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Introduccion 1

I Introduccion

De acuerdo con el informe Spinks (1980) la Biotecnologia se define
como la utilizacién de organismos vivos, sistemas o procesos biologicos
para la produccién industrial o su empleo en los servicios de saneamiento.
Desde un principio la Biotecnologia fue considerada como creadora de
nuevas industrias con baja demanda energética, debido a que el crecimiento
de microorganismos representa una fuente de energia renovable que
disminuye la dependencia con respecto a los escasos y costosos depdsitos
de combustibles fosiles existentes, o bien de los productos quimicos de
ellos derivados. Los microorganismos tienen diversos usos, entre los que se
incluyen la sintesis de compuestos quimicos, tales como el etanol por
fermentacion, la produccién de cerveza mediante levaduras, o de enzimas
o alimentos (proteinas de organismos unicelulares, SCP), asi como el
~tratamiento de residuos, que tiene como objetivo la descontaminacion
medioambiental. Paralelamente la biomasa obtenida de microorganismos
puede usarse como pienso para animales, o bien para la obtencion de
productos quimicos. Una gran parte de la Biotecnologia implica el
descubrimiento y la subsiguiente optimizacién de los procesos bioldgicos
y bioquimicos necesarios para explotar las fuentes naturales de materia
prima.

Cuando se consigue un avance en Biotecnologia, normalmente éste se
traduce en un éxito econdmico, ademds del cientifico. Es esencial, por
tanto, que los ingenieros intervengan en las primeras fases de la
planificacién de un proceso biotecnolégico. A menudo es dificil evaluar,
en las primeras etapas, si el conocimiento bioldgico, bioquimico y quimico
de un sistema  en estudio serd suficiente para alcanzar el éxito
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cientifico. El ulterior requerimiento de viabilidad econémica afiade una
valoracion critica adicional a cualquier intento de aplicacion de un
principio de Biotecnologia, especialmente cuando su desarrollo a gran
escala lleva consigo una considerable inversion en materiales, combustibles
y mano de obra. Es esencial, por lo tanto, disefiar sistemas econémicamente
rentables y técnicamente viables que, dentro de la gran variedad de
posibilidades ofrecidas por los distintos campos que abarca la
Biotecnologia, sean de fdcil control y su empleo a gran escala conlleve la
menor complejidad posible. Al igual que una enzima puede ser aislada y
convenientemente manipulada en reactores apropiados, las células
microbianas, especialmente cuando se encuentran inmovilizadas en soportes
sdlidos, actian como catalizadores que llevan a cabo reacciones quimicas
concretas, lo que implica menos trabajo preparativo. De esta manera una
gran parte de la Biotecnologia se refiere al cultivo de microorganismos a
gran escala, ya que éstos comienzan a ser una valiosa alternativa para
muchos procesos fisicoquimicos de produccién actualmente utilizados en
la prdctica.

1. FOTOSINTESIS

Los seres vivos son sistemas fisicoquimicos inestables que intercambian
materia y energia con el medio que les rodea. La fuente tltima de energia
que mueve la vida en la Biosfera es el SOL y una pequeifia parte de esta
energia se almacena transitoriamente como energia quimica, gracias al
proceso de la Fotosintesis, sin duda clave para nuestra supervivencia, ya
que la biomasa primaria vegetal que inicialmente se forma sirve
posteriormente de alimento pldstico y energético para los demds seres que
habitan el planeta. La Fotosintesis consiste en la conversién de energia
luminosa en energia quimica y se realiza en el cloroplasto de plantas
superiores y algas, o en las lamelas de las cianobacterias y el cromatéforo
de algunas bacterias. El proceso consta de dos fases: luminosa y oscura. En
la primera de ellas se rompe una molécula de agua para impulsar, con
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ayuda de la luz, un flujo de electrones que termina sintetizando NADPH y
ATP, los cuales constituyen el poder asimilatorio de 1a planta, que se utiliza
posteriormente en la fase oscura para asimilar CO,, nitrato, sulfato, etc, y
hacer BIOMASA (Losada et al. 1990). Las reacciones bdsicas de la
fotosintesis se muestran a continuacion:

FASE LUMINOSA

HZO
+ 1/2 0
NADP LUz 2 )
1,33 ADP GRANAS . NADPH + H
1,33 ATP
1,33 P,
FASE OSCURA
COZ
No" NADPH + ATP R
5_ ESTROMA = BIOMASA
$02
BALANCE GLOBAL
C02
o V05 Ly B :
2 SO%' CLoRoPLASTOS DBIOMASA + 1/2 0,
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Aproximadamente 10" toneladas de carbono y 2 x 10" de nitrégeno son
fijados anualmente por fotosintesis, con un contenido energético de 3x10*
J, lo cual supone unas 10 veces la energia total consumida en un afio en
todo el mundo. Por lo tanto, la fotosintesis es una gran fuente de energia,
actualmente poco aprovechada. En este sentido se han hecho intentos de
disenar sistemas fotobiolégicos, bien a base de células enteras de algas o
cianobacterias, tilacoides aislados, cromat6foros bacterianos, o incluso
fotosistemas individuales, que han sido usados en el disefio de fotorreactores
para la produccion de hidrégeno, agua oxigenada, ATP, NADPH vy
amoniaco, ademds de polisacdridos, combustibles, etc. (Vega et al. 1983;
Hall y Rao 1989). Las posibilidades que actualmente ofrece la
Biotecnologia en el uso de los microorganismos fotosintéticos se extienden
tanto a la produccion de metabolitos primarios y secundarios (Scott 1987;
Trevan y Mak 1988; Park et al. 1991) como a la descontaminacién de
aguas, desarrolldindose a escala de laboratorio miiltiples sistemas
particularmente indicados para la eliminacién de compuestos téxicos en
aguas de uso doméstico y residuales (Proulx y de la Noiie 1988; de la
Note et al. 1990; Hall y Rao 1991).

2. FOTORRESPIRACION

El consumo de oxigeno dependiente de luz y la eliminacién de CO, que
tiene lugar en organismos fotosintéticos se ha denominado Fotorrespiracién.
En dicha ruta metabdlica los aziicares son oxidados a CO, en la luz, de ah{
que se conozca también como el ciclo oxidativo del carbono o ciclo C,, que
coexiste con el ciclo fotosintético reductivo del carbono o ciclo C,, en el
cual el CO, es reducido hasta azicar-P en el cloroplasto y subsecuentemente
convertido en almidén para almacenamiento y transporte al citoplasma. Los
ciclos C; y C, estdn internamente relacionados debido a la inevitable
competicion entre CO, y O, por la ribulosa 1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa, (RUBISCO, EC 4.1.1.39), enzima que cataliza el
primer paso en ambos tipos de fijaciones, ya sea de CO, via C,, o bien de
O, via C, (Husic et al. 1987).
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La Bioquimica de la Fotorrespiracion la propusieron por primera vez,
en plantas superiores, Keys et al. (1978), y en ella se dan simultaneamente
dos ciclos, uno de compuestos carbonados y otro de compuestos
nitrogenados, con la implicacién de tres orgdnulos: cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas. La Fotorrespiracién en microalgas muestra
algunas caracteristicas diferentes de la de plantas superiores, o al menos no
definitivamente establecidas. Por ejemplo, a) se duda de la participacién de
unos microcuerpos parecidos a los peroxisomas de plantas superiores; b)
algunas actividades enzimdticas implicadas en el proceso, tal y como se ha
descrito para hojas de plantas superiores, no se han detectado en
microalgas, o sus niveles intracelulares no se consideran significativos; y ¢)
el glicolato es oxidado por O, para formar glioxilato, en una reaccion
catalizada por la glicolato oxidasa (EC 1.1.3.1), localizada en los
peroxisomas, mientras que la oxidacién de glicolato en microalgas estd
catalizada por la glicolato deshidrogenasa (EC 1.1.99.14), enzima unida a
la membrana mitocondrial en la mayorfa de las algas eucaridticas, o a las
membranas tilacoidales de las cianobacterias (Husic et al. 1987). Los ciclos
fotorrespiratorios del carbono y el nitrGgeno en microalgas se muestran en
la Fig. 1.

El propésito aparente de esta ruta metabdlica es doble y contempla los
siguientes puntos:

a) la recuperacidn del fosfoglicolato producido por la actividad oxidasa
de la RUBISCO nos lleva a la formacién de glicina que subsiguientemente
se oxida en la mitocondria hasta amonio, serina y CO..

b) el ciclo se cierra por la reasimilacion del amonio a través de la ruta
glutamina sintetasa (GS; EC 6.3.1.2)-glutamato sintasa (GOGAT; EC
1.4.1.7, para Fd; y EC 1.4.1.13, para NADH), que actia preferentemente
en el cloroplasto.
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ALQ&DON 2 RUDP CLOROPLASTO
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Fig. 1. Esquema de la Fotorrespiracién en microalgas.
Ribulosa bifosfato oxidasa (RUBISCO, EC 4.1.1.39)
Fosfoglicolato fosfatasa (EC 3.1.3.18)

Glicolato dehidrogenasa (EC 1.1.99.14)

Glioxilato reductasa (EC 1.1.1.26)

Glioxilato aminotransferasa (EC 2.6.1.45)

Serina hidroximetil transferasa (EC 2.1.2.1)

Serina aminotransferasa (EC 2.6.1.4)
Hidroxipiruvato reductasa (EC 1.1.1.29)

Glicerato kinasa (EC 2.7.1.31)

O 00~ OB W -
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Las reacciones bdsicas, o balances de materia, mds significativos
presentes en la Fotorrespiracién son las siguientes:

Recuperacién de carbono fijado en fosfoglicolato:

2 Fosfoglicolato 2 Gly
2 Hzo 2 Pi

:
2 02 2 H2O2
2 Glu 2 kG
2 Gly Ser
H,O —— CO,
NAD* NADH

NH,*

Ser PGA
kG Glu

. o
NADH NAD*
ATP ADP

Recuperacién de amonio liberado:

NH,” Glu

kG GS;GOGAT ADP
P

ATP P,

2 Fd 2 Fd,,
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Las funciones de la Fotorrespiracién han sido ampliamente estudiadas
(Tolbert 1980; Ogren 1984). Inicialmente se consideré como un proceso
que pierde energia, lo que repercute negativamente en el crecimiento de las
plantas. Sin embargo, debido al importante consumo de poder asimilatorio
fotosintético que se produce, se ha propuesto que la Fotorrespiracion
previene dafios fotooxidativos que se producirfan inevitablemente como
consecuencia del exceso de O, (Osmond 1981, Peltier y Thibault 1985). En
este sentido, las algas verdes unicelulares y cianobacterias han desarrollado
mecanismos para concentrar en el interior celular el carbono inorgénico
(CO, + HCO; + CO;*) con el fin de estimular las tasas de actividad
fotosintética en situaciones de estrés producido por el bajo CO, ambiental,
y de esta forma suprimir la tasa de Fotorrespiracién (Berry et al. 1976;
Miller y Colman 1980). La induccién de dicho sistema parece estar
estrechamente relacionada con el incremento de la actividad anhidrasa
carbdnica (EC 4.2.1.1; Coleman et al. 1984).

La Fotorrespiracién en algas engloba la biosintesis de glicolato en los
cloroplastos iluminados, seguida de su metabolismo. Puesto que el
aminooxiacetato es un excelente inhibidor del ciclo C,, la cantidad de
glicolato excretado por las células en su presencia puede utilizarse para
determinar la actividad ribulosa-1,5-bisfosfato oxigenasa, y tener también
una idea de la actividad fotorrespiratoria de las células. La excrecién de
glicolato al medio de cultivo se ha estudiado desde un punto de vista
fisiolégico para obtener informacién acerca de la Fotorrespiracion en
microalgas (Tolbert et al. 1983; Beudeker y Tabita 1984; Moroney et al.
1986), relegando a un segundo término la posibilidad de aprovechar este
fenémeno para la obtencién de medios ricos en glicolato, metabolito
secundario de miltiples usos. En este contexto, la informacién existente con
sistemas inmovilizados es muy escasa.

El glicolato se obtiene quimicamente por la accién de la sosa caustica
sobre dcido monocloroacético, y también por reduccién electrolitica del
acido oxdlico. Su empleo, en sus formas dcida y bdsica, estd actualmente
muy extendido en diversos tipos de industrias, como el procesado de
textiles, cuero y metales. Se utiliza también en el control de pH, asf como
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en la manufactura de adhesivos, abrillantamiento del cobre, electroen-
chapado, limpieza y molienda quimica de metales (Windholz et al. 1976).
En este trabajo hemos establecido un sistema de fotoproduccién de
glicolato utilizando células de C. reinhardtii atrapadas en perlas de alginato,
con la idea final de disefiar un proceso productivo de interés biotecnolégico
para las industrias o actividades que requieran glicolato como materia
prima. Los estudios realizados en este campo, analizando la fisiologia y
enzimologia del proceso de excrecién, aportan las condiciones 6ptimas que
permiten disefiar sistemas que produzcan elevadas tasas de glicolato en el
medio extracelular, y que sean viables durante largos periodos de tiempo.

3. METABOLISMO DEL NITROGENO INORGANICO

El nitrégeno existe en varios estados de oxidacidn en la naturaleza, que
van desde + 5 en el nitrato hasta -3 del amoniaco y la materia orgdnica,
pasando por el nitrégeno molecular (0). Estas formas pueden
interconvertirse en la biosfera gracias a la actividad metabdlica de los seres
vivos, y vistas en conjunto configuran el ciclo del nitrégeno que estd
constituido por los siguientes procesos:

a) Reduccion asimilatoria de nitrato. La realizan principalmente las
plantas y microorganismos en general. En microalgas y células verdes de
plantas superiores se ha establecido que la asimilacién de nitrato implica
tres etapas bdsicas:

1. El transporte de nitrato, proceso que requiere energia metabdlica y
estd mediado por una permeasa especifica.

2. La reduccién de nitrato hasta amonio, que requiere 8 e, es
independiente de ATP, y estd catalizada por la accién sucesiva de dos
enzimas, NAD(P)H-nitrato reductasa (EC 1.6.6.2) y Fd-nitrito reductasa
(EC 1.7.7.1).

3. La incorporacién de amonio en esqueletos carbonados como grupo a-
amino de glutamato, que estd catalizada por el ciclo GS-GOGAT, que
sintetiza una molécula neta de glutamato, con el consumo de 1 ATPy 2 e.
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En resumen, la asimilacién de 1 N-nitrato como grupo a-amino requiere 10
e y al menos 2 ATP (Guerrero et al. 1981; Vega et al. 1991).

Ademds del amonio que se forma directamente a partir de nitrato, o que
se toma del medio, en las plantas C; y microalgas se forma amonio
enddégenamente por descarboxilacién de glicina (amonio fotorrespiratorio),
o por degradacién de proteinas, seguida de desaminacién y desamidacion
de aminoécidos. El amonio asi formado se recicla por medio de la ruta
GS-GOGAT. Estimaciones cuantitativas acerca del amonio procedente de
la asimilacién de nitrato y aquél de la Fotorrespiracién son escasas en
microalgas, y datos previos indican que el amonio reciclado podria suponer
hasta el 40% del total asimilado (Larsson et al. 1982).

b) Fijacion de nitrégeno. En su forma inerte (N,) el nitrégeno es el
principal componente de la atmdsfera, y a pesar de ser un elemento esencial
de muchos compuestos necesarios para la vida (aminodcidos, proteinas,
nucléicos, etc.), sélo unos pocos microorganismos altamente especializados
son capaces de fijarlo del aire y convertirlo en formas biolégicamente
asequibles, gracias entre otras cosas, a la dotacién de una enzima unica, la
nitrogenasa (Martinez-Molina y Veldzquez 1992). Este proceso es
esencialmente anaerdbico y lo realizan los siguientes microorganismos:

1. Algunas bacterias de vida libre, como Azotobacter (aerébica),
Clostridium y Klebsiella (anaerdbica).

2. Cianobacterias de vida libre, como Anabaena, Nostoc, etc., que
presentan la particularidad de acoplarlo a la Fotosintesis y la
compartimentacién celular, para proteger a la nitrogenasa del oxigeno.

3. Algunas bacterias, tipo Rhizobium, que lo fijan en simbiosis con
plantas del tipo leguminosas, disefiando para ello una estructura peculiar o
bacteroide, y un mecanismo molecular de proteccion ante el oxigeno y de
reconocimiento especifico planta-bacteria.

¢) Reduccion respiratoria y/o desnitrificacién. El nitrégeno atmosférico

fijado se ve compensado por la desnitrificacion, proceso que estd
restringido a unas pocas especies de bacterias facultativas, que
pueden utilizar bien O, o nitrato como aceptor primario de una cadena
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transportadora de electrones para producir energia. Existen unos 60
géneros de bacterias capaces de respirar Oxidos de nitrégeno bajo
condiciones anaerdbicas, y 2/3 aproximadamente pueden considerarse s6lo
como estrictamente respiratorias de nitrato (o disimilatorias), produciendo
nitrito que excretan al medio. El resto, donde destacan Pseudomonas y
Thiobacillus producen gases nitrogenados, que es lo que realmente
caracteriza a la desnitrificacion y la distingue de la disimilacién de nitrato
propiamente dicha (Zumft y Vega 1979).

El interés prdctico que tiene el estudio de la desnitrificacién es la
eventual pérdida de fertilidad que puede tener el suelo donde este proceso
sea muy activo, y también el impacto ecolégico que tienen los 6xidos de
nitrogeno sobre la capa de ozono. En el aspecto positivo tenemos la
depuracién de aguas residuales con un alto contenido de compuestos
nitrogenados procedentes de la agricultura. Sobre ésto volveremos mds
adelante.

d) Nitrificacion. Es un proceso por el que un determinado nimero de
bacterias oxidan el NH,* formado por la descomposicién de la materia
orgdnica para formar NO,. Se trata, pues, de un proceso aerdbico que
produce energfa quimica de enlace (ATP). Las bacterias nitrificantes
comprenden las del grupo nitroso (Nitrosomonas, Nitrosocistis,
Nitrosolobus, Nitrosospira, Nitrosovibrio), que oxidan amoniaco a nitrito,
y las del grupo nitro (Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira) que oxidan el
nitrito a nitrato (Zumft y Cédrdenas 1979).

El interés que tiene este proceso para la productividad vegetal es que es
tal la actividad de estas bacterias del suelo que cualquier forma nitrogenada
que llegue al mismo, procedente de abono o de materia orgdnica, se
convierte en nitrato, que es la principal fuente de nitrégeno que toman las
plantas.

Las principales reacciones que implican las rutas que integran el ciclo
del nitrégeno son las siguientes:
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a) Reduccion asimilatoria de nitrato

NOS NR N8 NOZ NIR

N0 =~ NHZ-————-N-ORGANICO
e e

b) Fijacion de nitrégeno

N, MNITROGENASA o nu*
be; 15 ATP

"M-0RGANICO

¢) Reduccion respiratoria y/o desnitrificacion

- NR;Ze - NIR;6e , MEDIO
NOB ATP¢N02 ATP ‘NHM—'—’EXTERNO

2NOS NR; Le 2NO§ NIR;4e NZO NZOR 2e N

————

ATP ATP ATP 2

d) Nitrificacion

-2e -le -2e - MEDIO
NHq NHZOH NOZ.___;7>N03 ——= CXTERNO
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4. INMOVILIZACION DE MICROORGANISMOS

La inmovilizacién de c€lulas es el proceso de interaccion de éstas con
una matriz sélida, de tal forma que no pueden moverse independientemente
cuando son colocados en un medio fluido. Puede llevarse a cabo por
técnicas fisicas, tales como adsorcién o atrapamiento en un gel o matriz,
o por métodos quimicos, como enlace covalente o iénico. Las técnicas de
inmovilizacién de células pueden restringirse a la unién a un soporte, €l
entrecruzamiento, o el atrapamiento en una matriz. Los requisitos
fundamentales que debe reunir un sistema de células fotosintéticas atrapadas
son: a) mantenimiento de la viabilidad celular; b) alta densidad celular; ¢)
productividad continuada; y d) estabilidad con baja pérdida celular por parte
de la matriz. Adicionalmente el soporte ha de reunir las siguientes
caracterfsticas: a) no debe de ser toxico; b) debe ser transparente; c)
estable en un medio liquido; y d) resistente a la ruptura por el crecimiento
celular (Mattiasson 1983).

El atrapamiento en geles porosos es, sin duda, el método de
inmovilizacién mds estudiado y extendido, pues resulta muy favorable en
el caso de células de plantas y algas, ya que no las modifica ni causa dafio
alguno. Teniendo en cuenta que la luz actia directamente sobre las células
fotosintéticas, la matriz de inmovilizacién, en estos casos, debe ser
razonablemente transparente y porosa, para facilitar la penetracion de la luz
y los sustratos al interior del gel y concretamente hasta las células ubicadas
en los poros del soporte. En la Tabla 1 pueden observarse relacionadas las
matrices mds utilizadas para el atrapamiento de células de microalgas, asi
como un ejemplo de sus aplicaciones biotecnoldgicas (Trevan y Mak 1988).

Dentro de las matrices que permiten el atrapamiento de cé€lulas
fotosintéticas, el alginato proporciona sistemas muy estables, que reunen
todas las caracteristicas antes mencionadas, facilitando el trabajo en
reactores de tipo bafio o flujo continuo. En términos moleculares, los
alginatos constituyen una familia de copolimeros binarios de B-D-
manurdnico (M) y a-L-gulurénico (G), unidos en posiciones 1-4, de amplia
variacion y secuencia, dependiendo del organismo y el tejido de que son
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Tabla 1. Aplicaciones biotecnolégicas de las microalgas inmovilizadas

MICROALGA MATRIZ APLICACIONES
Chlorella Agarosa Biotransformaciones
Dunaliella Alginato Glicerol

Euglena Alginato Estud. bioquimicos
Anabaena Alginato, PU, PV Hidrégeno
Scenedesmus Carragenato Consumo Ny P
Chlamydomonas Alginato Glicolato

aislados. Los alginatos comerciales son principalmente producidos a partir
de Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera y Ascophyllum nodosum, y
en menor extensién, de Laminaria digitata, Laminaria japonica, Eclonia
maxima, Lesonia negresceus y Sargassum sp. Su estructura quimica se
muestra a continuacion:

a(1-4)
—_—

— G('C) G('C,) M M(‘C,) M M(‘C,) M. G('c,) —

COONa OH COONa HO
. HO HO °
O—¢7
HO COONa
(o} OH
oM | OONa
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Las propiedades funcionales del alginato como matriz de inmovilizacién
se correlacionan fuertemente con la composicién y estructura de bloque,
dependiendo bdsicamente de la relacién G:M en el polimero. Los residuos
G diaxialmente unidos forman cavidades que funcionan como sitios de
enlace para cationes (Fig. 2,a), por lo que las propiedades gelificantes
dependen de la composicion y secuencia del polimero. Cationes divalentes
tales como Ca’*, Sr** y Ba’* se enlazan preferentemente a bloques de 4cido
gulurénico produciendo unidades de mds de 20 mondémeros, lo que les
confiere la capacidad de formar geles ionotrépicos, en los cuales aparecen
zonas aptas para el atrapamiento celular (Fig. 2,b). Adicionalmente, las
células atrapadas en alginato tienen muchas aplicaciones potenciales en
Biotecnologia, ya que son preferibles en biorreactores a causa de su alta
estabilidad mecénica y porosidad, asi como su tolerancia a la sal y agentes
quelantes (Smidsrod y Skjak-Braek 1990).

