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Portada: c&eacute;lulas de Crypthecodinium cohnii
Abreviaturas y acr&oacute;nimos
AGPCLs: &aacute;cidos grasos poliinsaturados de cadena larga
DHA: &aacute;cido docohexaenoico
RN: rojo nilo
1.
Introducci&oacute;n
Los l&iacute;pidos son nutrientes vitales para el crecimiento celular ya que, adem&aacute;s de constituir
•
la reserva energ&eacute;tica de la c&eacute;lula (Dempster y Sommerfeld, 1998), son estructuralmente
indispensables. Qu&iacute;micamente son &eacute;steres de &aacute;cidos grasos. Una clase especial dentro del
conjunto de &aacute;cidos grasos son los poliinsaturados de cadena larga (AGPCLs) (Salhi, 1994) que
encontramos fundamentalmente en los fosfol&iacute;pidos de las membranas biol&oacute;gicas. Los precursores
de este grupo se denominan &aacute;cidos grasos esenciales, su ruta de s&iacute;ntesis se encuentra &uacute;nicamente
en las c&eacute;lulas vegetales y el resto de los organismos nos vemos obligados a incorporarlos a trav&eacute;s
de la &quot;dieta verde&quot;. La gran importancia de estos compuestos junto a las carencias de la
alimentaci&oacute;n actual conlleva la necesidad de usar complementos diet&eacute;ticos (leches, mantequillas,
postres y boller&iacute;a enriquecidos con 00-3) fabricados a partir de aceites extra&iacute;dos de organismos
productores.
Es importante que los organismos productores constituyan, de por si, una fuente de alto
rendimiento. Si adem&aacute;s se puede manipular el perfil a partir de las condiciones de cultivo, es
posible rentabilizar el producto y abaratar su precio en el mercado. Ciertas micro algas cumplen
estos requerimiento, su perfil lip&iacute;dico es realmente interesante y, adem&aacute;s, se puede modificar
manipulando ciertos par&aacute;metros fisico-qu&iacute;micos (luz, temperatura y/o disponibilidad de
nutrientes) (Borowitzka, 1988; Chelf, 1990). El control de las distintas condiciones de cultivo
sobre la calidad bioqu&iacute;mica del cultivo debe ser peri&oacute;dica. Las t&eacute;cnicas que nos permiten llevar a
cabo esta tarea son muy diversas: cromatografia, gravimetr&iacute;a, y fluorimetr&iacute;a (Lee el al., 1998).
De las t&eacute;cnicas enumeradas, la ~rimetr&iacute;a es la m&aacute;s sencilla y r&aacute;pida, es necesano,
solamente,
~
marcador fluorescente espec&iacute;fico. Diversos estudios sobre el marcador
solvatocr&oacute;rnico Rojo nilo (NR; 9-diethylarnina-5H-benzo[a]phenoxazine-5-one) marca l&iacute;pidos
celulares, fluoresc iendo exclusivamente en ambientes hidrof&oacute;bicos (Greenspan and Fowler, 1985;
Greenspan el al. 1985). Este marcador se ha usado previamente en la cuantificaci&oacute;n
espectrofluorom&eacute;trica de l&iacute;pidos polares y neutros (Alonzo and Mayzaud, 1999). La citometr&iacute;a
de flujo es una t&eacute;cnica fluorim&eacute;trica que permite medir simult&aacute;neamente autofluorescencia y
fluorescencia de c&eacute;lulas individuales a medida que viajan en un flujo laminar (fig. 1).
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El organismo seleccionado para este estudio fue Crypthecodinium cohnii, un dinoflagelado
heterotr&oacute;fico marino con un contenido lip&iacute;dico mayor del 20% de su peso seco y cuyo contenido
en DHA representa m&aacute;s del 30% de los &aacute;cidos grasos totales (Harrington and Holz, 1968, Swaaf
et al. , 1999). El objetivo de este estudio fue comprobar la idoneidad del marcador RN combinado
con la citometria de flujo para evaluar de forma r&aacute;pida el contenido lip&iacute;dico de cultivos de C.
cohnii.
