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Resumen

En el presente trabajo se establece un método analitico, usando la Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién, para la determinacién cualitativa y cuantitativa de aminoacidos
libres en algas y se estudia la aplicacion de surfactantes para la mejora del método. Se estudia
el efecto de la disponibilidad de nitrégeno en el medio de cultivo sobre la composicién de
aminoacidos libres, pigmentos y proteinas en la macroalga Ulva rigida y se comprobd que la
limitacion de nitrégeno en el medio de cultivo provoca una disminucién muy marcada los
contenidos de clorofilas a y b, proteinas totales y aminoacidos libres y que estos actian como
almacenamiento de nitrdgeno cuando éste esta disponible en el medio, para ser utilizado
posteriormente cuando las condiciones se vuelven limitantes. Ademas se estudia el efecto de la
variacion del perfil de aminoacidos de la microalga Chlorella pyrenoidosa variando la fuente de
carbono y por otro lado variando la fuente de nitrégeno. Se comprueba que la fuente de
carbono varia considerablemente el contenido total en aminoacidos libres, asi como su perfil y
que la limitacién de CO2 en los cultivos de Chlorella produce una reduccién de los contenidos
intracelulares de acido glutamico, glutamina, acido aspartico y asparagina. El contenido total en
aminoacidos libres alcanza su valor maximo para los cultivos con amonio, seguido de los de
nitrato y por ultimo con urea. Sin embargo, el perfil no se ve afectado por la naturaleza de la
fuente nitrogenada. Se determinan las caracteristicas espectrofluorimétricas convencionales
del derivado OPA-lisina en presencia de los surfactantes Brij 35, Brij 96, POLE, TX-100,
HDTAB, NaLS y se comparan con las obtenidas en medios acuosos. Se observa que todos los
surfactantes empleados aumentan considerablemente la senal de fluorescencia del derivado,
obteniéndose los valores mas elevados para el TX-100 y el POLE. Se establece un método
analitico, usando la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia, para la determinacién cualitativa y
cuantitativa de aminoacidos en presencia del surfactante POLE. El método puesto a punto
presenta una serie de ventajas con respecto al método en ausencia de surfactante, por una
parte se redujeron los porcentajes de error en la determinacién de todos los aminoacidos
derivados, y por otra, se reducen los limites de deteccién de los aminoacidos lisina, histidina, y
valina. EI método propuesto se aplicé a una muestra del alga Ulva rigida cultivada en
condiciones de invernadero. Con el empleo de surfactante se pueden determinar los
aminoacidos glicina, tiroxina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina y lisina, los cuales, en las
mismas condiciones de cultivo, no pueden ser detectados por el método establecido en

ausencia de POLE.
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Introduccion 2

Desde el descubrimiento, a principios de siglo, que las proteinas estaban
constituidas por aminodcidos, estos compuestos han suscitado un gran interés y su
andlisis ha encontrado una amplia aplicacién en areas de desarrollo e industrial
como son la Biociuimica, Biotecnologia, ~Neurobiologia, Farmacologia,
Diagnéstico y Control de Calidad. En estas areas, donde los aminoécidos juegan
un papel importante, es preciso frecuentemente el separar y cuantificar de forma

fidedigna los diferentes aminoicidos.

El desarrollo de un sistema automatizado para la separacién de aminoacidos
fue un tema prioritario para los quimicos y bioquimicos en los afios 40. El primer
sistema logrado fue inventado por Moore y Stein en la mitad de los afios 50. Con
el desarrollo de las técnicas cromatograficas y el aumento de la popularidad, en las
ultimas décadas, de la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR), debido
a su versatilidad y relativo bajo coste, muchos han sido los trabajos publicados
sobre separacion y cuantificacién de aminoicidos mediante esta técnica. Esto ha
permitido que la investigacion en el campo de aminoacidos de origen natural se
haya desarrollado de forma espectacular, aunque, lé atencion que se le ha prestado
al estudio de aminodcidos y péptidos en algas ha sido menor en comparacién con

las plantas terrestres.

La sintesis de aminodcidos es uno de los primeros y se puede dccir que el
punto mas importante de la interaccion entre el metabolismo del carbono y del
nitrégeno. En este sentido, la cuantificacién del contenido o pertil de aminoacidos
intracelulares (InAA) en algas es una herramienta util en estudios de fisiologia
algal (Admiraal ef al., 1986; Flynn y Al-Amoudi, 1988: Martin-Jézequel et al.,
1992). En particular, el ratio molar de glutamina/acido glutdmico (Gln/Glu)
intracelular ha resultado ser muy til como indicador del estado C-N del alga

(Flynn, 1990a; 1991). Ademis ha sido sugerido por varios autores que la
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Introduccion 3

composicion de aminodcidos intracelulares puede ser usado como una “huella

metabdlica” del contenido en ﬁitrégeno del organismo (Admiraal er al. 1986).

Por otra parte también es conocido el importante papel que juega la
composicion de aminodcidos totales en determinar las diferencias en la calidad
nutritiva en las algas que se utilizan en acuicultura o para consumo humano. En
este sentido las algas pueden ser usadas como alimento, mejorando las dietas que
carecen de contenido proteico. El contenido en aminoacidos en estas proteinas son
las mismas que en proteinas comunes, y la composicién en aminoacidos en muchos

casos es superior a la de las plantas terrestres.

1.1  Aminodcidos

Los aminodcidos constituyen el alfabeto de la estructura proteica y
determinan muchas de las propiedades importantes de las proteinas. Las férmulas
estructurales asi como sus pesos moleculares, de los veinte aminodcidos hallados
normalmente en las proteinas aparecen en la Tabla 1.1. Ademas de estos veinte y
de varios poco frecuentes encontrados en las proteinas, se conocen unos 150
aminodcidos mas que se encuentran en tejidos en forma libre o combinada, pero
nunca en las proteinas, son los denominados aminoacidos no proteicos. La mayor
parte de ellos son derivados de los a-aminoacidos hallados en las proteinas, pero

también se conocen B, v y §-aminoacidos.

Mientras que las plantas son capaces de sintetizar todos los aminoacidos,
los animales estdn limitados a la sintesis de ciertos aminodcidos solamente, los
denominados no esenciales. Los restantes, los esenciales, deben ingerirse a través
del alimento. Los aminodcidos esenciales para el hombre son la fenilalanina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptéfano y valina. Se admite que

la histidina resulta también esencial para los nifios y que la cisteina y la tirosina se
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Introduccién 4

convierten en esenciales si no hay suficiente aporte de metionina y fenilalanina

respectivamente, por sintetizarse a partir de ellos.

Aparte de ser las unidades estructurales de las proteinas los aminoécidos
tienen otras serie de funciones en las plantas. Estan envueltos en el transporte del
nitrégeno entre los diferentes compartimentos celulares, o partes de Ia planta y son

los precursores en la sintesis de clorofilas y muchos otros compuestos nitrogenados
(biotina, tiamina pirofosfato, coenzima A, etc. Los aminoicidos ademas sirven
como fuente de nitrégeno y carbono para la produccién de metabolitos secundarios

como alcaloides, acidos fendlicos y compuestos cianogénicos.

1.1.1 Estructura de los aminoacidos

Los aminoicidos (Figura 1.1) deben su nombre a los grupos funcionales

que poseen.

I

H— C — COOH
I
R

Fig. 1.1 Estructura general de un aminodacido

Por una parte tenemos el grupo amino (NH,) unido al carbono alfa de la
molécula. Es el responsable de la presencia de nitrégeno. La pérdida del grupo
amino convierte al aminoacido en su cetoacido correspondiente. Por otro lado
tenemos al grupo carboxilo, unido también al carbono alfa. La pérdida de este

grupo funcional de la molécula se denomina descarboxilacion, dando lugar a las
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Introduccion . 5

aminas correspondientes. Unido también al carbono alfa se halla un atomo de

hidrogeno. El cuarto enlace seré el que diferencie un aminoécido de otro.

Los grupos tuncionales principales de los aminoacidos, NH, y COOH, son
susceptibles de ionizarse a diferentes pH. En funcion de esta capacidad de

ionizacién los aminodcidos pueden actuar como dcidos o como bases.

El grupo R va a ser el responsable de todas las diferencias existentes entre
los aminodcidos. El concepto mds utilizado para la diferenciacion de los
aminoacidos segin sea su grupo R es la polaridad. Segdn esto podemos dividirlos

en dos grandes grupos que, a su vez, presentan subdivisiones:

1.- Grupos R no polares o hidréfobos. Pertenecen a este grupo: alanina, valina,

leucina, isoleucina, prolina, metionina, fenilalanina y triptéfano.

2.- Grupo R polares o hidrofilicos que se subdividen en tres clases:

2.1.- Hidrofilicos neutros sin carga. Pertenecen a este grupo la
glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina. La polaridad
de estos aminoacidos se debe a que las funciones R poseen grupos capaces de
establecer enlaces de hidrégeno con el agua. Estos grupos son: hidroxilo de la
serina, treonina y tirosina; amida de la asparagina y glutamina y tiol o sulfhidrilo
de la cisteina

2.2.- Hidréfilicos basicos con carga positiva. Constituyen este
subgrupo la lisina, arginina y histidina

2.3.- Hidrdéfilicos dcidos con carga negativa. Son el acido aspartico

y el glutdmico.
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[ntroduccién

Tabla 1.1 Aminoécidos proteicos.

Nombre Peso molecular Férmula estructural
. NH,
Glicocola 75 |
H—CH —COOH
) NH,
Alanina 89 |
CH,— CH—COCH
CH, NH,
Valina 117 |
n CH —CH— CH— COOH
; CH, NH,
Leucina 131 [ |
CH,— CH~ CH,—CH— COOH
. CH, NH,
Isoleucina 131 [ |
CH,— CH— CH — CH— COOH
. NH,
Serina 105
OH — CH,~ CH— COOH
) OH NH,
Treonina 119 l l
CH,—CH — CH — COOH
. . NHI
Metionina 119 |
CH,—S— CH,—CH ~ CH — COOH
NH2
Fenilalanina 165 |
@Cm— CH — COOH
' NH
Tirosina 181

1
|
HO—(O>— CH,~ CH — COOH
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[ntroduccién

Tabla 1.1 Aminodcidos proteicos (continuacion).

Nombre Peso molecular Férmula estructural
"lmz
Cisteina 121 HS — CH— CH — COOH
NH,
Triptofano 206 CH,— éH — COOH
[N
N—H
P
Prolina 115 (|:H2 \[CH——COOH
CHz——— CHZ
Acido aspartico 133 ITH’
HOOC—CH,— CH — COOH
‘ NH,
Asparagina 131 H,NCO—CH /~ CH— COOH
. P . N-H 2
Acido glutamico 147 |
HOOC—CH,— CH,— CH—-COOH
Glutami il
lutamina 146 H.NCO— CH,—CH ~ CH—COOH
THx
Histidina 155 HC = G— CH~ i~ COOR
N NH
N/
CH
. . NH
Lisina 146 | °
‘ HN—(CH,),— CH— COOH
. . N}{ N}lz
Arginina 310

fl |
HN—C—NH—(CH,)- CH~ COOH
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Introduccion 8

1.1.2. Aminodcidos como iones dipolares

Puesto que los aminoécidos contienen un grupo basico y otro cido, son
compuestos anfotéricos. En estado sélido, los aminoicidos existen como iones
dipolares, el grupo écido estd presente como ion carboxilato -COO" y el grupo
basico como amonio -NH,". Todos los aminoicidos se hallan, en disolucién

acuosa y a valores de pH pr6ximos a la neutralidad como iones dipolares:

R (I:H — COO~

NH,*

Cuando un aminodcido se disuelve en agua puede comportarse como:
a) acido:

R —CH—COO " H* + R— CH — COO"
| |
NH,* NH,

b) base:

R—CH—C}OO‘ +H o R—CH—C(I)OH
NH,* NH,*

La posicion del equilibrio depende del pH de la disolucién y de la
naturaleza del aminoéacido. Un aminodcido con un grupo R neutro es algo mas
acido que bésico, por lo que su punto isoeléctrico (pH intermedio) se presenta a un
pH menor que el correspondiente a una disolucion neutra. Si el grupo R es amino

el pH del punto isoeléctrico es mucho mads alto.
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1.2 Técnicas de analisis de aminodcidos

Desde el punto de vista analitico, la separacién de aminoicidos es quizés
uno de los problemas més estudiados y mejor desarrollado de todas las

separaciones cromatograficas realizadas.

En el procedimiento tradicional de intercambio idnico desarrollado por
Moore y Stein (1951), los aminoédcidos sin derivatizar se separaban en columnas
de resinas de intercambio catidénico sulfonadas y sc clufan con una seric de
tampones citrato aplicados en forma de gradiente. La deteccién y cuantificacion se
conseguia por posterior reaccion con nihidrina y espectrofotometria en la region

visible.

La Cromatografia de Gases, es una de las técnicas que en un principio mads
se ha empleado para la separacion de aminoacidos. Sin embargo, no ha ganado un
amplia aceptacion en los laboratorios de anilisis bioquimicos (Mackenzie, 1981;
1990; Blau, 1981). Debido a que los aminodcidos no son estables a altas
temperaturas y a que contienen grupos funcionales polares, deben ser convertidos
a derivados volétiles estables. Habitualmente se utilizan N-trifluoacetil-n-butil
ésteres, trifluoroacetil metil ésteres, trimetilsilil derivados, heptafluorobutiril
1isopropil o isobutil ésteres. La reaccién de derivatizacién normalmente se lleva a
cabo en disolventes organicos por lo que primero se debe “clean-up” la muestra.
Pueden usarse varios detectores como pueden ser: captura de electrones (ECD),
ionizacion de llama (FID), detector de nitrégeno-fésforo (NPD) y fotométrico de
llama (FPD). La principal desventaja de la Cromatografia de Gases en el andlisis
rutinario de aminodcidos es la laboriosidad de las reacciones de derivatizacion,
ademas de reproducir cuantitativamente la formacién. de derivados volatiles

estables de todos los aminoacidos.
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Por el contrario la Cromatografia de Gases tiene la ventaja de ser
compatible con un espectrémetro de masas, permitiendo la detecrminacién
estructural de compuestos desconocidos.

Por estas razones se pretiere en la actualidad la Cromatogratia Liquida de
Alta Resolucién para todo tipo de muestra y en un rango muy amplio de
sensibilidades. Este método permite el andlisis de muestras en disolventes acuosos
con una manipulacidn minima de la muestra, evitando asi problemas de
contaminacién. Aunque en principio es posible la deteccién directa de los
aminoacidos mediante indice de refraccidn o por absorcién UV en la zona de 190-
200 nm, esto no es aplicable en la practica debido a su escasa sensibilidad. Resulta
mads util formar derivados con los aminodcidos que absorban en otras regiones del

espectro 0 que fluorezcan.

La estrategia de derivatizacion para la deteccion nos ofrece dos alternativas:
la separacion cromatografica de los componentes de la mezcla y derivatizacion
post-columna ¢ derivatizacién precolumna de los componentes de la mezcla y
posterior separacidon cromatografica de los derivados.

Esta Ultima técnica presenta tres ventajas claras con respecto a la primera:

a) el derivado elimina el cardcter zwitteridnico del aminoacido, dando
especies que interaccionan de modo mas eficaz con el soporte de la fase inversa.

b) el derivado da lugar a una especie que absorbe o fluoresce, lo que
supone un aumento de la sensibilidad de la deteccion de los aminodcidos.

c) lag variaciones en la quimica de derivatizacidn pueden aprovecharse para

incrementar la selectividad o detectabilidad cromatograficas.
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En la actualidad existen muchos reactivos de derivatacion pre-columna
utilizados en Cromatografia Liquida. Entre los méas empleados se encuentran los

mostrados en la Figura 1.2, cuyas propiedades como agentes derivatizadores se

resumen en la Tabla 1.2.

CH, CH;,
NN
N=C=S
|
O='S=O
Cl
Cloruro de dansilo Nicatine
(I;I;XNS%L—CII) Fenll(xf)cI)fll(():cilanato
O
C-H
G-
~ i
C-H CHZ-O-(HZ-CI
I
O O
O-ftaldialdehido Cloruro de 9-fluorenil-metil-oxi-carbonilo
(OPA) (FMOC)

Figura 1.2 Agentes derivatizadores mas usuales empleados para la

determinacion cromatografica de aminoécidos.
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Cloruro de dansilo (DANSYL-CI): reacciona con el grupo amino de los
aminoacidos libres para dar lugar a aminodcidos dansilados altamcnte
fluorescentes. La sensibilidad de la deteccion es excelente, pero el reactivo
presenta ciertas desventajas. Durante y después del proceso de derivatizacion el
exceso de cloruro de dansilo se hidroliza a acido dansil sulfénico el cual es
fluorescente y puede causar problemas en la separacién. Las separaciones de los
dansil-derivados se realizan utilizando como eluyentes mezclas reguladoras de
acetatos o fosfatos con pH comprendido entre 7 y 7.5 y acetonitrilo como fase
orginica. La deteccidn se lleva a cabo por absorcién UV a 250 nm, y también
fluorimétricamente a longitudes de onda de 520 nm para la emision y 350 nm para

la excitacion (Wilkinson 1978).

Cloruro de 9-Fluorenilmetiloxicarbonilo (FMOC): el FMOC reacciona con

aminodcidos primarios y secundarios de forma casi instantdnea, para dar lugar a
derivados muy estables y fluorescentes. El exceso de reactivo se hidroliza, dando
lugar a un compuesto que también es fluorescente. Este es el principal
inconveniente del método, ya que es necesario eliminar manualmente el exceso de
rcactivo con pentano para dctener la rcaccidn de derivatizacion y cvitar la
hidrolisis espontdnea de los derivados formados (Furst er al. 1990). Estos
derivados se separan usando mezclas de solventes organicos (metanol y/o

acetonitrilo) con disoluciones tampon de acetato y se detectan por fluorescencia

(Einarsson et al., 1983).