Ca?*

Fig. 2. Interaccién de alginato con cationes divalentes. a) Unién de un catién a dos
residuos de 4cido gulurdnico diaxialmente dispuestos. b) Aspecto del gel ionotrépico.
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Las principales ventajas que ofrece el uso de células atrapadas son: a)
separacién fisica del biocatalizador y producto obtenido; b) reutilizacion
del biocatalizador; ¢) uso en reactores de flujo continuo; d) utilizacién de
altas densidades celulares en el reactor; e) preservacidn de la biomasa frente
al medio externo; y f) modificacion de las caracteristicas del
biocatalizador, como mayor estabilidad y productividad (Trevan 1980;
Rosevear y Lambe 1983).

Estas propiedades tienen cardcter general, con la légica variacién en
funcién del sistema célula-soporte utilizado. Generalmente, la facilidad de
manejo, la inmediata separacién producto-biocatalizador y la gran
estabilidad operativa hacen que sean sistemas rentables en su utilizacién
biotecnoldgica para la obtencién de productos de alto valor afiadido y en
procesos de descontaminacién, presentando generalmente mejores
rendimientos que los correspondientes sistemas de células libremente
suspendidas. Ello ha propiciado que estén actualmente empledndose en
todos aquellos proyectos que pretenden aprovechar las numerosas ventajas
de las microalgas fotosintéticas (Rao y Hall 1990).

5. N-CONTAMINANTES EN AGUAS

En el marco general de la contaminacién de las aguas la problemadtica
originada por los compuestos nitrogenados constituye uno de los capitulos
de mayor interés. Ello se justifica en razén del elevado nimero de
acuiferos en explotacién afectados, que aumentan progresivamente debido,
entre otros factores, a la creciente y persistente accién de una serie de focos
contaminantes, relacionados con ciertas actividades industriales, agricolas
y de gestién de residuos de origen urbano. El resultado es un incremento
de la presencia de compuestos nitrogenados en el agua, que en ocasiones
alcanza niveles que entrafian un riesgo sanitario para la poblacién. Esta
pérdida de aptitud para el consumo genera a su vez diversos problemas de
indole econémico y social, puesto que supone la inhabilitacion del recurso
en uno de sus usos mds importantes (Ferndndez et al. 1989).
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La contaminacién de las aguas se define como un proceso de
alteracion de su calidad natural, que provoca la pérdida parcial o total de
su capacidad respecto al uso al que estaban destinadas. Atendiendo a su
origen y distribucién espacial, se distinguen dos tipos principales de fuentes
de contaminacién: puntual y dispersa. El primer caso se asocia
generalmente a actividades de origen industrial y urbano (vertido de
residuos, lixiviacién de vertederos, etc.), mientras en el segundo la
actividad agricola es la principal protagonista. De acuerdo con este
esquema, los aportes de nitrégeno al agua podrian resumirse como sigue:

a) nitrégeno de origen atmosférico, que en zonas industriales resulta
especialmente importante.

b) efluentes procedentes de diversas actividades industriales que, a través
de un vertido inadecuado, pueden entrar en contacto con el agua.

c) aguas residuales urbanas, incorporadas a cauces superficiales, rios,
o directamente al suelo, con o sin tratamiento previo.

d) lixiviados procedentes de vertederos de residuos sélidos urbanos.

e) efluentes de cardcter orgdnico originados por las explotaciones
ganaderas intensivas.

f) aplicacién de fertilizantes, que genera un volumen de nitrégeno
residual no asimilado por las plantas, que se filtra hasta cauces
subterrdneos.

Si bien las fuentes de contaminacién de naturaleza puntual pueden
ejercer un intenso y localizado impacto sobre dreas concretas, las practicas
de abonado y riego constituyen, desde el punto de vista de volumen y
amplitud de distribucién, el elemento causal mds importante de esta
problemdtica (Ferndndez et al. 1989).

La formacién de nitrito en el agua potable puede deberse a dos tipos de
mecanismos potenciales: quimicos o microbioldgicos. La formacion
quimica de nitrito se produce por oxidacién de amonio o reduccién de
nitrato:
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oxidacion reduccion
NH,” —# NO, *— NO;

No hay evidencias que sugieran que, en la prdctica, el nitrito provenga
de un proceso puramente quimico, mdxime cuando existen muchas
bacterias en el agua capaces de producirlo. Es mds, si se encuentran altas
concentraciones de nitrito en el agua, ello parece deberse en la mayoria de
los casos a la accién de bacterias y hongos que poseen la capacidad para
colonizar y formar biofilms de poblaciones microbianas mixtas que actian
sobre los materiales usados en la fabricacién de las conducciones de aguas
(Keevil et al. 1989; MacKerness y Keevil 1991). Ademds, los biofilms
formados pueden actuar como protectores de las coliformes ante la presencia
de agentes desinfectantes, por lo que parece evidente que la formacién de
biofilms compromete seriamente la eficacia de biocidas de uso muy
extendido (LeChevalier et al. 1988). Teniendo en cuenta que el nitrito
producido deteriora la calidad del agua incluso mds que la contaminacién
microbiana misma, es actualmente muy interesante y al mismo tiempo
urgente el disefio de sistemas de eliminacién de nitrito en el agua, en tanto
en cuanto la eliminacién de biofilms parece, por el momento, un problema
de dificil solucidn a corto plazo, por la necesidad de emplear biocidas muy
especificos y por la variedad de microorganismos que los forman.

Diversos estudios epidemiolégicos y clinicos han puesto de manifiesto
que la principal manifestacién téxica derivada de la ingestion de nitratos y
nitritos en agua potable es la metahemoglobinemia. El ién nitrito oxida el
hierro ferroso de la hemoglobina al estado férrico, dando lugar a la
formacién de metahemoglobina, la cudl es incapaz de fijar el oxigeno vy,
en consecuencia, de transportarlo hacia los tejidos (Newsholme y Leech
1986). La primera manifestacion clinica es la cianosis, con aparicién de
una tonalidad azulada caracterfstica de la piel, y a medida que aumenta el
porcentaje de metahemoglobina aparecen signos de anoxia, hasta producir
coma en las proximidades de la concentracion letal. Si bien los adultos
poseen un sistema enzimdtico capaz de convertir rdpidamente la
metahemoglobina en oxihemoglobina, éste no se encuentra completamente



Introduccion 19

desarrollado en los lactantes de edad inferior a tres meses, por 1o que este
sector de la poblacién es el mds expuesto a los efectos de la ingestién de
nitratos o nitritos en el agua. Aunque no se dispone ain de datos
fidedignos, se ha llegado también a apuntar la posibilidad de que nitratos
y nitritos puedan actuar como precursores de ciertas sustancias
carcindgenas, tales como nitrosaminas y nitrosamidas (Gilvery y Goldstein
1986).

La presencia de altos niveles de nitrégeno inorgdnico en vertidos
urbanos, industriales, agricolas y ganaderos constituyen actualmente un
grave problema en el tratamiento de aguas (Wijffels et al. 1990), que afecta
directamente a la calidad de éstas, sobre todo en usos domésticos o
industriales. En el caso concreto del nitrito, su ingestion es baja, comparada
con la del nitrato, y ciertos alimentos como carnes curadas y algunas raices
vegetales aportan en el consumo cantidades de nitrito mucho mayores que
las del agua potable. Recientemente, la legislacién europea (EC Directive
80/778/EEC) ha establecido como mdximas concentraciones en el agua
doméstica 50 mg/l para el nitrato y 0,1 mg/l para el nitrito. En la Tabla 2
se recogen los datos correspondientes a las cantidades medias de ingestién
de nitritos en distintos paises.

Tabla 2. Cantidades medias de ingestién de nitrito en distintos paises

Pais Consumo nitrito Referencia
Alemania Federal 0,022 1
Noruega 0,0024 2
Estados Unidos 0,054 3
Suecia 0,08 4
Holanda 0,097 5

Las referencias indicadas son las siguientes: 1 Sander (1971); 2 Hoyem (1974);
3 White (1976); 4 Jigerstad y Nordén (1976); 5 Stephany y Schuller (1978). Los valores
de consumo de nitrito estdn expresados en moles por persona y dia.



20 Introduccion

El tratamiento de aguas es un problema crucial en la mayoria de los
paises, y frecuentemente los tratamientos primario y secundario no son
suficientes para eliminar los compuestos de nitrégeno inorganico y fosfatos
presentes en el agua. Varios procesos se han propuesto para la eliminacion
de compuestos nitrogenados mediante los citados tratamientos, empleando
sistemas que pueden ser biolégicos, quimicos o fisicos. Su eficacia es
altamente variable al igual que su costo. Los tratamientos terciarios
convencionales dan lugar muchas veces a diversos tipos de contaminacion
secundaria. En este contexto, los procesos biotecnoldgicos presentan algunas
ventajas: ademds de emular ecosistemas naturales, son limpios para el
medioambiente, ya que muchos utilizan la energia solar y no causan
contaminacién secundaria. Ademds, en el caso de las microalgas, éstas
eliminan de forma eficiente ciertos nutrientes como compuestos nitrogenados
y de fésforo causantes de problemas de eutrofizacién, con lo que son
interesantes para el desarrollo de tratamientos terciarios en la
descontaminacién de efluentes (de la Noiie y de Pauw 1988; Laliberté et
al. 1992).

Segiin los datos obtenidos por el Instituto Tecnoldgico Geominero de
Espana en el afio 1987 sobre la calidad del agua en el pafs, medida en
funcién de su contenido en nitrégeno inorgdnico (nitrato, nitrito y amonio),
se pueden deducir las siguientes consideraciones:

a) en Andalucia, la tendencia es hacia un deterioro de la calidad del
agua, exceptuando algunos puntos de la cuenca del Guadalquivir donde se
observa una cierta estabilidad. Las concentraciones de nitrégeno
determinadas se encuentran, en muchos casos, por-encima de 50 mg/l,
alcanzando valores extremos comprendidos entre 500 y 700 mg/1. Lo mismo
sucede en la vertiente mediterrdnea, desde Murcia hasta Tarragona.

b) la zona centro de la peninsula presenta una tendencia a la mejora en
la evolucién de la calidad del agua, manteniendo un valor medio inferior a
50 mg/l, si bien en bastantes puntos se detectaron concentraciones
superiores, aunque en general no se apreciaron valores superiores a 400
mg/l.
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¢) en la zona norte se detectaron muy pocos puntos que presentaran
concentraciones superiores a 50 mg/l, siendo la estabilidad y mejora de la
calidad la tendencia de la evolucién.

A la vista de estos datos, resulta evidente la necesidad perentoria de
afrontar en nuestra region proyectos a gran escala de prevencién y
tratamiento de dicha contaminacién acuosa. En este contexto, puede ser de
relevancia el papel que desempeiian en dicho campo los sistemas bioldgicos
como biocatalizadores de especies quimicas que contaminan los recursos
hidricos. '

6. BIOTECNOLOGIA DE MICROORGANISMOS EN LA
DEPURACION DE N-CONTAMINANTES

Entre las ventajas que presenta el uso biotecnoldgico de las microalgas,
puede mencionarse que utilizando una fuente abundante y barata de
energia, como es la luz solar, producen una biomasa a priori util para la
alimentacién animal (Soeder y Binsack 1978) o la obtencién de productos
de alto valor afiadido (Aaronson et al. 1980; Metting 1986). Ademds, dadas
las facilidades que ofrecen a la hora de su recoleccion, muchos
investigadores han recurrido al uso de microalgas filamentosas,
especialmente algas verde-azuladas como Spirulina (Gauthier et al. 1985)
0 Phormidium (Talbot et al. 1988). Normalmente las microalgas
inmovilizadas se han utilizado con objetivos mds directamente relacionados
con la produccion de compuestos quimicos y/o biomasa, pero poco se ha
estudiado acerca de sus posibilidades en el tratamiento de aguas, tan sélo
algunos trabajos se han publicado en este sentido por Chevalier y de la
Noiie (1985 a,b) utilizando Scenedesmus, o por Garbisu et al. (1991) con
P. laminosum.

La capacidad que poseen microorganismos fotosintéticos, como
microalgas eucaridticas, de asimilar nitrégeno, preferentemente como
nitrato, nitrito 0 amonio, permitiria definir sistemas potencialmente utiles
para la eliminacién bioldgica de estos compuestos, empleando dichas
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microalgas como biocatalizadores. Por otra parte, las ventajas que ofrece la
inmovilizacién en el uso y estabilidad celular, asi como el creciente avance
en el disefio de biorreactores, han estimulado el desarrollo de sistemas
biol6gicos para el tratamiento de este tipo de contaminacién
medioambiental. En este trabajo hemos estudiado el consumo de nitrito por
células de C. reinhardrii inmovilizadas en alginato cdlcico, con la idea de
obtener un sistema biolégico que sea eficaz en el tratamiento de influentes
contaminados por dicho i6n.

La nitrificacién es un proceso problemdtico dentro del tratamiento de
aguas residuales debido a la lenta velocidad de crecimiento de los
organismos nitrificantes (Wijffels y Tramper 1989). Las principales especies
dentro de este grupo son Nitrosomonas europeae y Nitrobacter agilis, que
sucesivamente oxidan amonio a nitrito y nitrato. Como ya se ha comentado
anteriormente, las bacterias nitrificantes realizan su actividad utilizando
oxigeno en las reacciones de oxidacién de la fuente nitrogenada. Teniendo
en cuenta la alta capacidad de algunos de estos microorganismos para la
transformacién de compuestos nitrogenados, seria de indudable interés
profundizar en el estudio, poco abordado hasta el momento, del tratamiento
de aguas mediante sistemas inmovilizados que contengan c€lulas de
microorganismos fotosintéticos, productores de oxigeno, y células
nitrificantes, que lo demandan para realizar su actividad.

Algunos trabajos se han desarrollado ya en esta linea, como la
inmovilizacién de algas y bacterias para la produccién de amilasa
(Chevalier y de la Noiie 1988), alcohol (Miicke y Hartmeier 1985) e
hidrégeno (Kayano et al. 1981). Ademds buenas revisiones sobre procesos
de co-inmovilizacién han sido publicadas (Hahn-Hagerdal 1983).

7. USO DE BIORREACTORES EN EL TRATAMIENTO DE AGUAS

Un biorreactor es un recipiente en el que tiene lugar una reaccién
catalizada por enzimas o células, libres o inmovilizadas, y en el que existen
distintos sistemas para la toma de muestras y control de la reaccién. Realiza
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un proceso a partir de unos reactivos en un tiempo dado y con un minimo
coste y, a diferencia de los reactores quimicos, opera a baja presién y
temperatura. Se clasifican de acuerdo a su contenido, que puede ser
homogéneo en aquellos casos en los que existe una sola fase, o
heterogéneos en donde tiene lugar més de una fase, 1o que ocurre a menudo
con el sustrato, que estd en forma liquida, y el biocatalizador inmovilizado,
que es sélido. También se pueden clasificar segin funcionen por "carga”
o de manera continua, o0 bien si son cerrados o abiertos, es decir, si €l
catalizador sale del reactor o no (Cheetham 1986).

El desarrollo de biorreactores empleando células inmovilizadas de
distintos microorganismos, especialmente microalgas, ha sido notable en los
ultimos afios, ya sea con fines productivos (Venkatasubramanian y Karkare
1983; Ramakrishna et al. 1988; Spalding 1991), o bien aplicdndolas al
tratamiento de aguas residuales para eliminar distintos contaminantes, como
nitrégeno inorgdnico (Sumino et al. 1987,1992) u otros productos que
afectan a la calidad del agua como metales (Barkley 1991; Rai y Mallick
1992; Dvorak et al. 1992). Son mds abundantes los estudios del tratamiento
de aguas residuales con células de microalgas libremente suspendidas
(Kilani 1992; Aziz y Ng 1992; Travieso et al. 1992), aunque la
inmovilizacién, por sus especiales ventajas, es la herramienta mas
prometedora en el disefio de este tipo de sistemas. En estudios previos se
ha mostrado que las bacterias nitrificantes pueden ser retenidas en
biorreactores de flujo continuo por inmovilizacién en un gel, manteniendo
intacta su capacidad nitrificante (Wijffels y Tramper 1989).

Un objetivo de nuestro trabajo ha sido también sondear la potencial
utilidad de células de C. reinhardrii, inmovilizadas por atrapamiento en
alginato, en la configuracién y funcionamiento de sistemas de depuracién
de aguas residuales en biorreactores. Los resultados obtenidos en los
procesos separados de eliminacién de nitrito en dichos sistemas por células
de C. reinhardtii (alga verde) y N. agilis (bacteria nitrificante)
inmovilizadas por atrapamiento en geles, demuestran la utilidad potencial
que tendrfa la co-inmovilizacién de ambos tipos de microorganismos en el
tratamiento de aguas contaminadas por nitrégeno inorgdnico.



Materiales y Métodos 24

II Materiales y Métodos

1. ORGANISMOS EMPLEADOS

En la realizacion de este trabajo se han utilizado las estirpes silvestre 21
gr del alga verde unicelular Chlamydomonas reinhardtii (Fig. 3) y la ATCC
14123 de la bacteria nitrificante Nitrobacter agilis, obtenida de la coleccion
del Departamento de Ciencias de los Alimentos, de la Agricultural
University de Wageningen (Holanda).

2. CONDICIONES DE CULTIVO

Las células de C. reinhardtii se cultivaron en medio liquido, utilizando
recipientes de vidrio de 0,2 a 1 1 situados en una cdmara climatizada a
25°C, manteniendo la asepsia y bajo iluminacién continua con luz blanca
fluorescente, de :na potencia de SO W/m?® en la superficie de los cultivos
(Fig. 4). El mes  liquido empleado para el crecimiento celular fue el
previamente des: - o por Sueoka et al. (1967), cuyo contenido por litro es
el siguiente: K.i 0, 1,44 g; KH,PO,, 0,72 g; MgSO,.7H,0, 0,06 g;
CaCl,.2H,0, 0,02 g y 5 ml de una disolucién que contiene trazas de
algunos elementos y que se preparé segin describieron Hutner et al.
(1950). La composicién por litro de dicha disolucién es la que sigue:
H,BO,, 2,28 g; ZnSO,.7TH,0, 4,4 g; MnCl,.4H,0, 1,02 g; FeSO,.7H,0,
1,00 g; CoCl,.6H,0, 0,32 g; CuSO,.5H,0, 0,32 g y (NH,)iMo0,0,,, 0,22 g.
El pH del medio asi preparado fue de 7,2. El suministro de carbono al
cultivo celular se realiz6 haciendo pasar por el mismo una corriente de aire
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FLAGELOS

GRANULO BASAL — VACUQLA CONTRACTIL

MANCHA OCULAR
NUCLEQ

— CLOROPLASTO

PIRENOIDE

Fig. 3. Alga verde unicelular C. reinhardtii. a) Fotografia al mi sroscopio dptico (100
aumentos). b) Dibujo esquemitico de la célula mostrando sus principales caracterfsticas.

Fig. 4. Instalacién utilizada para el cultivo de C. reimhardfii en condiciones
fotoautotroficas.
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enriquecida con un 5% (v/v) de CO,. Como fuentes de nitrégeno se
afiadieron al medio de cultivo KNO, 10 mM, KNO, 6 mM, o NH,CI 10
mM. Bajo las condiciones de crecimiento descritas, el tiempo de generacion
observado para las células de C. reinhardtii fue de 8 h, aproximadamente.
Para realizar el recuento de células, se tomé 1 ml de cultivo, conteniendo
entre 200.000 y 500.000 células, se adicionaron 25 ul de etanol absoluto,

se agité y colocd, con ayuda de una micropipeta, una alicuota de la
preparacioén en la cdmara de Neubauer. La observacién al microscopio
optico revelé un nimero de células N, que permitié el cdlculo de la
concentracién celular en la muestra, mediante la siguiente operacion:

n° células/ml = N/(6,25 x 107)

Las células de C. reinhardtii se conservaron en tubos que contenian
medio estéril sélido, obtenido suplementando el medio de cultivo estdndar,
previamente descrito, con Bacto-agar DIFCO al 2% (p/v), calentando a
100°C y enfriando posteriormente hasta su solidificacién en forma de gel.
Después de la inoculacién, los cultivos en medio sélido se mantuvieron
intensamente iluminados durante tres o cuatro dfas, y posteriormente se
conservaron en luz difusa. A partir de dichos cultivos se inocularon nuevos
medios solidos, frescos y estériles, cada tres meses. La axenia se
conseguia esterilizando el medio y recipientes correspondientes en un
autoclave SELECTA durante 20 min a 1 atm de sobrepresién (120°C).

Por su parte, las células de N. agilis se crecieron igualmente en medio
liquido, utilizando recipientes de vidrio de 1 1 de capacidad, situados en
una cdmara climatizada a 35°C. El medio de cultivo empleado fue el
previamente descrito por Tramper y de Man (1986) y contenia, por litro,
los siguientes componentes: MgSO,, 0,21 mmol; NaH,PO,.2H,0, 1,2 mmol;
Na,HPO,.2H,0, 10 mmol; Na,MoO,, 1 umol; ZnSO,, 0,015 wpmoles;
CuSO,, 0,016 pmoles y CaCl,, 5 umoles. El suministro de carbono al
cultivo celular se realizé suplementando el medio con NaHCO,, a razén de
0,02 moles por cada mol de NaNO, adicionado, que servia de fuente
nitrogenada a una concentracién de 15 mM. Las células de N. agilis se
crecieron en frascos estériles de 11y, bajo las condiciones sefialadas, el
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tiempo de generacién observado fue de 30 h.