(4)
(3)
(2)
Unidades arbitrarias de fluorescencia
Figura 1. Esquema de un cit&oacute;metro de flujo . Las part&iacute;culas (1) VIajan Inmersas
en un flujo laminar, cada vez que el l&aacute;ser (2) incide en una de ellas se produce
dispersi&oacute;n de luz y emisi&oacute;n de fluorescencia. Estos par&aacute;metros fisicos son detectados
por los fotomultiplicadores (3) y traducidos a se&ntilde;ales electr&oacute;nicas que podemos leer con
la ayuda de un software especial (4, 5).
2.
Materiales y m&eacute;todos
2.1. Cultivo celular
Crypthecodinium cohnii (CCMP316) se cultivaron 500 mL de medio f/2 + NPM (Guillard
et al. , 1975) enriquecido con 5 g de glucosa L- 1, usando erlenmeyers de borosilicato de 1000 mL.
Los cultivos se mantuvieron en oscuridad a 20 &plusmn; 2&deg;C con un suministro de ox&iacute;geno mediante
burbujeo de aire. El in&oacute;culo se obtuvo de un stock que se mantiene mediante subcultivo semanal.
3
Las condiciones ensayadas fueron:
•
Disponibilidad de nitr&oacute;geno: se obtuvo con un f/2 + NPM completo enriquecido con 5 g
de glucosa L- 1
•
Supresi&oacute;n de nitr&oacute;geno: se obtuvo cosechando las c&eacute;lulas en fase estacionaria mediantecentrifugaci&oacute;n (5000 g min, 5 minutos) y reinoculando en medio sin N. El medio sin N se
obtuvo eliminando completamente del medio las soluciones de nitr&oacute;geno (org&aacute;nica e
inorg&aacute;nica).
La densidad celular se control&oacute; mediante contaje diario en un hemocit&oacute;metro y se expresa
como celo rnL-1• La tasa de crecimiento se calcul&oacute; seg&uacute;n Crow and Kimura (1970) y se expresa
como divisiones por d&iacute;a (div' d-1). Las muestras para el an&aacute;lisis se tomaron de cultivos en
diferentes fases de crecimiento.
2.2.
An&aacute;lisis gravim&eacute;trico y cromatogr&aacute;fico
A partir de un concentrado celular congelado se llev&oacute; a cabo una extracci&oacute;n lip&iacute;dica usando
para ello una modificaci&oacute;n del m&eacute;todo de Folch (1957). A una al&iacute;cuota del concentrado celular
(50-100&iexcl;.tl) se le a&ntilde;adi&oacute; un volumen de metanoVcloroformo (1 :2, v/v), depu&eacute;s de reposar 5 mino
se centrifug&oacute; durante 2 min (5000 g min), el sobrenadante se recogi&oacute; en un tubo limpio y se
a&ntilde;adi&oacute; 1 rnL de una soluci&oacute;n de cloruro de sodio (0.9%, w/v) por cada 5 rnL de extracto lip&iacute;dico.
Esta mezcla se agit&oacute; fuertemente y se dej&oacute; reposar durante 5 minutos, al cabo de los cuales se
observ&oacute; la formaci&oacute;n de dos fases, el sobrenadante se elimin&oacute; por ser una fase acuosa rica en
componentes no lip&iacute;dicos. La fase oleosa se denomin&oacute; extracto lip&iacute;dico y fue el material utilizado
para determinar el contenido lip&iacute;dico total, las fracciones de l&iacute;pidos polares y neutros y el perfil
de &aacute;cidos grasos.
El contenido lip&iacute;dico total se obtuvo deshidratando el extracto lip&iacute;dico (85&deg;C, 15 min.)
mediante pesada.
Las fracciones lip&iacute;dicas se obtuvieron a partir del extracto lip&iacute;dico mediante un protocolo
modificado de Yongmanitchai and Ward, 1992. Primeramente se eluyeron los l&iacute;pidos neutros con
16 mL de cloroformo a trav&eacute;s de cartuchos de s&iacute;lica. Luego se recuperaron los l&iacute;pidos polares
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eluyendo con 10 mL de metanol. Las fracciones obtenidas se deshidrataron (85&deg;C, 15 min) Y se
determinaron gravim&eacute;tricamente. Los resultados se expresan como pg l&iacute;pidos' Cerl.