Fenilisotiocianato (PITC): Bajo condiciones alcalinas los aminodcidos

primarios y secundarios reaccionan con el feniltiocianato para formar
feniluocarbamatos derivados. La reaccion se lleva acabo a temperatura ambiente a
vacio ya que el oxigeno interfiere en la derivatizacién. Después de la
feniltiocarbamilacion, el exceso de reactivo se evapora mediante centrifugacion a

vacio para proporcionar una separacion estable y proteger la columna. Los
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feniltiocarbamatos derivados de los aminoédcidos se pueden detectar en el UV a
254 nm. Se separan usando como eluyentes disoluciones reguladoras dc acetato, en
concentraciones que van desde 5 mM a 1M, en rangos de pH de 4 a 5.6,y
metanol o acetonitrilo como fase orgdnica (Heinrison y Meredith, 1984;
Bidlingmeyer ez al. 1984). Los PITC-aminoderivados son estables durante dias y

pueden ser inyectados automaticamente con un inyector automatico.

o-Fraldialdehido (OPA): el o-ftaldialdehido en presencia de 2-mercaptoetanol,

reacciona con aminas primarias a temperatura ambiente para formar compuestos
altamente fluorescentes. La formacion de derivados fluorescentes por reaccidon de
o-ftaldialdehido/2-mercaptoetanol (2-ME) con aminas primarias- fue descrita por
vez primera por Roth en 1971, y posteriormente aplicada a la derivatizacion post-
columna de los aminodcidos, previa separacion de éstos por intercambio idnico
(Roth y Hampai, 1973). La estructura de este compuesto fue identificada por
Simons y Jonhson (1976, 1977) como un isoindol sustituido. Simons mostré que la
reaccion de OPA con aminas primarias era debida, en primer lugar, a la formacion
de un derivado de OPA-2ME, el cual, interaccionaba con la amina primaria del

aminodcido para formar ¢l isoindol fluorescente 1-alquil-tio-2-alquil sustituido.
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Tabla 1.2 Propiedades de los principales agentes derivatizadores de

aminoacidos.
FMOC DANSYL-CI PITC OPA
Incubacién 10 min. T® 30 min. 37°C S min. T* amb  1-120 sec. T?
muestra amb. amb.
Deteccién Fluorescencia Fluorescencia  Absorbancia Fluorescencia
260/313 340/510 nm 254 nm 340/455 nm
Sensibilidad Buena Buena Moderada  Muy Buena
1-5 pmol 10-50 pmol 1-20 pmol < 10 pmol
Aminas s Si Si No
secundarias
Automatizacion Si Si No Si
Derivados Si Si Si : No
estables

La reacciéon era rapida y cuantitativa pero los isoindoles producidos
mostraban ser inestables debido a un reagrupamiento del S-O para producir el
compuesto 2,3-dihidro-1H-isoindol no fluorescente. La estabilidad de cada OPA-
2ME aminodacido derivado también dependia del aminodcido usado (Roth 1971,
Simons y Johson 1978). Ellos demostraron ademas la posibilidad de emplear otros
tioles distintos del 2-mercaptoetanol como el 3-mercaptoetanol. Los resultados
favorables encontrados son debidos presumiblemente a la introduccion de un grupo
a-carboxilo en el derivado amino, disminuyendo la hidrofobicidad del derivado en

comparacion con otros mercaptanos.

El o-ftaldialdehido presenta las siguientes propiedades:
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a) Reacciona de forma rapida y cuantitativa (Fig. 1.3), a temperatura ambiente; no
fluoresce y su exceso no sc descomponc o rcacciona para formar productos
interferentes.
b) No reacciona con el agua y es estable en solucion tampon.
¢) Los derivados son unicos con alto rendimiento tluorescente.
d) La actividad electroquimica de los derivados permite la doble deteccidn, lo cual
mejora su especificidad.

Sin embargo, presenta las siguientes desventajas :
a) Los derivados no son estables
b) No reacciona con los aminoacidos secundarios

Estas desventajas limitan la aplicabilidad del método y obliga a estabiecer
un estricto control del tiempo de reaccidon y hace dificil la automatizacion del
proceso, a no ser que un autoinyector realice la mezcla. La inestabilidad de los
derivados parece estar causada por un reacomodamiento intramolecular catalizado
por el exceso de OPA y no por el del tiol (Nakamura et al., 1982, Stobaugh er al.
1983).

La cistina es reducida a cisteina por el mercaptoetanol presente en la mezcla
derivatizante. Debido a la presencia del grupo sulfhidrilo, el derivado de cistina
presenta una fluorescencia muy débil. Para evitar este problema ha sido sugerido
por Umagat er al. (1982), la oxidacidon de este aminoacido a acido cisteico

mediante el 4cido perférmico.

Para la separacion de los OPA aminodcidos derivados por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion, las fases moviles suelen estar constituidas por mezclas
reguladoras de acetatos o fosfatos y metanol como fase organica. Las separaciones
se llevan a cabo a pHs comprendidos entre 6 y 7.5 por razones de estabilidad de
las columnas. La inclusion en la fase movil de un pequeiio porcentaje de

tetrahidrofurano (THF) permite la resolucién de glicina y treonina (Hodgin 1979).
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CHO S-CH,-CH,0H
7
@ + HS-CH,CH,-CH,-OH 1 H,N-CH-COOH —» N-CH-COOH
CHO R N
R
OPA 2-MCE AA
v

@CN-CH-COOH
|
R

Figura 1.2 Reaccién de un aminoécido con el reactivo OPA

La deteccion de los OPA derivados se realiza fluorimétricamente usando
longitudes de onda optimas de 340 nm para la excitacion y 455 nm para la
emision, con lo que se alcanzan limites de deteccion comprendidos entre 300 y 400
fmol y si se dispone como fuente de excitacion un laser se pueden alcanzar hasta

4-15 fmol y 100 amol si se combina con columnas microbore (Roach,1987).
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1.3 Uso de medios micelares en la determinaciéon de aminodcidos.

Los surfactantes (contraccion de los términos ingleses “surface™, “active”,
“agents”) son sustancias que tienen la propiedad de adsorberse en las superficies o
interfases del sistema y alterar las energias libres de esas superficies (o interfases).
Aqui, el término "interfase" indica la union entre dos fases inmiscibles, mientras que
por "superficie'' se entiende una interfase en que una de las fases es un gas,

generalmente aire.

La energia libre superficial es el minimo trabajo que se necesita para crear
una interfase. La tension superficial de un liquido es la energia libre superticial por
unidad de area en la unién entre el liquido y el aire. Asi el trabajo minimo para crear
interfase es

W... = yAA

min.

siendo y la tension superficial y AA el aumento de area entre fases.

El surfactante suele actuar reduciendo la energia libre superficial, aunque
hay ocasiones en que la aumenta. Las moléculas presentes en la superficie tienen
mayor énergia que las que se encuentran en el interior de un medio, pues éstas
interaccionan mds fuertemente, de forma que se rebaja su energia. Por tanto, se

requerira un cierto trabajo para llevar una molécula desde el interior a la superficie.

Los surfactantes poseen una estructura molecular caracteristica llamada
anfipatica, que consiste en un grupo que posee poca afinidad por el disolvente,
conocido como hidrofobico, cuando el disolvente es agua, y un grupo con una gran
afinidad por el disolvente, Hamado hidrofilico, en disolucion acuosa. Cuando el

surfactante se disuelve en agua, la presencia del grupo hidrofdbico en el interior del

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital. 2003



Introduccion 18

agua causa distorsion provocando un aumento de la energia libre del sistema, lo que
significa quc ¢l trabajo nccesario para llevar una molécula de surfactante a la
superficie es menor que el trabajo para trasladar una de agua. Por tanto, el
surfactante se concentrara en la superficie. Esto hace que disminuya el trabajo
necesario para aumentar la unidad de 4rea de dicha superficie (tension superficial).
Por otra parte, la presencia del grupo hidrofilico impide que el surfactante sea
expulsado completamente del disolvente lo que requeriria la deshidratacion de dicho
grupo. La estructura arifipética del surfactante causa no solo la concentracion del
surfactante en la superficie y la reduccién de la tensidén superficial del agua, sino
también la orientacion de la molécula con su grupo hidrofilico en la fase acuosa y su

grupo hidrofobico hacia el exterior.

El grupo hidrofébico suele ser una cadena hidrocarbonada y suele llamarse
simplemente cola y el grupo hidrofilico, también llamado cabeza, es un grupo i6nico
o muy polar. Dependiendo de la naturaleza del grupo hidrofilico, los surfactantes se
clasifican en:

1.- Anidnicos: el grupo cabeza tiene carga negativa como, por ejemplo, las
sales de acidos alquil carboxilicos o sulfonicos.

2.- Catiénicos: el grupo cabeza posee carga positiva como, por ejemplo, las
sales de amonio cuaternarias.

3.- Zwiterionicos: en el surfactante existen grupos con carga positiva y
negativa como, por gjemplo, los aminoacidos.

4.- No 16nicos: el surfactante no posee grupos con carga como, por ejemplo

tos monoglicéridos.

En la Tabla 1.3 se recogen ejemplos de estos cuatro tipos de surfactantes y

los valores de alguno de sus parametros caracteristicos.
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Tabla 1.3 Relacidon de surfactantes y parametros caracteristicos.

NOMBRE cCMC (M)* N® ]
Cationicos
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 9.2x10* 61
Bromuro de tetradeciltrimetilamonio 3.5%x10” 75
Bromuro de dodeciltrimetilamonio 1.5x10* 50
Cloruro de dodecilamonio 1.5x10° 55.5
Cloruro de hexadecilpiridinio = cloruro de 9.0x10* 95
cetilpiridinio 3.7x10* -
Cloruro de bencildimetiltetradecilamonio
Anidnicos
Tetradecilsulfato de sodio 2.1x10° 80
Dodecilsulfato de sodio = laurilsulfato de sodio 8.1x10" 62
4-Dodecilbencenosulfonato de sodio 1.6x107 24
Dodecilsulfonato de sodio 9.8x10° 54
Dodecanoato de sodio 2.4x107 56
Perfluoroheptanoato de sodio 2.8x10° -
Zywitterionicos
N-Dodecilbetaina 1.5x10° 73
N-Dodecilsultaina 3.3x10° 55
No ionico
Polioxietileno(6)dodeciléter 8.7x107 400
Polioxietileno(12)dodeciléter 5.0x107 81
Polioxietileno(23)dodeciléter 5.5x107 40
Polioxietileno(7)hexadeciléter 1.7x10° 594
Polioxietileno(12)hexadeciléter 7.5x107 152
Polioxietileno(10)nonilfeniléter 7.5x107 276
Polioxietileno(23)dodecanol (Brij-35) 9.0x107 40
Polioxietileno(9,5)-p-t-octiltenol(TX-100) 3.0x10" 143

(a) CMC: Concentracion micelar critica; (b) N: Numero de agregacién.

medidos en medio acuoso a 25°C.

Parametros
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En disoluciones diluidas (generalmente a concentraciones menores que. 10
M), los surfactantes suelen encontrarse como mondmeros, aunquc pucden existir
dimeros, tnimeros, etc. Si la concentracion de surfactante en disolucion aumenta,
puede llegar a alcanzarse un punto en que se da un proceso de agregacion y cambian
muchas propiedades fisico-quimicas de la disolucién. El agregado coloidal recibe el
nombre de micela y su forma varia dependiendo del surfactante y del medio. La
concentracion a la que se producen estos cambios se conoce como concentracion
micelar critica (c.m.c.). El proceso de agregacion se da en un pequeio intervalo

de concentraciones y parece ser un proceso altamente cooperativo (Moroi, 1992).

Se ha mencionado previamente que cuando se disuelven en agua sustancias
que contienen grupos hidréfobos aumenta la energia libre del sistema. Para hacer
minima esta energia libre, la sustancia se coloca con su parte hidrofoba hacia el
exterior del disolvente. Sin embargo hay otra forma de hacer minima esta energia
que consiste en la agregacidn de estas moléculas, superficialmente activas
(surfactantes), en clusters (micelas), con sus grupos hidréfobos orientados hacia el
interior del cluster y los grupos hidrofilicos orientados hacia el disolvente. Por tanto,
la formacidn de micelas es un mecanismo alternativo a la adsorcién en las interfases
para evitar el contacto entre los grupos hidréfobos y el agua, y asi disminuir la

energia libre del sistema (Rosen, 1989).

Anteriormente se comentd que el estrecho rango de concentraciones a las que
se producen bruscos cambios en las propiedades fisicoquimicas en disoluciones de
surfactantes, sc¢ le llama concentracion micelar critica (c.m.c.). Para determinar el
valor de este parametro se puede utilizar el cambio en alguna de esas propiedades, y

asi normalmente se suele medir conductividad eléctrica, tension superficial o indice

de refraccion. En la bibliografia se encuentran tabulados numerosos valores de-

¢.m.c., la mayoria para surfactantes que contienen cadenas hidrocarbonadas de entre

diez y dieciséis atomos de carbono (Armstrong, 1985; Fendler, 1982). El valor de la
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concentracion micelar critica depende de diversos factores como la longitud de la

cadena del surfactante, presencia de electrolitos, temperatura y presién (Shinoda er

al., 1963).

Es importante destacar que, en general, las micelas compuestas de
surfactantes no 16nicos suelen tener concentraciones micelares criticas menores y
nimeros de agregacion mas altos que las micelas idnicas andlogas (Shinoda et al.,
1963). Esto se debe, en parte, a la ausencia de repulsiones electrostaticas entre las
cabezas de los surfactantes no idnicos. Sin embargo en las micelas idnicas estas

repulsiones tienden a limitar el nimero de agregacion y la ¢.m.c.

La utilidad analitica de las micelas es evidente en un gran nimero de
técnicas y ha crecido enormemente en los dltimos afos. Las aplicaciones maés
importantes de las micelas en Quimica Analitica se han dado en medidas
electroquimicas, en espectroscopia y en separaciones (Cline Love er al., 1984;
Pelizetti y Pramauro, 1985; MclIntire 1990). En medidas de fluorescencia la
eleccién de un medio micelar apropiado presenta ventajas como aumento de
sensibilidad, disminucién de interferencias y mayor conveniencia experimental si
se compara con disoluciones homogéneas (Hinze er al., 1984). Este efecto se
produce cuando la concentracion de surfactante supera la concentracion micelar
critica. La espectiofluorimetria en wedio micelar es particulatimente util para la
determinacion de compuestos organicos pero también ha sido empleada en analisis

INOrganico.

La capacidad que tienen las micelas para interaccionar selectivamente con
las moléculas permite su utilizacion para separa estas especies. Se ha utilizado
disoluciones micelares acuosas como fases moviles en Cromatografia Liquida.
Aunque este tipo de fases se emplearon originalmente en Cromatografia en

Columna y en Capa Fina, actualmente se utilizan ampliamente en Cromatografia
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Liquida de Alta Resolucion (Armstrong, 1985; Pelizetti y Pramauro, 1985: Hinze,
1987; Mclntire 1990).

En particular, la aplicacion de medios micelares a la separacion y analisis
de aminodcidos se ha usado en Cromatografia en Capa Fina y Cromatografia
Liquida. El derivado OPA-lisina por razones desconocidas presenta menor
fluorescencia que el resto de los aminodcidos derivados (Roth, 1971; Benson y
Hare, 1975). El uso de polioxietileno (23)dodecanol (Brij 35) para el aumento de
la senal fluorescente de lisina en cromatografia liquida fue demostrado por Benson
y Hare (1975) en el proceso de derivatizacion postcolumna. Posteriormente
Gardner y Miller (1980) mostraron que la adicion de Brij 35 también aumentaba la
respuesta fluorescente de lisina en el procedimieriro de derivatizacion precolumna.
Jones et al. (1981) demostraron que la adicion de laurilsulfato de sodio (NaLS) en
el reactivo de derivatizacidn no s6lo aumenta la sefnal de lisina, hasta un 50%, sino
que aumenta la estabilidad del derivado. Recientemente se ha ampliado el uso de
surfactantes como fase movil en la separacion de OPA-aminodcidos (Catald et al.,

1995) usando como eluyente una solucién de NaLS.
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1.4 Composicion de aminodcidos y proteinas en algas

El contenido en nitrégeno en macroalgas marinas varia entre 1.5y 7.6 %
de su peso seco y en microalgas constituye mas de un 10% cn células crecicndo de
forma exponencial. Si este valor lo multiplicamos por el factor de 6.25 para
obtener una medida estimativa del contenido proteico el porcentaje varia entre un
10 y un 48% para macro y hasta un 62.5 % para microalgas. En la Tabla 1.3 se
muestra el contenido en nitrégeno de varias especies de algas pertenecientes a los

cuatro Phylum principales.

Tabla 1.4 Contenido en nitrégeno en diferentes algas pertenecientes a
Divisiones de macro (2, Arasaki y Arasaki, 1983) y microalgas (1,

Becker, 1994)

Especie Contenido en N (%) Ref.
Microalgas
Cyanophyta Spirulina maxima 9.6-11.40 1
Chlorophyta Chlorella vulgaris 93
Dunaliella salina 9.1
Rodophyta Porphyridium cruentum 5.6
Macroalgas
Chlorophyta Codium fragile 2.50 2
Codium latum 2.94
Chaetomorpha spiralis 2.63
Lnteromorpha compressa 1.98
Enteromorpha linza 3.09
Ulva pertusa 3.26
Ulva lactuca 2.38
Phaeophyta Lisenia bicylis 1.82
Endarachne binghamiae 2.34
Hizikia fusiforme 1.69
Laminaria japonica 2.47
Rodophyta Chondria crassicaulis 3.28
Chondrus crispus 1.80
Gelidium amansii 3.25
Phorphyra ternera 7.63
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Las publicaciones existentes sobre los aminoacidos proteicos encontrados en
algas marinaS, se¢ refieren principalmente a  hidrolizados de la planta o a
preparaciones de proteina cruda (Coulson 1955; Smith y Young, 1955; Pillai,
1957; Pellegrini, 1967, 1969; Munda y Gubensek, 1986). En la Tabla 1.4 se
muestra el contenido de aminoécidos totales en algas del Mediterraneo (Munda y
Gubensék, 1986). La composicion en aminodcidos muestra que el dcido aspartico
y el acido glutamico junto son sus amidas estdn presentes en altas cantidades en
todos los grupos taxondmicos, seguidos por la alanina. Las algas verdes y pardas
presentan una mayor uniformidad en cuanto a composicién cn aminoécidos,

mientras que en algas rojas la variedad es mas evidente.