La conservacién de las células se realizé inoculando placas de Petri que
contenian medio sélido, preparado con medio de cultivo suplementado al
2% (p/v) con agar, segin vimos en el caso de las microalgas. Las células
se refrescaban cada mes por transferencia a nuevas placas de cultivo.

3. PERMEABILIZACION DE CELULAS DE C. reinhardtii

Para medir actividades enzimdticas in situ se tomaron alicuotas de 1 ml
del correspondiente cultivo, conteniendo unos 20 upg de Chl, y se
centrifugaron a 3.000 g durante 5 min, se lavaron dos veces con 5 ml de
tampon MES 25 mM (pH 6,3), y se resuspendieron en 1 ml del mismo
tampdn conteniendo 0,1 ml de tolueno. Se agitaron vigorosamente durante
1 min y la suspension resultante de células permeabilizadas se utilizé como
fuente de enzima.

4. TECNICAS DE INMOVILIZACION CELULAR
4.1. Atrapamiento en alginato cdlcico o bdrico

Células de C. reinhardtii, crecidas en condiciones estindar, se
recogieron por centrifugacion a 5.000 g durante 5 min, se lavaron con
medio de cultivo tamponado con Tricina-NaOH 20 mM (pH 8,0) y se
resuspendieron en dicho medio en la relacion p/v necesaria para obtener la
concentracion de clorofila deseada, normalmente entre 20 y 150 ug/g gel.

Se prepard una disolucién al 6% (p/v) de alginato, segiin se ha descrito
por Vilchez et al. (1991), disolviendo 4 g de dcido alginico (viscosidad de
250 cps en disolucidén acuosa al 2%) en 100 ml de tampén Tricina-NaOH,
20 mM (pH 8,0), ajustando el pH de la disolucién con sosa al 10% en el
intervalo 6,5-7,5. A continuacién, y manteniendo una agitacién vigorosa,
se le anadieron lentamente 2 g de alginato sédico (viscosidad de
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3.500 cps en disolucién acuosa al 2%), permitiendo la homogenizacién del
medio durante 10 min. La disolucién asi formada presenté una viscosidad
de 6.000 cps, y se guardé cerrada y en frio durante 4 h para facilitar la
eliminacién del aire retenido como consecuencia de la agitacion.

El proceso de inmovilizacién celular se llevé a cabo por gelificacién
ionotrdpica de la forma que se muestra en la Figura 5. Una mezcla de la
suspension celular y la disolucién de alginato sédico, en proporcién 1:1,
se goted, con ayuda de una jeringa provista de una aguja de 0,9 mm de
orificio, sobre una disolucién de CaCl, 6 BaCl,, 100 mM. El contacto de
las gotas con el medio rico en i6n calcio o bario provocé la formacion de
un tipo de perla de alginato cdlcico o bdrico de 2 mm de didmetro, las
cuales se agitaban suavemente en dicho medio durante 30 min para facilitar
su consistencia fisica. Dichas perlas se recuperaron sobre papel de filtro
con embudo Biichner, lavdndolas hasta tres o cuatro veces con tampodn
Tricina-NaOH 20 mM (pH 8,0) con objeto de eliminar el exceso del i6n
salino. Para su conservacion, las perlas se resuspendieron en una mezcla
1:1 (v/v) del tampén indicado y una disolucién de CaCl, o BaCl,, 10 mM,
y se mantuvieron a temperatura ambiente (25°C) o en frio (4°C) hasta su
uso. El tiempo de almacenamiento nunca fue superior a 2 h, salvo para
realizar experimentos sobre la estabilidad del sistema.

. Células de
l Na*-alginato ‘ C. reinhagrdsii

Mezcla
Jeringa
*
o ——cac,
. L]
0%°%e%e%e—1 Perlas

Fig. 5. Esquema del método utilizado para la inmovilizacién de células de C. reinhardtii
por atrapamiento en alginato cdlcico. La mezcla 1:1 de la suspensién celular y de la
disolucién de alginato, se gotea con ayuda de una jeringa (aguja de 0,8 mm de didmetro)
sobre una disolucién de C1,Ca 100 mM.
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4.2. Atrapamiento en agar

Para proceder a la inmovilizacién de células en este soporte sélido,
se obtuvo una suspension de C. reinhardtii seguin se indicé anteriormente.
La preparacidn del soporte se realizé a una concentracion del 4% (p/v), y
para ello se afiadieron 4 g de agar a 100 ml de tampén Tricina-NaOH, 20
mM (pH 8,0), y la suspension se calenté a 100°C. La disolucién resultante
se enfri6 hasta 35°C en un bafio termostatizado, y antes de que solidificara
se mezclo en proporcion 1:1 con la suspensidn celular en una campana de
flujo laminar, distribuyendo posteriormente la mezcla homogénea en placas
de Petri a razén de 10 ml cada una, y permitiendo su enfriamiento hasta
solidificacién. El gel formado con las células inmovilizadas se fracciond en
pequefios cubos de 1 a 2 mm de arista, que fueron conservados en tampén
Tricina-NaOH, 20 mM (pH 8,0), a temperatura ambiente o en frio. Salvo
en el caso de estudios de estabilidad, nunca transcurrieron mds de 2 h hasta
Su uso.

4.3. Atrapamiento en carragenato potdsico

Células de N. agilis, crecidas en condiciones estdndar, se centrifugaron
a 16.000 g durante 10 min, se lavaron con medio de cultivo suplementado
con NaCl 15 mM y se resuspendieron nuevamente en dicho medio.

La preparacién de la disolucion de carragenato se realizé al 2,6 %,
anadiendo a 100 ml de medio de cultivo estdndar 2,6 g de carragenato y
calentando la mezcla a 100°C hasta conseguir la disolucién total del sélido.
Una vez enfriada a temperatura ambiente, quedé lista para su utilizacién.

La inmovilizacién celular, al igual que con el alginato, se llevé a cabo
mediante un proceso de gelificacion ionotrépica (Wijffels et al. 1991), con
ayuda de un sistema como el que se muestra en la Figura 6. La disolucién
de carragenato se mezcld con la suspensién celular en la proporcién 1:1,
homogeneizdndose y procediendo a su goteo sobre una disolucién de KCl
750 mM. Para obtener esferas perfectas se aplicé una capa de un disolvente
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orgdnico (decano) sobre la disolucién de KCl, y el goteo se realizé con
ayuda de un sistema automdtico. Se permitié la residencia de las perlas as{
formadas en la disolucién de KCl durante un periodo de 30 min, tiempo
necesario y suficiente para que adquiriesen la consistencia adecuada.
Posteriormente se recogieron de forma selectiva utilizando tamices con
distintos tamafios de poro, que permitieron obtener esferas de 2 mm de
didmetro. Las perlas se lavaron varias veces en medio de cultivo estdndar,
para eliminar el exceso de sal procedente del proceso de inmovilizacion.

La conservacién de las perlas se realizé resuspendiéndolas en medio de
cultivo fresco, suplementado con KCl hasta una concentracién de 10 mM,
y manteniéndolas a temperatura ambiente o en frio hasta su utilizacidn,
generalmente antes de 2 h.

SOPORTE

= 7 MEMBRANA
O ENTRADA MEZCLA

SALIDA PERLAS

Fig. 6. Esquema del sistema utilizado para la inmovilizacién de células de N. agilis por
atrapamiento en carragenato. Dispositivo de membrana empleado para la formacién de
las gotas,
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Se han sugerido varios métodos para valorar el crecimiento de células
inmovilizadas, que incluyen la liberacién de las mismas al medio de cultivo,
determinadas por contaje celular o cantidad de proteina, o alternativamente
midiendo el incremento de peso del sistema inmovilizado. En el caso de
células inmovilizadas de N agilis, el crecimiento celular se ha determinado
en funcién de la proteina total inmovilizada (Smith et al. 1991).

5. CONDICIONES PARA LA PRODUCCION DE GLICOLATO
§5.1. Células libres

Células de C. reinhardtii, cultivadas en medio liquido con KNO, 10
mM como fuente de nitrégeno, se recogieron por centrifugacion a 5.000 g
durante 5 min, se lavaron en medio de cultivo tamponado con Tricina-
NaOH 20 mM (pH 8,0) y se resuspendieron en el mismo hasta una
concentracién de clorofila igual a 30 pg/ml. Posteriormente se afiadié al
cultivo 1 mM de AOA, con objeto de inhibir las transaminasas, provocando
de esta forma la excrecién de glicolato al medio. La preparacién celular
resultante se incub6 a 25°C en recipientes de vidrio de 25 a 250 ml de
capacidad, y se iluminé continuamente con luz blanca fluorescente a 50
W/m’, burbujedndola con una corriente de aire cuyo contenido en CO,
(0,033%) sirvié como tinica fuente de carbono para las células. En algunos
experimentos dicha corriente de aire se suplementé con proporciones
variables de CO,, entre 0,1% y 1,0% (v/v), empleando para ello medidores
de flujo de distinto caudal.

En los procesos de fotoproduccién discontinua de glicolato, después de
las primeras 12 h de excrecién, se recogieron las células por
centrifugacion, se lavaron con medio de cultivo tamponado con Tricina-
NaOH 20 mM (pH 8,0) y posteriormente se resuspendieron en dicho medio
suplementado con KNO, 10 mM y en ausencia de AOA. La preparacién
resultante se incubé a 25°C bajo las condiciones de iluminacién
anteriormente detalladas, y se burbujed con una corriente de aire
suplementada con un 5% de CO, (v/v). Después de 12 h de tratamiento en



Materiales y Métodos 32

alto CO,, las células se recogieron y prepararon para un nuevo periodo de
excrecion de glicolato de 12 h, en idénticas condiciones a las inicialmente
descritas a tal efecto.

5.2. Células inmovilizadas en alginato cdlcico

Perlas de alginato cdlcico conteniendo células de C. reinhardtii (40 ug
Chl/g de gel), se resuspendieron al 10 % (p/v) en medio de cultivo
tamponado con Tricina-NaOH 20 mM (pH 8,0), y suplementado con KNO,
10 mM como fuente de nitrégeno y AOA 1 mM. La preparacion resultante
se incubd en las mismas condiciones de temperatura, luz y carbono que se
detallaron para el caso de las células libres.

En los procesos de fotoproduccién discontinua de glicolato, las perlas se
recogieron sobre papel de filtro después de 12 h de excrecidn, se lavaron
con medio de cultivo tamponado con Tricina-NaOH 20 mM (pH 8,0) y se
resuspendieron en el mismo en la relacion del 10% (p/v) antes citada. El
medio se suplementé con KNO, 10 mM, incubdndose durante 12 h en las
mismas condiciones de temperatura, luz y carbono que para las células
libres y en ausencia de AOA. Después de este periodo, las perlas se
recogieron, lavaron y prepararon nuevamente para excretar glicolato en las
condiciones detalladas anteriormente.

6. CONDICIONES PARA EL CONSUMO DE NITRITO
6.1. Células libres

Células de C. reinhardtii, crecidas en condiciones estdndar con KNO,
6 mM como fuente de nitrégeno, se recogieron por centrifugacion a 5.000
g durante 5 min, se lavaron en medio de cultivo y se resuspendieron en el
mismo hasta una concentracién de clorofila de 30 pg/ml, y posteriormente
se incubaron segun las condiciones requeridas en los distintos experimentos
realizados.
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6.2. Células inmovilizadas en alginato cdlcico

Células de C. reinhardtii crecidas en condiciones estdndar con KNO, 6
mM como fuente de nitrégeno, se recogieron por centrifugacion a 5.000 g
durante 5 min, se lavaron con medio de cultivo tamponado con Tricina-
NaOH 20 mM (pH 7,5) y se resuspendieron en el mismo hasta una
concentracién de clorofila de 100 ug/ml. La preparacién celular se
inmovilizé en alginato cdlcico segin se detall6 anteriormente y las perlas
obtenidas se resuspendieron al 10% (p/v) en el medio de cultivo antes
mencionado, que ademds contenia CaCl, 10 mM. La suspensién de células
inmovilizadas se incubd entonces segiin las condiciones requeridas en cada
experimento.

Para los estudios de consumo de nitrito en un reactor tipo airlift
operando en modo discontinuo, las células inmovilizadas se incubaron a
25°C, bajo iluminacién continua con luz blanca fluorescente (50 W/m?) y
se mantuvieron en suspension mediante una corriente de aire suplementada
con un 5% CO,, aplicada desde la base del reactor. El sistema permanecio

- en estas condiciones hasta el consumo total del nitrito del medio.

Para los estudios de consumo de nitrito en un reactor tipo airlift de flujo
continuo, las células inmovilizadas se incubaron en las mismas condiciones
de temperatura, luz y carbono del reactor discontinuo, pero manteniendo un
flujo de entrada del mismo medio de incubacién en el reactor de 90 ml/h.

6.3. Células inmovilizadas en carragenato potdsico

Células de N. agilis crecidas en condiciones estdndar e inmovilizadas
posteriormente en carragenato potdsico se resuspendieron al 10% en medio
de cultivo y se situaron en un reactor tipo airlift de flujo continuo, de 3 1
de capacidad. El reactor se alimentaba con medio fresco de cultivo a un
flujo de 3,2 ml/min y se burbujeé con aire enriquecido al 50% (v/v) con
oxigeno (0,12 mM). El medio de cultivo, cuya composicion se detalld
anteriormente, contenfa ademds KCl 5 mM, y el pH se ajusté hasta 7,8
con una disolucion de KOH 2 N. Las incubaciones se realizaron a 30°C y
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en oscuridad para prevenir efectos de inhibicidn por luz.

7. DETERMINACIONES ANALITICAS
7.1. Clorofila

En células libres se determiné por el método descrito por Arnon (1949).
Una alicuota de 1 ml de cultivo con una cantidad de clorofila entre 10 y 30
pg se calentd en un bafio a 100°C durante 1 min. A continuacién se
adicionaron 4 ml de acetona comercial, agitando durante 10 s para facilitar
la extraccién de la clorofila. La preparacidn se centrifugé a 5.000 g durante
5 min, midiendo en el sobrenadante la absorbancia a 652 nm (€ =34,5
ml/mg.cm).

Por su parte, la clorofila en las células inmovilizadas se determiné como
se ha descrito por Vilchez et al. (1991). Una muestra de 0,3 g de perlas de
alginato cdicico conteniendo células con una cantidad de clorofila entre 10
y 30 ug se resuspendié en 3 ml de metanol, y se calenté a 60°C en un
bafio termostatizado durante 20 min. La absorbancia a 665 nm (e =0,076
ml/mg.cm), se determiné en la fase soluble obtenida. En el caso de células
inmovilizadas en gel de agar, la clorofila se determiné de forma andloga.

7.2. Proteina

La proteina se determiné de manera rutinaria por el método de
Bradford (1976), afiadiendo a 0,1 ml de muestra 1 ml de reactivo de azul
de Coomassie, y después de 10 min a temperatura ambiente se midid la
absorbancia a 595 nm, € = 51 ml/(mg.cm). El calibrado del método se
realiz6 con una disoluciéon de seroalbimina al 0,2 % (p/v), cuya
concentracion exacta se determind espectrofotométricamente utilizando el
coeficiente de extincién a 279 nm, € = 0,67 ml/(mg.cm) (Rideal y Roberts
1951). El reactivo se preparé disolviendo 100 mg de Coomassie Brilliant
Biue G en 50 ml de etanol al 95 % (v/v) y afiadiendo posteriormente 100
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ml de 4cido fosférico al 85 % (p/v) y completando con agua destilada hasta
1 1. El reactivo se filtraba antes de utilizarse.

Para la determinacion de proteina en células inmovilizadas en
carragenato potdsico, las muestras, conteniendo unas 150 perlas, se
colocaron en recipientes de vidrio de 50 ml, se congelaron a -18°C, y
posteriormente se desecaron a vacio en un liofilizador durante dos dias,
a -60°C y una presién de 50-100 mbar. Después de este tratamiento, se
afiadieron a cada muestra 2 ml de agua destilada, tapdndolas seguidamente
con papel de aluminio. Las perlas de carragenato se rompieron entonces por
tratamiento en microondas durante 30 s, y para liberar la protefna, 0,5 ml
de cada suspension resultante se mezclaron con 0,5 ml de NaOH 1 N, se
taparon los tubos con bolas de cristal para evitar la pérdida de agua, y se
calentaron a 100°C durante 30 min. Cuando las muestras asf tratadas se
enfriaron hasta temperatura ambiente, se determind la proteina por el
método de Bradford, segin se ha descrito con anterioridad.

7.3. Glicolato

Se determind mediante el método descrito por Calkins (1943) y que se
detalla seguidamente. A una muestra que contenfa entre 50 y 100 ug/ml de
glicolato se le adicioné igual volumen de H,SO, 4 N, y una alicuota de 0,2
ml de la mezcla resultante se traté en un tubo de ensayo con 2 ml de una
disolucion al 0,01%, en sulfdrico concentrado, de 2,7-dihidroxinaftaleno,
manteniendo la preparacién en frio durante la adicién del reactivo. La
disolucién resultante se calenté a 100°C durante 20 min, y después de su
enfriamiento a temperatura ambiente, se afadieron 2 ml de H,SO, 2 N,
agitando vigorosamente y midiendo la absorbancia a 530 nm después de 10
min, para que se desarrollara el color (e = 0,75 mM'.cm™).

7.4. Amonio

La concentracion de amonio se determind mediante el método del fenol-
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hipoclorito (Solorzano 1969). A una muestra de 1,6 ml (conteniendo de 0
a 100 nmoles de amonio) se le afiadieron, en el orden indicado, 0,2 ml de
fenol al 10 % (p/v) en etanol absoluto, 0,2 ml de disolucién de
nitroprusiato sédico al 0,5 % (p/v) en agua destilada y 0,5 ml de una
disolucién oxidante, recientemente preparada. Tras agitacion vigorosa, la
mezcla de reaccién se mantuvo en la oscuridad durante 2 h y posteriormente
se midié la absorbancia a 640 nm (¢ = 15 mM'.cm'). La disolucién
oxidante se preparé mezclando 20 volimenes de una disolucién alcalina
estable (20 g de citrato trisédico dihidrato y 1 g de hidréxido sédico por
cada 100 ml de agua destilada).

7.5. Nitrito

Se determiné por el método descrito por Snell y Snell (1949), basado
en una determinacién colorimétrica posterior a la reaccién de diazotacion
de Griess-Illosway. Para ello, a 1 ml de muestra conteniendo una cantidad
entre 10 y 60 nmoles de nitrito, se afiadieron 1 ml del reactivo de
sulfanilamida y 1 ml del reactivo de N-naftil-1-etilendiamina. El primero se
preparé al 1% en HCl 2,5 M, y el segundo al 0,02% (p/v) en agua
destilada. Después de 15 min, se midi6 la absorbancia a 540 nm (e =53
mM*.cm™).

7.6. Nitrato

Para la determinacién de nitrato en medio de cultivo cuando se
realizaron experimentos con células de N. agilis, se sigui6 el método
descrito por Greenberg et al. (1985), que utiliza un analizador automdtico
de muestras. Como dicho medio de cultivo contiene habitualmente nitrato
y nitrito, inicialmente cuantificidbamos el nitrito presente, y posteriormente
una alicuota de 2 ml, conteniendo entre 5 y 20 ppm de nitrato, se pasod
primero por una columna que contenfa un catalizador a base de Cd y Cu
para la reduccidn estequiométrica del nitrato presente hasta nitrito. El
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nitrito total resultante se determiné colorimétricamente y el nitrato se
obtuvo por diferencia entre este dato y el obtenido previamente para el
nitrito.

8. DETERMINACION DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS
8.1. Actividades fotosintética y respiratoria

La determinacién de oxigeno para la evaluacién de estas actividades en
células de C. reinhardrii se llevé a cabo con un electrodo de tipo Clark de
Pt/AgCl, utilizando para el oxigeno un coeficiente de solubilidad de 0,253
pmoles/ml, a 25°C. En la cdmara de reaccién se colocé una alicuota de
1 ml de cultivo, en el caso de células libres, 6 10 perlas de alginato cdlcico
o bérico en el caso de células inmovilizadas, y la evolucién de oxigeno se
sigui6 a 25°C mediante un registrador tipo Linseins. La actividad
respiratoria se determind midiendo el consumo de oxigeno en la oscuridad.
Posteriormente, la cdmara del electrodo se iluminé con una ldmpara de
tungsteno que suministraba alrededor de 200 W/m’ en la superficie, y la
cinética de desprendimiento de oxigeno obtenida es el resultado del
funcionamiento simultdneo de la fotosintesis y la respiracion celular. La
actividad fotosintética propiamente dicha resulta de sumar a la pendiente de
la recta obtenida en este ultimo caso, la pendiente correspondiente a la
actividad respiratoria previamente calculada.

8.2. Actividad nitrificante
Células libres

Una alicuota de 300 ml de efluente procedente del biorreactor (tipo
airlift loop) conteniendo células de N. agilis se centrifugé a 16.000 g

durante 30 min, desechdndose el sobrenadante, y las células se
resuspendieron en 20 ml de tamp6n fosfato potdsico 100 mM (pH 7,8). En
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la cdmara de reaccién del electrodo de oxigeno se dispuso una alicuota de
4 ml de muestra que se satur6 con aire y a la que se inyectaron entonces
100 pl de una disolucién de KNO, 0,8 M, de tal manera que el medio
alcanzé una concentracién final en nitrito de 20 mM. El célculo de la
actividad se realizd siguiendo las pendientes de consumo de oxigeno en un
registrador.

Células inmovilizadas en carragenato potdsico

Se realizé de la misma forma en que se ha detallado para el caso de las
células libres, introduciendo en la cdmara del electrodo de oxigeno una
suspension de 50 a 200 perlas de carragenato potdsico, conteniendo las
células inmovilizadas, suspendidas en 4 ml de tamp6n fosfato potdsico 100
mM (pH 7,8). El medio se saturé con aire, salvo cuando la actividad
sobrepasaba los 5 umol/g.h, en cuyo caso se hacfa con oxigeno puro para
evitar las limitaciones de transferencia de masa. Se introdujeron en la
cdmara 100 ul de KNO, 0,8 M, comenzando la oxidacién de nitrito y
siguiendo la evolucién de oxigeno como en el caso anterior.

