para carotenoides totales, fucoxantina, lipidos totales
y EPA son consistentes con los rangos previamente reportados para P. tricornutum. Estudios
como el de Parkes y colaboradores (2021) sustenta a esta especie, como adecuada para la
coproduccion de EPA 'y fucoxantina bajo condiciones luminicas optimas. Los rendimientos de
fucoxantina en P. tricornutum, van de 5,5 a 15,3 mg g* (Wu et al. 2016; Kim et al. 2012).
Ademas, la luz azul ha mostrado incrementar el contenido de fucoxantinaen otras diatomeas,
como Cylindrotheca closterium, Thalassiosira weissflogi y Stauroneis sp. (Wang et al. 2018;
Parkes et al. 2021).

En este experimento, bajo iluminacion azul, se obtuvo un contenido de fucoxantina de 6,0
mg/g en la biomasa seca de P. tricornutum (Fig. 10), un valor que se encuentra dentro del
rango reportado por Parkes y colaboradores (2021). Sin embargo el uso de luz mixta
incrementd la acumulacion de este pigmento, obteniendo un total de 8,7 mg g* (Fig. 10).
Ademas, Parkes y colaboradores (2021) sefiala una variabilidad amplia en los contenidos de
fucoxantina en esta diatomea, lo que sugiere que la variacion natural entre cepas o
condiciones de cultivo puede ser significativa.

En este estudio, la acumulacion de lipidos totales y el contenido de EPA en P. tricornutum,
fue mayor en luz mixta, con un contenido significativamente mayor en comparaciéon con las
luces monocromaticas las cuales no presentan diferencias significativas entre ellas (fig.11y
fig. 12). Phaeodactylum tricornutum se ha convertido en una de las microalgas mas populares
en la investigacion sobre la producciéon de lipidos en algas, como fuente potencial de
biocombustibles y acidos grasos valiosos (Gao et al. 2017; Duarte et al. 2021; Dong et al.
2023). La revision de la literatura reporta una amplia diversidad de resultados respecto al
impacto que la calidad de la luz tiene sobre la composicion bioquimica de la diatomea en
estudio, lo que podria deberse a diferencias en las condiciones experimentales, las cepas
empleadas y las metodologias utilizadas en los analisis.

Sirisuk y colaboradores (2018), estudiaron cultivos de microalgas bajo diferentes
proporciones de longitudes de onda azul y roja, Adicionalmente indujeron estrés bajo luz
verde, para una acumulacion de lipidos. Se observo que P. tricornutum produjo un mayor
contenido de lipidos, cultivada bajo una mayor proporcion de luz azul, por lo que es posible
gue exista una correlacion entre la longitud de onda azul y la sintesis de lipidos en esta
diatomea. Ruyters (1984) informo que la luz azul estaba involucrada en la activacion de
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enzimas, la regulacion de la transcripcion de genes y la derivacion de energia en microalgas
(Sirisuk et al. 2018). Duarte y colaboradores igualmente mostraron alta acumulacion de acidos
grasos Y triacilglicéridos (TAG) bajo luz azul, este comportamiento ya fue reportado en la
diatomea Skeletonema marinoi (Chandrasekaran et al., 2014), sefialando una posible
estrategia de almacenamiento de energia y carbono atribuido al papel de prevencion de
dafios fotooxidativos (Solovchenko 2012). Sin embargo, Sharma y colaboradores (2022)
analizaron el contenido lipidico bajo tratamientos de luz roja y variacién de cambio de luz,
reportando un aumento en la relacion C/N, lipidos y carbohidratos en el cultivo de P.
tricornutum aclimatado a la calidad de luz roja (Sharma et al. 2022).

Otros estudios también documentaron en las diatomeas P. tricornutum y Odontella aurita,
aumentos en los acidos grasos polinsaturados como el EPA en condiciones repletas de
nutrientes y, por otro lado, disminuciones draméticas bajo el agotamiento de nutrientes
(Tonon et al. 2002; Gong et al. 2013, como se cité en Parkes et al., 2021).

A pesar de la alta variabilidad en los resultados, los datos generados en este estudio muestran
coherencia con lo reportado en estudios previos. El contenido de lipidos totales en la biomasa
de P. tricornutum es un atributo altamente dependiente de las condiciones ambientales, como
la disponibilidad de nitrégeno (Cui et al. 2021) y la concentracion de CO2 (Song et al. 2014).
En este contexto, se ha documentado que los cultivos expuestos a altas concentraciones de
CO:2 presentan un contenido lipidico en el rango de 10 — 15 %, mientras que en condiciones
de limitacion de nitrégeno se han reportado valores que varian entre 15- 42 %. En el presente
estudio, los cultivos evaluados mostraron un contenido de lipidos que oscila entre 9 — 10%,
alcanzando un valor maximo de 16%, bajo la luz mixta (Fig. 11).