La composici&oacute;n de &aacute;cidos grasos se obtuvo a partir de biomasa congelada (una semana de
almacenamiento a - 20&deg;C). Para ello se transesterificaron al&iacute;cuotas de biomasa con cloruro de
metanol (Petkov et al., 1994). Los &aacute;cidos grasos obtenidos se purificaron usando cromatografia
en capa fina. Se utiliz&oacute; &aacute;cido pentadecanoico como est&aacute;ndar interno. Los an&aacute;lisis de
cromatografia de gases se realizaron en un cromat&oacute;grafo Varian cp-38 con un detector FID. La
identificaci&oacute;n de los metil &eacute;steres de &aacute;cidos grasos se llev&oacute; a cabo comparando los tiempos de
retenci&oacute;n con los de est&aacute;ndares aut&eacute;nticos (Supelco F.A.M.E. Mix C4-C24).
2.3.
Citometr&iacute;a de flujo
El marcado intracelular se realiz&oacute; mediante una modificaci&oacute;n del m&eacute;todo de Dempster y
Sornmerfeld (1988). Se a&ntilde;adieron 50
~L
de una soluci&oacute;n de trabaj o de RN en acetona (lmg / 10
mL) a 1 mL de cultivo (105-106 ceVmL) y se incubaron en oscuridad (10 min., 37&deg;C). La se&ntilde;al
de RN se determin&oacute; usando un cit&oacute;metro de flujo F ACSCalibur (Instrumentos Becton Dickinson)
equipado con un l&aacute;ser de arg&oacute;n de 488 nm. Rojo nilo es un marcador solvatocr&oacute;mico, cuya
fluorescencia var&iacute;a espectralmente seg&uacute;n la polaridad del medio en el que se encuentre. Al ser
excitado por una longitud de onda de 488 nm, RN disuelto en l&iacute;pidos neutros emite fluorescencia
amarilla-dorada intensa, mientras que disuelto en l&iacute;pidos polares emite fluorescencia roja
(Shapiro, 1995). El sistema &oacute;ptico usado en el sistema FASCSCalibur recoge la luz amarilla y
naranja (560-640 nm, que corresponde a los l&iacute;pidos neutros) en el canal FL2 y la luz roja (&gt;650
nm correspondiente a l&iacute;pidos polares) en el canal FL3. Aproximadamente 3000 c&eacute;lulas fueron
analizadas mediante una amplificaci&oacute;n logar&iacute;tmica de la se&ntilde;al fluorescente. Se utilizaron c&eacute;lulas
no marcadas como control interno. Los datos se expresan en unidades arbitrarias de
fluorescencia.
2.4.
An&aacute;lisis de datos
La significaci&oacute;n estad&iacute;stica de los datos se evalu&oacute; mediante un an&aacute;lisis de regresi&oacute;n lineal
determinando el coeficiente de correlaci&oacute;n de Pearson (R). Las diferencias significativas entre las
distintas condiciones de cultivo y el contenido total de l&iacute;pidos, el cociente polares/neutros, el
5
contenido DHA Y el porcentaje de DHA del total de &aacute;cidos grasos se establecieron mediante un
ANOV A. a=0.05, n = 14 excepto en el caso de la tasa de crecimiento en el que n =44.
3.
Resultados
La correlaci&oacute;n obtenida entre la se&ntilde;al media de fluorescencia de c&eacute;lulas marcadas con RN
2
y el contenido lip&iacute;dico determinado gravim&eacute;tricamente fue alta (FL2 - neutros, R = 0.93 YFL3 polares, R2= 0.83) (fig.2). El cociente citom&eacute;trico FL3/FL2, por tanto, tambi&eacute;n correlacion&oacute; con
el cociente determinado gravim&eacute;tricamente (R2= 0.96) (fig.3).
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Figura 2. Los diagramas de dispersi&oacute;n representan l&iacute;pldos polares y neutros Ys .FL3,
FL2 media respectivamente. Los datos de l&iacute;pidos se expresan como pg/cel y los datos de
fluorescencia como unidades arbitrarias. Las correlaciones lineales para ambos (l&iacute;pidos
neutros (R2=0.93) y polares (R2=0.83)) son significativas.