Menos atencion se le ha prestado a los aminodcidos libres y de los datos
publicados, sobre todo los primeros, son datos cualitativos 0 semicuantitativos
(Coulson, 1953 Channing y Young, 1953; Ogino, 1955, Nars et al., 1967;
Madgwick y Ralph, 1972, De Napoli et al. 1984). Estos sugieren que la mayoria
de las algas rojas, verdes y pardas presentan, en general, la misma composicién de
aminoacidos libres proteicos. Esta composicion estd caracterizada por una baja
concentracion de aminoécidos basicos y una general prevalencia de alanina, acido
aspdrtico, acido glutdmico y sus amidas, los cuales a menudo forman el 50% o

mas del tdtal.

Sin embargo, se han observado algunas variaciones en algas rojas. Las
algas de la familia Grateloupiaceae, Gracilariaceac, Phyllophoraceae vy
Gigartinaceae acumulan cantidades relativamente altas de citrulina (Tagaki er al.,
1967) y de aminodcidos basicos, incluyendo citrulina, arginina y un aminoacido
peculiar, gigartina. Muchas especies de la familia Rhodomenia (orden Ceramiales)
contienen excepcionalmente altas cantidades de prolina (Madgwick el al., 1970;

Impellizzeri et al., 1975).

En extractos etandlicos de algas podemos encontrar de 20 a 30 tipos de

aminodcidos, proteicos y no proteicos, en diferentes cantidades. Los aminodcidos
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no proteicos dentro de las células incluyen a B-alanina, o y y-dcido aminobutirico,
taurina, acido 2-aminocapilico, ornitina, citrulina, lantionina, fenilserina e

hidroxiprolina (Arasaki, 1983)

Algunas algas, acumulan en altas concentraciones ciertos aminodcidos no

proteicos (Ito y Hori, 1989). Estos aminodcidos son los siguientes:

Condrina: fue aislada a partir de Chondria crasicaulis (Rodophyta). Este
compuesto también ha sido detectado en Enteromorpha, Ulva (Chloroophyta),

Laurencia (Rodophyta), Undaria, Laminaria y Zonaria (Pacophyta) (Madgwick et
al., 1970)

Gigartinina: es el Unico aminoacido que contiene un grupo guanilureido
moeity en la molécula. Fue aislado de Gymnogongrus flabelliformis (Rodophyta).
Varias especies de las familias Gratcloupiaccac, Gracilariaceac y Phyllophoroceae

(Rodophyta) contienen este aminoacido basico.

Baikianina: fue detectado en Prerocladia pinnata (Rodophyta). Este
derivado pipecolate se encunetra en la mayoria de las algas pertenecientes a la

familia Corallinaceae (Madgwick et al. 1970).

Acido_rodoico: se aisldé de Chondrus ocellatus. Su nombre se debe a su

presencia en varias especies de la divisién Rodophyta, Chondrus ocellatus, C.

yendoi y Neodilsea yendoana.

Laminina: fue aislada de Laminaria angustata como un compuesto activo
en mitigar la hipertension. Este compuesto se distribuye ampliamente en la familia

Laminariaceae.
Taurina: es un producto final del metabolismo de los aminoacidos azufrados
y se encuentra normalmente en los organos de los animales. Este aminoédcido estd

ampliamente distribuido en la division Rodophyta (Madgwick et al., 1970;

Impellizzeri er al., 1975)
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Los trabajos publicados referentes a la composicion en aminodcidos totales
en microalgas son mis recientes y abundantes que los de macroalgas, debido a quc
una de sus grandes aplicaciones es la acuicultura, En la Tabla 1.5 se resume el
contenido en aminoacidos totales de diterentes especies de microalgas. Como se
puede observar los aminoacidos mayoritarios son los acidos glutdmico y aspartico
junto son sus amidas, alanina y leucina y los aminodcidos cisteina, metionina y

triptéfano se presentan como minoritarios en la mayoria de las especies.

Los estudios del perfil de aminoacidos libres en microalgas se refieren
principalmente a especies marinas (Admiraal er al., 1986; Moal et al., 1987;
Martin-Jézequel er al., 1988; Flynn, 1990b). En once especies fitoplanctnicas
marinas pertenecientes a cihco clases taxonomicas, se observo, que en general, de
2 a 5 aminodcidos son los responsables del 70% o mds del contenido total en
aminodcidos libres. Estos son, écido aspartico, dcido glutdmico, serina, glutamina
y leucina. Estos pocos aminoédcidos fueron especies dependen; juntos caracterizan
la “huella quimica” de cada alga. Un segundo grupo de aminoacidos, que
representa el 30% o menos del contenido toial, estaria formado por glicina,
arginina, alanina, tirosina, valina, ornitina, lisina y fenilalanina (Martin-Jézequel

et al., 1988)
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Tabla 1.4 Composicion en aminoacidos totales en algas marinas (mg/g peso seco). (Munda y Gubensek; 1986)

Ala  Gly Val Leu e Ser  Thr Cys Met Asp Glu Lys Arg Phe Tyr Pro His
Rhodophyta
Alsidium coralinum 56 50 50 57 34 44 47 1.0 08 101 11.2 64 50 36 35 104 15
Carenella cuespirosa 92 75 69 10t 66 89 78 1.5 28 158 192 9.0 19.1 7.1 38 59 25
Cerumitm diaphanum 81 97 67 80 48 61 61 07 23 159 129 57 7.3 50 3.7 5.1 1.7
Gelidium spirdosum 6.4 54 58 7.7 48 52 49 03 20 1.1 11.9 53 64 48 28 45 15
Laurencia obwsa 6.1 60 535 76 48 52 57 06 1.7 106 143 57 57 46 37 42 15
Polrsiphonia elongara 725 79 60 7.8 49 53 55 03 1.9 13.1 122 50 6.6 47 32 46 14
Porphvra lencosticta 185 10.0 9.6 1.7 57 74 64 06 29 134 162 7.5 89 57 44 7.0 20
Chlorophyta
Codiuni verrmitara (Ohivi) 9.1 6.6 7.7 8.1 4.7 6.3 6.8 1.2 1.8 3.1 14.8 5.7 4.9 5.1 3. 5.2 1.5
Enreromarpha intestinalis 5 38 38 44 26 31 33 02 1.1 7.1 82 21 3. 3.1 | 29 06
Phaeophyta
Colpomenia sinuosa 53 42 38 54 30 36 36 02 1.7 77 10¢ 33 33 32 27 32 1.0
Curleria mudrifida 70 57 57 7.8 43 406 406 0.2 2.5 11.1 151 37 51 46 29 43 13
Cysioseira barbara 6.7 57 48 69 41 45 46 07 1.3 10.0 25C 45 48 4.0 27 43 13
Dicrora dichoroma 89 76 69 103 57 64 63 04 34 134 227 62 7.0 62 40 58 19
Ecrocarpus siliculosus 137 90 &6 10,7 46 73 79 04 40 151 193 7.1 82 68 41 70 25
Fucas virsoides 87 58 61 89 51 51 51 03 1.7 10.3 22 6.2 52 55 30 46 19
Halopteris scopuria 6.7 65 50 7.2 43 48 49 02 2.7 109 17.: 44 51 35 28 49 1.3
Punctarica larifolia 93 69 70 96 52 59 59 02 33 122 144 6.1 67 54 38 55 109
Svewosiphon lomentaria 132 97 94 138 7.1 84 84 03 43 131 21.7 82 83 80 49 7.1 24
Sticrvosiphon adriaticus 90 59 59 86 44 52 51 02 26 106 151 47 54 49 29 46 14

upINpoIIU]
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Tabla 1.3 Perfil de aminoacidos totales de diferentes algas (g/16g N) (Becker, 1986)

poajuy

uQIN

He Lew Val Lys Phe Tyr Met Cys Try Thr  Ala  Arg Asp Glu Gly His Pro Ser

Perfil recomendado

por la FAO 4.0 7.0 5.0 5.5 6.0 3.5 1.0 4.0 _ B _ _ _ _ _ _

Huevo 0.6 8.8 7.2 7.0 5.8 4.2 3.2 23 1.7 5.0 _ 6.2 11.0 12,6 42 24 42 6.9
Spirulina maxima 6.8 109 75 53 5.7 5.0 23 0.7 1.5 5.6 9.0 7.2 122 174 6.6 200 4.1 4.9
S Maxima 6.0 8.0 6.5 4.6 4.9 3.9 1.4 0.4 1.4 4.6 6.8 6.5 8.6 126 4.8 1.8 3.9 4.2
S. Pleuensis 6.7 9.8 7.1 4.8 5.3 5.3 2.5 0.9 0.3 6.2 9.5 7.3 11.8 103 5.7 22 42 5.1
Spiruline sp. 4.8 8.4 54 47 4.0 _ 2.3 1.0 1.5 6.7 9.1 7.3 11.8 122 49 1.6 3.8 4.9
Cscillatoria amphibia 6.1 9.3 7.0 5.1 4.9 43 1.0 B 1.5 6.7 9.1 7.3 10,6 139 538 1.3 4.8 5.2
Secenedesmus obliquus 3.6 7.3 6.0 5.6 4.8 3.2 1.5 0.6 0.3 51 9.0 7.1 8.4 10.7 7.1 2.1 3.9 3.8
S. obliguus 3.7 3.1 5.5 5.6 5.0 _ 2.1 1.4 1.4 4.8 7.8 5.3 9.0 100 55 1.6 4.6 4.3
S. Obliguus 5.4 9.6 5.4 6.4 5.8 2.8 1.4 _ _ 6.7 10.3 3 102 124 6.8 1.7 53 5.9
Chiorella ellipsoidea 4.5 9.3 7.9 5.9 4.2 1.7 0.6 0.7 _ 4.9 122 538 8.8 105 104 17 .50 52
C pyvrenoidosa 34 4.0 5.1 7.9 4.5 27 1.8 _ 1.4 3.2 5.9 5.6 5.9 93 4.8 1.4 4.0 2.2
C vulgaris 3.2 9.5 7.0 6.4 5.5 2.8 1.3 B _ 5.3 9.4 6.9 9.3 13.7 3 20 50 5.8
Coelaastru sphaericum 3.6 9.6 6.0 6.7 5.7 2.8 1.6 _ _ 7.0 9.1 59 10.5 12.8 6.5 1.8 53 5.5
Dunaliella primolecta 5.5 I 3.6 3.3 54 . 37 1.9 0.8 _ 55 7.5 6.1 113 117 58 0.5 _ 4.7
D. “bardawil’ 4.2 11y 5.8 7.0 5.8 3.7 23 1.2 0.7 54 3 7.3 104 127 55 1.8 33 4.6

© Universidad de Las Paimas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003

LT




Introduccion 28

1.4 Biosintesis de aminoacidos en algas. Incorporacién de amonio a las

cadenas de carbono.

Tanto el amonio tomado del medio externo como el generado internamente
por la reduccidn del nitrato es asimilado y combinado con las cadenas de carbono
para dar lugar a los amino4cidos. Paralelamente a esta asimilacion, el amonio
generado en el ciclo fotorrespiratorio del nitrégeno y el procedente de la

degradacion de las proteinas es también reasimilado (Wallsgrove et al., 1983;

Wallsgrove y Lea, 1985).

Estd firmemente establecido que la asimilacién de amonio tiene lugar
mediante el ciclo glutamina sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT) (Miflin y
Lea, 1982; Guerrero et al., 1981). En esta via (Figura 1.5) una molécula de
amonio se combina con una unidad de acido glutdmico para formar glutamina, por
medio de GS. Posteriormente, el grupo amida de la glutamina se transfiere a o-
cetoglutarato, en una reaccion catalizada por GOGAT, produciéndose dos unidades
de glutamato, una de las cuales se reutiliza en este ciclo y la otra constituye el
producto final de la asimilacion del amonio. Una unidad de trifosfato de adenosina
(ATP) y dos electrones son necesarios para la formacién de una unidad de

glutamato a partir de amonio y a-cetoglutarato.

Por la via GS-GOGAT los niveles de glutamina (GIn), acido glutdmico (Glu)

y 2-oxoglutarato (20G) estan intimamente relacionados:

NH", + GLU - GLN ; GLN + 20G — 2GLU"

De forma que se ha demostrado que la relacion molar de glutamina vy
glutdmico es un buen indicador de la relacion carbono-nitrégeno del alga. (Flynn,
1990a, 1991). La proporcion GIn/Glu aumenta o presenta valores superiores a 0.5

cuando la fuente de carbono, especificamente 20G, es limitante (Flynn e al., 1989)

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital. 2003



Introduccion 29

siempre que el poder reductor y el ATP no son limitantes. Por contrario, la
proporcién tiene un valor bajo (<0.1) cuando no existe fuente nitrogenada en cl

medio 0 no existe el poder reductor necesario para llevar a cabo la asimilacién de

amonio.
TOOH CONII;
CH, <‘:H2
C’Hz . NH3-+ ATP Glutamin sintetasa (GS) > C|HZ FADP 4 P
CIIINII: (ITHNHa
(!,‘OOH (ISOOH

dcido glutimico v

GOGAT

glutamina

| [2H] |
CH, CH,
(IZHZ (‘:Hz
C|..HNH: c|o2
(lZOOH (|TOOH
acido glutamico acido ce-oxoglutirico

Figura 1.4 Esquema de la via GS/GOGAT
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El enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) ofrece una ruta alternativa de
asimilacién de amonio. En este caso el primer compuesto de asimilacién es el
acido glutamico, formado a partir de amonio y a-cetoglutarato mediante una
reaccion de reduccion. Cullimore y Sims (1981) demostraron actividad de esta
enzima en Chlamydomonas reinhardtii, aunque segin estos autores su actividad,
probablemente estd mds relacionada en el catabolismo que en la asimilacién directa
de NH;. Se ha demostrado la asimilacién del amonio mediante GDH en algas, en
condiciones de inhibicién de la actividad de la glutamina sintetasa por la presencia
de metionina sulfoximina (MSX), y en prescncia de una alta concentracion de CO,

en el medio (Hipkin er al. 1982).

El piruvato, el oxalacetato y el a-cetoglutarato son los tres compuestos de
la glucdlisis y del ciclo de Calvin que se usan como esqueletos carbonados para la
sintesis de aminodcidos. Cantidades significantes de fosfoenolpiruvato y acetil-
coenzima A son utilizadas para la sintesis de aminoacidos y productos de las vias

de las pentosas fosfato se consumen en la sintesis de los aminoécidos aroniaticos.

Una vez que el amonio ha sido asimilado a nivel del grupo a-amino del
glutamato, éste puede ser transferido a diferentes a-cetodcidos por medio de una
serie de reacciones catalizadas por multiples aminotranferasas para dar lugar a los
distintos amino4cidos. Los aminodcidos se pueden agrupar en ciclo familias
determinada por su origen biosintético (Tabla 1.7) La histidina tiene una via
biosintética completamente aislada, dcsconectada de cualquier vuv de  los

aminoacidos. Su esqueleto de 5 dtomos de carbono se deriva del 5-

foforribosilpirofostato (PRPP).
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Tabla 1.7 Familias de aminoacidos

Precursores Productos Familia

glutamina

a-cetoglutarato + arginina Glutamato
glutamato prolina
asparagina
metionina
Oxalacetato + treonina Aspartato
aspartato isoleucina
lisina
fenilalanina
ENP + eritrosa-4- tirosina Aromaticos
fosfato triptofano
serina
3-fosfoglicerato glicina Serina
cisteina
alanina
Piruvato valina Piruvato
leucina
PRPP histidina Histidina

El glutamato por sf mismo es un precursor directo de la sintesis de prolina,
arginina y ornitina y la glutamina puede donar su grupo ainida para la biosintesis
de asparagina, arginina, triptfano o histidina en reacciones catalizadas por

aminotranferasas.

El grado de asimilacion de amonio en tejidos algales varia en funcién de las
condiciones ambientales, estado nutricional, fase de desarrollo, y genotipo o
especie y aunque el ion amonio es extremadamente toxico para las algas a altas
concentraciones, es la forma de nitrégeno preferida por muchas especies. Las
-c€lulas de algas verdes tienen la capacidad de sintetizar todos los aminoicidos
esenciales a partir del carbono inorginico, nitrégeno y azufre. En células

eucariotas el principal lugar de sintesis de aminodcidos es el cloroplasto

(Wallsgrove et al., 1983).
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1.3  Efecto de las condiciones de cultivo en el contenido en

aminoacidos.

El contenido en aminoacidos en algas estd influenciado por diversos
factores como son: habitat, estacién del afio, especie, disponibilidad y forma

quimica en que se encuentre el nitrégeno en el medio, irradiacién, etc.

En un estudio realizado con clorofitas durante un ciclo luz-oscuridad
(Flynn, 1990b) se demostraba que el comienzo de la fase de oscuridad producia
una disminucién en la concentraciéon de muchos aminoacidos, como consecuencia
de la continuada sintesis proteica en oscuridad sin darse una significante sintesis de
aminodcidos. La concentracion de aminoacidos en células deficientes en nitrogeno
era mas baja y presentaba menos variacién a lo largo del dia que aquellas otras

células que habian crecido con suficiente nitrégeno en el medio.

Los efectos de la oscuridad o inadecuada iluminacién sobre el nivel de
aminodcidos pueden ser debidos a estrés por la fuente de carbono o a estrés por la
fuente de energia. Debe existir un mantenimiento minimo de¢ la fotosintesis para
producir cadenas carbonadas para la sintesis de ciertos -aminoacidos, y ademés
debe haber una disponibilidad energética en forma de ATP y/o nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NAD(P)H) para los procesos de incorporacion de

amonio en aminodcidos y los subsecuentes procesos de transaminacion.
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La composicion del perfil de aminoécidos libres estd también relacionado
con cl patrén de metabolismo de carbono. La incorporacién de carbono en el ciclo
del 3-fosfoglicerato se refleja por la acumulacién de glicerol y algunos
aminodcidos como serina, alanina y glicina, en especies Chlorophyceae vy
Haptophyceae (Martin-Jézequel er al., 1988). La incorporacion de carbono en el
ciclo de Krebs también da lugar a una mayor diversidad de aminoacidos, como se
muestra en Bacillariophyceae por Beardall er al. (1976) y por Mortrain-Bertrand et
al. (1987).