8.3. Actividad fosfoglicolato fosfatasa

La medida se realizé in situ segin el método descrito por Husic et al.
(1984), determinando espectrofotométricamente el fosfato liberado como
consecuencia de la hidrdlisis irreversible del fosfoglicolato por la accion
catalitica de células permeabilizadas de C. reinhardrii, seguin la siguiente
reaccion:

Mg2+
P-glicolato + H,0 ——— glicolato + P,

Para ello, a 0,5 ml de células permeabilizadés se afiadieron 0,1 ml de una
disolucién de MgCl, 25 mM y 0,1 ml de una disolucién tamponada con
MES 10 mM, que contenia fosfoglicolato 20 mM. En el blanco se adicioné
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0,1 ml de agua destilada en lugar de la disolucién de fosfoglicolato. La
preparacién se incubé a 30°C durante 20 min, calentando posteriormente
1 min a 100°C para detener la reaccién. La medida del fosfato liberado se
realizé adicionando a la preparacion anterior 0,2 ml de una disolucién de
(NH)Mo0,0,,.4H,0 al 17,5% en H,SO, 5,1 N, y después de 10 min, 0,2
ml de una disolucién de FeSO,.7H.O al 8% en H,SO, 1,2 N. En el blanco
se empled agua destilada en lugar de la disolucién de Mo. El color se
reveld entonces calentando 5 min a 100°C y midiendo la absorbancia a 710
nm, después de enfriar a temperatura ambiente (e =1,82 mM"'.cm”). La
actividad se refirié a clorofila, expresada como mU/mg. Una unidad de
actividad enzimdtica representa la cantidad de enzima necesaria para
hidrolizar irreversiblemente 1 umol de fosfoglicolato hasta glicolato por
min.

8.4. Actividad nitrito reductasa

La enzima cataliza la transferencia de 6 e al nitrito para producir
amonio, segun la reaccién:

NO, + 6e + 8 H* —= NH,” + 2 H,0

La actividad se determiné in situ por el método descrito por Vega et
al. (1980), midiendo el consumo de nitrito utilizando metil violégeno
reducido como donador de electrones. Para ello, se tomaron 0,4 ml de una
suspension de células de C. reinhardrii permeabilizadas como se indicéd
anteriormente y se les afiadié 0,5 ml de una mezcla de ensayo compuesta
por 30 ml de agua destilada, 10 ml de tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,0),
25 mg de KNO, y 51 mg de metil violégeno. La reaccién se inici6 por
adicion de 0,1 ml de una disolucidn reciente de ditionito sédico en NaHCO,
0,3 M conteniendo 100 mg/ml. En el blanco correspondiente se empled
agua destilada en lugar de la disolucién de ditionito. La preparacion se
incubé a 40°C durante 10 min, deteniendo la reaccién por agitacién
vigorosa hasta la oxidacion total del exceso de reductor. Se determiné el
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consumo de nitrito midiendo la diferencia de absorbancia a 540 nm entre €l
blanco y la muestra. Una unidad de actividad representa la cantidad de
enzima necesaria para reducir 1 pmol de nitrito hasta amonio por min.

9. REACTORES UTILIZADOS
9.1. Reactor tipo airlift discontinuo

Para trabajar con células de C. reinhardtii en este tipo de reactor
(RAD), se utiliz6 a tal efecto una columna de vidrio transparente, con una
seccion circular de 6 cm de didmetro y una longitud de 59 cm,
proporcionando un volumen titil de 1,4 1, y trabajando de forma discontinua
(Fig. 7). Las células se mantenifan en suspension gracias a la corriente de
aire suplementada con un 5% (v/v) de CO, que se aplicé desde la base de
la columna, manteniendo un caudal constante de gas de 2,3 1/min. El
reactor se iluminé continuamente con tubos de luz blanca fluorescente, que
suministraban una intensidad en la superficie del mismo de 50 W/m?’. Las
muestras para realizar el andlisis del medio se tomaron desde una salida
aplicada en la parte inferior del reactor, como se observa en la figura
adjunta.

9.2. Reactor tipo airlift de flujo continuo

Para trabajar con células de C. reinhardtii en este caso se utilizé la
misma columna disefiada para el reactor anterior, con idénticas condiciones
de luz, gaseo y toma de muestra, pero manteniendo la entrada continua de
medio de cultivo por la parte superior con un flujo igual a 90 ml/h.
Simultaneamente se hacfa salir la misma cantidad de efluente del reactor
(RAC), tal y como se indica en la Figura 8.
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Fig. 7. Sistema discontinuo (RAD) para bioprocesos utilizando células inmovilizadas
de C. reinhardtii. a) Los elementos que lo componen son los siguientes: biorreactor de
lecho fluidizado y flujémetros para gas, que regulan el suministro de carbono (CO,) a
aquél. b) Fotografia del biorreactor, utilizado como RAD y RAC.
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Fig. 8. Sistema de flujo continuo (RAC) para bioprocesos utilizando células
inmovilizadas de C. reinhardtii. Los elementos que lo componen son los siguientes:
biorreactor de lecho fluidizado y bomba peristdltica para el suministro de alimentacién
continua al mismo. El suministro de carbono (CO,) al biorreactor estd regulado por
flujémetros para gas.

9.3. Reactor tipo airlift loop de flujo continuo

Por otra parte, y para trabajar con células de N. agilis inmovilizadas en
carragenato potdsico, se utilizé un reactor tipo airlift loop de flujo continuo
(RAL), que se detalla en la Figura 9. Este proporcionaba un volumen Atil
de 3 1, y la aplicacién de una corriente de oxigeno y aire, saturando el
medio al 50 %, se realiz6 desde la base de uno de los brazos del
biorreactor. Se mantuvo un flujo continuo del medio de 3,2 ml/min,
realizando la adicién de éste, asi como la recogida de efluente, por la parte
superior del biorreactor, tal y como se indica en el esquema. El reactor
estaba acoplado a un Programmable Logical Computer, que recogia
continuamente los datos de concentracién de oxigeno, medidos con una
sonda especifica. Para mantenerla constante y en el citado valor, el PLC
ajustaba automdticamente dos flujémetros diferentes, uno para el oxigeno
y otro para el aire.



43 Materiales y Métodos

©— ENTRADA MEDIO

———O&—  SALIDA MEDIO

ELECTRODO O,

|—-—  TERMOSTATO

mal

AIRE/O,

PC PLC

Fig. 9. Sistema de flujo continuo (RAL) para bioprocesos utilizando células
inmovilizadas de N. agilis. Los elementos que lo componen son los siguientes: biorreactor
tipo airlift de lecho fluidizado, computador 16gico programable (PLC) y terminal de
ordenador (PC). El suministro de oxigeno al biorreactor estd regulado por controladores
automaticos de flujo.

10. OBSERVACION AL MICROSCOPIO OPTICO

Secciones finas de las perlas de alginato cdlcico (0,5 mm) conteniendo
células inmovilizadas de C. reinhardtii, provenientes de la fase estacionaria
de crecimiento alcanzada en los reactores RAD y RAC, se dispusieron sobre
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portaobjetos Menzel, de 76 x 26 mm de superficie y se sometieron a una
corriente de aire a 35°C durante 15 min, con objeto de eliminar la humedad
del gel. A continuacién se realizé la observacion de las muestras en un
microscopio Nikon, obteniendo las micrografias a 4, 10 y 20 aumentos,
mediante un dispositivo acoplado al microscopio, que inclufa una cdmara
Nikon.

11. REACTIVOS

Las sales utilizadas en gran cantidad para la preparacion de medios de
cultivo y tampones, as{ como la acetona, y los dcidos acético, clorhidrico,
nitrico y sulfiirico fueron suministrados por Panreac. Las sales de cationes
metdlicos, utilizados en la preparacién de trazas para la elaboracién de
medios de cultivo, algunos liquidos orgdnicos como etanol absoluto, dcidos
como el fosférico y sulfimico, compuestos con fines analiticos como
fenol, ditionito sédico y nitroprusiato sédico, fueron adquiridos a Merck.
Los compuestos utilizados en la preparacién de tampones, como Tricina y
Mes, y otros compuestos como alginato sédico, aminooxiacetato, p-
hidroximercuribenzoato, metil viol6geno, fosfoglicolato y L-metionina D,L-
sulfoximina fueron suministrados por Sigma. La sulfanilamida se adquirié
de Scharlau y el hipoclorito sédico de Aldrich, y DIFCO suministré el
agar.

El agua desionizada fue obtenida utilizando un desionizador Aqualab y
el agua destilada mediante un destilador Aquatron A8S.

El anhidrido carbénico empleado como fuente de carbono para el
crecimiento de las algas se adquirié a la Sociedad Espafiola del Oxigeno.

12. APARATOS

Las medidas espectrofotométricas se realizaron a temperatura
ambiente en los espectrofotémetros ultravioleta-visible Beckman, modelo
DU-7, y Bausch & Lomb, modelo Spectronic 2000, utilizando cubetas
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de 1 cm de paso de luz, tanto de cuarzo para longitudes de onda inferiores
a 340 nm, como de pldstico y cristal para el resto.

Las centrifugaciones se realizaron en centrifugas refrigeradas Beckman,
modelo J2-21 con rotores JA-20 y JA-14, y Sorvall, modelo RC-5B, con
rotores SS-34 y GSA. Las centrifugaciones a temperatura ambiente se
hicieron en una centrifuga Heraeus, modelo Labofuge, y Eppendorf,
modelo 5415, esta iltima para volimenes de muestra inferiores a 1,5 ml.

Las pesadas se efectuaron en balanzas Mettler, modelos PC 2200 y AE
160. Las medidas de pH se realizaron con un pH-metro Beckman, modelo
71, y las de concentracién de oxigeno mediante un electrodo tipo Clark de
Hansatech acoplado a un registrador Linseis, modelo 6512.

La esterilizacién de recipientes y medios de cultivo se consiguié
mediante tratamiento térmico a 120°C durante 20 min y 1 atmdésfera de
sobrepresion en autoclaves Selecta, modelos Autester 437-G y 437-P.

Los ensayos a temperatura constante fueron realizados en bafos
termostatizados Selecta, modelos Tectron S-543. La agitacién magnética de
disoluciones se consiguié mediante agitadores Selecta, modelo Agimatic.

La viscosidad de las soluciones de alginato preparadas para realizar la
inmovilizacién de células se determiné utilizando un viscosimetro
Brookfield RTV, a 20 rpm.

Finalmente, la columna de vidrio disefiada para ser empleada como
biorreactor (RAD y RAC) se adquiri6 a Afora. El biorreactor RAL se
disefid y construyé en los laboratorios de vidrio de la Universidad de
Wageningen (Holanda), acopldndole un Computador Légico Programable
modelo PLC Melsec-G, Mitsubishi G62P. La concentracion de oxigeno en
este reactor se controlé mediante un sensor modelo WTW Oxy 219/90R,
y el flujo de gas suministrado al reactor se determiné mediante un
controlador de flujo de Brooks Instruments, modelo 5850 TR. En el RAL,
las concentraciones de nitrito y nitrato se determinaron mediante un
autoanalizador de flujo continuo, modelo Technicon Auto Analyser 2. Las
bombas peristdlticas empleadas en la alimentacién continua a los reactores
fueron del modelo LKB, Microperpex S 2232, suministradas por Pharmacia.
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III Resultados

1. ACTIVIDADES FOTOSINTETICA Y RESPIRATORIA DE
CELULAS INMOVILIZADAS DE C. reinhardtii

Las caracteristicas especiales que la inmovilizacién confiere al
microambiente celular y a la célula en si misma respecto a su relacion de
intercambio con el medio externo al soporte, condicionan en gran manera
su comportamiento ante los posibles cambios que en dicho medio puedan
tener lugar. La entrada de oxigeno en la célula, necesario para su actividad
respiratoria, y la salida del mismo derivada de la actividad fotosintética,
pueden verse notablemente alteradas y, consecuentemente, afectar de una
u otra forma a los distintos procesos que quieran llevarse a cabo con las
células inmovilizadas (Galvdn et al. 1990). Entre los factores que
condicionan estas variaciones, el tiempo de residencia en la disolucion
salina durante la gelificacién ionotrépica, la temperatura, el pH, la carga
celular inmovilizada, la concentracién de la suspensién de alginato
destinada a la preparacion de las células inmovilizadas y el tiempo
transcurrido desde la inmovilizacién celular son criticos a la hora de definir
el comportamiento y las mejores condiciones de uso de estas células. El
estudio de las actividades fotosintética y respiratoria frente a variaciones en
dichos pardmetros es una forma adecuada de definir el estado celular en
cada situacion.



47 Resultados

1.1. Influencia de las condiciones de inmovilizacién

Efecto de los iones Ca** y Ba** utilizados en el proceso de gelificacion
ionotrépica

La gelificacién de la suspensidn de alginato y células se realiza, como
se detallé en Materiales y Métodos, sobre una disolucién de CaCl, 100
mM, permaneciendo las perlas en ella durante 60 min para adquirir la
consistencia adecuada. La gelificacién puede igualmente llevarse a cabo
empleando BaCl, 100 mM. En dicho periodo de tiempo es indispensable
realizar un seguimiento de las actividades fotosintética y respiratoria, pues
de su evolucién pueden derivarse consecuencias relevantes para el empleo
de las células en otros procesos. En la Figura 10 se muestran los resultados
obtenidos para la actividad fotosintética a lo largo del citado periodo, y en
ella puede observarse que los niveles de dicha actividad son muy similares,
tanto en células inmovilizadas en alginato cdlcico como en alginato bérico
(40 ug Chl/g gel), y después de 60 min de residencia en el medio salino
correspondiente, muestran un valor en tormo a 110 gmol O,/(mg Chl.h).
Dicha actividad permanece pricticamente constante y resulta ligeramente
superior a la que muestran las células libremente suspendidas, en las
mismas condiciones, que estd en torno a 100 umol O,/(mg ChlL.h).

En la Figura 11 puede observarse como la actividad respiratoria se
mantiene en torno a 45 upmol O,/(mg Chl.h) durante el proceso de
gelificacién ionotrdpica, tanto si se emplea Ca’* 6 Ba’* como contraién.
Estos valores son ligeramente inferiores a los mostrados por células
libremente suspendidas, que se presentan en la zona de 60-70 umol O,/(mg
Chl.h).

Para posteriores estudios con células inmovilizadas hemos utilizado,
salvo que se indique otra cosa, Ca’* como contraién y un tiempo de
endurecimiento de 30 min.
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Fig. 10. Efecto de los iones Ca?* o Ba?* utilizados durante la gelificacién sobre la
actividad fotosintética de células inmovilizadas de C. reimhardtii. Las células se
inmovilizaron en alginato, utilizando Ca** (@) o Ba?* (O) como contraién. A los tiempos
indicados, transcurridos desde el contacto de las gotas de suspension de células en alginato
con la disoluci6n del i6n correspondiente, se determiné la actividad fotosintética en las
células inmovilizadas resultantes.
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Fig. 11. Efecto de los iones Ca** o Ba*' utilizados durante la gelificacién sobre la
actividad respiratoria de células inmovilizadas de C. reimhardtii. Se procedi6 segun se
ha descrito en la figura anterior, excepto que en este caso se determiné la actividad
respiratoria de las células.
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Efecto de la carga celular

La Figura 12 muestra los datos de las actividades fotosintética y
respiratoria obtenidos empleando distintas cargas celulares inmovilizadas en
alginato cdlcico. La actividad fotosintética es mdxima, 155 pmol O,/(mg
Chl.h), para una carga celular en torno a 15 ug Chl/g soporte, descendiendo
progresivamente hasta un valor de 70 umol O,/(mg Chl.h) para una carga
de 100 ug Chl/g soporte. Por su parte, la actividad respiratoria permanece
prdcticamente constante, aprecidndose un ligero descenso hasta una carga
celular de 50 ug Chl/g soporte. El valor minimo determinado para dicha
actividad fue de 20 pmol O,/(mg Chl.h) para una carga de 100 ug Chl/g
soporte. Es importante indicar que, cuando la carga celular inmovilizada es
baja, la produccién de oxigeno alcanza valores del orden del doble de los
mostrados para cargas iniciales superiores a 75 ug Chl/g soporte, mientras
que las tasas de consumo de oxigeno (actividad respiratoria) apenas sufren
variaciones significativas cuando la carga inicialmente inmovilizada se
multiplica incluso hasta por cinco o diez. Estos datos ponen de manifiesto
el enorme interés de considerar el efecto pantalla para la luz provocado por
las células mds externas del soporte, asi como la influencia que éste puede
tener en el rendimiento de todos aquellos procesos celulares directamente
relacionados con la luz. Salvo que se indique otra cosa, la carga celular
utilizada en posteriores estudios fue de unos 30-40 ug Chl/g de gel.

Efecto de la concentracién de la suspension de alginato

La difusiéon de moléculas en el soporte estd fuertemente condicionada
por la concentracién que de éste se emplea al preparar la suspensién de
alginato y células para realizar la inmovilizacién. Es fundamental, por lo
tanto, determinar su influencia en los distintos procesos estudiados.

La Figura 13 muestra los resultados obtenidos al medir las actividades
fotosintética y respiratoria en células de C. reinhardtii inmovilizadas
empleando disoluciones con distinta concentracién de alginato (%, p/v),
produciéndose un suave descenso en ambas actividades, a medida que
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Fig. 12. Efecto de la carga celular sobre las actividades fotosintética y respiratoria de
células inmovilizadas de C. reinhardtii. Las células se inmovilizaron en alginato célcico
utilizando distintas cargas celulares, y las actividades fotosintética (@) y respiratoria (O) se
determinaron segiin se ha descrito en Matenales y Métodos.
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Fig. 13. Efecto de la concentracién de la disolucién de alginato utilizada en la
inmovilizacion sobre las actividades fotosintética y respiratoria de células de C.
reinhardtii. Las células se inmovilizaron utilizando distintas concentraciones de alginato,
y las actividades fotosintética (@) y respiratoria (Q) se determinaron segin se ha descrito
en Materiales y Métodos.
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aumenta dicha concentr.cién. Este descenso es ligeramente mds acentuado
en la actividad fotosintética cuando se incrementa la concentracién de
alginato desde un 2 % a un 4 %, observdndose una tendencia a la
estabilizacion para valores mds elevados. Dicha actividad presenta un valor
mdximo de 130 umol O,/(mg Chl.h) para una concentracién de alginato del
2 %, descendiendo hasta 90 pmol O,/(mg Chl.h) para alginato al 6 %, lo
que supone una pérdida del 30 % en la eficiencia de la produccién de
oxigeno entre ambos extremos. La actividad respiratoria, por su parte,
presenta un mdximo de 70 pmol O,/(mg Chl.h) para una concentracién de
alginato del 2 %, descendiendo hasta 35 cuando ésta es del 6%, lo que
significa una pérdida del 50 % en el consumo de oxigeno como
consecuencia del efecto de la concentracién de alginato empleada en el
proceso de inmovilizacién. En nuestro trabajo hemos optado por un valor
proximo al 3% ya que mejoraba mucho la consistencia de las perlas.

1.2. Influencia del tiempo de almacenamiento
En alginato

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos al determinar
actividades bioldgicas en las células inmovilizadas después de distintos
periodos de almacenamiento a 4°C. La actividad fotosintética incrementa
desde el momento de la inmovilizacién celular, 120 pmol O.,/(mg Chl.h),
hasta alcanzar un mdximo de 180 umol O,/(mg Chl.h) 4 dias después de
dicha inmovilizacién. Posteriormente la actividad desciende lentamente
hasta alcanzar el mismo valor inicial al cabo de 12 dfas de almacenamiento.
Por su parte, la actividad respiratoria tiene un comportamiento andlogo
aunque menos marcado que en el caso anterior, mostrando un ligero
incremento desde un valor inicial de 60 umol O,/(mg Chl.h) hasta 80 umol
O,/(mg Chl.h), transcurridos 4 dias desde la inmovilizacién celular,
seguido de un descenso igualmente suave hasta 50 umol O,/(mg Chl.h) al
cabo de 12 dias de almacenamiento.
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Fig. 14. Efecto del tiempo de almacenamiento de clulas de C. reinhardtii inmovilizadas
en alginato sobre las actividades fotosintética y respiratoria. Las células previamente
inmovilizadas en alginato cdlcico se almacenaron a 4°C, y a los tiempos indicados se
determinaron las actividades fotosintética (@) y respiratoria (O). Para mds detalles ver
Materiales y Métodos.

En agar

En la Figura 15 se recogen los resultados obtenidos al determinar
actividades bioldgicas después de someter las células inmovilizadas en agar
a distintos periodos de almacenamiento a 4°C. Los datos observados
muestran que las actividades fotosintética y respiratoria tienen un
comportamiento andlogo al que presentan cuando las células se inmovilizan
en alginato. La primera de ellas incrementa su valor desde el instante de la
inmovilizacién, 110 wmol O,/(mg Chl.h), hasta el cuarto dia de
almacenamiento, en que alcanza su valor mdximo, 150 pmol O)/(mg
Chl.h), lo que supone un incremento aproximado del 40%. Dicha actividad
desciende entonces de forma continua hasta un valor de 60 umol O,/(mg
Chl.h) al cabo de 12 dias. Este valor equivale a un 40% del mostrado por
las células en el momento de la inmovilizacién. La pérdida de actividad
después de este periodo de tiempo es mayor que la observada en las células
inmovilizadas en alginato.
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Fig. 15. Efecto del tiempo de aimacenamiento de c€lulas de C. reinhardtii inmovilizadas
en agar sobre las actividades fotosintética y respiratoria. Se procedié de forma anéloga
a la figura anterior, excepto que las células se inmovilizaron en agar.

Por su parte, la actividad respiratoria presenta un comportamiento
similar, mostrando un valor inicial de 35 umol O,/(mg Chl.h) y un mdximo
de 70 al cabo de 4 dias, descendiendo posteriormente hasta alcanzar un
minimo de 20 al cabo de 12 dias. Las fluctuaciones observadas en la
actividad respiratoria son andlogas a las que muestran las células
inmovilizadas en alginato.