La fluorescencia de l&iacute;pidos neutros y polares correlacion&oacute; significativamente con el
contenido celular de DHA determinado por cromatografia (FL2 - neutros, R2= 0.60; FL3 polares, R2= 0.71) (fig. 4). Se encontr&oacute; una correlaci&oacute;n significativa, aunque baja, entre el
cociente FL3/FL2 y el porcentaje de DHA en el contenido total de &aacute;cidos grasos (R2= 0.44)
(fig.5). Existe una tendencia entre el cociente FL3/FL2 y la tasa de crecimiento (R2= 0.56) (fig.6).
En 10 referente al efecto de las condiciones de cultivo en la composici&oacute;n lip&iacute;dica, las
mayores cantidades de l&iacute;pidos y DHA, se obtuvieron en aquellos cultivos en los que se elimin&oacute; el
nitr&oacute;geno. Sin embargo, el mayor porcentaje de &aacute;cidos grasos totales se encontraron en aquellos
6
S.O
4 . _~
4.0
,...
.-
J.S
.
J.O
~
-
~
('1
-1
u..
..........
&iexcl;-r.
-1
L.:...
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0
0.0
0.2
0.4
O.X
O.&Oacute;
Polar/neutral rati D
Figura 3. El diagrama de dispersi&oacute;n representa el cociente
polar/neutros determinados gravim&eacute;tricamente frente al
mismo cociente hallado citom&eacute;tricamente (R2= 0.9592)
2S00
,
.,:-
~
2000
•
•
•
ISOO
1000
--
...,
n.71&quot;&iexcl;-J :.- ___
•
•
•
SOO
•
o
o
su
lOO
ISO
DHA (pg' celr ' )
Figura 4. El diagrama de dispersi&oacute;n representa el
contenido de DHA frente a la fluorescencia media en FL3
(R2= 0.7144)
cultivos con mayor disponibilidad de nitr&oacute;geno. No se encontraron diferencias significativas
entre los efectos de las diferentes condiciones de cultivo en el contenido lip&iacute;dico (fig. 7).
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total de &aacute;cidos grasos (d).
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4.
Discusi&oacute;n
La buena correlaci&oacute;n encontrada entre la fluorescencia media de la se&ntilde;al de c&eacute;lulas
marcadas con RN y el contenido lip&iacute;dico medido por gravimetr&iacute;a (fig.2), y por lo tanto, entre el
cociente FL3/FL2 y el cociente polares/neutros determinado gravim&eacute;tricamente (fig.3), coincide
con los resultados espectro fotom&eacute;tricos obtenidos por Alonzo and Mayzaud, 1999. El hecho de
que la correlaci&oacute;n de los l&iacute;pidos neutros sea mayor que la de los l&iacute;pidos polares puede deberse a
la longitud de onda de excitaci&oacute;n usada en este estudio. El l&aacute;ser de arg&oacute;n usado emite a 488nm,
esto difiete de los &oacute;ptimos, hallados por los autores mencionados anteriormente, 530 y 560 nm
para l&iacute;pidos neutros y polares respectivamente. La longitud de onda de excitaci&oacute;n de 488nm del
l&aacute;ser de arg&oacute;n se aleja m&aacute;s del &oacute;ptimo de los l&iacute;pidos polares que del &oacute;ptimo de los l&iacute;pidos
neutros. Con todo ello, los resultados prueban la utilidad de la citometr&iacute;a de flujo y el RN en la
evaluaci&oacute;n de la composici&oacute;n lip&iacute;dica microalgal.
La correlaci&oacute;n entre la fluorescencia de l&iacute;pidos neutros y polares con la cantidad de DHA
determinado por cromatograf&iacute;a (fig. 4) muestra que el DHA celular de C. cohnii se distribuye en
ambas fracciones, polar y neutra. Sin embargo, la tendencia entre el cociente FL3/FL2 y el
porcentaje de DHA en el contenido total de &aacute;cidos grasos (fig. 5) puede estar relacionada con el
hecho de que la mayor&iacute;a del DHA de este dinoflagelado est&aacute; asociado a los l&iacute;pidos polares en la
fase de la curva de crecimiento de este estudio (logar&iacute;tmica temprana y avanzada y estacionaria
temprana) como previamente describieron Henderson el al., 1988. Otros estudios (Swaaf el al.,
2003) descubrieron que el DHA permanec&iacute;a constante en la fase estacionaria tard&iacute;a, pero este
estado de la curva de crecimiento no se ha tenido en cuenta en el presente estudio. En los
organismos fotosint&eacute;ticos m&aacute;s del 75% del los AGPCLs se asocian a los l&iacute;pidos de las
membranas fotosint&eacute;ticas (Fuller and Ness, 1987), por lo tanto la determinaci&oacute;n citom&eacute;trica del
cociente polares/neutros podr&iacute;a ser relevante con organismos fototr&oacute;ficos.