Por otra parte, la creacidén o estado continuo del contenido total en
aminoédcidos libre estd relacionada con la incorporacién de nitrogeno en los
constituyentes celulares (Turpin y Harrison, 1978; Dortch er al., 1984). S6lo una
pequefia parte de los aminodcidos libres estd envuelta en el metabolismo y en la
sintesis proteica de la célula, mientras que la mayoria es de forma aparente,
metabdlicamente inerte (Wiemkem y Diirr, 1974). Los aminoacidos glutamina y
alanina, preferencialmente incorporados a las proteinas forman el complejo
metabolico localizado en el citoplasma, mientras que los aminoacidos basicos,
arginina, lisina y ornitina, son constituyentes de la sustancias de reserva y estan
localizados en la vacuola (Oaks y Bidwell, 1970; Wiemken y Dirr, 1974; Wheeler
y Stephens, 1977; Matile, 1978).

Si las células estan creciendo con suficientes nutrientes en el medio, 1o0s
niveles de la reserva de carbono disminuyen y la asimilacion del nitrogeno
inorganico cn aminoacidos depende de los nucvos productos fotosintetizados
(Grant y Turner, 1969; Syrret, 1981; Guerrero y Lara, 1987). Las condiciones
que inhiben la fijacion fotosintética del carbono (oscuridad, limitacion por CO,,)
asi como el uso inhibidores fotosintéticos limitan la provision de estructuras
carbonadas y cortan la asimilacion de nitrégeno en aminoacidos (Thacker y Syrret,
1972; Romero et al., 1985; Lara y Romero, 1986). Si las células han estado

creciendo en condiciones de limitacion por nitrégeno, acumulan almidon y son
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capaces de utilizarlo como fuente de carbono para la sintesis de amino4cidos tanto
en presencia de luz como en oscuridad (Syrret, 1981; Elrifi y Turpin, 1986; Guy
et al., 1989; Smith et al., 1983; Weger y Turpin, 1989). Consecuentemente, sélo
las células con suficiente nitrégeno en el medio, presentan una fuerte fluctuacién

periédica de asimilacion de nitrégeno.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital. 2003



Introduccién 35

Objetivos

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliogrificos comentados de forma

extensa anteriormente, el presente trabajo presenta los objetivos siguientes:

1.- Establecimiento de un método analitico para la determinacién cualitativa y
cuantitativa de aminodcidos mediante la técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucidn, introduciendo las modificaciones adecuadas en los ya existentes en la

bibliogratia

2.- Aplicacion del método a la determinacién del perfil de aminoécidos libres y
contenido en proteinas en la macroalga Ulva rigida, en funcion de la

disponibilidad de nitrégeno en el medio.

3.- Determinacion cualitativa y cuantitativa del perfil de aminodcidos libres, segun
el método descrito, en la microalga Chlorella pyrenoidosa, en funcién de ia fuente

de carbono.

4.- Determinacion cualitativa y cuantitativa del perfil de aminoécidos libres, segin
el método descrito, en la microalga Chlorella pyrenoidosa, en funcion de la fuente

de nitrogeno.

5.- Estudio de la influencia de surfactantes anidnicos, catiénicos y neutros en la

intensidad de la senal de fluorescencia del derivado o-ftaldialdehido-lisina.

6.- Establecimiento de un método analitico para la determinacién de aminoacidos
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en presencia de surfactantes y su

aplicacion a muestras de algas.
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2.1 Analisis de aminodacidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.
2.1.1 Reactivos

Las disoluciones patron de aminodcidos: L-acido aspartico, L-acido
glutamico, L-asparagina, L-serina, L-glutamina, L-histidina, L-glicina, L-treonina,
L-arginina, L-alanina, L-tirosina, DL-a-amino-n-acido butirico, L-triptéfano, L-
metionina, L-valina, L-fenilalanina, L-isoleucina , L-leucina, L-lisina se prepararon
en agua de calidad HPLC a partir de patrones individuales (Sigma Chemicals Co.,
USA), para proporcionar disoluciones de 1000, 500, 250 y 100 nM. El agua de
calidad HPLC fue obtenida de un sistema de purificacion de agua MilliQ (Millipore,
USA) con un valor de resistividad de 18 puS cm y fue utilizada en todo momento. El
metanol (Panreac, Espafia) y el tetrahidrofurano (Sigma Chemicals Co., USA)
empleados fueron de calidad HPLC. El acetato de sodio, tetraborato de sodio y el o-
pthaldialdehido (OPA) fueron adquiridos de Sigma, el 2-mercaptoetanol de BDH

(Inglaterra) y el 4cido bdrico de Merck (Darmstad, Alemania).

El material de vidrio utilizado se mantuvo exclusivo para el analisis de
aminoacidos; se enjuagaba con HCI al 410%, se lavaba con agua destilada y
finalmente con agua MilliQ. Durante todo el proceso, preparacion de muestras,
derivatizacion y analisis, se usaban guantes para minimizar la contaminacion por los

aminodcidos presentes en las manos (Hamilton, 1965)
2.1.2 Derivatizacion

El reactivo de derivatizacion se prepard disolviendo 0.135 gr. de o-
ftaldialdehido (OPA) en 5 ml de metanol y llevandolo a volumen de 25 ml con

tetraborato de sodio 0.1 M. Se filtran 2 ml y en el dia de uso se anade 20 pl de 2-

mercaptoetanol.
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El proceso de derivatizacién se llevd a cabo en tubos de un solo uso
eppendorf de 1.5 ml de capacidad. A 240 pl de muestra se afade 20 pl de una
solucién 9 uM de 4cido 2-n- aminobutirico. La reaccién comienza al afiadir 50 pl de
agente derivatizador. Después de 1 minuto la reaccion se detiene al afiadir 150 ul de
acido borico 0.4 M. Esta adicion rebaja el pH por debajo de 7.5. Se inyecta en el
cromatografo un volumen de 200 pl exactamente 3 minutos después de haber

comenzado el proceso de derivatizacion.

2.1.3 Sistema Cromatografico

El sistema cromatografico utilizado, suministrado por la casa comercial
Pharmacia Biotech (LKB, Suecia) consistié en dos bombas de doble piston modelo
2142, un inyector manual modelo PV-7 y un detector de fluorescencia con ldampara
de xendn y célula de cuarzo de 8 ul, provisto con un filtro de excitacion de
interferencia a 330 nm vy filtro de emision de corte a 408 nm. Todos los instrumentos

estaban conectados por medio de una interfase a una estacién de datos e integracion

EzChrom (Pharmacia, Succia).

La columna analitica usada fue Beckman 150x4.6 mm Ultrasphere (Spm
particula esférica octadecilsilano ODS C18 endcapped) precedida de un guarda
columna Guard-Pak de la casa comercial Waters con relleno pBondapak (10pm

particula irregular ODS C18 endcapped).

Las fases moviles utilizadas fueron las siguientes:

solvente A: tampon acetato de sodio 50 mM (pH 6,8) 9:1 en metanol

solvente B: metanol 100%
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Una vez que los solventes se desgasificaban filtrandolos con filtros de 0.2 um

de didmetro de poro (Millipore), se afiadia el tetrahidrofurano (THF).

El sistema de gradiente lineal usado fue el siguiente:

Tiempo (min.) %o A % B
0 0 100

20 80

14 52 48

19 80 20

22 100 0

26 0 100

2.2 Procedimiento espectroftuorimétrico

2.2.1 Aparatos y Reactivos empleados

[.os espectros de emisién y excitaciéon y las medidas de fluorescencia se
realizaron con un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50 equipado con una -
lampara de xendn y una célula de cuarzo de 1 cm. De paso de luz. Las rendijas

utilizadas fueron 2.5 nm.

Los surfactantes polioxietileno(23)dodecanol  (Brij-35), polioxietileno 10-
oleicter (Brij 96), polioxietieleno 10-lauriléter (POLE) y polioxietileno 9,5-p-t-
octifenol (TX-100) fueron suministrados por Sigma Chemical Co. ., el resto, bromuro

de haxadeciltrimetilamonio (HDTAB) y laurilsulfato de sodio (NaLS), por Aldrich

Chemical Co.
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2.2.2 Estudio espectrofluorimétrico del derivado OPA-lisina en

presencia de surfactantes.

A una solucién de lisina 2,5x10* M se afiade 50 pl de agente derivatizador y
cantidad variable de los diferentes surfactantes de forma que su concentracién final
para cada uno de ellos sea 5 veces superior a su concentracion micelar critica segin
los valores presentados en la Tabla 1.3. Se agita la mezcla y después de 1 minuto se

anade 150 pil de 4cido bérico. Con estas disoluciones se realizaban los espectros de

excitacion y emision usando rendijas de 2.5 nm, después de 2 minutos de haber

comenzado la reaccion de derivatizacion.

2.3 Determinacion de aminodcidos por CLAR en presencia de

surfactantes.

Para el andlisis de aminoacidos por CLAR utilizando surfactantes como
realzadores de la seial de fluorescencia, se procedié de la forma descrita en el

apartado 2.1, sustituyendo los 20 pl de acido aminobutirico por el mismo volumen

de surfactante de concentracién 5 veces superior a su ¢.m.c.

2.3.1 [Istudio del efecto de la concentracion de polioxietileno(10)

lauriléter (POLE) sobre la senal de aminodcidos.

Para determinar la influencia de POLE en la sedal de los diferentes
aminoécidos, se prepararon una serie de ocho soluciones de POLE de concentracion
comprendidas en el rango 0-2x107 M. Se analizaron diversas muestras patron que se
analizaron segdn el procedimiento 2.3. Los 20 ul afadidos de surfactante
corresponden a cada una de las soluciones de POLE preparadas. Una vez

cromatografiadas cada una de las disoluciones s¢ media el drea de pico
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correspondiente a cada aminodcido y se representaba frente a la concentracién de
POLE.

2.4 Descripcion de especies

Las especies utilizadas fueron seleccionadas en funcion de su disponibilidad,

capacidad de adaptacion a las condiciones de cultivo e interés comercial.

2.5.1.- Ulva rigida C. Agardh

Especie oportunista y cosmopolita perteneciente a la Familia Ulvaceae del
Orden Ulvales (Chlorophyta). Planta laminar diestromatica que crece fija al sustrato
mediante discos basales aunque es capaz de crecer vegetativamente flotando
libremente por lo que presenta una morfologia muy variable. Ciclo de vida de tipo
haplodiploide isomérfico con marcada estacionalidad, aunque en condiciones
propicias puede ser pseudoperenne. Las algas utilizadas para realizar los
experimentos fueron recolectadas en el muelle de Taliarte y en Juan Grande, costa

Este y Sureste respectivamente de la isla de Gran Canaria.
2.5.2.- Chlorella pyrenoidosa Beijerinck

Perteneciente a la  Familia Oocystaceae del Orden Tetrasporales
(Chlorophyta). Alga unicelular de 2 a 12 um de didmetro, esférica o elipsoidal que
crece individualmente. El cloroplasto es parietal, con un pirenoide en la mayoria de
las especies y de pared celular delgada. Ocurre en agua dulce y salada.
Reproduccion exclusivamente asexual. La especie IPPAS 82T fue cedida por la

Prof. E.S Kuptzova (Institute of Plant Physiology, Mosca, Rusia).
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2.5 Extraccion de aminodcidos libres

Macroalgas: sc cortan pequefias piczas de alga, aproximadamente discos de 1
cm?’, se introduce en un tubo eppendorf y se afiade 1 ml de agua MilliQ. Se incuba la
muestra a 70-80°C durante una hora, se centrifuga y se transfiere el contenido a otro

tubo. La muestra se almacena en el congelador a -20°C hasta su analisis.

Microalgas: se recoge el medio de cultivo por centrifugacién en botellas de
polipropileno de 0.5 L de capacidad. Del precipitado celular se recoge un volumen
determinado para la extraccidon 'dc aminoacidos, que suele estar enwre 10 y 30 pl.
Dicho volumen se introduce en un tubo tipo eppendorf y se afiade 1 ml de agua
caliente MilliQ y se incuba a 70-80°C durante media hora. A continuacién se
centrifuga, se retira el sobrenadante y se repite el proceso con otro ml de agua. Al

final se obtienen 2 ml los cuales se centrifugan y se guardan en el congelador hasta

su analisis.
2.6 Determinacion de Clorofila y crecimiento ceiular,

Las clorofilas se extrajeron del alga en acetona al 90% para macroalgas y en
metanol 100% en el caso de microalgas. Las concentraciones de clorofilas a y b se
determinaron espectrofotometricamente utilizando un espectrofotémetro Shimadzu
modelo UV-60 y se cuantificaron usando las ecuaciones de Jeffrey y Humphrey

(1975) y las de Porra (1989) para los extractos de macro y microalgas

respectivamente.

La densidad celular se midio por densidad optica a 750 nm. Las tasas de
crecimiento celular (p) fueron calculadas en la fase exponencial segun la expresion

siguiente:
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u. = lnX2" IHX‘ /(tz't])
De donde X, y x, son los valores numéricos de masa celular (densidad Optica)
al principio y al final dc la fase cxponencial, ¢, y , son los liempos en horas

correspondientes a los que fueron tomados los valores X, y x,.

A partir de la tasa de crecimiento se obtiene el tiempo de doblaje (td) segiin
la expresion:
td=In 2/u
El uempo de doblaje para una determinada especie, es el tiempo que tarda la

poblacién algal en duplicarse.
2.7 Determinacion de Proteinas totales y relacion C:N

El contenido en proteina total se calculd multiplicando el contenido en
nitrogeno orgénico total por el factor de 6.25. El nitrégeno organico total en el
tejido de las muestras de algas se determind por digestion con dcido sulfdrico
concentrado a 300 °C en un digestor 1015 Digester (Tecator, Succia) y posterior

destilacion y neutralizacién segin el método Kjeldahl.

La determinacion de la relacion C:N en las muestras de Ulva rigida se realizd
sobre material seco (60 °C, 48 h.) con un Autoanalizador Elemental (2400, Perkin

Elmer).
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2.8 Condiciones de cultivo
2.8.1 Macroalgas

Las plantas de Ulva rigida fueron cultivadas durante un mes en tanques de
750 1 de capacidad (1.75 m?) circulando en la columna de agua con la ayuda de
difusores de aire situados en el fondo del tanque y bajo flujo continuo (8 vol./d =
4.8 g NID (Nitrégeno Inorgdnico Disuelto) /m’d) de efluente de piscifactoria
(concentracién media de amonio 0.8 mg/l). Los cultivos estuvieron creciendo a una
densidad de 2.5 g peso fresco/l, mediante recoleccién scmanal. Después de un mes
de cultivo, las muestra fueron tomadas para analisis (dia 0) y las plantas fueron
cultivadas con agua de mar (contenido en NID< 2 uM) bajo las mismas
condiciones. Las muestra para analisis (aminodcidos, proteinas y clorofilas) fueron
tomadas cada tres dias después del cambio a agua de mar, hasta el dia decimoctavo,
a partir del cual no se observé actividad fotosintética del alga.

La irradiacion media fue de 1350 pmol/m?s, con fluctuaciones diarias de la
temperatura del agua de 25.6°C (al mediodia) a 19.9°C (durante la nochc). La
diferencia de temperatura entre los tanques no excedio de 0.5°C en cada
experimento.

En la Figura 2.1 se muestra la especie de Ulva rigida y el sistema de cultivo

empleado en el invernadero.
2.8.2. Microalgas

La especie de Chlorella se cultivé axenicamente en medio de cultivo minimo
(Sueoka, 1960), bajo luz blanca continua (400 pmol de foton/m* s) proporcionada
por cuatro fluorescentes Philips, a una temperatura entre 25° y 27° C. Las algas
crecieron en matraces de balon de 1 litro de capacidad, y se mantuvieron en

suspension por burbujeo con una mezcla aire: CO, en una proporcioén 95:5 (v/v),
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(condiciones de alto CO, ) o con aire con un 0.03% de CO, (condiciones de bajo
CO,). En la Tabla 2.1 sc describen las disolucioncs patrén utilizadas para la
preparacion de los medios de cultivo.

En la Figura 2.2 se muestran las c€lulas de Chlorella pyrenoidosa vistas al

microscopio optico (aumentos 400x), asi como su sistema de cultivo en camara.

Tabla 2.1 Composicién del medio de cultivo medio minimo (MM)

siguiendo la formulacién de Sueoka (1960).

Reactivo Cantidad (gr/L)
Solucién Beijerinck NH,CI 16.0
CaCl,x 2 H,0 2.04
MgSO, = 7 H,0 4.0
Solucién de Fosfatos K,HPO, 37.42
KH,PO, 14.52
Solucién Elementos Traza EDTA 50.0
7050, x 7 H,0 2.0
pH 6.5-6.8 con KOH H,BO, 11.4
MnCl, x 4 H,0 5.06
FeSO, x 7 H,0 4.99
CoCl, x 6 H,O 1.61
CuSO, x 5 H,0 1.57
(NH,);Mo0,0,, L.10

Para preparar 1 L de medio minimo se mezclan 25 ml de la solucion
Beijerinck, 25 ml de solucién fostatos, 1 ml de solucién Trazas y se enrasa a 1L con

agua destilada.

En los ensayos realizados variando la fuente de carbono, se afadio glucosa o
acetato de sodio al medio minimo en concentracion 60 mM. Los medios fueron

burbujeados con aire.
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A

Fig. 2.1 A) Ulva rigida; B) vista general de los cultivos de esta especie en

invernadero.
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Fig 2.2 A) Células de Chlorella pyrenoidosa vistas al microscopio optico

(awmenios 400=); B) sistem de cultive de esta especie en ciaa,
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Los estudios realizados con diferentes fuentes de nitrogeno, se afade al
medio minimo sin nitrégeno, nitrato potdsico o urea a la misma concentracion de
nitrégeno (8 mM). Los medios fueron burbujeados con aire al 5 % en CQO,. Para los
ensayos realizados con inhibidores de la glutamin sintetasa, se utilizé la metionina

sulfoximina (MSX), en concentracién 1mM en medio de cultivo minimo.
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3.1 Analisis de aminodcidos por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion.
3.1.1 Optimizacion del método.

Para desarrollar el gradiente cromatogrifico se partid de las condiciones
cromatograficas descritas por Flynn (1988), estas fueron: eluyente A tampon de
acetato:metanol (9:1) mas 0.25% THF y eluyente B metanol, con el siguiente
gradiente 0% B a 0 min., 20% B a 0.5 min., 20% B a 7.0 min., 42% B a 9.0 min.,
42% B a 11.0 min., 52% B a 12.0 min., 52% B a 14.0 min., 70% B a 14.5 min.,
80% B a 19.0 min., 100% B a 22.0 min., volviendo a 0% de B al cabo de 5 min.