1.3. Influencia de las condiciones ambientales sobre las actividades
biolégicas de células libres e inmovilizadas

Efecto de la temperatura

La Figura 16 muestra los resultados obtenidos al determinar la actividad
fotosintética de células libres e inmovilizadas en alginato cdlcico a distintas
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Fig. 16. Efecto de la temperatura sobre la actividad fotosintética de células de C.
reinhardtii. Las células se utilizaron, libres (O) o inmovilizadas en alginato cdlcico (@),
para determinar, a las temperaturas indicadas, su actividad fotosintética, segin se ha
descrito en Materiales y Métodos.

temperaturas. Tanto en unas como en otras se observa un incremento lineal
en la produccion de oxigeno, derivada de dicha actividad, a medida que se
incrementa la temperatura del experimento. Las células libremente
suspendidas alcanzan un mdximo de actividad de 180 umol O,/(mg Chl.h)
a 35°C, valor que se incrementa hasta 240 (20 % mds alto) a 40°C para las
inmovilizadas y que supone el mdximo para las mismas. En ambos tipos de
células se produce un descenso de la actividad para temperaturas mds
elevadas. Es importante observar que a las temperaturas mds bajas se
muestra la mayor similitud entre la produccién de oxigeno por células
libres e inmovilizadas, mientras que las diferencias mds altas se producen
entre 35 y 45°C. Los valores mds bajos obtenidos fueron 40 y 55 umol

O./(mg Chl.h) para células libres e inmovilizadas, respectivamente, medidos
a 20°C.
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La actividad respiratoria mostrada por células libres e inmovilizadas
(Fig. 17) aumenta ligeramente con la temperatura hasta estabilizarse
practicamente entre 35 y 45°C en valores entre 40 y 50 umol O,/(mg
ChLh). El incremento observado es ademds, poco significativo, pues la
diferencia entre el médximo y el minimo consumo de oxigeno, tanto para
las células libres como inmovilizadas, se aproxima a 10 umol O,/(mg
Chl.h). Esta diferencia es la que se observa casi como una constante entre
las actividades respiratorias de ambos tipos de células, correspondiendo los
valores mds altos a las células libremente suspendidas.

ACTIVIDAD RESPIRATORIA
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Fig. 17. Efecto de la temperatura sobre la actividad respiratoria de células de C.
reinhardtii. Se procedié andlogamente a la figura anterior, excepto que en este caso se
determind la actividad respiratoria de las células.
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Efecto del pH

La actividad fotosintética (Fig. 18) alcanza un méaximo de 130 pmol
O,/(mg Chl.h) tanto para las células libres como inmovilizadas, si bien a un
pH de 8,0 para las primeras y de 7,5 para las segundas. A valores de pH
superiores a 7,5, 1a produccién de oxigeno es ligeramente superior para las
células libres, mientras que por debajo de dicho pH lo es a favor de las
inmovilizadas. A pH 6,0 la diferencia entre la produccién de oxigeno por
ambos tipos de células es mdxima, mostrando las inmovilizadas un valor
de 110 umol O,/(mg Chl.h) frente a 85 en las células libres, que es ademds
el minimo observado en la actividad fotosintética de las mismas en el
intervalo de pH en el que se realizaron las medidas (6-9). Puede deducirse
igualmente de esta figura que los valores de produccién de oxigeno
mostrados por las células inmovilizadas se mantienen, en todo el intervalo
de pH estudiado, superiores al 80 % del mdximo mostrado a pH 7,5. Para
las células libres, la actividad fotosintética a pH 6,0 supone un 60 % de su
mdximo valor a pH 8,0, mostrando sin embargo un descenso poco
significativo entre pH 8,0 y 9,0.

La actividad respiratoria (Fig. 19) presenta valores similares para células
libres e inmovilizadas en el intervalo de pH 6,0-7,0, incrementdndose en
las células libres al aumentar el pH hasta presentar un mdximo de 45 pmol
O./(mg Chl.h) a pH 8,0. Por el contrario, el consumo de oxigeno en las
células inmovilizadas se mantiene constante entre pH 7,0 y 8,0,
descendiendo ligeramente hasta pH 9,0, al igual que sucede para las células
libres.
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Fig. 18. Efecto del pH sobre la actividad fotosintética de células de C. reinhardtii. Las
células se utilizaron, libres (Q) o inmovilizadas en alginato cdicico (@), para determinar,
a los pH indicados, su actividad fotosinttica, segiin se ha descrito en Materiales y
Métodos. Los tampones utilizados fueron: 20 mM MES, entre pH 6 y 7, y 20 mM Tricina,
entre pH 7 y 9. :
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Fig. 19. Efecto del pH sobre la actividad respiratoria de células de C. reimhardtii. Se
procedié de forma andloga a la figura anterior, excepto que en este caso se determind la
actividad respiratoria de las células.
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2. FOTOPRODUCCION DE GLICOLATO POR C. reinhardtii

La acumulacién intracelular de glicolato en microalgas y
consecuentemente su excrecion al medio de cultivo dependen directamente
de la luz y de la relacién O,/CO, (Berry et al. 1976), que condicionan la
fijacién de CO, y el proceso de la Fotorrespiracién. Considerando que la
cantidad de glicolato excretada por un organismo fotosintético es un indice
de la medida del flujo fotorrespiratorio de CO,, parece l6gico pensar que
si se bloquea la Fotorrespiracion mediante el uso de los inhibidores
adecuados se podria definir un sistema eficaz de fotoproduccién bioldgica
de glicolato.

2.1. Influencia de la transicién alto-bajo CO, e inhibidores
fotorrespiratorios

Efecto de la transicion alto-bajo CO, y AOA

Cuando células de C. reinhardtii se transfieren de unas condiciones de
cultivo saturantes en CO, (5% CO, en aire), a una situacién de bajo CO,,
se estimula significativamente la velocidad de Fotorrespiracion y, por tanto,
la biosintesis de glicolato, por lo que dicha transicién es el factor
desencadenante de la excrecion de glicolato al medio por parte de las
células. No obstante, los datos recogidos en la Figura 20 indican que dicha
transicién no es suficiente para una excrecién significativa de glicolato,
pero la presencia de 1 mM de aminooxiacetato (AOA) en el medio de
cultivo, que bloquea las transaminasas al combinarse directamente con su
grupo prostético (Tolbert et al. 1983), detiene la Fotorrespiracién en el
paso de glioxilato a glicina, reaccién catalizada por la glicina-glioxilato
aminotransferasa. Aparentemente el glioxilato no se acumula, ya que la
reaccion catalizada por la glioxilato reductasa lo convierte en glicolato, el
cual si se acumula intracelularmente en estas condiciones y se excreta
finalmente al medio.
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En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en la medida de la
actividad fosfoglicolato fosfatasa, directamente implicada en la formacién
de glicolato a partir de fosfoglicolato. Puede observarse que cuando las
c€lulas crecidas en alto CO, se transfieren a aire en presencia de 1 mM de
AOA, la actividad se incrementa en un 30% aproximadamente, tras 12 h de
fotoproduccion de glicolato. Si se realiza dicha transicién pero no se
adiciona ningun inhibidor, la actividad enzimética sélo aumenta un 10% en
el mismo periodo de tiempo. En las siguientes 12 h de proceso, la actividad
fosfoglicolato fosfatasa se mantiene constante en el primer caso y disminuye
ligeramente cuando no se utiliza inhibidor, hasta alcanzar el nivel que
presenté al inicio del periodo de fotoproduccién. El control (células
crecidas en alto CO, y transferidas igualmente a condiciones de alto
carbono) mostré niveles de actividad constantes durante las 24 h de
duracién del experimento.
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Fig. 20. Efecto de la transicién alto-bajo CO, y del AOA sobre la produccién de
glicolato por cflulas libres de C. reimhardtii. Las células se cultivaron en condiciones
estdndar, y se incubaron para la produccién de glicolato segun las siguientes condiciones:
aire + AOA 1 mM (O), aire (@), 5% CO, en aire + AOA 1 mM (A) y 5% CO, en aire
(A).
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Tabla 3. Niveles de actividad fosfoglicolato fosfatasa en células de C.
reinhardtii sometidas a distintas condiciones

CONDICIONES FOSFOGLICOLATO FOSFATASA
mU/mg Chl %

Aire + 1 mM AQOA

Oh 1000 100

12 h 1334 133

24 h 1350 135
Aire

Oh 1000 100

12 h 1117 112

24 h 1033 103
Co,

Oh 1000 100

12 h 983 98

24 h 983 98

Las células se cultivaron en alto CO, (5 % en aire) y se transfirieron a las
condiciones indicadas, determinando la actividad fosfoglicolato fosfatasa, segin las
condiciones descritas en Matenales y Métodos
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Efecto de la concentracion de CO,

Antes hemos descrito un transito de las células desde una concentracion
saturante de CO, (5% en aire) hasta otra que supone una limitacién de
carbono para el crecimiento celular (0,03% en aire), lo que provoca
cambios importantes en las enzimas fotorrespiratorias implicadas en la
biosintesis de glicolato, en presencia de AOA. Cuando se utilizan
concentraciones intermedias de CO,, superiores al 0,4% en aire y se
mantiene el inhibidor, disminuye progresivamente la capacidad celular para
producir glicolato (Fig. 21). Resultados similares fueron obtenidos por otros
autores (Nelson y Tolbert 1969).
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Fig. 21. Efecto de la concentracién de CO, sobre la velocidad de produccién de
glicolato por células de C. reimhardtii. Cantidades iguales de células libres (O) o
inmovilizadas en alginato (@), crecidas en alto CO,, se transfirieron a distintas
concentraciones de CO,, manteniendo el inhibidor (AOA 1 mM), determinando en cada

caso la velocidad de produccién de glicolato (100% = 12 y 22 umol/(mg Chl.h),
respectivamente).
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Efecto de la concentracion de AOA

Con objeto de optimizar las condiciones de produccién de glicolato,
hemos estudiado el efecto que tienen distintas concentraciones de AOA
sobre el proceso productivo. La Figura 22 muestra que la concentracién de
AOA afecta a la velocidad de produccidn de glicolato, que es un proceso
lineal durante las primeras 8 h independientemente de la concentracién de
inhibidor. Aunque utilizando 10 mM de AOA en el cultivo la produccién
de glicolato es de 1,5 a 2 veces superior a la obtenida con 1 mM, los
efectos secundarios (degeneracién celular) hacen inviable el uso de
concentraciones elevadas de dicho inhibidor, siendo aconsejable seleccionar
como 6ptima la concentracién de 1 mM. Experimentos de Tolbert et al.
(1983) realizados con C. reinhardtii mostraron que, en cortos periodos de
tiempo (20-30 min), la excrecién de glicolato no dependia de la
concentracion de inhibidor utilizada.

Efecto de otros inhibidores fotorrespiratorios

La Figura 23 muestra que la produccién de glicolato por células de C.
reinhardtii es lineal durante las primeras 8 h, si se incluye en el medio de
cultivo 1 mM de AOA o L-metionina-D,L- sulfoximina (MSX), si bien en
el primer caso la cantidad de glicolato producido al cabo de este tiempo es
aproximadamente el doble que la producida con MSX, inhibidor de la
glutamina sintetasa. Con hidroxi-piridin-metanosulfonato (HPMS) o
isonicotin hidrazida (INH), la fotoproduccidn de glicolato fue lineal durante
4 6 6 h, estabilizdndose posteriormente y obteniéndose en ambos casos
rendimientos no superiores al 25% de la produccién obtenida con AOA. El
HPMS, inhibidor de la glicolato deshidrogenasa, estimula la excrecién de
glicolato por algas verdes (Jahnke 1981) y cianobacterias (Ingle y Coleman
1976), aunque en ningilin caso tan eficazmente como lo hace el AOA.

Anidloga situacién podemos comentar para INH en Chlorella (Findenegg
1977).
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Fig. 22. Efecto de la concentracién de AOA sobre la produccién de glicolato por
c€lulas libres de C. reinhardtii. Las células se incubaron para la produccién de glicolato,
segiin las condiciones descritas en Materiales y Métodos, y a los tiempos indicados se
cuantificé dicha produccién en presencia de AOA 1 mM (O), S mM (4) y 10 mM (O.
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Fig. 23. Efecto de distintos inhibidores fotorrespiratorios sobre la produccién de
glicolato por células libres de C. reinhardtii. Las células se incubaron para la produccién
de glicolato, segiin las condiciones descritas en Materiales y Métodos, pero utilizando AOA
I mM (O), MSX 1 mM (@), HPMS 1 mM (4) 6 INH 1 mM (A) y un control sin inhibidor
(D). A los tiempos indicados se cuantificé dicha produccién.
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2.2. Influencia de las condiciones de inmovilizacién
Efecto de la edad del cultivo

Un factor determinante para optimizar la produccion de glicolato es el
estadio de crecimiento en que se encuentran las células cuando se recogen,
asi como el tiempo transcurrido hasta su utilizacién. En la Figura 24 puede
observarse que la velocidad de produccién de glicolato es mdxima, 12
pmol/(mg Chl.h) cuando se utilizan células que estdn en los primeros
momentos de la fase exponencial de crecimiento (en torno a 10 ug Chl/ml),
disminuyendo dicha velocidad en funcién de la edad del cultivo utilizado,
hasta alcanzar un valor minimo y constante en torno a 4 pmol/(mg Chl.h),
que supone un 30% del valor méximo alcanzado, cuando se utilizan células
en fase estacionaria de crecimiento (en torno a 80 ug Chl/ml).

Por otra parte, las células escogidas para los experimentos de
produccién de glicolato se utilizaban siempre antes de transcurrida 1 h
desde su recoleccion, habiéndose encontrado que si se espera mds tiempo
la eficacia del proceso comenzaba a decrecer (resultados no mostrados).

Efecto de la carga celular

Los procesos de produccién o consumo que implican la participacion de
microorganismos fotosintéticos resultan especialmente influenciados por la
densidad de células utilizada, debido fundamentalmente al efecto pantalla
que éstas presentan a la luz, lo que se traduce en una disminucién de la
actividad fotosintética del sistema, como habfamos visto en la Figura 12.

La velocidad de produccién de glicolato por células libremente
suspendidas de C. reinhardtii presenta un nivel constante para cualquier
densidad celular cuya clorofila esté comprendida entre 30 y 90 ug Chl/ml,
segin se observa en la Figura 25, aprecidndose los valores mds bajos para

concentraciones de clorofila inferiores a 30 y superiores a 120 (datos no
mostrados). También puede observarse en dicha figura que la concentracion
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de glicolato acumulado en el medio resulta lineal en funcién de la carga
celular utilizada.
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Fig. 24. Efecto de la edad del cultivo sobre la velocidad de produccién de glicolato por
células libres de C. reinhardtii. Las células, tomadas a los tiempos indicados de un cultivo
esténdar, cuya concentracién de clorofila se indica (@), se incubaron para la produccién de
glicolato (O), segun las condiciones descritas en Materiales y Métodos.
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Fig. 25. Efecto de la concentracién de clorofila sobre la velocidad de produccién de
glicolato por células libres de C. reinhardiii. Las células se incubaron para la produccién
de glicolato segiin las condiciones descritas en Materiales y Métodos, empleando distintas
densidades celulares iniciales. En cada caso se determiné la velocidad de dicha produccién
(O) y la concentracién del mismo en el medio (@), al cabo de 8 h.



Resultados 66

N
o
T

GLICOLATO PRODUCIDO
pmolh
o
L

10 i 1 1
o 40 80 120

CARGA CELULAR (ug Chlg)

Fig. 26. Efecto de la carga celular sobre la produccién de glicolato por células
inmovilizadas de C. reimhardtii. Células inmovilizadas en alginato céicico y conteniendo
la carga celular indicada, se incubaron para la produccién de glicolato, segin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos.

Cuando utilizamos microorganismos inmovilizados, el efecto pantalla que
sobre la luz presenta la carga celular es bastante significativo, y siendo la
produccién de glicolato un proceso directamente dependiente de la luz, es
por lo que la carga celular inmovilizada puede condicionar notablemente la
eficacia productiva. En la Figura 26 se muestra la variacion que
experimenta la produccién de glicolato al aumentar la carga celular
inmovilizada en alginato. Dicha producci6n se incrementa linealmente hasta
cargas préximas a 40 pg Chl/g de soporte, haciéndolo entonces mds
lentamente hasta estabilizarse para cargas celulares mayores de 120 ug
Chl/g de soporte. Esta observacién sugiere que la actividad celular se
concentra en una capa distribuida en la zona periférica de la perla de
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alginato, que actda de pantalla para la entrada de la luz hacia las células
mds internas. De esta forma, a partir de un cierto valor de carga celular
(40-50 ug/g) la mayor parte de la produccién de glicolato podria deberse
a dicha capa de células, siendo poco significativo el incremento de la
produccidén para aumentos de carga celular que s6lamente aportan pequeiias
cantidades de las mismas a esta capa, saturada a valores altos de clorofila.

Efecto de la viscosidad de la suspension de alginato

El rendimiento de un proceso productivo utilizando células inmovilizadas
también depende de pardmetros especificos de la técnica de inmovilizacién
como naturaleza de la matriz-soporte, contraidn utilizado en el proceso de
gelificacién, tamafio de la perla empleada y viscosidad o concentracion de
la solucién de soporte, entre otros. Encontrar valores Optimos para cada
uno de dichos pardmetros constituye una tarea fundamental para el disefio
de un sistema productivo eficaz.

Una medida de la concentracion de alginato puede determinarse por la
viscosidad de la solucién del mismo. En los estudios de produccién de
glicolato con células inmovilizadas hemos visto que la velocidad del proceso
decrece linealmente desde un valor inicial de 20 wmol/(mg Chl.h),
utilizando una solucidén de alginato con una viscosidad de 3.000 cps, hasta
14 pmol/(mg Chl.h) correspondiente a una de 24.000 cps (Fig. 27). A
partir de este tltimo valor de viscosidad, el descenso en la velocidad de
produccién resulta mds evidente cayendo hasta 5 pmol/(mg Chl.h) para
32.000 cps (dato no mostrado). Por otra parte, en esta figura también se
observa que para valores superiores a 7.000 cps no existe pérdida detectable
de células de las perlas, mostrdndose en cambio una baja retencién celular
para viscosidades mds bajas. Estas observaciones nos permiten concluir la
necesidad de trabajar con disoluciones de alginato de baja viscosidad para
la preparacion de sistemas de células inmovilizadas, pero nunca por debajo
de 7.000 cps y, en cualquier caso, realizando medidas de pérdida celular
durante el proceso productivo.
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Fig. 27. Efecto de la viscosidad de la disolucién de alginato sobre la produccién de
glicolato por células inmovilizadas de C. reimhardtii. Las células se inmovilizaron
utilizando distintas disoluciones de alginato, cuya viscosidad se indica, y posteriormente se
incubaron para la produccién de glicolato, segiin las condiciones descritas en Materiales y
Métodos. En cada caso se determiné la velocidad de dicha produccion (@) y la tasa de
células libres en el medio de cultivo (A).

2.3. Influencia de las condiciones ambientales y nutricionales

Efecto de la luz

Tal y como comentibamos al referimos a la carga celular, la Figura 28
muestra que la produccién de glicolato depende de la intensidad de la luz
con que se iluminan los cultivos, tanto en el caso de células libres como
inmovilizadas en alginato. La curva obtenida para las primeras muestra que
se alcanza un mdximo en la produccién cuando la irradiacién de las mismas
se hace con luz blanca de una intensidad de 40 W/m’, y se mantiene
constante para intensidades superiores. Por el contrario, las células
inmovilizadas presentan una velocidad médxima de produccién de glicolato
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Fig. 28. Efecto de la intensidad luminosa sobre la produccién de glicolato por células
de C. reinhardiii. Las células se incubaron, libres (O) o inmovilizadas en alginato célcico
(@, A=40, B=140, C=200 pg/g de soporte), para la produccion de glicolato segin se
indica en Materiales y Métodos. A las intensidades luminosas indicadas se determind la
velocidad de dicha produccién.

de 20 umol/h cuando se irradian con una intensidad de luz de 30 W/m’,
manteniéndose igualmente constante para valores superiores de ésta. Estos
resultados apoyan, en contra de lo que inicialmente podria pensarse, que
la intensidad de luz que satura el proceso productivo es la misma
independientemente de la carga celular utilizada, que en este estudio estd
entre 40 y 200 ug Chl/g de soporte. La figura que comentamos también
muestra que el aumento en la velocidad de produccion de glicolato
dependiente de la luz es menos significativo a medida que aumenta la carga
celular del sistema inmovilizado. Esta observacion es coherente con los
datos anteriormente mostrados sobre la produccién de glicolato en relacion
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con la carga celular del sistema inmovilizado, donde existia un importante
efecto pantalla por parte de las células més externas sobre aquellas en el
interior del soporte, lo que limita la capacidad fotosintética de dicha
poblacién celular.

La Figura 29 muestra que la produccion de glicolato es lineal durante al
menos 8 h para los diferentes tipos de luz utilizada (blanca, azul, amarilla
y roja). La luz blanca resulté ser la mds eficaz, obteniéndose con luz azul
un rendimiento 3 veces inferior al conseguido con la primera. Esta
observacién coincide con los datos de otros investigadores en Euglena (Lord
et al. 1970) y Chlorella (Becker et al. 1968).
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Fig. 29. Efecto de la calidad de la luz sobre la produccién de glicolato por células
libres de C. reinhardtii. Las células se incubaron para la produccién de glicolato, segiin
las condiciones descritas en Materiales y Métodos, excepto que se iluminaron con luz
blanca (0), azul (4), amarilla (&) o roja (@). A los tiempos indicados se determiné en cada
caso el glicolato producido. En todos los casos la intensidad luminosa fue de 40 W/m®.
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Efecto de la temperatura

La temperatura es un pardmetro importante a la hora de considerar las
condiciones 6ptimas de produccién de glicolato por células libres o
inmovilizadas de C. reinhardtii. La velocidad de produccién es mdxima, en
el caso de células libremente suspendidas, a 30 °C, y decrece hasta un 20%
de ese valor a temperaturas extremas de 15 6 50 °C (Fig. 30). En el
intervalo comprendido entre 25 y 35 °C las células pueden producir
glicolato en cantidades préximas al 90% del valor méximo, y teniendo en
cuenta que a 25 °C los cultivos de C. reinhardtii son mds estables y se
mantienen operativos durante periodos mds largos de tiempo, es por lo que
hemos seleccionado esta temperatura como la mds adecuada para los
experimentos de fotoproduccion de glicolato.

Cuando se utilizaron células inmovilizadas se observa una dependencia
andloga con la temperatura si bien las peculiares caracteristicas que la
inmovilizacién confiere al entorno celular ocasionan variaciones en la
velocidad de produccion de glicolato menos bruscas que las observadas para
células libres, a valores extremos de temperatura.