La tendencia detectada entre el cociente FL3/FL2 y la tasa de crecimiento (fig. 5) ha sido
descrita previamente por otros autores. Estudios llevados a cabo por Roessler, 1990, mostraron
que a medida que aumenta la tasa de crecimiento, aumenta el contenido lip&iacute;dico polar y, por
tanto, lo hace el cociente FL3/FL2. Esta situaci&oacute;n corresponde con una alta disponibilidad de
nutrientes en estad&iacute;os tempranos de la curva de crecimiento, cuando la densidad celular es baja
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(Borowitzka, 1988). A medida que la densidad celular aumenta, la limitaci&oacute;n de nutrientes se
vuelve cr&iacute;tica y se dispara la acumulaci&oacute;n de compuestos de reserva (Chelf, 1990). Por esta
raz&oacute;n, los mayores contenidos lip&iacute;dicos y de DHA se obtuvieron en aquellos cultivos en los que
el nitr&oacute;geno se elimin&oacute;. Sin embargo, los mayores porcentajes de DHA en el contenido de &aacute;cidos
grasos totales se encontraron en aquellos cultivos con una mayor disponibilidad de nitr&oacute;geno,
aunque no se obtuvieron diferencias significativas entre las diferentes condiciones de cultivo,
(fig. 6). Esto puede relacionarse con el hecho de que la disponibilidad de nutrientes corresponde a
condiciones exponenciales de crecimiento, es decir, en el momento en el que las c&eacute;lulas se
dividen activamente y sintetizan membrana (los componentes mayoritarios de la membranas son
los fosfolipidos, una enorme fuente de AGPCLs (Alberts, 1989)).
La ventaja del uso de la citometr&iacute;a de flujo sobre otras t&eacute;cnicas se encuentra en la
posibilidad de caracterizar y separar subpoblaciones a partir de medidas multiparam&eacute;tricas (perfil
lip&iacute;dico, viabilidad celular, ... ). Diversos par&aacute;metros podr&iacute;an medirse simult&aacute;neamente siempre
que exista compatibilidad entre los fluorocromos usados).
Conclusi&oacute;n
Cuantificar l&iacute;pidos celulares mediante las t&eacute;cnicas tradicionales es una tarea larga y tediosa
que implica un gran volumen de c&eacute;lulas y el uso de solventes org&aacute;nicos. La combinaci&oacute;n de Rojo
nilo y citometr&iacute;a de flujo para evaluar la composici&oacute;n bioqu&iacute;mica de los cultivos de C. Cohnii es
factible y resuelve la laboriosidad de otras t&eacute;cnicas teniendo en cuenta que 1 mL de cultivo en
fase exponencial (105 _10 6 cel&middot;mL- 1) basta para realizar el an&aacute;lisis y que, adem&aacute;s, el rendimiento
de la t&eacute;cnica es bastante alto (12 muestras por hora). Esto permite reducir los costes del sistema.
Otra caracter&iacute;stica que se debe valorar es la posibilidad de caracterizar, identificar y separar
subpoblaciones que cumplen unas caracter&iacute;stica previamente definidas. Es posible evalular el
perfil lip&iacute;dico y discriminar al mismo tiempo c&eacute;lulas inviables, lo que permitir&iacute;a obtener
organismos de alto rendimiento capaces de establecer nuevos cultivos. Esto abre la posibilidad a
nuevas l&iacute;neas de investigaci&oacute;n: monitorizaci&oacute;n de cultivos a gran escala, b&uacute;squeda de cepas
productoras de l&iacute;pidos, ecotoxicidad, etc. Por todo lo expuesto anteriormente, el uso de la
citometr&iacute;a de flujo combinada con el marcador rojo de nilo supone una interesante opci&oacute;n a la
9
hora de evaluar la composici&oacute;n bioqu&iacute;mica de los cultivos de C. cohnii.
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