La Figura 3.1 muestra la resolucién de una mezcla standard resuelta bajo
estas condiciones. Se puede observar que los picos correspondientes a glutamina e
histidina aparecen muy juntos, la mezcla arginina glicina no esta bien resuelta y los

picos de alanina y tirosina practicamente coinciden.

Para intentar resolver estos picos, se ensayaron las condiciones
cromatogréficas descritas por Flynn (1992) con una ligera modificacion en la fase
organica. El eluyente A fue un tampén de acetato:metanol (9:1) mas 0.25% de THF
y solvente B metanol mas un 0.5% de THF, con el siguiente gradiente: 0% B a 0
min., 20% B a7 min., 52% B a 14 min., 80% B a 19 min., 100% B a 22 min.,
volviendo a 100% B al cabo de 5 min. Con este gradiente se obtuvieron mejores
resultados respecto al primero ensayado en cuanto a separacién de picos (Fig. 3.2).
La posicion de histidina cambia, apareciendo ahora antes que glutamina, pero se
pierde la resolucion de estos picos. Alanina y tirosina estdn muy bien separadas,
mientras que glicina, treonina y arginina aparecen mejor resueltas pero sin separarse

por completo.
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Con objeto de mejorar esta Ultima separacién, se ensayaron diferentes
cantidades (2 %, 2.5 % y 3 %) de THF en el eluyente A. Los perfiles de elucién ¢n
estas condiciones se muestran en la Figura 3.3, 3.4 y 3.5 respectivamente. Como se
puede observar la mejor separacion se consigue con un 2% de THF y a medida que
aumenta este porcentaje en Ja fase orgénica se pierde la resoluciéon de los picos
glicina, arginina y treonina. Ademds como consecuencia del aumento de THF, los
aminodcidos metionina y triptfano coeluyen en un sélo pico y fueron cuantificados
conjuntamente. Estas condiciones fueron las elegidas para todo el desarrollo

experimental.
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Figura 3.1 Resolucion de una mezcla patron de aminoacidos. Eluyente A tampon de acetato:metanol (9:1) mas 0.25% THF,
eluyente B metanol. Gradiente: 0% B a0 min., 20% B a 0.5 min., 20% B a 7.0 min, 42% B a 9.0 mn., 42% B a 11.0 min, 52% B a
120min. 52% B a 14.0 min,, 70% B a 14.5 min, 80% Ba 19.0 min., 100% B a 22.0 min., 0% de B a 27 min. Identificacion de picos:
1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, 6) GIn, 7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 1¢) Phen
17) Iso, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 3.2 Resolucion de uia mezcla patron de aminoacidos. Eluyente A tampon de acetato:metanol (9:1) mas 0.25% THEF,
eluyente B metanol mas 0.5 % THF. Gradiente: 0% B a 0 min,, 20% B a 7.0 min, 52% B a 14.0 min,, 80% B a 19 min,, 100% B a
220 min.. 0% de B a 27 min. ldentificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, 6) Gln, 7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11)
Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 3.3 Resolucion de une mezcla patron de aminodcidos. Eluyente A tampor. de acetato:metarnol (9:1 mas 2.0% THEF, eluyente
B metanol mas 0.5 % THF. Gradiente: 0% B a 0 min_, 20% B a 7.0 min., 52% B a 14.0 min., 80% B a 19 min,, 100% B a 22.0 min,,
0% de B a 27 min. Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Gly, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, 6) Gin, 7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12)
ABA, 13) Tryp, 14) Met, 13) Val, 16) Phen 17) [so, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 3.4 Resolucion de una mezcla patron de aminoacidos. Eluyente A tampon de acetato:metanol (9:1) mas 2.5% THF, eluyente
B metanol mas 0.5 % THF. Gradiente: 0% B a 0 min., 20% B a 7.0 min., 52% B a 14.0 min., 80% B a 19 min., 100% B a 22.0 min,,
0% de B a 27 min. ldentificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, €) Gln, 7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12)
ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 3.5 Resolucion de una mezcla patron de aminoacidos. Eluyente A tampon de acetato:metanol (9:1) mas 3.0% THEF, eluyente
B metanol mas 0.5 % THF Gradiente: 0% B a Omin., 20% B a 7.0 min., 52% B a 14.0 min.,, 80% B a 19 min., 100% B a 22.0 min,,
0% de B a 27 min. Identificacién de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, ) His, 6) Gln, 7) Gly, 8) Arg, 9) Tar, 10) Ala, 11) Tir, 12)
ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) I50, 18) Leu , 19) Lys.
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3.1.2 Caracteristicas analiticas del método

3.1.2.1 Curvas de calibrado

Para una serie de réplicas se determinaron los tiempos de retencién en
columna. En la Tabla 3.1 se muestran los tiempos de retenciéon obtenidos para los

aminoacidos en estudio, asi como sus correspondientes desviaciones estandar.

Tabla 3.1. Nimero de pico y orden de elucién, tiempos dc rctencion y

desviaciones estdndar para cada uno de los aminoécidos identificados en los

cromatogramas.

Pico Aminoacido TR (min.) DS
1 Ac. Aspartico 1.88 +0.01
2 Ac. Glutamico 3.00 +0.05
3 Asparagina 5.34 +0.06
4 Serina 6.49 +0.06
5 Histidina 7.02 + 0.05
6 Glutamina 7.09 +0.05
7 Glicina 8.73 +0.18
8 Arginina 8.95 +0.08
0 Treonina 0.14 + 0.07
10 Alanina 10.77 +0.69
11 Tirosina 11.56 +0.20

13/14  Triptéfano/Metionina 14.17 +0.46
15 Valina 14.60 +0.09
16 Fenilalanina 15.09 +0.04
17 Isoleucina 16.05 +0.04
18 Leucina 16.44 +0.11

19 [.isina 18.02 + 0.09
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Con la finalidad de establecer en qué intervalo de concentraciones existe
linealidad entre la intensidad relativa de fluorescencia y la concentracién dc analito
se establecieron las correspondientes curvas de calibrado. Se comprueba la existencia
de relacion lineal en el rango de concentraciones comprendido entre 0.1 y 10 uM.
Los coeficientes de correlacion de la concentracién de analito frente al drea de pico,
en dicho rango, fueron superiores a 0.999 para todos los aminoacidos. Dichos

valores se encuentran tabulados en la Tabla 3.2 .

3.1.2.2 Evaluacion estadistica del método

El estudio de la precisién y exactitud del método para la determinacién
cuantitativa de los diferentes aminodcidos, se realizd mediante el analisis de seis
muestras patron que contenian una concentracion de analito intermedia (3 nM) del
intervalo de concentracion establecido. A partir de la comparacion de las areas para
las respectivas mezclas, se calcularon los pardmetros estadisticos que aparecen en la
Tabla 3.3. Puesto que al tomar un nivel de confianza del 95% y cinco grados de
libertad, el valor de la t de Student es 2,57, de los valores obtenidos para los
parametros estadisticos antes mencionados se deduce que el método analitico

propuesto puede considerarse correcto y suficientemente preciso.
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Tabla 3.2 Caracteristicas de las rectas de calibrado obtcnidas para la

determinacion cuantitativa de los OPA-aminoacidos derivados.

Aminoicido Pendiente Ordenada c.C.
Asp 8.94E +04 0.99E +04 0.999
Glu 9.03E+04 1.13E+04 0.999
Asn 10.00E +04 0.72E+04 0.999
Ser 0.08E+04 1.38E+04 0.999
His 6.15E+04 0.34E-04 0.999
Gln 9.94E+04 0.54E+04 0.999
Gly 5.80E+04 2.45E+04 0.999
Arg 7.94E+04 0.89E+04 0.999
Thr 10.34E+04 0.51E+04 0.999
Ala 8.34E+04 1.97E +04 0.999
Tyr 7.89E+04 0.57E+04 0.999

Trp/Met 133.39E+04 0.13E-04 0.999
Val 8.81E+04 0.93E+04 0.999
Phe 7.41E+04 0.58E+04 0.999
Iso 75.62E+04 0.80E+04 0.999
Leu 7.16E+04 0.72E+04 0.999
Lys 2.80E+04 0.12E+04 0.999
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Tabla 3.3 Valor de los parametros obtenidos en la evaluacién estadistica dcl

método.

AA X" c,. c,° tegp. % Error
Asp 3.36 0.2 0.47 0.76 14.69
Glu 3.21 0.04 0.20 1.05 6.70
Asn 3.43 0.04 0.20 2.14 6.16
Ser 3.37 0.03 0.18 2.05 5.67
His 3.20 0.03 0.16 1.20 5.38
Gln 3.57 0.03 0.17 3.29 5.12
Gly 3.65 0.03 0.16 4.05 4.63
Arg 4.07 0.06 0.25 4.25 6.51
Thr 3.00 0.03 0.18 0.03 6.29
Ala 3.48 0.05 0.23 2.03 7.08
Tyr 3.50 0.05 0.23 2.22 6.78

Met/Trp  3.30 0.05 0.22 1.25 7.11
Val 3.44 0.05 0.23 1.88 7.13
Phe 3.41 0.06 0.25 1.68 7.55
Iso 3.50 0.06 0.25 1.99 7.53
Leu 3.40 0.06 0.25 1.56 7.83
Lys 3.44 0.03 0.18 2.48 5.42

a) media de los valores de concentraciéon

b) desviacidn estandar

¢) desviacion estandar de ta media

d) valor del pardmetro t calculado experimentalmente
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3.1.2.3 Limites de deteccion

Para determinar la cantidad mds pequefia de un componente que se puede
medir en una separacién determinada, se calcula el limite de deteccion.
Experimentalmente se define como la cantidad de sustancia que produce un pico
cuya altura es multiplo de la altura del ruido de fondo da la linea base (razén sefial
ruido). En este estudio los valores para cada aminoécido (Tabla 3.2) se obtienen

considerando la altura de picd como dos veces la del ruido de fondo de Ia linea base.

Tabla 3.4 Limites de deteccidén para los OPA-aminoicidos derivados

cuantificados.
AA L.D. (pmol)
Asp 0.09
Gl 0.12
Asn 0.16
Ser 0.20
His 0.42
Gln 0.16
Gly 0.16
Arg 0.19
Thr 0.20
Ala 0.13
Tyr 0.13
Trp/Met 0.02
Val 0.12
Phe 0.15
Iso 0.13
Leu 0.14

Lys 0.91
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3.2 Efecto de la disponibilidad del nitrégeno en la composicion de

aminodcidos y proteinas en Ulva rigida.

Las fluctuaciones estacionales en la concentraciéon de nitrégeno en los
ecosistemas marinos imponen modelos de crecimiento dependientes del nivel de
nutrientes en la mayoria de los macréfitos. Esta dependencia y el efecto fisiolégico
de la misma, es mucho mas evidente en sistemnas de cultivo Intensivo, en los cuales

las algas estan sometidas a condiciones de stress fisiolégico y nutricional.

El estudio del efecto de la disponibilidad de nitrégeno sobre el perfil de
aminodcidos libres en Ulva rigida mostr6 una disminucién progresiva en la
concentracion de los mismos a medida que este elemento pasaba a ser limitante. El
contenido inicial de aminodcidos libres fue de 41.76 pmoles/gr. PS, reduciéndose
tras siete dias de cultivo en medio sin nitrogeno, a 8.2 pmoles/gr. PS, lo que
supone una disminucion del 80% del contenido original. Durante los primeros seis
dias de cultivo bajo limitacion por nitrégeno la disminucién de la concentracién de

aminodcidos libres fue lineal y a partir del sexto dia, se mantiene practicamente

constante (Fig. 3.6).

El contenido en proteina total vari desde un 20 % del peso seco en las
condiciones iniciales del cultivo hasta menos de un 10% del peso seco al final del
experimento. El contenido proteico en el alga siguié una evolucion similar a la
variaciéon en el contenido de aminodcidos. En una primera fasc sc obscrvé una
disminucién lineal, que en este caso se prolongd hasta el noveno dia de
experimento, seguido por una segunda fase de disminuciéon menos pronunciada hasta

el dia decimoctavo (Fig. 3.6).
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Figura 3.6 Evolucidn del perfil de aminoacidos libres (M) y proteina total

(®) en Ulva rigidu cultivada en agua de mar.

El analisis cuantitativo de aminoacidos libres se muestra en la Tabla 3.5. De
acuerdo con estos datos, el acido glutdmico es el que se presenta en mayor
concentracion (> 20% del total) en cualquiera de las condiciones de disponibilidad
de nitrégeno. En las condiciones iniciales del cultivo los aminoacidos mayoritarios
son el dcido glutimico seguido por glutamina, asparagina, dcido aspartico y glicina-

\
arginina, constituyendo un 83% del contenido total. Una vez que las algas son
transferidas a condiciones limitantes de nitrégeno el perfil de aminoacidos
mayoritarios cambia, sélo se mantiene el dcido aspartico seguido ahora por la
serina. Ambos suponen mas del 30% del total hasta el final del experimento. Los

aminodcidos lisina, histidina se encontraron siempre en bajas concentraclones,
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inferiores al 3%. Al final del experimento, se observd un ligero aumento de la
concentracion de pricticamente todos los amino4cidos, a excepcién de la histidina
que es el Gnico que aumentaba a medida que la disponibilidad de nitrégeno se hacia

menor.

Tabla 3.5 Analisis cuantitativo del contenido de aminoécidos libres en Ulva

rigida en agua de mar.

umoi)ﬁr. PS Dia 0 Dia 6 Dia 12 Dia18 -
Asp 2.88 0.58 0.46 0.63
Glu 15.61 2.42 1.13 1.86
Asn 4.60 0.15 0.11 0.17
Ser 1.40 1.07 0.90 1.57
His . 0.09 0.18 0.21
Gln 9.05 0.30 0.15 0.42
Gly/Arg 2.61 0.39 0.27 0.56
Thr 0.68 0.28 0.22 0.33
Ala 1.79 0.66 0.52 0.80
Tyr 0.25 0.18 0.22 0.21
Trp/Mect - 0.18 0.81 0.22
Val 0.66 0.46 0.64 0.58
Phe 0.72 0.36 0.13 0.43
Iso 0.33 0.26 0.54 0.36
Leu 1.18 0.66 0.37 0.49

Lys - 0.16 0.19 0.13
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A los seis dias de cultivo, bajo limitacién por nitrégeno, se observaron
reducciones muy importantes de los contenidos iniciales de glutaming, &cido
glutamico, asparagina y glicina-arginina. Los valores al sexto dia fueron 30, 6, 30, y

7 veces menores que en las condiciones iniciales, respectivamente.

La relacién GIn/Glu ha sido utilizada como indicador fisioldgico de Ia
relacion C:N en algas. La evolucién de la proporcion GIn/Glu en Ulva rigida se
presenta en la Figura 3.7. EI valor de esta proporcion se situé en 0.6 el primer dia,
lo que indica que la planta estaba limitada por la fuente de carbono. A partir del
sexto dia esta proporcion tiene valores entorno a 0.1-0.2 lo que indica que la planta

esta limitada por la fuente de nitrégeno.

0.6

|
o
(V8]
GlIn/Glu

Dias

Fig. 3.7 Evolucion de los proporcion C:N (@) y GLN:GLU (®) en Ulva

rigida cultivada en agua de mar
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En la figura 3.7, ademas se incluye la representacion de la evolucién del
proporcidon C:N en condiciones de limitacidn de nitrdgeno. Como se puede observar
los valores son bajos cuando el alga se cultivd con agua enriquecida y aumentd
progresivamente hasta el dia 18, cuando el valor se aproximé a 35 indicando una
clara limitacion por nitrégeno.

La composicion en carbono en el tejido del alga oscil6 desde un 34.6 % hasta
un 26.2 % en el ultimo dia. El contenido en nitrégeno varié desde un maximo de
4.14% al comenzar el estudio hasta un minimo de 0.74% al finalizar el experimento.
Se encontré una correlacién positiva entre el contenido en nitrégeno en el alga y el

contenido de aminoécidos libres (r=0.85, p<0.001)

El contenido en clorofila (a y b) presenta una disminucion practicamente
lineal hasta el noveno dia a partir del cual la reduccion es menos pronunciada (Fig.
3.8). La concentracién inicial de clorofilas fue 1.8 mg/gr. PS y decreci6 hasta
alcanzar un valor de 0.14 mg/gr. PS al finalizar el experimento, lo que supone una
reduccion con respecto al contenido inicial de un 92%. La reducciéon mas acusada se
produce durante los primeros seis dias de limitacion por nitrogeno, donde se
produce una disminucion de un 70% con respecto a las condiciones iniciales del
experimento. El contenido clorofilico del alga se correlaciond positivamente
(r=0.96, p<0.001) con el contenido en nitrogeno algal. En la Figura 3.9 se
muestran plantas de Ulva rigida limitada y no limitada por nitrogeno donde se
aprecia claramente el efecto de la disponibilidad de este elemento en el contenido

clorofilico.
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Iig. 3.8 Evolucién del contenido en clorofilas a (M) y b (®) en Ulva rigida,

bajo condiciones limitantes de nitrégeno.

La disponibilidad de nitrégeno ha sido identificado como un factor primario
limitante en la produccién de algas marinas (Jiménez del Rio et al. 1996). Se ha
demostrado que el enriquecimiento en nitrogeno provoca un incremento de la
productividad en un gran nimero de especies algales creciendo en sistemas de
cultivo con circulacion continua de agua de mar (Topinka y Robbins, 1976; DeBoer
et al., 1978; LaPointe y Ryther 1979; Jiménez del Rio et al. 1996). La capacidad
para almacenar nitrégeno cuando éste no es un factor limitante puede variar
dependiendo de la especie, asi como de la forma quimica en que se encuentre el
nitrogeno y del tipo de almacenamiento intracelular del mismo. Ulva rigida es un
alga oportunista, capaz de captar, asimilar y almacenar grandes cantidades de
nitrégeno cuando esta presente en altas concentraciones en el medio, para utilizarlo
posteriormente cuando las condiciones sean desfavorables. Los resultados de este
trabajo demuestran que la limitacion de nitrogeno en Ulva rigida provoca una
disminucion de los proporcion C/N, y de las concentraciones de clorofilas. nitroégeno

total y aminoacidos libres.
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La composicion cualitativa de aminoacidos libres intracelulares en Ulva
rigida esta caracterizada por bajas concentraciones de aminoécidos basicos y una
general prevalencia de los aminodcidos dcido glutdmico, alanina y serina. El alto
contenido de estos compuestos ha sido justificado por su estrecha relaciéon con el
metabolismo de los dcidos tricarboxilicos y principalmente porque el acido glutdmico
y la glutamina son los primeros aminoécidos en la ruta de incorporacion de amonio a
compuestos organicos. Resultados similares fueron obtenidos por Madgwick y Ralph
(1972) en varias especies pertenecientes a diferentes Divisiones de algas marinas.
En cste cstudio ¢l acido glutdmico fuc ¢l aminoacido mayoritario ¢n la mayoria de
las especies y Divisiones. El contenido en glutamina, aunque importante, fue inferior
al del 4cido glutdimico. La misma composicién cualitativa de aminoacidos fue
encontrado por De Napoli er al.. (1984) en el algas pertenecientes al orden
Siphonales en el Mar Mediterrdneo y por Dave y Parekh (1994) en Caulerpa
scalpelliformis.