Efecto del pH

El efecto del pH en la produccién de glicolato, tanto en células libres
como inmovilizadas de C. reinhardtii, se muestra en la Figura 31, que
permite afirmar que dicha produccién es mdxima a pH 8,0, para ambos
tipos de células, observdndose una disminucién de la actividad a otros
valores de pH, que resulta mds pronunciada en el caso de las células
libremente suspendidas. Entre pH 6,5 y 8,5 el sistema de células
inmovilizadas puede producir glicolato con una velocidad no inferior al 80%
de la madxima obtenida a pH 8,0, lo que amplia las posibilidades de las
células inmovilizadas.
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Fig. 30. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de produccién de glicolato por
células de C. reinhardtii. Las células se incubaron, libres (O) o inmovilizadas en alginato
cdlcico (@), para la produccién de glicolato, segiin las condiciones descritas en Materiales
y Métodos. A las temperaturas indicadas se determiné la producci6n en unas u otras, siendo
el 100% = 12 y 22 pmol/(mg Chl.h), respectivamente.
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Fig. 31. Efecto del pH sobre la produccién de glicolato por células de C. reinhardtii.
Las células se incubaron, libres (O) o inmovilizadas en alginato cdlcico (@), para la
produccion de glicolato, segin las condiciones descritas en Materiales y Métodos, excepto
que en cada caso el pH se fij6 con los siguientes tampones: 20 mM MES, entre pH 6 y 7,
y 20 mM Tricina entre pH 7 y 9. El 100% de velocidad de produccion fué: 12 y 22
pmol/(mg Chl.h) para los sitemas libre e inmovilizado, respectivamente.
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Efecto de la fuerza ionica

En la Figura 32 puede observarse que no existe influencia significativa
de la fuerza iénica del medio sobre la tasa de produccién de glicolato por
células libres. Nosotros hemos utilizado en nuestros estudios de produccion,
tanto con células libres como inmovilizadas, 20 mM de tampén Tricina, pH
8,0, ya que el tamp6n fosfato disgregaba las perlas de alginato haciendo
inviable su uso para el caso de células inmovilizadas. Algunos autores
(Tolbert et al. 1983) basan el empleo de fuerzas i6nicas mds bajas en la
interferencia que presentan otros iones al realizar andlisis cromatogradficos
del producto excretado, pero no en relacién con el rendimiento del proceso,
lo que es coherente con nuestras observaciones.
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Fig. 32. Efecto de la fuerza i6nica sobre la produccién de glicolato por células libres
de C. reinhardsii. Las células se incubaron para la produccién de glicolato, segin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, utilizando en cada caso las concentraciones
de tamp6n Tricina indicadas a continuacién: S mM (A), 10 mM  (A), 15 mM (O) y 20
mM (@).
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Efecto de la fuente de nitrégeno

En la Figura 33 podemos observar que la fotoproduccién de glicolato en
un periodo de tiempo relativamente largo (8 h) es independiente de la fuente
de nitrégeno utilizada en el cultivo. Resultados andlogos se obtuvieron con
urea como unica fuente de nitrégeno, si bien estos datos no se muestran.
No obstante, la produccidn de glicolato fue mds baja durante las primeras
horas cuando se utilizdé amonio, alcanzando los valores normales al
adicionar AOA 5 mM al medio de cultivo, lo que concuerda con los
resultados obtenidos por Krampitz y Yarris (1983) en Chlorella.
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Fig. 33. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la produccién de glicolato por células
libres de C. reinhardtii. Las células se incubaron para la produccién de glicolato segin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, adicionando a t=0 las siguientes fuentes
nitrogenadas: NH,* 5 mM (O), NO, 5 mM (@) y NO; 5 mM (A). La flecha indica el
momento en que se afiadié a cada cultivo AOA 5§ mM. A los tiempos indicados se
determiné el glicolato producido en cada caso.
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3. SISTEMAS DE PRODUCCION DE GLICOLATO A LARGO
PLAZO POR CELULAS DE C. reinhardtii

Una vez caracterizados los pardmetros que condicionan la produccién
de glicolato por células de C. reinhardtii libres e inmovilizadas en alginato
cdlcico, nos proponemos disefiar estrategias que sostengan dicha
produccién, durante el mayor tiempo posible, en ambos tipos de células.
En un primer estadio hemos determinado cudnto tiempo y en qué cuantia
puede mantenerse la fotoproduccién continua de glicolato. En una segunda
fase y mediante el tratamiento de las células en alto CO, después de cada
periodo de fotoproduccién, conseguimos obtener un sistema de
fotoproduccidn discontinua de glicolato, que puede sostenerse durante varios
dias.

3.1. Produccién continua por células libres

Cuando células de C. reinhardtii se cultivan e incuban para la
produccion de glicolato, segiin las condiciones descritas en Materiales y
M¢étodos, se puede mantener una produccién continua durante 12 h, como
se observa en la Figura 34. La produccidn es lineal en el tiempo y alcanza
un mdximo de 152 umol/mg Chl para una concentracion de clorofila en el
cultivo de 30 ug/ml. Transcurrido dicho periodo el glicolato se consume por
las células hasta que desaparece completamente del medio tras 36 h de
proceso. El consumo de glicolato es igualmente lineal entre las 14 y las 36
h, permaneciendo la clorofila constante a lo largo de dicho proceso. El
control realizado adicionando mds AOA al cultivo demostré que el
fendmeno no es consecuencia de la metabolizacién y desaparicion de este
inhibidor del medio de cultivo (Fig. 35).

El punto de inflexién en la produccién de glicolato debe ser considerado
y es importante determinar qué factores lo controlan y, sobre todo, si la
produccién puede prolongarse en el tiempo. Los datos vistos anteriormente
apuntan a una posible influencia del mecanismo concentrador de CO, que
algas y cianobacterias inducen cuando crecen a bajas concentraciones de
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Fig. 34. Cinética de la produccién de glicolato por cfulas libres de C. reinhardtii. Las
células se incubaron para la produccién de glicolato segin las condiciones descritas en
Materiales y Métodos. A los tiempos indicados se determiné el glicolato producido (O) y
la clorofila del medio (@).

CO, (Badger et al. 1980; Kaplan et al. 1980). La participacion decisiva de
la enzima anhidrasa carbénica en el mecanismo antes mencionado (Shiraiwa
y Miyachi 1985) concentra CO, en el microambiente de la Rubisco,
disminuyendo la relacién O,/CO,, y por tanto la tasa de fotorrespiracion
(biosintesis de glicolato), y activando consecuentemente el ciclo de Calvin
para la fijacién del CO,. La adicién al cultivo de 0,1 mM de acetazolamida,
inhibidor de la actividad anhidrasa carbénica, con el objeto de estudiar la
posible activacién de esta enzima, condujo a los resultados mostrados en la
Figura 35. De los mismos se deduce que en el momento en que la
produccién de glicolato comienza a decaer, la acetazolamida provocé un
incremento de un 25% en dicha produccién durante un periodo adicional de
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Fig. 35. Efecto de aminooxiacetato y acetazolamida sobre el consumo de glicolato por
células libres de C. reinhardtii. Las células se incubaron para la produccién de glicolato
seguin las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Tras 12 h de produccién continua,
el cultivo se dividi6 en cuatro alicuotas iguales, una de las cuales se dej6 como control
(O), y las restantes se sometieron a distintos tratamientos, segun se indica a continuacién:
acetazolamida 0,1 mM (A), acetazolamida 0,1 mM -+ aminooxiacetato 1 mM (A), y
aminooxiacetato 1 mM (@). A los tiempos indicados se determiné en cada caso el glicolato
en el medio de cultivo.

12 h, comenzando a decrecer posteriormente, incluso después de adicionar
nuevamente acetazolamida. No se ha observado efecto sinérgico alguno
sobre la produccién de glicolato al afadir simultineamente AOA vy
acetazolamida al cultivo de C. reinhardtii.
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Fig. 36. Cinética de la produccién de glicolato por células inmovilizadas de C.
reinhardtii. Las células se inmovilizaron en alginato célcico y posteriormente se incubaron
para la produccién de glicolato segtin las condiciones descritas en Materiales y Métodos.
A los tiempos indicados se determiné el glicolato producido (@) y la carga celular
inmovilizada (Q).

3.2. Produccién continua por células inmovilizadas

Cuando utilizamos células inmovilizadas en alginato se excreta glicolato
al medio continuamente durante las primeras 12 h, segiin se observa en la
Figura 36. Esta excrecion se realiza de forma lineal con el tiempo hasta
alcanzar un valor maximo de 270 pmol/mg Chl, para una carga celular de
40 pg/g de soporte. A partir de entonces se aprecia un descenso continuo
del glicolato acumulado en el medio hasta su practica desaparicién 42 h
después de iniciado el proceso. La duracién de la excrecién de glicolato al
medio es andloga a la observada cuando se utilizan células libremente
suspendidas, indicando ésto que la inmovilizacién celular no afecta
significativamente al declive observado. Sin embargo dicho tratamiento es
beneficioso, ya que la velocidad de produccién de glicolato por células
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inmovilizadas resulta ser el doble de la observada para células libremente
suspendidas. La carga celular permanece constante, 40 ug/g de soporte, a
lo largo del experimento.

3.3. Produccién discontinua por células libres o inmovilizadas

Con objeto de prolongar el proceso productivo de glicolato estimamos
que seria interesante recuperar las células resuspendiéndolas en medio
fresco de cultivo con alto CO, y sin inhibidores. La Figura 37 muestra la
produccion de glicolato por células de C. reinhardtii en libre suspension
que han sido previamente sometidas a un periodo de 12 h de produccién y
un tiempo variable de recuperacion en alto CO,. Las células que residieron
2 y 4 h en alto CO, alcanzaron un valor mdximo de produccion en torno
a 20 pmol/mg Chl en 8 h.
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Fig. 37. Recuperacién por CO, de la capacidad de produccién de glicolato por células
libres de C. reinhardsii. Las células se incubaron para la produccién de glicolato segiin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, y después de 12 h de produccién continua,
se repartieron en alicuotas iguales y los correspondientes cultivos se gasearon con aire
enriquecido (5% CO,) durante los siguientes tiempos: control (W), 2h (), 4h (A), 7h
(4), 9h (@ y 12 h (Q). Posteriormente se retornaron a las condiciones de produccién de
glicolato, cuya velocidad se determin6 en cada caso.
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Por su parte cuando el tiempo de residencia de las células en alto CO,
se eleva mds de 9 h se alcanza un mdximo en el segundo periodo de
produccién en torno a 70 umol/mg Chl. E! valor de produccién de glicolato
obtenido en el segundo ciclo es inferior en un 15% al mostrado en el primer
ciclo por las mismas células, descenso que se vuelve a observar en ciclos
posteriores, aplicando tiempos de residencia en alto CO, de 12 h.

A partir de estos datos se disefié un sistema discontinuo de produccion
de glicolato por células de C. reinhardtii, que se recoge en la Figura 38,
y donde se alternan sucesivamente periodos de 12 h de produccién con
otros de recuperacion en alto CO,.
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Fig. 38. Fotoproduccién discontinua de glicolato por células de C. reinhardtii. Sistemas
de células libres (O) o inmovilizadas en alginato célcico (@) se incubaron durante 12 h
para la produccién de glicolato y posteriormente se recogieron, lavaron y resuspendieron
en medio fresco de cultivo sin inhibidor y se gasearon durante otras 12 h con aire
enriquecido con CO, al 5% (platés caracteristicos). Se alternaron sucesivamente dichos
cambios durante las 84 h que dur6 el experimento. La clorofila total utilizada en cada caso
fue de 2.500 y 1100 pg, respectivamente.
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Como se observa en la mencionada figura los valores productivos en €l caso
de células inmovilizadas son aproximadamente el doble que para las células
libres, manteniéndose en cada caso los sistemas produciendo glicolato
durante 84 h de forma discontinua.
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Fig. 39. Evolucién de las velocidades de produccién de glicolato por células de C.
reinhardtii durante los periodos de fotoproduccién discontinua. Las células se incubaron
libres (O) o inmovilizadas en alginato célcico (@) para la produccién de glicolato, segiin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos. A los tiempos indicados se determiné en
cada caso la velocidad de produccién, 100% = 10y 22 pmol/(mg Chl.h), respectivamente.

En la Figura 39 vemos cémo se afectan las velocidades de produccion
de glicolato con los periodos de recuperacidn celular en alto CO,. También
aqui se observa que las velocidades obtenidas para el sistema de células
inmovilizadas se mantienen proporcionalmente mds elevadas que aquellas
obtenidas para el sistema de células libremente suspendidas, en cada
periodo de produccién. Después de 4 periodos de fotoproduccién
discontinua, las células inmovilizadas retienen un 65% de su capacidad
inicial de produccién de glicolato, acumulando en el medio una
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concentracién del mismo (Fig. 41) prdcticamente igual que en el caso de
las células libremente suspendidas (Fig. 40), con la mitad de biomasa que
éstas, lo que supone un rendimiento doble en la fotoproduccién de
glicolato. Por su parte, las células libres s6lo mantienen un 55% de su
capacidad inicial de produccidn de glicolato tras los 4 periodos productivos
desarrollados. En términos de velocidad media, a lo largo de 72 h las

células inmovilizadas producen 14 pmol glicolato/(mg Chl.h) por 5 las
libremente suspendidas.
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Fig. 40. Evolucién de la produccién y acumulacién de glicolato en el medio durante
la fotoproduccidn discontinua por células libres de C. reinhardtii. Se procedié de forma
andloga a la descrita en la Figura 38, utilizando la misma densidad celular, y a los tiempos
indicados se determiné el glicolato producido y acumulado en el medio de cultivo.
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Fig. 41. Evolucién de la produccién y acumulacién de glicolato en el medio durante
la fotoproduccién discontinua por células inmovilizadas de C. reimhardtii. Se procedi6
de forma andloga a la descrita en la Figura 38, utilizando la misma carga celular, y a los
tiempos indicados se determiné el glicolato producido y acumulado en el medio de cultivo.
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Finalmente, en la Tabla 4 se comparan las velocidades obtenidas en la
produccién de glicolato por células libres o inmovilizadas en alginato, asi
como su estabilidad durante el almacenamiento a 4°C. El sistema
inmovilizado fotoproduce glicolato a una velocidad dos veces superior a la
mostrada por las células libremente suspendidas, mostrdndose mds eficaz
el sistema cdlcico que el bdrico, que presenta una velocidad de
fotoproduccién de 17 umol/(mg Chl.h). Como se deduce de los datos
mostrados en dicha Tabla, el sistema de células inmovilizadas en alginato
célcico retuvo précticamente en su totalidad la capacidad de produccion de
glicolato, transcurridos dos meses desde el proceso de inmovilizacion.

Tabla 4. Fotoproduccién de glicolato por células libres e inmovilizadas

de C. reinhardiii
SISTEMA CELULAR GLICOLATO PRODUCIDO
(umol/mg Chl.h)

Libre 12
Inmovilizado

Alginato-Ba 17

Alginato-Ca 23

Alginato-Ca (tras 2 meses) 20

El glicolato se determiné en suspensiones conteniendo células libres (25-30 ug
Chl/ml) o perlas de alginato (40 pg Chl/g soporte)
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4. CARACTERIZACION DEL CONSUMO DE NITRITO POR
CELULAS DE C. reinhardtii

Una parte importante de este trabajo se ha centrado en el estudio del
comportamiento de las células de C. reinhardtii de cara al consumo de
nitrito, cuando se encuentran inmovilizadas por atrapamiento en alginato
cdlcico. Con ello se pretende caracterizar los pardmetros que influyen de
forma mds relevante en dicho consumo, desde los factores
medioambientales hasta los nutricionales, asi como las propias condiciones
de inmovilizacién. De esta forma podremos definir un sistema que nos
permita, con ayuda de biorreactores de lecho fluidizado y como
comentaremos en el apartado 5 de Resultados, sondear las posibles
aplicaciones que esta microalga inmovilizada pueda tener en el campo de la
bioeliminacién de contaminantes quimicos en aguas, y mds concretamente,
N-contaminantes como el nitrito.

4.1. Influencia de las condiciones de inmovilizacién
Efecto de la carga celular

Al igual que se mostré en apartados anteriores para oxigeno y glicolato,
la carga celular resulta determinante en la tasa de consumo de nitrito por
células inmovilizadas en alginato.

En la Figura 42 se muestra la variacion de la velocidad de consumo
observada para distintas cargas celulares inmovilizadas en alginato célcico.
De los resultados obtenidos se deduce que el aumento de la carga celular
inicialmente inmovilizada origina una disminucién en la velocidad de
consumo de nitrito, que se hace mds moderada a partir de 60 ug Chl/g de
soporte y apenas apreciable cuando se superan los 100 pg Chl/g de soporte
en la carga (resultados no mostrados). En general, el descenso de la
velocidad de consumo de nitrito por células inmovilizadas de C. reinhardtii
va acompanado paralelamente de una disminucién en la actividad
fotosintética mostrada por las células en estas condiciones, hecho que se ha
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Fig. 42. Efecto de la carga celular sobre la velocidad de consumo de nitrito por cflulas
inmovilizadas de C. reimhardtii. Sistemas de células inmovilizadas en alginato cdlcico,
conteniendo las cargas indicadas, se utilizaron para el consumo de nitrito, segiin se indica
en Materiales y Métodos, y cuya velocidad se determiné en cada caso.

detallado anteriormente (ver Fig. 12). Nuestros datos indican que una carga
celular inmovilizada equivalente a 15 ug Chl/g de soporte permite una
velocidad de consumo de nitrito en torno a 12 umol/(mg Chl.h), mientras
que, inmovilizando inicialmente una carga de 100 pug Chl/g de soporte,
dicha velocidad puede disminuir hasta 4 umol/(mg Chl.h), lo que supone
un 30 % del valor obtenido para la carga celular mds baja de las estudiadas.
Por otra parte, puede observarse que para una carga celular de 30-40 ug
Chl/g de soporte, adecuada en el estudio de otras actividades bioldgicas, la
velocidad de consumo de nitrito es razonablemente buena y permite
disponer de un sistema con buen rendimiento y rdpido crecimiento celular.
Por ello serfa conveniente no sobrepasar las cargas iniciales mencionadas,
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ya que de lo contrario se presentarian los problemas de:

a) efecto de pantalla, para la luz, de las células mds externas sobre
las mds internas de las perlas de alginato.

b) efecto de pantalla, para la difusién del nitrito, de las células mds
externas sobre las mds internas.

¢) restricciones difusionales del nitrito en el soporte.

Efecto de la concentracion de la suspension de alginato
La difusién del nitrito hasta las células inmovilizadas en los poros de la

matriz empleada estard condicionada por la concentracién que de ésta se
haya empleado en la preparacién de las perlas.
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Fig. 43. Efecto de la concentracién de la disolucién de alginato sobre el consumo de
nitrito por células inmovilizadas de C. reimhardrii. Sistemas de células inmovilizadas con
disoluciones de alginato de las concentraciones indicadas se utilizaron para el consumo de
nitrito, cuya velocidad se determinG en cada caso. Mis detalles se especifican en Materiales
y Métodos.
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La Figura 43 muestra que la velocidad de consumo de nitrito por células
inmovilizadas de C. reinhardtii disminuye significativamente a medida que
se aumenta la concentracién de la disolucién de alginato utilizada en el
proceso de inmovilizacién. Dicha velocidad es de 13 umol/(mg Chl.h) para
una concentracién de alginato del 3 % (p/v), y cae hasta 8 umol/(mg Chl.h)
cuando la concentracién de alginato es de un 6 %. Un comportamiento
semejante mostraron las actividades respiratoria y fotosintéticas cuando se
determinaron en células inmovilizadas de este alga (ver Fig. 13).

4.2, Influencia de las condiciones ambientales y nutricionales en células
libres e inmovilizadas

Efecto de la intensidad luminosa

En la Figura 44 se muestra el efecto de la intensidad de luz con que se
irradian los cultivos de células libremente suspendidas o inmovilizadas
sobre la velocidad de consumo de nitrito por las mismas. Esta aumenta
linealmente con la intensidad de luz, observdndose en el intervalo
estudiado, para las células libremente suspendidas, unos valores extremos
de 9,5 pmol nitrito/(mg Chl.h), irradiando los cultivos con 50 W/m?* de luz
blanca, y de 6,5 pmol/(mg Chl.h) para 15 W/m’. Este descenso en la
velocidad de consumo de nitrito es mds pronunciado para las células
inmovilizadas, que presentan un valor de 14 umol/(mg Chl.h) a 50 W/m’
y de 7,5 pmol/(mg Chl.h) a 15 W/m*, lo que supone un descenso de un
50% respecto a la velocidad mdxima de consumo, frente al 30% mostrado
por el sistema de células libres.
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Fig. 44. Efecto de la intensidad luminosa sobre el consumo de nitrito por células de
C. reinhardtii. Las células se incubaron, libremente suspendidas (O) o inmovilizadas en
alginato céicico (@), para determinar la velocidad de consumo de nitrito, segin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, a los distintos valores de intensidad
luminosa indicados.