Con respecto al acido eicosapentaenoico (EPA), en el presente estudio se obtuvo un valor
maximo de 1,6 % de EPA por biomasa seca (16 mg/g, Fig. 12) en luz mixta. Sirisuk y
colaboradores (2018) ha reportado un contenido de EPA del 1%, en cultivos de P. tricornutum,
donde aplico un sistema de dos fases de iluminacion, aplicando LEDs azul y roja en
proporcion 1:1, luego bajo la calidad de luz verde para mejor la biomasa celular y la
produccién de lipidos respectivamente. Estudios previos han reportado en cultivos de P.
tricornutum un contenido de EPA cercano al 30% del total de acido grasos, en cultivos
establecidos cony sin suplementacion de silicato de sodio (Cui et al. 2021); en nuestro estudio
la cepa acumul6 valores de maximos cercanos al 35% con un efecto positivo de la luz azul
aportada en forma monocromética o en mezcla (luz blanca o mixta) (Fig. 12).

Adicionalmente Phaeodactylum tricornutum en condiciones normales de cultivo contiene
alrededor del 18% de lipidos, 26% de carbohidratos y 36% de proteinas (Zhang et al. 2018).
La acumulacién de estos metabolitos puede ser influenciado por diversos factores
ambientales, entre los cuales la calidad de luz se destaca como un elemento critico en la
regulacion de rutas metabdlicas especificas, favoreciendo su acumulacion de manera
diferencial (Dong et al. 2022). En el presente estudio, el % de carbohidratos en la biomasa de
P. tricornutum, presenta una mayor acumulacion bajo la luz roja y la mezcla de la calidad de
azul y roja (1:1) (Fig. 8). Por otro lado, el contenido de proteinas no evidencio diferencias
significativas entre los tratamientos de calidad de luz evaluados (Fig. 9). Las cantidades
relativas de carbono almacenado que se acumulan en lipidos y carbohidratos pueden
modificarse alterando la condicion fisiolégica de la célula como resultado de la ruptura de
algunas vias biosintéticas y la activacion de otras nuevas, lo que implica un aumento de la
produccién de lipidos o carbohidratos (Celi et al. 2022).
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CONCLUSIONES

- El pardmetro Fv/Fm se mantuvo en un valor estable (0,5 a 0,7) en todos los tratamientos,
evidenciando que la calidad de la luz aplicada en este experimento, en general, no afectd
significativamente el rendimiento fotosintético de los cultivos, ni sus pardmetros de
crecimiento.

- La luz mixta azul: roja (1:1) induce la activacion de los sistemas de fotoproteccion en P.
tricornutum, mostrando un incremento progresivo del NPQ con el tiempo. Similar
comportamiento se observa en el gradiente de protones a la forma de ETRmax, lo puede
sugerir su orientacién a los mecanismos de disipacion energética (fucoxantina) y para la
produccion de otros metabolitos (EPA).

- La luz monocromaética azul o roja no fueron eficientes en estimular la acumulacion de EPA
en P. tricornutum. La mezcla de ambas luces en proporcion 1:1 tiene mayor eficiencia que
todas las calidades de luz estudiadas.

- La luz monocromaética azul si fue eficiente en estimular la fucoxantina en comparacion a la
luz roja. La mezcla de ambas luces tiene mayor eficiencia que todas las calidades de luz
estudiadas.

- La luz mixta roja: azul (1:1) no incrementd significativamente el crecimiento ni el contenido
de proteinas en la biomasa de P. tricornutum al compararla con la luz blanca o las luces
monocromaticas (azul o roja).

- La luz mixtaroja: azul (1:1) a una densidad de flujo foténico de 100 pmoles m-2s? fue mas
eficiente que la luz blanca o las luces monocromaticas (azul o roja) en incrementar el
contenido de fucoxantina y EPA, asi como el contenido de fenoles totales, clorofila a,
carotenoides totales y contenido de lipidos en la biomasa de la cepa de P. tricornutum
estudiada.
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ANEXO
Figura complementaria 1.

Espectros de accion lamparas
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Fig. Complementaria 1: Espectros accion de cada LEDs.
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