Los aminodcidos especialmente la alanina y proteinas parecen formar el
mayor contenido de almacenamiento de nitrégeno en Gracilaria tikvahiae (Bird et el.
1982) Gracilaria folifera (Rosenberg y Ramus 1982) y Macrocystis pyrifera
(Wheeler y North, 1980). De acuerdo con Laycock y Craigie (1977),
concentraciones altas de citrulina y el dipéptido citrulina-arginina pueden servir

como compuestos de almacenamiento de nitrégeno en Chondrus cripus.
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Fig. 3.9 FEfecto de la disponibilidad de nitrdgenn sobre el contenido en

clorofilas de Ulva rigida.
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El aumento de [a concentracion aminoacidos libres, en diferentes especies de
algas, cuando el nitrégeno en el medio no es limitante o incluso aumenta, ha sido
descrito por Ji et al. (1981) en Phorphyra yezoensis y por Lignell y Pedersén (1987)
en Gracilaria secundata. La rapida disminucion de aminoacidos libres en Ulva
rigida causada por la limitacion por nitrogeno también ha sido observada por Bird et
al. (1982) en Gracilaria tikvahiae. Esta rapida disminucidn sugiere que estos forman
el pool inicial de N metabolizado, cuando la concentracion de nitrogeno ambiental se
reduce y por lo tanto juega un papel funcional importante como reserva nitrogenada
(Bird et al., 1982). De forma contraria, Fredriksen y Rueness (1989) no encontraron
una correlacion positiva entre el contenido de aminodcidos libres y nitrogeno algal
en Gelidium latifolium creciendo bajo condiciones limitanies de nitrogeno. Estos
autores indican que son las ficobiliproteinas, en este caso, mas que los aminoacidos

las que son utilizadas como almacén de nitrégeno interno.

Se ha demostrado que la proporcién C:N en macroalgas varia entre 5 y 40
(Niell 1976, Hanisak 1979) y se ha intentado relacionar el contenido en nitrogeno en
algas usando este ratio (Niell 1976, DeBoer y Ryther 1977, Lapointe y Ryther 1979,
Jackson 1977, IIanisak‘1979, 19832. Los valorcs criticos de esta proporcién oscilan

entre 10 y 15, valores mayores indican que las plantas estin creciendo bajo

limitacion por N. Valores mas bajos de 10 indican almacenamiento de nitrogeno. En

el presente experimento encontramos que Ulva rigida una vez (ransferida a
condiciones de agua de mar, la limitacion se hace cada vez mas patente, lo que
sugiere que en condiciones naturales la planta se encuentra limitada por la fuente de

nitrogeno.

Los pigmentos o las proteinas asociados a ellos, pueden jugar un papel
secundario en el almacenamiento de N (Perry et al. 1981; Smith er al. 1983), ya que
no representan un alto porcentaje del nitrégeno total de la planta. En Ulva rigida no

suponen mas de un 0.2% del peso seco en condiciones no limitantes de nitrogeno.
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Han sido varias las observaciones sobre la marcada disminucion en el contenido de
pigmentos bajo deficiencias en nitrégeno (DeBoer 1981). Los contenidos en
clorofilas y ficoeritrinas en Gracilaria foliifera, Agardhiela subulata y Ceramiun
rubrum, estan fuertemente influenciado por las concentraciones de nitrégeno

inorgdnico en el medio de cultivo segun apuntan DeBoer y Ryther (1977).
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3.3 Efecto de la fuente de Carbono sobre el perfil de aminodcidos libres en

Chlorella pyrenoidosa.

La baja concentracion de CO, en el medio es un factor medioambiental muy
importante que limita la productividad fotosintética de las plantas acudticas. En los
sistemas de cultivo intensivos microalgas, cuyo objetivo es alcanzar la mdxima
produccidon, es necesario anadir a los cultivos un fucnte dc carbono tanto organica

como inorgénica.

Las células de Chlorella pyrenoidosa cultivadas en condiciones de alto CO,
(5% CO, en aire v/v) fueron transferidas a condiciones de bajo CO, (0.03% CO, en
aire v/v) una vez alcanzada la fase exponencial de cultivo y mantenidas en estas
condiciones por un periodo de cuatro horas. Para ambas condiciones de cultivo se
tomaron muestras para su andlisis de aminodcidos libres intracelulares.
Paralelamente se realizaron cultivos de la misma especie con acetato y glucosa,

como fuente de carbono, en concentracion 10 mM de carbono.

Para determinar la fase de crecimiento exponencial del alga se realizaron las
curvas de crecimiento para cada una de las condiciones de cultivo ensayadas
(Fig.3.10). A partir de los valores de las curvas de crecimiento se calcularon las

tasas de crecimiento y los tiempos de doblaje, cuyos valores se recogen en la Tabla

3.6
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Fig. 3.10 Curvas de crecimiento de Chlorella pyrenoidosa cultivada con

diferentes fuentes de carbono: acetato (W) y glucosa (®)y 5% CO, (V)

Tabla 3.6 Tasas de crecimiento y tiempos de doblaje de Chlorella

pyrenoidosa cultivadas en diferentes fuentes de carbono.

Medio Tasa de crecimiento T. doblaje (h)
aire + 5% CO, 0.051 £ 0.002 13.692 +0.636
Acetato 0.142 + 0.005 4873 £0.178

Glucosa 0.103 £ 0.003 6.750 £0.233
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Como se puede observar, los resultados indican la fuerte influencia de la
naturaleza de la fuente de carbono sobre la velocidad de crecimiento de las células
de Chlorella pyrenoidosa. La tasa de crecimiento es considerablemente mayor, el
doble o superior, cuando se utiliza una fuente orgénica de carbono, que cuando se
utiliza la inorganica. Dentro de las fuentes orgdnicas de carbono, el acetato se
presenta como mejor fuente para el crecimiento celular de esta especie. A los valores
de las tasa de crecimiento de los cultivos en acetato y glucosa se les aplicd un test
estadistico (T-test) para determinar si las diferenci*as existentes eran significativas.

Los datos obtenidos mostraron que efectivamente lo cran (p <0.001)

De forma paralela, al crecimiento celular, se estudié la variacion de la
concentracion de clorofila (a+Db), con el tiempo en los tres cultivos. Las curvas

respectivas se muestran en la Figura 3.11.

wgr clorofile/ml cultivo

0 20 40 60 S0

Horas de¢ cultivo

Fig. 3.11 Evolucion del contenido de clorofilas en Chlorella pyrenoidosa

cultivada con diferentes fuentes de carbono: acetato (M) y glucosa (@) y 5%

CO, (V)
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El contenido en clorofilas, determinado en fase exponencial, en células
creciendo con acetato (21.13 + 0.68 pgr. chl /ml) es mayor que en CO, (18.40 +
2.41 pgr. chl /ml), y supone aproximadamente siete veces el contenido en clorofilas
encontrado en células cultivadas con glucosa (3.50 £ 0.68 pgr. chl /ml). A su vez, la
concentracion de clorofilas en células creciendo con anhidrido carbénico es

practicamente seis veces mayor que en los cultivos con glucosa.

Los perfiles de elucién de los extractos para esta especie, en condiciones de
bajo y alto CO, y en presencia de acetato y gfucosa se representan en las Figuras
3.12, 3.13, 3.14 y 3.15 respectivamente. Los resultados de los anilisis de
aminodcidos libres en Chlorella pyrenoidosa en las diferentes condiciones ensayadas
se resummen en la Tabla 3.7.

Como se puede observar los contenidos totales de aminodcidos varia de
forma significativa en funcién de la fuente de carbono que utilicemos para hacer
crecer las algas. De forma general, se observa que los niveles de aminodcidos
intracelulares en condiciones de bajo CO, son del mismo orden de magnitud que
en condiciones de alto CO, . El valor del pool total de aminoacidos libres para
Chlorella en condiciones de alto CO, es de 83.77 nmoles/mg PS, y en condiciones
de bajo CO, es de 98.66 nmoles/mg PS. Donde se apreciaron mayores diferencias
fueron en los contenidos totales de los cultivos mixotréficos. El contenido en
aminodcidos libres alcanza su valor maximo (423.92 nmoles aa/mg. PS) en las
células de Chlorella creciendo con acetato, cinco veces superior al valor en
condiciones de alto CO,, 'y casi nueve veces superior al valor que presentan las

células creciendo con glucosa (48.08 nmoles aa/mg. PS)
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Tanto en condiciones de alto como de bajo CO, se encontraron los mismos
aminoicidos mayoritarios en los extractos acuosos de Chlorella, éstos fueron:
alanina, lisina, freonina, glicina, y 4cido glutdmico, los cuales constituyen un 75%
y un 62% del contenido total de aminodcidos en condiciones de alto y bajo CO,
respectivamente. Los aminodcidos minoritarios comunes a ambas condiciones son el
dcido aspartico y glutamina.

En las células cultivadas con acetato como fuente de carbono, los
aminodcidos libres mas importantes fueron la alanina, treonina, leucina y lisina. Los
dos primeros, por si solos, constituyen un 44% del contenido total y los cuatro un
65% . El perfil de amino4cidos se caracteriza ademis por serina, valina y arginina,
representando conjuntamente un 17 % del pool total. El 4cido aspartico, glutamina,
asparagina c histidina son los que se presentan en concentraciones mas bajas.

En los extractos celulares de las células cultivadas con glucosa se encontraron
como aminodcidos libres mayoritarios la alanina y lisina. Es muy importante la
conceﬁtracic’)n de alanina ya que supone un 41% del contenido total y junto con la
lisina representa casi el 70% del contenido en aminoécidos libres. Los contenidos de
estos aminodcidos duplica la concentracion encontrada para los mismos en los
extractos de Chlorella creciendo con acetato o dioxido de carbono La treonina,
glicina, isoleucina, serina, arginina y valina conforman en menor medida (23% del
total) el perfil de aminoacidos de las células de Chlorella creciendo en glucosa. El
acido aspdrtico, asparagina, y glutamina se encontraron como aminoacidos

minoritarios.
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Figura 3.12 Cromatograme correspondiente al perfil de elucion de aminoacidos de un extracto acuoso de Chlorella pyrznoidosa
adapatada a bajas concentraciones de didxido de carbono en el medio de cultivo. Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 2) Asn, 4)

Ser, 5) His, 6) Gln, 7) Gly, 81 Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 313 Cromatograma correspordiente al perfil de elucion de aminoacidos de un extracto acuoso de Chlorella pyreroidosa
creciendo con un 5% de dioxido de carbono en el medio de cultivo como fuente de carbono. Identificacion de picos: 1) Asp, 2)
Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, 6) GIn, 7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso,
18)Leu, 19) Lys.
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Figura 3.14 Cromatograma correspondiente al perfil de elucion de aminoacidos de un extracto acuoso de Chlorella pyrenvidosa
creciendo con acetato en el medio de cultivo como fuente de carbono. Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5)

His, 6) Gln, 7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 3.15 Cromatograma correspondiente al perfil de elucion de aminoacidos de un extracto acuoso de Chlorella pyrenoidosa
creciendo con glucosa en el medio de cultivo como fuente de carbono. Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5)

His, 6) Gln, 7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso, 18) Leu, 19) Lys.
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Capitulo III

Tabla 3.7 Contenido de aminodcidos libres en Chlorella pyrenoidosa
creciendo con diferentes fuentes de carbono.

AA Chlorella pyrenoidosa
nmol/mg. PS’ TCo, lco, Glucosa Acetato
Asp 0.85 0.04 0.08 0.12
Glu 16.15 7.94 0.26 1.31
Asn 2.43 0.92 0.12 1.99
Ser 5.45 4.28 1.49 25.87
His 1.28 0.98 0.36 3.62
Gln 0.69 0.41 0.22 9.33
Gly 8.44 8.37 2.91 12.76
Arg 2.33 2.32 1.31 22.88
Thr 13.27 11.95 4.41 85.95
Ala 18.04 15.68 20.40 99.69
Tyr 0.57 1.60 0.52 13.52
Trp/Met 1.34 1.26 0.24 7.92
Val 1.38 3.57 1.40 22.13
Phe 1.20 1.27 0.15 18.31
[so 1.27 2.32 1.85 9.04
Leu 1.28 3.01 0.30 46.43
Lys 6.84 16.80 13.96 42.73
Total 82.81 82.74 50.02 423.92

* media de tres determinaciones independientes
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Resultados y Discusion 81

La utilizacion de estas dos condiciones de concentracion de CO, en el medio
de cultivo, dio lugar a diferencias apreciables en el contenido de acido aspartico,
glutamina, 4cido glutdmico y glutamina que como se ha mencionado anteriormente,
son los primeros aminodcidos en la incorporacion de amonio a la célula. Todos ellos

presentan valores més altos, casi el doble, en presencia de dioxido de carbono.

Tanto en las células cultivadas en condiciones de alta concentracion de CO,
como aquellas adaptadas a bajo CO,, los niveles de acido glutdmico fueron elevados,
mientras que los de glutamina se mantuvieron bajos si los comparamos con los
respectivos en células creciendo con acetato. La concentracion de glutamina en las
células cultivadas con acetato fue mas de diez veces superior al de células cultivadas
con glucosa y mas de 4 veces superior a las de alto CO,. La proporcién Gln/Glu
presenta valores mayores a la unidad para los cultivos de Chlorella con acetato,
aproximadamente uno (0.8) para las células creciendo con glucosa y menores a uno

para los cultivos en alto y bajo CO,.

En diferentes trabajos se ha demostrado que ciertas especies de microalgas,
como Chlorella pueden crecer en condiciones mixotréficas usando la energia de la
luz. y azvicares conjuntamente (Lalucat et al., 1984; Martinez y Orus, 1991: Ogawa
y Aiba, 1981) y existe la posibilidad que el alga sea capaz de reftijar el dioxido de
carbono liberado en la respiracidon via mccanismos fotosintéticos.

El crecimiento con glucosa como fuente de carbono, es llevado a cabo por un
sistema de transporte constitutivo o inducible de hexosas (Hass y Tarner, 1974;
Heath 1979) y en algunas especies de Chlorella este transporte estd regulado por la
luz (Hass y Tanner, 1974; Kamiya y Kowallik, 1987). Una vez que la glucosa ha
sido asimilada, por medio de la glucdlisis o por la via reductora de las pentosas
fosfatos es reducida a piruvato para alimentar al ciclo de Krebs. Cuando se usa
acetato, como fuente de carbono, el ciclo de Krebs se alimenta del succinato que se

origina a partir de la actividad de la enzima isocitrato liasa en ¢l ciclo del glioxilato.
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Capitulo TII 82

Como se ha demostrado, las células de Chlorella pyrenoidosa creciendo en
condiciones mixotrdficas con acetato no sélo tenian una mayor tasa de crecimiento
sino también un mayor contenido en clorofilas que las células creciendo
autotroficamente. Este realzamiento de la producciéon de clorofilas en la luz en
presencia de acetato también ha sido estudiado en Chlamydomonas humicola
(Laliberté y de la Notie, 1993), Golenkinia sp. (Ellis et al.., 1975) y
Chlamydomonas stellata (Wiessner y French, 1970). Este tipo de cultivo ha sido
propuesto por Lee ef al.. (1996), para Chlorella sorokiniana como el mejor modo de
crecimiento para la produccién de biomasa algal en sistemas de cultivo abiertos, por
supuesto si se pudiesen mantener cultivos axénicos. Ademds ha sido demostrada la
mayor productividad, comparada con otros procesos, de los cultivos mixotréficos
con especics dc agua salada (Tretaselmis succica) por Cid ef al..1992.

El efecto negativo que ejerce la glucosa sobre el contenido de clorofila en
varias especies de Chlorella ha sido demostrado por varios autores (Beale vy
Appleman, 1971; Ogawa y Aiba, 1981; Roth y Burger, 1987) y concuerdan con ]os

obtenidos en el presente trabajo.

En varios trabajos se ha demostrado que en ciertas algas como Cyadinium
caldarium, Chlorella y otras, (Thacker y Syrett 1972, Di Martino Rigano et al.
1990) creciendo con suficiente nitrdgeno, asimilan amonio sélo en presencia de luz y
con suficiente didxido de carbono en ¢l medio, lo que manticne la hipotesis de que
en este tipo de células la asimilacion de amonio requiere una fotosintesis activa. Esta
estricta dependencia de la fotosintesis soporta la idea que las células sin linutacion
por nitrégeno obtienen todos los esqueletos carbonados necesarios para la
asimilacion de nitrégeno. La asimilacion de amonio en células con suficiente
nitrogeno en luz fue inmediatamente cortada por la ausencia de CO,. Esto puede ser
facilmente explicable por el hecho de que ni el Ciclo de Calvin y ni la fijacion

anaplerodtica de CO, en oscuridad puede operar.
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En el experimento desarrollado las células de Chlorella pyrenoidosa fueron
cosechadas en la fase exponencial del cultivo, por lo que no existia limitacién por
nitrégeno.  El hecho de transferir los cultivos a un medio pobre en carbono, hace
que las células estén estresadas por este nutriente lo que inhibe la fijacién
fotosintética del carbono, consecuentemente se limita la provision de estructuras
carbonadas para la sintesis de aminoédcidos (Thacker y Syrret 1972, Romero et al.
1985, Lara y Romero 1986), lo que explica cléramente el hecho de los niveles de
acido glutdmico, acido aspartico y sus amidas correspondientes, de este experimento
presenten valores menores en condiciones de bajo CO, que en alto. El aumento de
concentracién de lisina entre otros aminodcidos hace que el contenido total, en
condiciones de alto y bajo CO, sea practicamente el mismo. Este aumento de
concentracién de ciertos aminodcidos puede deberse al mantenimiento de las rutas

metabdlicas de sus sintesis.