-

Efecto de la carencia de CO,

Las células de C. reinhardtii requieren CO, para consumir nitrito, de tal
forma que al cabo de 1,5 h en ausencia de fuente carbonada, pierden la
capacidad de consumirlo. En este contexto hemos estudiado la cinética con
que las células asi tratadas recuperan su capacidad de consumir nitrito en
presencia de CO,. La Figura 45 muestra como, al suministrar nuevamente
carbono a las células (tiempo cero), la velocidad de consumo de nitrito
aumenta progresivamente hasta alcanzar valores mdximos transcurridos
unos 40 min desde la reposicién del CO,. El fendmeno se observa tanto en
células libres como inmovilizadas, sin embargo las formas de las curvas son
diferentes. En el caso de las células libres, se produce, después de un
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Fig. 45. Efecto de la carencia de carbono sobre el consumo de nitrito por células de
C. reinhardtii. Las células se incubaron, libremente suspendidas (O) o inmovilizadas en
alginato céicico (@), durante 1,5 h en ausencia de CO,, que se conseguia burbujedndolas
con aire libre de CO,. Posteriormente (tiempo cero) se repuso el CO, al cultivo y a los
tiempos indicados se determiné la velocidad de consumo de nitrito. Mds detalles en
Materiales y Métodos.

periodo de retardo de unos 10 min, un incremento aproximadamente lineal
en la velocidad de consumo de nitrito, alcanzando a los 40 min un mdximo
de 10 pmol/(mg Chl.h), que se estabiliza para periodos de tiempo mds
prolongados. Por el contrario, en las células inmovilizadas se observa que
no existe consumo de nitrito durante los 10 primeros min que siguen a la
reposicion de la fuente de carbono, incrementindose la velocidad de
consumo desde entonces hasta alcanzar un mdximo en torno a 12 pmol/(mg
Chl.h) a los 40 min, el cudl se mantiene aproximadamente constante
durante periodos de tiempo superiores. Este retardo en la respuesta de las
células inmovilizadas estd intrinsecamente relacionado con el cambio de
situacion fisica que soportan respecto a las células libremente suspendidas,
como consecuencia de su atrapamiento en el soporte.
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Efecto de la temperatura

En la Figura 46 se muestra la variacion de la velocidad de consumo de
nitrito por células libres o inmovilizadas de C. reinhardtii en funcion de la
temperatura a la que se incuban los cultivos. El consumo por células libres
presenta un mdximo de 11,5 umol/(mg Chl.h) a 30°C, descendiendo hasta
3,5 umol/(mg Chl.h) a 45°C y 15°C. Una variacién de 10°C por encima
0 debajo de la temperatura 6ptima provoca un descenso en la velocidad de
consumo de nitrito hasta un 50% de su valor mdximo. El consumo de
nitrito por células inmovilizadas presenta un mdximo de 14 pmol/(mg
Chl.h) a 30°C, descendiendo hasta 7,5 umol/(mg Chl.h) a 45°C y 8,5
pmol/(mg Chl.h) a 15°C. Dicho mdximo desciende hasta un 75% de su
valor al medir el consumo 10°C por encima o por debajo de la temperatura
Optima.
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Fig. 46. Efecto de la temperatura sobre el consumo de nitrito por células de C.
reinhardsii. Las células se incubaron, libremente suspendidas (O) o inmovilizadas en
alginato cdlcico (@), para determinar la velocidad de consumo de nitrito a las distintas
temperaturas indicadas. Més detalles experimentales en Materiales y Métodos.
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Tres hechos pueden deducirse de los datos obtenidos:

a) el mdximo consumo de nitrito por células inmovilizadas se produce
a la misma temperatura que la mostrada por las células libres.

b) el sistema de células inmovilizadas puede operar, en un amplio
intervalo de temperatura (20-40°C), con rendimientos en el consumo de
nitrito superiores al 75% de la velocidad mdxima observada, aprecidndose
para las células libres en dicho intervalo descensos de hasta un 50% en la
velocidad mdxima de consumo.

¢) los valores de velocidad de consumo de nitrito obtenidos con las
células inmovilizadas son superiores a los mostrados por las células libres
en todo el intervalo de temperatura estudiado (15-45°C). La forma de la
curva es mds ancha para las primeras que para las segundas, es decir, las
variaciones del consumo de nitrito son menos bruscas en el sistema de
células inmovilizadas, a medida que nos alejamos del valor éptimo de
temperatura, indicdndonos un sistema con mds posibilidades.

Efecto del pH

En la Figyra 47 se muestra la variacién de la velocidad de consumo de
nitrito por células libres o inmovilizadas de C. reinhardtii a distintos
valores de pH. Para las células libremente suspendidas se observa una
velocidad mdxima a pH 6,0 de 10 umol nitrito/(mg Chl.h), que decrece
significativamente para valores superiores o inferiores de pH, alcanzando
un consumo de 2 umol nitrito/(mg Chl.h) a pH 9,0 y de 6 umol/(mg Chl.h)
a pH 5,0. El descenso en la velocidad de consumo de nitrito producido en
una unidad de pH anterior o posterior al mdximo para las células libres, se
encuentra en torno a un 40% del valor mdximo mostrado por las células a
pH 6,0. El sistema de células inmovilizadas en alginato cdlcico presenta un
mdximo en la velocidad de consumo de nitrito de 12 pmol/(mg Chl.h) a pH
6,5, que disminuye hasta 5 umol/(mg Chl.h) a pH 9,0 y 8,5 umol/(mg
Chl.h) a pH 5,0. Dicha velocidad de consumo no es inferior a un 80% de
la mdxima cuando se observa en una unidad de pH mayor o menor que el
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Fig. 47. Efecto del pH sobre el consumo de nitrito por células de C. reinhardtii. Las
células se incubaron, libremente suspendidas (O) o inmovilizadas en alginato célcico (@),
para determinar la velocidad de consumo de nitrito, segiin las condiciones descritas en
Materiales y Métodos, pero a los distintos valores de pH indicados que se fijaron con los
tampones MES 20 mM, entre pH 6 y 7, y Tricina 20 mM, entre pH 7 y 9.

-

pH 6ptimo (6,5). De los resultados observados en la figura, puede deducirse
que:

a) existe un desplazamiento del mdximo consumo de nitrito por células
inmovilizadas hacia valores de pH mds bdsicos que en el caso de las
libremente suspendidas

b) el sistema de células inmovilizadas puede operar, con rendimientos
en el consumo de nitrito por encima del 80% de la velocidad mdxima
observada, en un amplio intervalo de pH (5,5-7,5), mientras que en €l caso
de las células libres, la velocidad disminuye apreciablemente cuando nos
desviamos del pH 6ptimo.

¢) los valores de velocidad de consumo de nitrito observados a los
distintos pH empleados, son en todos los casos superiores para las células
inmovilizadas respecto a las libremente suspendidas.
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4.3. Estudios cinéticos del consumo de nitrito por células libres e
inmovilizadas

Estimacion de la K, para el nitrito por células inmovilizadas

En la Figura 48 se recogen los resultados obtenidos al determinar el
valor de 1a K, para el nitrito por células inmovilizadas en alginato célcico,
realizando la representacion de dobles inversos de Lineweaver-Burk,
obteniéndose un valor aproximado de la K, en torno a 80 uM, bastante
mayor que 1,5 uM, estimado para células libremente suspendidas (Cérdoba
et al. 1986). Los datos de velocidad se obtuvieron empleando una carga de
células inmovilizadas de 40 pg Chl/g de soporte, preparando una disolucion
de alginato del 3 % para realizar la inmovilizacién celular.
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Fig. 48. Estimacién del valor de K, para el nitrito en células inmovilizadas de C.
reinhardtii. Las células se incubaron inmovilizadas en alginato célcico, para determinar la
velocidad de consumo de nitrito, segiin las condiciones descritas en Materiales y Métodos,
pero utilizando distintas concentraciones de nitrito. Para determinar la K, correspondiente
los datos se procesaron segin el modelo gréfico de Lineweaver-Burk.
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Inhibicion por amonio

La Figura 49 muestra las velocidades de consumo de nitrito en células
de C. reinhardii, libres e inmovilizadas, en presencia de distintas
concentraciones de amonio. El sistema de células libres muestra un
descenso lineal en dicha velocidad ante un aumento de la concentracién de
amonio en el medio de cultivo. Para una densidad celular equivalente a 30
pg Chl/ml en el medio de incubacién, el consumo de nitrito no es
detectable empleando una concentracion de amonio de 200 uM, siendo la
concentracidn inicial de nitrito utilizada de 300 uM.

En el sistema de células inmovilizadas pueden apreciarse dos efectos
significativos:

a) la inhibicién por amonio del consumo de nitrito es siempre mucho
mds baja en el sistema de células inmovilizadas, independientemente de la
carga, que en el de células libres.

b) cuanto mds alta es la carga celular inmovilizada, la inhibicién del
consumo de nitrito por amonio es mds baja.

Efecto del tiempo de almacenamiento de las células

En la Figura 50 se observan los resultados obtenidos al determinar la
velocidad de consumo de nitrito en células de C. reinhardtii, libres o
inmovilizadas en alginato cdlcico, tras someterlas a distintos periodos de
almacenamiento a 4°C. Mientras que las células libres sufren un fuerte
descenso en dicho consumo, haciéndose practicamente nulo al cabo de tres
dias, las células inmovilizadas podian reutilizarse cinco dias después
mostrando una velocidad de consumo de nitrito en torno al 90 % de la
inicialmente observada tras el proceso de inmovilizacion.
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Fig. 49. Efecto de la concentracién de amonio en el medio sobre el consume de nitrito
por células de C. reimhardtii. Las células se incubaron, libremente suspendidas (O) o
inmovilizadas en alginato cdlcico , para determinar la velocidad de consumo de nitrito,
segin las condiciones descritas en Materiales y Métodos, pero en presencia de las distintas
concentraciones de amonio indicadas. En los sitemas inmovilizados, las cargas celulares
fueron: 15 (@), 60 (A), y 100 (M) pg Chl/g de soporte.

100

60

VELOCIDAD CONSUMO NITRITO
pmol/(mg Chl.h)
N
o
T

1 X

1 3 5
TIEMPO (dias)

Fig. 50. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el consumo de nitrito por cflulas
de C. reinhardtii. Las células, libremente suspendidas (O) o inmovilizadas en alginato
cédlcico (@), se almacenaron a 4°C los dias indicados en cada caso, y posteriormente se
utilizaron para determinar la velocidad de consumo de nitrito, segin las condiciones
descritas en Materiales y Métodos.
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5. DESARROLLO DE BIORREACTORES PARA LA ELIMINACION
DE NITRITO EN AGUAS DOMESTICAS MEDIANTE EL USO
DE CELULAS INMOVILIZADAS

Una vez caracterizado el consumo de nitrito por las células
inmovilizadas, se pretende estudiar su comportamiento cuando se utilizan
en diversos tipos de biorreactores, que recogen a escala de laboratorio la
idea de sistemas de potencial aplicacién en la eliminacién de compuestos
nitrogenados en el agua de uso doméstico. Para ello, se han caracterizado
las distintas etapas del crecimiento de las células inmovilizadas en los
distintos sistemas empleados (tipo airlift discontinuo y continuo, y airlift
loop continuo) bajo la alimentacién de un medio no estéril que contenia el
compuesto nitrogenado a eliminar, en nuestro caso -el nitrito. Se han
cuantificado igualmente las distintas tasas de consumo del mismo y los
niveles que para la actividad biolégica correspondiente presentaban las
células empleadas (C. reinhardrii y N. agilis). Estos resultados, en su
conjunto, intentan ademds apoyar la tesis de la ventajas existentes en el
empleo de sistemas combinados de células que demandan oxigeno y
aquellas que lo producen, mediante el andlisis cuantitativo de los resultados
obtenidos.

5.1. Eliminacién de nitrito por células de C. reinhardtii inmovilizadas
en alginato y situadas en un reactor tipo airlift

El primer sistema utilizado fue un biorreactor tipo airlift, disefiado con
las caracteristicas indicadas en la Tabla 5, que trabajaba en modo
discontinuo (RAD). Las células inmovilizadas se utilizaron en dicho reactor
seguin las condiciones que se han descrito en Materiales y Métodos. Los
resultados correspondientes a la caracterizacion del crecimiento celular en
el soporte, en las condiciones empleadas en el reactor, se recogen en la
Figura 51, donde se observa que, partiendo de una concentracién de
clorofila inmovilizada en torno a 20 ug/g de soporte, se puede alcanzar un
mdximo cercano a los 100 ug Chl/g de soporte, valor que permanece



Resultados 98

Tabla 5. Caracteristicas bdsicas del reactor discontinuo tipo airlift

(RAD)

CARACTERISTICAS RAD

Tipo de proceso Discontinuo (lote o carga)

Dimensiones Longitud total: 68,5 cms
Didmetro interno: 6,5 cms

Material Vidrio transparente

Capacidad qtil 1270 ml

Iluminacién Fluorescente y continua, 50 W/m’

. en superficie reactor

Temperatura 25°C

Fluidizacién del lecho Gaseo 5 % CO, en aire, 2 I/min

Control gaseo Flujémetros de precisién

Descripcién del reactor RAD empleado en la eliminacién de nitrito por células
inmovilizadas de C. reinhardtii
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Fig. 51. Crecimiento de células inmovilizadas de C. reinhardtii y consumo de nitrito en
un reactor discontinuo tipo airlift. Las células se inmovilizaron en alginato célcico y se
incubaron para el consumo de nitrito en un RAD, segin las condiciones descritas en
Materiales y Métodos. A los tiempos indicados se determiné el contenido en clorofila de
las perlas (@) y la concentracién de nitrito en el medio de cultivo (A).

constante durante los dias posteriores hasta que se consume todo el nitrito
del medio de cultivo. La curva de crecimiento muestra tres etapas
claramente diferenciadas que vamos a analizar paralelamente al desarrollo
de las colonias en las perlas, observadas al microscopio 6ptico, y mostradas
en la Fig. 52 . Durante las primeras 24 h se presenta una fase de latencia
que se caracteriza por una concentracion de biomasa prdcticamente
constante, aprecidndose un ligero incremento en el contenido de clorofila
de las células inmovilizadas y no detectindose, por el contrario, un
aumento en el numero de las mismas. Entre los dias segundo y sexto, se
produce un aumento en el contenido de clorofila, correspondiente a la fase
exponencial de crecimiento celular, comenzando a observarse la formacién
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de colonias celulares de mayor tamaiio en la periferia de las perlas de gel
que en el interior de las mismas (Fig. 52). La fase estacionaria se
caracteriza porque se detiene el crecimiento celular, estabilizdndose el
contenido de clorofila en el soporte y estableciéndose un equilibrio
dindmico entre las células inmovilizadas y las liberadas al medio externo
como consecuencia del crecimiento de las colonias mds cercanas a la
superficie de las perlas. En esta situacién y como se observa en la Figura
52 (Fotos), la distribucién de colonias en el soporte se caracteriza por la
formacién de una densa capa de las mismas, cercana a la periferia de las
perlas, y una disminucién de aquellas que inicialmente se encontraban
situadas en las zonas mds internas, de dificil acceso para la luz y los
sustratos en las fases terminales del crecimiento celular.

FASE DE LATENCIA FASE EXPONENCIAL FASE ESTACIONARIA

Fig. 52. Distribucién de las colonias de C. reinhardtii en la matriz de inmovilizacién
durante el crecimiento celular en un reactor tipo airlift. En la parte superior se muestra
un esquema de una seccién de perlas de alginato escogidas en distintas fases de crecimiento
y examinadas al microscopio 6ptico (10 aumentos): a) Fase de latencia, sin incremento
significativo en la densidad celular. b) Fase de crecimiento exponencial, con aparicién de
numerosas colonias de células. c) Fase estacionaria, con una distribucién periférica de la
mayor parte de la biomasa inmovilizada. En la siguiente pagina, la parte superior muestra
una fotografia correspondiente al esquema c) (fase estacionaria); y la foto inferior muestra
el detalle de la interfase en la densidad de colonias, correspondiente a la misma perla.
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La Figura 53 muestra c6mo, a medida que se consume el nitrito por las
células inmovilizadas en el reactor, existe una liberacién continua de
células al medio, con mayor énfasis en el estadio final de la fase
exponencial, y que presenta unos valores medios en esta etapa de 2,5x10°
células/dia. Como se deduce de dicha figura, la tasa de consumo de nitrito
se incrementa durante la fase exponencial de crecimiento, hasta alcanzar un
mdximo al final de la misma que, dependiendo de las fluctuaciones de las
condiciones utilizadas en cada experimento, se halla en torno a los 90
pmol/h, y permanece constante durante los dias posteriores.
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Fig. 53. Consumo de nitrito por células inmovilizadas de C. reimhardtii en un reactor
discontinuo tipo airlift. Las células se inmovilizaron en alginato célcico y se incubaron
para el consumo de nitrito en un RAD, segiin las condiciones descritas en Materiales y
Métodos. A los tiempos indicados se determiné el consumo de nitrito (A) y el nimero de
células libres (@) en el medio de cultivo.
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Fig. 54. Evolucién de las actividades fotosintética y respiratoria de células
inmovilizadas de C. reinhardtii durante su crecimiento en un reactor discontinuo tipo
airlift. Células inmovilizadas en alginato célcico se incubaron en el RAD para el consumo
de nitrito, segin las condiciones establecidas en Materiales y Métodos. A los tiempos
indicados se determinaron las actividades fotosintética (@) y respiratoria (Q) de las células.

El perfil de la evolucién de las actividades fotosintética y respiratoria,
asi como los valores de la actividad nitrito reductasa, directamente
implicada en la reduccién del nitrito hasta amonio, hasta alcanzar la fase
estacionaria en el crecimiento celular, son criticos a la hora de evaluar la
viabilidad de un proceso en un sistema de estas caracteristicas. En la
Figura 54 se observa como la actividad fotosintética desciende desde 135
hasta 100 umol O,/(mg Chl.h) en el transcurso de los cuatro primeros dias
de crecimiento celular, indicando una posible y directa influencia del
incremento celular en la difusién del oxigeno, como ya se comentd
anteriormente, y en la consecucién del efecto pantalla para la luz, como
consecuencia de la distribucidn de colonias en las perlas del soporte, de las



Resultados 104

células mds externas sobre las situadas en el seno del mismo. La actividad
respiratoria permanece practicamente constante, entre otros factores como
consecuencia de que los valores que presenta son bastante inferiores a los
mostrados por la actividad fotosintética.

Considerando que el sistema utilizado trabaja de forma discontinua, por
lo que debe alimentarse con nueva carga cuando el nitrito de la primera es
consumido, es esencial estudiar como varia la tasa de consumo de nitrito
en funcién de su concentracién en el medio presente en el reactor. En la
Figura 55 se muestran los resultados obtenidos en dicho estudio, donde es
interesante observar cémo la velocidad de consumo es mdxima cuando la
concentracién de nitrito en el cultivo de entrada es superior a 600 uM, y
desciende desde 8 hasta 5 pmol/(mg Chl.h) para concentraciones igualmente
decrecientes entre 600 y 200 uM.

VELOCIDAD CONSUMO NITRITO
pgmol/(mg ChlLh)
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Fig. 55. Efecto de la concentracién de nitrito en el medio de cultivo sobre la velocidad
de consumo por células inmovilizadas de C. reimhardrii en un reactor discontinuo tipo
airlift. Células inmovilizadas en alginato célcico se incubaron en un RAD para el consumo
de nitrito, segin las condiciones descritas en Materiales y Métodos, excepto que se
utilizaron en cada caso las concentraciones de nitrito indicadas.
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También se ha estudiado el consumo de nitrito cuando el reactor tipo
airlift, que operaba en modo discontinuo, se modificé para mantener un
flujo continuo de medio en el sistema (RAC). Dicho reactor forma parte de
un sistema disefiado con las caracteristicas que se indican en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas bésicas del reactor de flujo continuo tipo airlift

(RAC)

CARACTERISTICAS RAC

Tipo de proceso Flujo continuo

Dimensiones Longitud total: 68,5 cms
Didmetro interno: 6,5 cms

Material Vidrio transparente

Capacidad util 1270 mi

Iuminaciép Fluorescente y continua, 50 W/m?
en superficie reactor

Temperatura 25°C

Tipo de flujo Continuo, 90 ml/h

Tasa de dilucién D=u

Alimentacién medio Continua, bomba peristdltica

Tiempo de residencia 14,1 h

Fluidizacién del lecho Gaseo 5 % CO, en aire, 2 I/min

Control gaseo Flujémetros de precision

Descripcién del reactor RAC empleado para la eliminacion de nitrito por células
inmovilizadas de C. reinhardtii
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Fig. 56. Crecimiento de células inmovilizadas de C. reinhardsii consumiendo nitrito en
un reactor continuo tipo airlift. Células inmovilizadas en alginato cdlcico se incubaron
en un RAC para el consumo de nitrito, segiin las condiciones descritas en Materiales y
Métodos. A los tiempos indicados se determiné la clorofila de las perlas (@) y el consumo
de nitrito por la§ células (A).

Las células inmovilizadas se emplearon en el biorreactor segun las
condiciones descritas en Materiales y Métodos. La alimentacién de medio
al biorreactor se realizé mediante una bomba peristdltica a un flujo de 90
ml/h, y la colonizacién del soporte tuvo lugar en idéntica forma a la
descrita anteriormente, aunque la fase exponencial se desarrollé en 24 h
menos que en el RAD. La Figura 56 recoge los datos correspondientes a la
variacién de clorofila inmovilizada durante el crecimiento celular y la tasa
de consumo de nitrito hasta la fase estacionaria. Puede observarse que,
partiendo de una carga celular equivalente a unos 40 ug Chl/g de soporte,
se alcanza un mdximo en torno a 110 ug Chl/g de soporte, aunque
dependiendo de la carga celular inicialmente inmovilizada, este valor podria
incrementarse hasta unos 200 ug Chl/g de soporte. Dicho mdximo
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permanece constante durante unos dias, pudiendo prolongarse hasta incluso
tres semanas (datos no mostrados). La tasa de consumo de nitrito, por su
parte, alcanza un mdximo valor de 120 pumol/h al final de la fase de
crecimiento celular, que permanece igualmente estable durante el periodo
de tiempo controlado.

Los estudios realizados encaminados a definir la estabilidad y viabilidad
del sistema comienzan con la obtencién del perfil de la evolucién de las
actividades fotosintética y respiratoria a lo largo del periodo de crecimiento.
En la Figura 57 se observa un descenso de la actividad fotosintética desde
150 hasta 90 pmol O,/(mg Chl.h) durante los tres primeros dias del
proceso, para estabilizarse posteriormente. La actividad respiratoria, como
puede comprobarse en la mencionada figura, permanece practicamente
constante y en el orden de magnitud observada en el RAD.
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Fig. 57. Evolucién de las actividades fotosintética y respiratoria de células
inmovilizadas de C. reimhardtii durante su crecimiento en un reactor continuo tipo
airlift. Células inmovilizadas en alginato cdlcico se incubaron para el consumo de nitrito
en un RAC, segin las condiciones descritas en Materiales y Métodos. A los tiempos
indicados se determinaron las actividades fotosintética (@) y respiratoria (O) de las células.
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Fig. 58. Efecto de la concentracién de nitrito en el cultivo de alimentacién del reactor
sobre su eliminacién por células inmovilizadas de C. reinhardtii. Células inmovilizadas
en alginato cdlcico se incubaron para el consumo de nitrito en un RAC, segiin las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, pero utilizando distintas concentraciones de
nitrito en el influente (@). A los tiempos sefialados se determiné la concentracién de nitrito
en el efluente (Q) del reactor.