Como se menciond en el apartado 1.5 de este trabajo, la composicion del
perfil de aminodcidos libres en algas estd relacionado con el patrén de fijacion del
carbono. Segin Martin-Jézequel et al. (1988) la incorporacion del carbono en el
ciclo de Calvin, para especies de algas verdes, se refleja por la acumulacion de
serina, alanina y glicina. Sus resultados coinciden parcialmente con los encontrados
en Chlorella pyrenoidosa en el presente trabajo. Los contenidos en glicina y serina
respecto del total en células fijando carbono fotosintéticamente (alto o bajo CO;) son
mayores que en las células cultivadas con acetato o glucosa. Pero los de alanina son
practicamente iguales para las c€lulas cultivadas con CO, y acetato y suponen casi el

doble para las células creciendo en presencia de glucosa.
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La fijacion del carbono en ciclo de Krebs, da lugar a un comportamiento
diferente en las células de Chlorella pyrenoidosa dependicndo de la fuente de
carbono. Si la fuente carbonada es glucosa el perfil de aminoacidos se reduce a
alanina y glicina; los demas aminoacidos presentan valores muy bajos respecto de
estos. Si las células cercen con acetato, se diversifica el perfil de aminoacidos,
respecto al de las células creciendo con glucosa y respecto a las que fijan el CO,.
Los contenidos en leucina, fenilalanina, valina, tirosina, arginina y glutamina
aumentan con respecto a las otras dos fuentes carbonadas. Esta diversidad en
aminoacidos incorporando el carbono en el ciclo de Krebs fue demostrado por

Beardall et al. (1976) y por Mortrain-Bertrnad et al. (1987).
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3.4 Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el perfil de aminodcidos en

Chlorella pyrenoidosa.

Ademas del nitrato y del amonio que son fuentes preferenciales de nitrégeno
inorganico tanto para microalgas como para macroalgas en condiciones naturales,
muchas microalgas crecen con urea como unica fuente de nitrégeno, asi como con
diferentes aminoacidos y purinas. El marcado efecto de estas fuentes de nitrégeno en
la fisiologia y bioquimica de las algas puede ser muy util como indicador
permitiendo la determinacion del tipo de nutricion de la propia alga asi como de su

valor nutricional para consumo humano o para acuicultura.

Las células de Chlorella pyrenoidosa estuvieron creciendo, como se ha
mencionado previamente en las condiciones de cultivo, con nitrato de sodio
(NaNO,), cloruro de amonio (NH,Cl) y urea (CH,N,O) en concentraciones 8§ mM de
nitrégeno. Al igual que se realizd en el apartado anterior, se determinaron las curvas
de crecimiento (Figura 3.16) para determinar la fase exponencial de crecimiento en
cada uno de los medios empleados. En la Tabla 3..8 se muestran ias tasas de
crecimiento y los tiempos de doblaje de Chlorella, calculadas a partir de sus

respectivas curvas.
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Fig. 3.16 Curvas de crecimiento de Chlorella pyrenoidosa cultivada con

diferentes fuentes de nitrégeno: amonio (M), nitrato (@) y urea (V).

Tabla 3.8 Tasas de crecimiento y tiempos de doblaje de C. pyrenoidosa

creciendo en diferentes fuentes de nitrdgeno.
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Medio Tasa de crecimiento Tiempo doblaje
Amonio 0.051 £ 0.002 13.692 + 0.636
Nitrato 0.053 + 0.001 13.066 + 0.285

Urea 0.044 £ 0.003 15.609 +1.018
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Los datos indican que las células de Chlorella presentan diferentes tasas de
crecimiento dependiendo de la fuente de nitrégeno que se utilice para cultivarlas.
Como se puede observar, el valor maximo se obtuvo para las células creciendo en
presencia de urea seguido de amonio y nitrato. Para determinar si estas diferencias
existentes eran significativas se les aplicé un analisis estadistico, a los valores de las
tasas de crecimiento. Los resultados obtenidos demostraron que no existian
diferencias significativas entre los cultivos de amonio y nitrato y si eran

significativas entre los cultivos de amonio y urea y entre los de nitrato y urea.

La evolucion de la concentracion de clorofila (a+b) frente al tiempo de
cultivo se presenta en la Figura 3.17. La mayor concentracion de clorofilas se
obtuvo en los cultivos con urea seguida del amonio y el nitrato. En fase exponencial
de crecimiento celular se obtuvieron 40 pgr. de clorofila por ml de cultivo, con

urea, 29 pgr./ml con amonio y 25 pgr./ml con nitrato.
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Fig. 3.17 Evolucion del contenido en clorofilas de Chlorella pyrenoidosa
cultivada con diferentes fuentes de nitrogeno: amonio (H), nitrato (@) vy

urea (V).
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Los perfiles de elucidn de los extractos para esta especie cultivada en los
trcs mcdios dc cultivos cnsayados sc representan en las iguras 3.18, 3.19 y 3.20.
Los datos cuantitativos del estudio del efecto de la fuente de nitrégeno sobre el perfil
de aminodacidos libres en Chlorella pyrenoidosa se presentan en la Tabla 3.7. Estos
resultados indican que el contenido total en aminoacidos intracelulares se ve afectado
ligeramente por la fuente de nitrégeno que se utilice para cultivar el alga.

De la misma forma, la fuente de nitrogeno no afecta al perfil de aminoacidos
libres. Cuatro aminodcidos son los responsables de mas del 50% del contenido total en
Chlorella pyrenoidosa, estos son: alanina, treonina, lisina y glicina.

Seguido de este grupo mayoritario, se encontrd un segundo grupo de cinco
aminoacidos, importantes por su concentracion, comunes a las tres fuentes de
nitrogeno, éstos fueron leucina, arginina, serina, dcido glutdmico y valina. Estos cinco
aminoacidos supusieron mds del 20% del total para cada una de las condiciones

ensayadas.

Los aminoacidos minoritarios encontrados, comunes a los tres cultivos fueron

el acido aspartico, glutamina, asparagina e histidina.

Se encontraron diferencias apreciables en el contenido de acido aspartico en las
células creciendo con amonio (0.008% del total), practicamente cien veces menor al
contenido de las células creciendo con las otras dos fuentes nitrogenadas (0.16%). La
concentracion de asparagina y glutamina en células cultivadas con urea (1% del total)
fue un orden de magnitud superior a la hallada en las células creciendo con nitrato
(0.03%) o amonio (0.02%).

La mayor concentracion de glutamina en células creciendo con urea conlleva,
que la proporcion molar de GIn/Glu sea mayor (0.3) en estas células que las que

crecieron con nitrato (0.01) o amonio (0.005).
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Figura 3.18 Cromatograma correspondiente al perfil de elucion de aminoacidos de un extracto acuoso de Chlorella pyrenoidosa
creciendo con cloruro de amenio, como fuente de nitrogeno. ldentificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, 6) Gln,

7) Gly, 8) Arg, 9) Thr, 10) Ala. 11) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) [so, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 3.19 Cromatograma correspondiente al perfil de elucion de aminoacidos de un extracto acuoso de Chlorella pyrenvidosa
creciendo con nitrato potasice, como fuente de nitrogeno. Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, 6) Gln, 7)

Gly, 3) Arg. 9) Thr, 10) Ala, 11) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso, 18) Leu, 19) Lys.
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Figura 3.20 Cromatograma correspondiente al perfil de elucion de aminoacidos de un extracto acuoso de Chlorella pyrenoidosa
creciendo con urea, como fuente de nitrogeno. Identificacion de picos: 1) Asp, 2) Glu, 3) Asn, 4) Ser, 5) His, 6) Gln, 7) Gly, 8) Arg,
9) Thr, 10) Ala, 1) Tir, 12) ABA, 13) Tryp, 14) Met, 15) Val, 16) Phen 17) Iso, 18) Leu , 19) Lys.

ugIsnSI(] A sopejnsay

16

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Capitulo 11

Tabla 3.7 Contenido en aminodcidos libres de Chlorella pyrenoidosa en
presencia de tres fuentes de nitrégeno.

AA Chlorella pyrenoidosa
nmol/mg. PS Amonio Nitrato Urea
Asp 0.009 0.16 0.11
Glu 4.38 3.65 2.65
Asn 0.15 0.05 0.32
Ser 4.70 4.84 3.55
His 0.88 0.86 0.73
Gln 0.02 0.03 0.71
Gly 8.24 10.15 6.88
Arg 5.063 3.63 2.87
Thr 11.47 13.51 10.18
Ala 23.71 32.79 20.94
Tyr 2.06 1.71 1.32
Trp/Met 1.25 1.07 0.92
Val 3.94 3.93 2.54
Phe 2.05 1.62 1.45
Iso 1.99 1.21 1.04
Leu 6.36 4.45 3.97
Lys 9.92 5.62 7.46

Total

104.73

§9.29

67.67
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Los resultados sobre velocidades de crecimiento y contenido en clorofilas
indican claramcnte quc Chlorella pyrenoidosa no prescnta preferencia por el amonio
o el nitrato para su crecimiento. Las tres fuentes de nitrégeno que se han empleado
en el experimento, son las formas mas importantes disponibles para las comunidades
naturales fitoplanctonicas (Syrett, 1981). Se ha demostrado que en muchas de estas
especies, en presencia de estas tres fuentes, asimilan amonio preferenterﬁente antes
que el nitrato o urea (Dugdale y Goering, 1967; Harrison et al., 1985; Levasseur et
al., 1990). Esta preferencia del amonio sobre el nitrato se atribuye al estado mas
reducido del amonio (Dorcht, 1990)

Por el contrario en muchas especies, al igual que en nuestros experimentos
con las cé€lulas de Chlorella pyrenoidosa, las tasa de crecimiento de las células
cultivadas en nitrato no son significativamente diferentes de las tasas de las células
creciendo con amonio (Conover, 1975; Syrret, 1981; Thompson et al. 1989;
Levasseur et al.,1993). Estos autores sugieren que al no existir diferencias en las
tasas de crecimiento, las especies fitoplanctonicas creciendo con nitrato deben
compensar por otras vias como ajustes en la composicién bioquimica, la fuerte
demanda de poder reductor que conlleva la asimilacidon de nitrato (Thompson et al.
1989).

Las células de Chlorella pyrenoidosa cultivadas con urea no sélo presentaban
mayores tasas de crecimiento sino ademas mayor concentracion en pigmentos que las
células creciendo con amonio o nitrato. Aunque poco se conoce sobre el estado
fisiologico y bioquimico de las microalgas creciendo con urea, dentro de las formas
organicas de nitrogeno, ha ganado importancia sobre todo en el cultivo de algas a
gran escala. Puede utilizarse como unica fuente de nitrogeno en varios miembros de
algas unicelulares pertenecientes a Chlorophyta y Xanthophyta y cianobacterias, y ha
sido utilizada como la mejor fuente nitrogenada para el cultivo en masa de Chlorella
y Scenedesmus. (Becker,1994).

Carpenter et al.(1972 y Conover (1975) han demostrado que existen especics

fitoplanctonicas que no crecen con urea, mientras que clertas especies de
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dinoflagelados presentan las mismas velocidades de crecimiento creciendo con
amonio, nitrato o urea. En dos trabajos de revisién (Syrret, 1981; Antia, 1991) se
demuestra que las células de especies fitoplanctonicas creciendo con urea pueden
tener tasas de crecimiento similares, interiores o superiores a las que presentan las
mismas creciendo con amonio. Debido a que las células que crecen con urea o
amonio presentan el mismo costo energético, las variaciones en crecimiento y otros
pardmetros fisiologicos y bioquimicos entre las células se deben a pasos previos a la
asimilacion de amonio, como por ejemplo la toma de urea o la ruptura enzimatica

(Levasseur et al., 1993)

Los resultados de los andlisis de aminodcidos libres en las células de
Chlorella pyrenoidosa demuestra que la fuente de nitrogeno afecta de forma ligera
al contenido total en aminodcidos libres. El contenido en aminodcidos en las
células creciendo con nitrato suponen un y ligeramente inferior en células
cultivadas con urea.

La fuente de nitrégeno tampoco afecta de forma apreciable el perfil de
aminodcidos libres intracelulares de Chlorella pyrenoidosa. Independientemente de
la fuente nitrogenada empleada para cl cultivo dc csta cspecie el perfil se
caracteriza por cuatro aminodcidos, alanina, treonina, lisina y glicina. Las
diferencias existentes se dan a nivel cuantitativo, pero no a nivel cuahitativo.

Los resultados encontraron en Chlorella difieren de los encontrados en
especies fitoplanctdnicas. Los resultados de Wood y Flynn (1995) mostraron que el
valor total de aminoacidos ntracelulares, durante la fase'exponencial para células de
Heterosigma certerae era mayor en amonio que en nitrato y ademas presentaban un
mayor contenido en glutamato y presentaba mayores valores de la proporcion

Gln:Glu.

Los valores de la proporcion GIn/Glu de las células cultivadas con nitrato y

amonio son anormalmente bajos. Estos valores pueden tener una doble explicacion. La

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital. 2003



Resultados y Discusién 95

primera podria ser que Ias células en el momento del cosechado estuviesen limitadas
por la fuente de niwdgeno. Esta posibilidad se descarta, ya que las c€lulas en wdos los
experimentos desarrollados se recolectaron en fase exponencial de crecimiento, en la
que no existe limitacién de nutrientes. Otra posibilidad podria ser que la asimilacion de
amonio en estas células no fuese via GS-GOGAT, sino mediante la enzima glutamato
deshidrogenasa.

La presencia de esta enzima ha sido demostrada en Chlorella fusca por
Morris y Syrett (1965) y presenta mayor actividad en células creciendo con
amonio que en nitrato y mayor aun en células deficientes en nitrégeno. Ademas
Shatilov et al. (1978) mostraron la presencia en una cepa termofilica de Chlorella
82T dos GDH, una que es constitutiva y otra que solo estd presente en células
creciendo con amonio. Estos altimos autores proponen que la asimilacion de
amonio a altas concentraciones es principalmente via GDH mientras que a bajas

concentraciones es via GS/GOGAT.
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3.5 Uso de medios micelares como realzantes de la fluorescencia de la

lisina.

Con objeto de aumentar la sefial de fluorescencia del derivado OPA-lisina y
por tanto disminuir su limite de deteccidn se realizd un estudio de la influencia de
diferentes surfactantes catidnicos, anidnicos y neutros en la fluorescencia de dicho
derivado. Los surfactantes utilizados fueron: bromuro de haxadeciltrimetilamonio
(HDTAB), laurilsulfato sdédico (NaLS), polioxietileno(10)lauriléter (POLE),
polioxietileno(10)oleiléer  (Brij 96), polioxietileno(23)dodecanol  (Brij 35) vy
polioxietileno(9,5)-p-t-octifenol o Tritén X-100 (TX-100), en concentracion cinco
veces superior a su c.m.c., de acuerdo con los valores que se presentaron en la

Tabla 1.3.

3.5.1 Caracteristicas espectrofluorimétricas del derivado OPA-lisina

en presencia de diferentes surfactantes.

En la Figura 3.21 se muestran los espectros de emision del derivado OPA-
lisina en los diferentes surfactantes ensayados, asi mismo en la Tabla 3.10 se
muestran los datos de los maximos de excitacion y emision para los respectivos

espectros de excitacion y emision.
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Fig. 3.21 Espectros de emisién del derivado OPA-lisina en presencia de

diversos medios micelares.

Tabla 3.9 Miximos de excitacion y emisidn para la OPA-lisina en presencia

de diferentes surfactantes.

470 480

490

Medio s Pan
Acuoso 360 450
Brij 35 361 1450
Brij 96 361 450
HDTAB 365 434

NalLS 360 435
POLE 363 432
TX-100 363 432

500
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La influencia de los distintos surfactantes sobre la longitud de onda del
compuesto de estudio es la misma con respecto al medio acuoso. Los maximos de
excitacion practicamente permanecen iguales. excepto para el HDTAB para el cual
el maximo se desplaza 5 nm hacia longitudes de onda mayores. Los maximos de
emisién permanecen constantes para el Brij 35 y Brij 36, mientras que para el

HDTAB, NaLS, POLE y TX-100, los maximos se desplazan 16, 15, 18 y 18 nm

respectivamente, hacia longitudes de onda mas corta.

En la Tabla 3.11 se recogen los datos de las intensidades relativas de
fluorescencia correspondientes a los maximos de emision de la OPA-lisina (2,5x10°
M) en presencia de los surfactantes usados, asi como la intensidad relativa en medio

micelar (I)) respecto al medio acuoso (I,) representados por la relacion 171,

Tabla 3.10 Intensidades relativas de fluorescencia y realzamientos de la

OPA-lisina producido por surfactantes.

Medio I /I,
Acuoso 130.6

Brij 35 335.0 2.6
Brij 96 - 231.6 1.8
HDTAB 728.0 5.6
NaLS 640.2 4.9
POLE 867.0 6.6
TX-100 998.8 7.6

Se observa que todos los surfactantes empleados aumentan considerablemente

la senal de fluorescencia del derivado, obteniéndose los valores mas elevados para el
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TX-100 y el POLE. Este comportamiento puede ser debido a la proteccion que el
medio micelar proporciona al fluoréforo del efecto quenchig vibracional por el
puente de hidrogeno del agua. por la alteracion de la eficiencia cuantica o por el
aumento de la viscosidad alrededor del fluordforo. Este aumento de la seiial
fluorescente empleando surfactantes también ha sido observada por Aminuddin y
Miller (1995) con el aminoécido glicina empleando naftaleno-2,3-dicarboxialdehido

(NAD) como agente derivatizador y Brij-35 como surfactante.

3.5.2 Influencia de diferentes medios micelares en la determinacién

cromatografica de aminodcidos.

Los sistemas micelares constituyen microentornos que pueden producir
modificaciones importantes en los espectros de excitaciéon y emision de muchas
moléculas asi como en la intensidad de fluorescencia emitida. Debido a los éptimos
resultados obtenidos para el derivado OPA-lisina en presencia de surfactantes vy
comentados en el apartado anterior parece  muy interesante comprobar el
comportamiento cromatogréfico de los OPA-aminodcidos en presencia de los
diferentes surfactantes ensayados.

El procedimiento de analisis fue el mismo que el desarrollado en el apartado
3.1, salvo que el a-acido aminobutirico fue sustituido por el correspondiente
surfactante. Este fue afadido en concentracion superior a su concentracion micelar
critica y antes de ser inyectada la muestra en columna. El volumen de muestra final
y de inyeccion se mantuvieron constantes. En la Tabla 3.12 se recogen los valores
de la relacion entre la senal de fluorescencia en presencia y ausencia de surfactante
para los OPA-aminoacidos en estudio.

Como se observa, la presencia de surfactante en la mezcla de derivatizacién
no altera la sefal de fluorescencia de los OPA-aminodcidos en el sistema

cromatografico, a excepcion de la glicina con NaLS y de la lisina con todos los
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surfactantes ensayados en los que se produce realzamiento de la sefial, siendo el Brij
96 y el POLE los mayores realzadores de este aminoacido. Los mejores resultados
para todos los derivados se obtuvieron con el Nal.S y POLE, notando que la sefial
de fluorescencia aumenta ligeramente o disminuye muy poco para los aminodcidos
neutros y apolares, mientras que para los aminoacidos polares la sefial se mantiene
aproximadamente constante o disminuye en mayor medida que los apolares.

Si comparamos los resultados obtenidos para el derivado OPA-lisina con
CLAR vy los obtenidos por Espectroflurimetria convencional, podemos observar el
importante descenso del realzamiento de la sefal fluorescente producida por el
medio micelar, utilizando la técnica cromatogrifica, excepto para el Brij 96 cuyo
valor permanece constante.

Estas disminuciones, presentan valores quc van desde aproximadamente un
15% para el TX-100, aproximadamente un 25% para el POLE, NaLS$ y HDTAB y
en mas de un 60% para el caso del Brij 35.

Entre las causas a las que pueden ser debidas estas disminuciones podemos
citar:

a) el sistema de medida en el espectrofluorimetro es estatico, la solucién a
medir no se altera por ninglin elemento a excepcion de la fuente de luz. En cambio,
en CLAR las fases mdviles alteran el sistema haciéndolo menos especifico.

b) el espectrofluorimetro cuenta con un monocromador donde se selecciona la
Aex Y P para cl compuesto en estudio, mientras que el detector de tluorescencia en
el Cromatdgrato Liquido cuenta con un filtro de excitacion de interferencia y un

filtro de emision de corte, siendo asi este sistema menos especifico.
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Tabla 3.11 Valores de

la intensidad de fluorescencia en medio micelar

respecto al medio acuoso de los OPA-aminoacidos

AA Brij 35 Brij96 HDTAB NaLS$ POLE TX-100

Asp 0.8 0.7 0.6 1.0 1.0 0.8
Glu 0.9 0.8 0.6 1.0 1.0 0.8
Asn 0.9 0.8 0.9 1.0 1.0 0.8
Ser 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0 0.8
His 0.8 0.8 0.9 1.0 1.0 0.8
Gln 0.8 0.8 0.9 1.0 0.9 0.8
Gly 0.9 0.9 1.0 1.3 0.9 0.8
Arg 1.0 0.9 0.9 1.0 1.0 0.9
Thr 1.0 1.0 0.9 1.0 1.0 0.9
Ala 0.9 0.8 0.9 1.0 1.0 0.8
Tyr 0.9 0.9 0.8 1.0 0.9 0.8
Trp/Met 0.9 0.9 0.8 1.0 1.0 0.8
Val 0.9 0.9 0.8 1.0 0.9 0.8
Phe 0.9 0.9 0.8 1.0 0.9 0.8
Iso 0.9. 0.9 0.8 1.0 0.9 0.8
Leu 1.0 0.9 0.9 1.0 0.1 0.8
Lys 1.6 1.7 1.6 1.3 1.7 1.1
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3.6 Determinacién cromatografica de aminoacidos en presencia de POLE.

De los resultados obtenidos en el apartado anterior se concluye quc la
presencia de POLE aumenta la intensidad de fluorescencia del derivado OPA-lisina
respecto a la sefial que presentaba en medio acuoso, sin alterar o modificar la sefial
para el resto de los OPA derivados.

Este realzamiento puede ser utilizado desde el punto de visa analitico con la

finalidad de establecer un método mads sensible para la determinacion de lisina por

cromatografia liquida de alta resolucidn.

3.6.1 Influencia de la concentraciéon de POLE en la intensidad de

fluorescencia de la lisina.

La presencia de surfactante ejerce una gran influencia sobre la intensidad de
fluorescencia de muchos compuestos, alcanzdndose valores maximos para
concentraciones de surfactante que superan la c.m.c.

Por esta razon, previo al estudio de las caracteristicas analiticas del método
se realizé un estudio del efecto de la concentracién de POLE sobre la sefal del
derivado OPA-lisina

Los resultados que se representan el la Figura 3.122, 3.23, 3.24 y 3.25
muestra que a concentraciones superiores a 5x10° M la intensidad de fluorescencia
aumenta con la concentracion de surfactante, a concentraciones superiores, la
emision de fluorescencia permanece practicamente constante, para disminuir
ligeramente a concentraciones mayores a 4x10°M. Se tomé el valor de

concentracion de 2x10°*M para realizar todos los estudios posteriores.
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Fig. 3.22 Efecto de la concentracién de POLE sobre €] drea de pico de los
OPA-aminodcidos derivados acido aspértico, acido glutdmico, asparagina

y serina.
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Fig. 3.23 Efecto de la concentracién de POLE sobre el drea de pico de los

OPA-aminodcidos derivados histidina, glutamina, glicina y arginina.
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Fig. 3.24 Efecto de la concentracién de POLE sobre el drea de pico de los
OPA-aminoidcidos derivados treonina, valina, tirosina y triptoéfano-

metionina.
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Fig. 3.25 Efecto de la concentracion de POLE sobre el drea de pico de los

OPA-aminodcidos derivados fenilalanina . isoleucina, leucina y lisina.
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3.6.2 Caracteristicas analiticas del método cromatografico.

El rango de concentraciones usado para comprobar la relacion lineal entre la
senal fluorescente y la concentracion de analito en presencia de POLE, fue el mismo
que se utilizo en ausencia de surfactante (0.1-10 uM). Las ordenadas en el origen y
pendientes de las respectivas curvas de calibrado, obtenidas por ajuste de minimos
cuadrados, junto a sus respectivos coeficientes de correlacion se encuentran en la
Tabla 3.13. Se puede observar que los coeficientes de correlacién de las
correspondientes rectas, en dicho rango, fueron iguales a 0.999 para todos los

aminodacidos.

Para conocer la reproducibilidad del método, se prepararon seis muestras con
una concentraciéon de aminoicido (5 uM) correspondiente al rango de
concentraciones establecido. Tomando un nivel de confianza de 95% vy siete grados
de libertad, el valor de la ¢ de Student es 2.57. A partir de los resultados anteriores
se calculan los parametros estadisticos que aparecen en la Tabla 3.14, de lo que se
deduce que se cometen errores que cstan d¢ acucrdo tuxp<t'. Los valores de los
porcentajes de error cometidos en el método son menores, para todos los
aminodcidos, que los que se cometen con el método sin emplear surfactante, lo que
supone una mejora analitica con respecto al primer método. Esta disminucién de los
porcentajes de error se puede deber a la estabilidad que proporciona el surfactante al

fluordtoro, proporcionando una sefal més estable.

Para la determinacion del limite de deteccion de los diferentes aminoacidos
en estudio calculd la cantidad de analito que producia un pico cuya altura era
multiplo de la altura del ruido de fondo de la linea base (razén senal ruido). En este
estudio los valores del limite de deteccion, que se recogen en la Tabla 3.15, para
cada aminoacido se obtuvieron considerando la altura de pico como dos veces la del

ruido de fondo de la linea base. El limite de deteccion del derivado OPA-lisina se ha
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conseguido disminuir en mas de tres veces. La lisina presentaba un limite de
deteccion en el método original de 0.91 pmol, con el método con surfactante se ha
pasado a aproximadamente a 0.3 pmol. También disminuyeron los limites de
- deteccion de la histidina de 0.42 pmol a 0.3 pmol y de la valina de 0.133 pmol a
0.053 pmol, por el contrario el del par triptéfano-metionina aumentd de 0.023 pmol

a 0.157 pmol.
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Tabla 3.13 Curvas de calibrado y limites de deteccién para los OPA-

aminodcidos derivados en medio micelar de POLE.

Aminoacido Pendiente Ordenada c.C.
Asp 6.17E+04 0.11E+04 0.999
Glu 6.01E+04 0.08E+04 0.999
Asn 6.99E+04 0.05E-04 0.999
Ser 6.32E+404 0.27E4-04 0.999
His 3.75E+04 0.25E-04 0.999
Gin 6.95E+04 0.12E+04 0.999
Gly 4.80E+04 0.28E+04 0.999
Arg 5.93E+-04 0.03E+04 0.999
Thr 6.11E+04 0.05E+04 0.999
Ala 5.89E+04 0.57E+04 0.999
Tyr 5.30E+04 0.06E-04 0.999

Trp/Met 8.13E+04 0.24E-04 0.999
val 5.92E+04 0.06E+04 0.999
Phe 4.89E+04 0.05E-04 0.999
Iso 5.17E+04 0.035E+04 0.999
Leu 4.70E+04 0.02E-04 0.999
Lys 3.19E+04 0.03E-04 0.999
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Tabla 3.14 Pardmetros estadisticos para los OPA-aminoacidos derivados

en medio micelar de POLE.

AA X G, o, texp % Error
Asp 5.06 0.22 0.09 0.27 4.51
Glu 5.10 0.24 0.10 0.42 4.89
Asn 4.99 0.22 0.09 0.02 4.65
Ser 4.77 0.24 0.10 0.92 5.39
His 4.59 0.27 0.11 1.54 6.14
Gln 5.52 0.24 0.10 2.16 4.59
Gly 4.92 0.20 0.08 0.40 4.36
Arg 5.06 0.28 0.11 0.22 5.84
Thr 5.08 0.30 0.12 0.27 6.23
Ala 5.08 0.22 0.09 0.35 4.77
Tyr 5.21 0.22 0.09 0.93 4.51
Met/Trp 5.62 0.16 0.06 3.84 2.99
Val 5.05 0.22 0.09 0.24 4.59
Phe 5.26 0;36 0.15 0.72 7.14
Iso 5.04 0.20 0.08 0.21 423
Leu 5.00 0.20 0.08 0.03 4.26
Lys 4.90 0.22 0.09 0.44 4.65

a) media de los valores de concentracién

b) desviacién estindar

¢) desviacioén estandar de la media

d) valor del parametro t calculado experimentalmente
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Tabla 3.2 Limites de deteccion para los OPA-aminoacidos derivados

cuantificados.

AA L.D.
(pmol)
Asp 0.08
Glu 0.14
Asn 0.17
Ser 0.10
His 0.28
GIn 0.20
Gly 0.15
Arg 0.17
Thr 0.16
Ala 0.05
Tyr 0.14
Trp/Met 0.16
Val 0.15
Phe 0.20
Iso 0.20
Leu 0.20
Lys 0.28
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3.6.2.4 Aplicaciones

El método propuesto se aplicé a muestras de Ulva rigida, cultivada con agua
de mar en invernadero. En estas condiciones el alga no tiene ningin aporte extra de
nitrogeno y como se comento en al apartado 2.6.1 el alga crece en condiciones

limitantes por la fuente de nitrégeno.

La muestra del alga fue recogida y se procesd como se indica en el apartado

2.5. Al extracto acuoso de la misma se le afadié 20 ul de una solucién de POLE
2x107 M y se cuantificé segin las curvas de calibrado que se presentan en el

apartado 3.6.2. Los resultados de los andlisis se presentan en la Tabla 3.16. Hay que
destacar en los mismos, los valores correspondientes a los aminoacidos glicina,
tirosina, fenilalanina, isoleucina, leucina y lisina, aminoacidos no detectables por el
método en ausencia de surfactante, segin se comprob6 al analizar la misma muestra
por este ultimo método. Este resultado junto al aumento de la sensibilidad de la

lisina muestra la utilidad de este método en la determinacion de aminoacidos en

algas.
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Tabla 3.16. Efecto de la presencia de POLE en la determinacién de

aminoicidos libres en Ulva rigida

AA (uM) Ulva rigida
Asp 0.48
Glu 10.68
Asn - 0.30
Ser 2.13
His 0.18
Gln 0.56
Gly 0.20
Arg 0.63
Thr 0.55
Ala 0.72
Tyr 0.11

Trp/Mel 0.08
Val 0.22
Phe 0.10
Iso 0.15
Leu 0.18
Lys 0.29
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1. Se establece un método analitico, usando la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién, para la determinacion cualitativa y cuantitativa de aminoacidos en

algas tanto marinas como de agua dulce.

2.- Se estudia el efecto de la disponibilidad de nitrdégeno en el medio de cultivo
sobre la composicién de aminodcidos libres, pigmentos y proteinas en la
macroalga Ulva rigida. El ‘acido glutdmico, la glutamina, asparagina, glicina y
arginina, son los aminoacidos mayoritarios en condiciones de alta disponibilidad
de nitrégeno en el medio. En condiciones limitantes los aminoacidos mayoritarios
son el 4cido glutdmico y la serina.

La limitacién de nitrégenc en el medic de cultivo provoca una disminucion
muy marcada en los tres primeros dias de limitacién en los contenidos de clorofilas
a y b, proteinas totales y aminodcidos libres. A partir del sexto dia esta
disminucidn se hace menos patente. La marcada variacion del contenido total de
aminodcidos libres demuestra su importancia como almacenamiento de nitrogeno
cuando éste estd disponible en el medio, para ser utilizado posteriormente cuando

las condiciones se vuelven limitantes.

3.- Se estudia el perfil de aminodcidos libres de la microalga Chlorelia
pyrenvidosa, creciendo a dos concentraciones de dioxido de carbono, y con dos
fuentes orgdnicas de carbono en el medio de cultivo. Las tasas de crecimiento
obtenidas son menores en condiciones fotoautotréficas que en condiciones.
mixotroficas (acetato o glucosa) y dentro de éstas, fueron de forma significativa
mayores en acetato que en glucosa. Los mayores contenidos en clorofila se
consiguieron en las células de Chlorella cultivadas con acetato, seguida del didxido
de carbono y de la glucosa. El contenido total de aminoacidos libres intracelulares
varia considerablemente entre las diferentes fuentes de carbono utilizadas para
crecer las algas. Es mayor en células creciendo con acetato, seguido del dioxido de

carbono y por tltimo la glucosa.
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La limitacion de CO, en los cultivos de Chlorella produce una disminucion
en la tasa asimilacién de amonio por las células, que se refleja en la reduccion de
los contenidos intracelulares de acido glutdmico, glutamina, dcido aspértico vy

asparagina.

4.- Se estudia el perfil de aminoécidos libres en diferentes cultivos de Chlorelia
pyrenoidosa creciendo en presencia cloruro de amonio, nitrato de potasio y urea.
Se demuestra que las células prefieren la fuente organica de nitrégeno para crecer
y que no presentan preferencia entre el amonio y el nitrato. La concentracion en
clorofifas es mayor en las células creciendo con urea y no se encuentran
- diferencias significativas en los contenidos de las células creciendo con amonio o
nitrato.

Se demuestra que la fuente de nitrégeno altera ligeramente el contenido
total de aminodcidos libres intracelulares en Chlorella pyrenoidosa. En este caso,
el contenido total alcanza su valor mdximo para los cultivos con amonio, seguido
de los de nitrato y por ultimo con urea . Sin embargo, el perfil no se ve afectado
por la naturaleza de la fuente nitrogenada. Los aminodcidos mayoritarios son la
alanina, treonina, lisina y glicina y los minoritarios la asparagina, icido aspdrtico,
histidina y glutamina.

El valor que presenta las proporciones molares de la proporcién Gln/Glu en
los cultivos de Chlorella cultivada con nitrato y amonio, hace pensar que la
asimilacion dc amonio cn cstas células ¢s por medio de la enzima glutamato
deshidrogenasa. Esta hipdtesis se confirma al cultivar esta especie en un medio

agarizado conteniendo un inhibidor de la gltamina sintetasa.

5.- Se determinan las caracteristicas espectrofluorimétricas convencionales del
derivado OPA-lisina en presencia de los surfactantes Brij 35, Brij 96, POLE, TX-
100, HDTAB. NaLS y se comparan con las obtenidas en medio acuosos.

Los maximos de excitacion practicamente permanecen iguales en amhos

medios, excepto para el HDTAB para el cual ¢l maximo se desplaza 5 nm  hacia
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longitudes de onda mayores en presencia de surfactante. Los maximos de emision
permanecen constantes para el Brij 35 y Brij 36, mientras que para el HDTAB,
NaLS, POLE y TX-100, los maximos se desplazan 16, 15, 18 y 18 nm
respectivamente, hacia longitudes de onda mds corta en presencia dc surfactantc y
respecto al medio acuoso.

Se observa que todos los surfactantes empleados aumentan considerablemente

la sefial de fluorescencia del derivado, obteniéndose los valores més elevados para el

TX-100 y el POLE.

6.- Se establece un método analitico, usando la Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia, para la determinaciéon cualitativa y cuantitativa de aminodcidos en
presencia del surfactante POLE

Se estudia la influencia de la concentracidon de POLE sobre la sefial del
derivado OPA-lisina. Concentraciones inferiores a 5.0x10° M de POLE producen
un aumento en la sefial fluorescente de los aminodcidos; a concentraciones
superiores, la sefial permanece practicamente constante hasta una concentracion de
4x10™* M, a partir de la cual disminuye ligeramente.

El método puesto a punto presenta una serie de ventajas con respecto al
método en ausencia de surfactante, por una parte se redujeron los porcentajes de
error en la determinacién de todos los aminoacidos derivados, y por otra, se
reducen los limites de deteccidén de los aminoacidos lisina, histidina, y valina.

El método propuesto se aplicd a una muestra del alga Ulva rigida cultivada
en condiciones de invernadero. Con el empleo de surfactante se pueden determinar
los aminoacidos glicina, tirosina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina y lisina,
los cuales, en las mismas condiciones de cultivo, no pueden ser detectados por ¢l

método establecido en ausencia de POLE.
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