En los sistemas continuos es interesante determinar la estabilidad
operativa, en las condiciones definidas para obtener su mdximo
rendimiento. En la Figura 58 se recoge la evolucién de la concentracion de
nitrito en el medio que sale del reactor en funcién de la concentracién de
nitrito del medio que entra. Inicialmente se alimenté al reactor con nitrito,
1 mM, en el medio tamponado con Tricina 10 mM (pH 7,5) utilizado como
influente. Al cabo de dos dfas de residencia de las células inmovilizadas
en el biorreactor, la concentracién de nitrito determinada en el efluente
descendié hasta 400 uM, indicio evidente del incremento de biomasa en el
biorreactor. Posteriormente, se incrementd la concentracion de nitrito en el
influente hasta 1,9 mM, lo que produjo un aumento del nitrito en el
efluente, que se estabilizé al final de la fase exponencial de crecimiento
celular en torno a 0,7 mM.
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Fig. 59. Estabilidad operativa del sistema de eliminacién de nitrito por células
inmovilizadas de C. reinhardtii en un reactor continuo tipo airlift. Células inmovilizadas
en alginato cdlcico se crecieron hasta alcanzar la fase estacionaria en un RAC y se
mantuvieron en las condiciones éptimas de consumo de nitrito, descritas en Resultados con
una concentracién en el influente de 1,9 mM @. A los tiempos indicados se determind la
concentracién de nitrito en el efluente € del reactor, asf como el consumo @) del mismo
por las células.

En la Figura 59 se muestra la evolucién del consumo de nitrito en la
fase estacionaria por las células inmovilizadas, en el RAC y durante un
periodo de 8 dias. Dicho consumo resulta constante y en torno a 110
umol/h durante todo el periodo de tiempo estudiado. La alimentacion al
biorreactor mantenia una concentracién de nitrito constante e igual a 1,9
mM, midiendo en el efluente una concentracion residual igualmente
constante de 0,6 mM, que garantiza el mantenimiento de la velocidad
mdxima de consumo de nitrito en el biorreactor.
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En la Tabla 7 se recogen los datos mds relevantes obtenidos en el
estudio del consumo de nitrito por C. reinhardtii en ambos tipos de
reactores, RAD y RAC.

Tabla 7. Comparacién de los principales pardmetros obtenidos en el
consumo de nitrito por células inmovilizadas de C. reinhardtii
en los reactores RAD y RAC

PARAMETRO RAD RAC
Volumen reactor (ml) 1400 1400
Peso soporte (g) 130 130
Biomasa mdxima (ug Chl/g gel) 90 110
Actividad reactor (umol NO,/ml.h) 0,07 0,08
Consumo especifico (umol NO,/mgChl.h) 7,5 8,0
Rendimiento inmovilizacién (%) 71 76
Estabilidad operacional (h) 504 504
Rendimiento fotosintético (%) 70 60
Periodo operacion continua (h) 192 504

De los pardmetros presentados, se han definido los siguientes:

. Actividad reactor: concentracién de nitrito consumido por unidad de tiempo

. Consumo especifico: cantidad de nitrito consumido por unidad de biomasa y tiempo

3. Rendimiento inmovilizacién: consumo especifico en reactor (fase estacionaria) respecto
al consumo especifico antes de la inmovilizacién

4. Estabilidad operacional: tiempo que el sistema oper6 en condiciones estacionarias y sin
alteracién en los pardmetros estudiados

5. Rendimiento fotosintético: actividad fotosintética fase estacionaria respecto a la
actividad fotosintética en el arranque del sistema

DN =
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5.2. Eliminacién de nitrito por células de N. agilis inmovilizadas en
carragenato y situadas en un reactor tipo airlift loop

El dltimo sistema utilizado ha sido un biorreactor de flujo continuo tipo
airlift loop, cuyas principales caracteristicas estdn indicadas en la Tabla 8,
para estudiar la oxidacién de nitrito a nitrato mediante células inmovilizadas
de N. agilis.

Tabla 8. Caracterifsticas bdsicas del reactor de flujo continuo tipo airlift

loop (RAL)
CARACTERISTICAS RAL
Tipo de proceso Flujo continuo
Disefio Dos brazos, con loop interno
Material Vidrio transparente
Capacidad util 2700 ml
Temperatura 25°C
Tipo de flujo Continuo, 215 ml/h
Tasa de dilucién D =2u
Alimentzicién medio Continua, bomba peristdltica
Tiempo de residencia 12,5h
Fluidizacién del lecho Gaseo oxigeno, en ascension
Control gaseo Sonda O,, PLC

Descripcion del reactor RAL empleado para la eliminacién de nitrito por células
inmovilizadas de N. agilis
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Los resultados obtenidos de la caracterizacién del crecimiento celular en
el soporte, segin las condiciones empleadas en el biorreactor se muestran
en la Figura 60. Inicialmente se suministré al sistema, mediante la
alimentacién continua a un flujo de 200 mi/h, medio tamponado que
contenia una concentracion de nitrito de 10 mM, la misma que se midié
en el efluente durante los diez primeros dfas de proceso continuo.
Transcurrido este tiempo, comenzé a producirse un descenso en la
concentracién de nitrito medida en el efluente del biorreactor. De forma
paralela a dicho descenso, se aprecia también la formacidn significativa de
nitrato, como consecuencia de la actividad nitrificante de las células
inmovilizadas.
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Fig. 60. Efecto de la concentracién de nitrito del influente sobre la actividad
nitrificante de células inmovilizadas de N. agilis en un reactor continuo tipo airlift
loop. Células inmovilizadas en carragenato se incubaron para el consumo de nitrito en un
RAL, segiin las condiciones descritas en Materiales y Métodos, excepto que las
concentraciones iniciales de nitrito son las indicadas (@ ). Cuando se especifica se
determinaron las concentraciones de nitrito (O) y nitrato (T)) en el efluente.
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Sin embargo, una disminucién de la concentracién de nitrito en el
biorreactor puede limitar la capacidad nitrificante del sistema, por lo que se
ha procurado, aumentando la concentracién de nitrito en el influente,
asegurar la presencia de este compuesto a la salida, siempre en torno a 10
mM, lo que proporciona el mdximo rendimiento de la actividad nitrificante.
Paralelamente, la concentracién de nitrato en el efluente aument6 hasta
hacerse prdcticamente constante a los 30 dias desde el inicio del proceso.

En la Figura 61 se muestran los datos correspondientes al crecimiento
celular referidos a proteina en las perlas de carragenato, asi como la
actividad nitrificante del sistema, resultante de la conversién de nitrito a
nitrato y evaluada mediante el consumo de oxigeno realizado por las
células inmovilizadas. Se observa como al cabo de 30 dias se inicia la fase
estacionaria, a la que se llega con una actividad médxima observada en el
sistema en torno a 0,006 pmol/(ml gel.s).
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Fig. 61. Crecimiento y actividad nitrificante de células de N. agilis en un reactor
continuo tipo airlift loop. Células inmovilizadas en carragenato potdsico se incubaron para
el consumo de nitrito en un RAL, segun las condiciones descritas en Materiales y Métodos.
A los tiempos indicados se determiné la concentracién de proteina (A ) y actividad
nitrificante (@) de las perlas de carragenato.
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La estabilidad operativa del sistema se muestra en la Figura 62,
observdndose que durante, al menos, un mes, se mantienen los niveles
mdximos de actividad, no detectdndose incremento alguno en la
concentracion de nitrito medida en el efluente del biorreactor, lo que seria
una sefial evidente de una disminucién en la eficiencia del mismo.
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Fig. 62. Estabilidad operativa del sistema de eliminacién nitrito por células
inmovilizadas de N. agilis en un reactor continuo tipo airlift loop. Células inmovilizadas
en carragenato se crecieron en un RAL hasta alcanzar la fase estacionaria y se mantuvieron
en las condiciones Optimas de consumo de nitrito, descritas en Resuitados, con una
concentracién en el influente de 60 mM (@). A los tiempos indicados se determiné la

concentracién de nitrito en el efluente (©), y la actividad nitrificante de las perlas de
carragenato (A).
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La Tabla 9 recoge actividades bioldgicas de C. reinhardtii y de N. agilis
durante la fase estacionaria. Particularmente interesantes son los valores de
nitrito reductasa obtenidos con C. reinhardtii inmovilizadas (RAD y RAC),
en torno a 2,5 mU/ug Chl, lo que supone duplicar el valor de esta actividad
mostrado por las células libremente suspendidas en las mismas condiciones.
Ello no implica que se duplique la velocidad de consumo de nitrito.

Tabla 9. Niveles de las distintas actividades biolégicas de las células
inmovilizadas determinadas en la fase estacionaria de
crecimiento en los reactores RAD, RAC y RAL

ACTIVIDADES BIOLOGICAS RAD RAC RAL
Nitrito reductasa (mU/ug Chl) 2,6 2,3 -
Nitrificante (umol O,/ml gel.s) - - 0,006
Fotosintética (umol O,/mg Chl.h) 100 90 -

Para la determinacidn de la actividad nitrito reductasa en las perlas de alginato,
0,2 g de las mismas conteniendo unos 20 pg de clorofila se disgregaron en fosfato potdsico
50 mM. Las células se centrifugaron y resuspendieron en tampén Tris-HCI 0,5 M (pH
8,0), realizando el ensayo de actividad segiin se indicé en Materiales y Métodos.
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IV Discusion

Cada vez son mds numerosas las publicaciones sobre el uso de células
de microorganismos inmovilizados, ya sea en sistemas en crecimiento, como
son las fermentaciones, o bien en sistemas en reposo, cuando se usan como
biocatalizadores (Chibata y Tosa 1981). Mds concretamente, se ha
extendido de forma amplia el uso de microalgas en la industria
biotecnoldgica, ya sean libremente suspendidas o inmovilizadas en un
soporte sdlido, debido a la facilidad que ofrecen para su manejo, al
abaratamiento de costes que proporcionan y, sobre todo, a las enormes
posibilidades que presentan para la obtencién de ciertos productos de
interés comercial, asf como su empleo directo en procesos de
descontaminacion de aguas o produccion de biomasa. Los compuestos
quimicos obtenidos de las microalgas van desde simples metabolitos hasta
complejos antibidticos, toxinas, y una amplia variedad de inhibidores
enzimdticos, de mucha utilidad para la investigacién bdsica o aplicada
(Trevan y Mak 1988). La utilizacién de microalgas inmovilizadas para la
produccién de biomoléculas iitiles estd progresando de forma creciente, y
su uso en la produccién de compuestos quimicos, como hidrocarburos
(Bailliez et al. 1985) o amonio e hidrégeno (Brouers y Hall 1986; Santos-
Rosa et al. 1989) estd bien documentado.

Ballesteros et al. (1983) determinaron los criterios bdsicos para realizar
caracterizaciones de biocatalizadores inmovilizados, definiendo una serie de
parametros que, con cardcter general, deberian tomarse en consideracion
para ofrecer una descripcidn correcta y con vistas a una potencial aplicacién
del biocatalizador en cuestién. En esta gufa se sugiere como modelo a
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seguir el trabajo realizado por van Ginkel et al. (1983), que caracteriza el
consumo de amonio por células de Nitrosomonas europea inmovilizadas en
alginato cdicico. En dicho trabajo se estudia el efecto de pardmetros tales
como el pH, la temperatura, la carga celular inmovilizada, el didmetro de
las perlas de polimero formadas, asi como la posible inhibicién del
consumo de amonio por el producto de la oxidacién (nitrito), la estabilidad
durante el almacenamiento en frio y la estabilidad operativa, que determina
la eficacia del sistema de células tras un prolongado periodo de tiempo bajo
las condiciones empleadas.

Nuestros objetivos en el presente trabajo se han centrado en determinar
el comportamiento de células inmovilizadas de C. reinhardtii cuando se
utilizan en dos procesos claramente diferenciados: la produccién de un
metabolito (glicolato) procedente de la microalga y, por otra parte, la
aplicacion de ésta al tratamiento bioldgico de aguas contaminadas con
nitrégeno inorgdnico.

1. ACTIVIDADES FOTOSINTETICA Y RESPIRATORIA DE
CELULAS INMOVILIZADAS DE C. reinhardtii

Para ello y en una primera aproximacion, determinamos la influencia
que la inmovilizacién ejerce sobre las actividades bioldgicas primordiales
en células de microalgas: la produccién fotosintética de oxigeno y su
consumo como consecuencia de la respiracion enddgena, las cuales nos
proporcionan una idea vdlida sobre la viabilidad celular. En este sentido,
observamos la evolucién de dichas actividades al variar los principales
pardmetros directamente implicados en la inmovilizacién, como nutricién
y medioambiente celular, anteriormente indicados.

En general, las condiciones de inmovilizacién (carga celular en el
soporte, concentracién de la disolucién de alginato) pueden ejercer una
influencia importante sobre la actividad bioldgica de las células, por lo que
hay que estudiarlas detalladamente a la hora de definir un sistema eficaz.

El empleo de CaCl, o BaCl, 100 mM en el proceso de gelificacion
ionotrépica suministra perlas igualmente estables, independientemente del
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i6n utilizado, como ya se ha demostrado (Dainty et al. 1986). Por su parte,
la determinacién de las actividades fotosintética y respiratoria, que van a
afectar significativamente la relacién O,/CO, del microambiente celular,
puede darnos una informacién determinante del tipo de i6n a utilizar
durante el proceso de inmovilizacion de células de C. reinhartii. La
similitud de los resultados obtenidos (Fig. 10 y 11) evidencia la escasa
influencia del i6n empleado en la gelificacién sobre la difusién de oxigeno
dentro de las perlas que contienen las células inmovilizadas, por lo que
hemos utilizado Ca’* como contraién, con la légica limitacién de no usar
simultaneamente tampén fosfato.

La carga celular es un pardmetro critico para el rendimiento del
proceso, pues debe tenerse en cuenta que, al superar un determinado valor
de carga considerado como 6ptimo, se acentian dos tipos de efectos
distintos que disminuyen la eficacia del sistema:

a) Efecto de pantalla para la luz. Cuando se inmovilizan elevadas cargas
celulares en el soporte, se produce un efecto de pantallamiento de las
células de las capas mds externas del soporte sobre las que ocupan las
zonas mds internas del mismo, impidiendo el paso de la mdxima intensidad
de luz empleada. En organismos fotosintéticos este fenémeno conduce a un
descenso de la actividad fotosintética especialmente (Fig. 12) y de la
actividad metabdlica en general, lo que provoca rendimientos mds bajos de
los procesos productivos.

b) Efecto de barrera para la difusiéon de sustratos en el soporte,
provocado por la ocupacién celular. Inmediatamente después de su

inmovilizacién, las células se encuentran homogéneamente distribuidas a
lo largo de la seccién de las perlas de soporte, y las primeras capas de
c€lulas absorberdn mayoritariamente las moléculas de sustrato que acceden
a aquel, impidiendo de esta forma su difusion al seno de la perla. A este
hecho puede unirse la excrecién de polisacdridos por parte de las células,
los cuales pueden conformar una pelicula sobre la superficie de éstas
gracias a la proteccién del soporte, impidiendo asi el acceso de sustratos
(Garbisu et al. 1991). Cuantas mds células se encuentren inmovilizadas,
menor serd la proporcién de poros libres en el soporte para la difusion de
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moléculas, disminuyendo la tasa de consumo de sustrato.

Como consecuencia y de los resultados mostrados en la Figura 12, se
deduce 1a necesidad de trabajar con cargas celulares no demasiado altas, lo
que permitird obtener el mdximo provecho de toda la biomasa
inmovilizada.

Por su parte el aumento en la concentracion de alginato puede
suministrar una barrera fisica a la difusién de cualquier molécula y
disminuir considerablemente el rendimiento del sistema. En este sentido,
hemos observado que la actividad fotosintética disminuye al incrementarse
la concentracién de alginato en la suspensién utilizada para la
inmovilizacién celular (Fig. 13) lo que, a igualdad de los demds
pardmetros, indica claramente la limitacién que el soporte crea a la difusion
del oxigeno al medio exterior. Nuestros datos son consistentes con los
diversos modelos estudiados sobre la difusién en geles conteniendo células
inmovilizadas (Westrin 1990; Westrin y Axelsson 1991; Wijffels et al.
1991), que han mostrado que el coeficiente efectivo de difusién de una
molécula en un gel es mds bajo que el correspondiente en agua, existiendo
principalmente dos razones para ello:

a) por una parte, el polimero reduce su volumen iitil a una fraccién del
* volumen total. Esto se denomina efecto de exclusion

b) las partes impermeables del polimero incrementan el recorrido para
la difusién de las moléculas. Esto se denomina efecto de obstruccion.

En este contexto, el oxigeno es un elemento clave, ya que las células
lo requieren para realizar las actividades respiratoria y oxigenasas, y en el
caso de organismos fotosintéticos, el oxigeno se produce ademds como
consecuencia de esta actividad. Hay estudios detallados acerca de los
problemas difusionales del oxigeno cuando se tiene una alta densidad
celular dentro del gel empleado como matriz de inmovilizacién (Nguyen y
Luong 1986; Venkatasubramanian et al. 1983).

La naturaleza del soporte puede ser considerada como un factor de
influencia importante, aunque en nuestros estudios realizados con c€lulas
inmovilizadas en gel de agar (atrapamiento) la evolucién de las actividades
fotosintética y respiratoria tras someter a las células inmovilizadas a
distintos periodos de almacenamiento a 4°C, es similar a la observada en
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las células en alginato (Fig. 14 y 15). Este control nos permite observar que
el comportamiento y los valores de ambas actividades son andlogos en dos
soportes que se basan en idéntico principio para la inmovilizacién celular,
el atrapamiento. Por otra parte y como principal resultado, es evidente la
estabilidad que la inmovilizacién proporciona en el tiempo a las células
fotosintéticas.

Factores ambientales como la temperatura o el pH, entre otros,
condicionardn igualmente la transferencia de oxigeno al medio o la entrada
de éste en las células inmovilizadas, aunque los valores mostrados en
nuestro caso por las actividades fotosintética y respiratoria en funcién de
ambos pardmetros no indican variaciones significativas en la respuesta
generada por las células ante el cambio que la inmovilizacién supone
respecto a su relacién de intercambio con el medio externo (Fig. 16, 17, 18
y 19). Aunque el comportamiento de la actividad fotosintética en funcion
de la temperatura y el pH es andlogo en células libres e inmovilizadas, se
deduce de las Figuras 16 y 18 que la inmovilizacién celular permite trabajar
en un margen de temperatura y pH mds amplio que el mostrado por las
células libremente suspendidas. Esta es una importante ventaja operativa de
cara a procesos de larga duracién y sometidos a condiciones ambientales
cambiantes. Por otra parte, los valores de actividad respiratoria mostrados
por células de C. reinhardtii inmovilizadas en alginato cdlcico son
ligeramente inferiores respecto a los mostrados por células libremente
suspendidas (Fig. 17 y 19). Ello puede deberse a que la tasa de difusién
externa de oxigeno desde el medio hacia las perlas, junto con la tasa de
difusién en el interior de las mismas, no son lo bastante altas como para
proporcionar la concentracién de oxigeno que permita obtener los madximos
valores de actividad respiratoria mostrados por las células libres (Scott et
al. 1988). Por otro lado, parte del oxigeno generado en la actividad
fotosintética de las células mds internas del soporte, seria empleado en la
respiracion enddgena por las mds periféricas, debido a las consideraciones
difusionales antes discutidas. Este hecho se traduciria, por tanto, en un
descenso en el consumo de oxigeno del medio externo.

Estas consideraciones, apuntadas por Westrin y Axelsson (1991),
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justifican también los resultados obtenidos al incrementar la concentracion
de alginato en la suspensién celular preparada previamente al proceso de
inmovilizacién, observdndose en las perlas una disminucién de la actividad
respiratoria (Fig. 13) debido a los efectos combinados de exclusion y
obstruccion, los cuales aumentan con la concentracién de soporte,
incrementando las zonas impermeables y haciendo mds complejo el camino
para la difusi6n de sustratos y moleculas disueltas, en general. Los trabajos
de Kuo-Cheng y Chang-Tze (1988) con Trichosporon cutaneum ponen de
manifiesto las limitaciones al consumo de oxigeno por c€lulas
inmovilizadas cuando se aumenta la concentracién de alginato o la carga
celular, la cual actda de barrera para la difusién de aquel. Los resultados
obtenidos al aumentar dicha carga celular son similares a los reportados por
Tramper y de Man (1986) para el consumo de oxigeno por Nitrobacter
agilis en funcién de la carga celular inmovilizada, y por Scott et al. (1988)
para Streptomyces clavuligerus. Dichos datos responden al andlisis de
Westrin (1990) y De Gooijer et al. (1991) que demostraron, mediante el
desarrollo de un modelo que, en un gel que contiene células inmovilizadas,
disminuye el coeficiente de difusién de cualquier sustrato puesto que las
células ocupan una fraccién de volumen del gel, y actian de barrera para
la difusién de solutos al interior del mismo.

Es importante establecer las diferencias entre la difusién de oxigeno
desde el medio externo hacia las células inmovilizadas, y desde éstas al
exterior de las perlas de gel. El acceso del oxigeno disuelto hasta las
células inmovilizadas conllevaria varias etapas, descritas por De Gooijer
et al. (1991), que serian: a) difusién desde el medio hasta la superficie del
soporte; b) difusién, a través del soporte, desde dicha superficie hasta la
membrana celular; y c¢) difusién al interior de la célula.

Segin estas etapas, estudiadas experimentalmente, el acceso de una
molécula desde el medio liquido a la posicién de una célula inmovilizada
en un gel poroso es mds dificil que su acceso a una célula libremente
suspendida. Por su parte, la difusién del oxigeno desde la célula
inmovilizada hacia el medio externo comprenderia las mismas fases en
sentido inverso: a) difusién desde el interior de la células al seno del
soporte; b) difusién desde el seno del soporte a la superficie de la perla; y
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c) difusién desde dicha la superficie al medio exterior. Segin esta
secuencia, aumenta el tiempo de residencia de la molécula de oxigeno en
el interior de la perla de gel, debido a la obstruccién que supone la barrera
de células y la propia red del polimero que dicha molécula encuentra en
su camino de salida al medio externo. Esto afecta en gran medida al
comportamiento celular en determinados procesos, en los que la relacién
0,/CO, influye de forma directa, como es el caso de la Fotorrespiracion,
proceso en el que tiene lugar una activa sintesis de glicolato. De este
andlisis se deducen dos consecuencias de indudable interés:

a) las células fotosintéticas inmovilizadas estarian sometidas a una
presién parcial de oxigeno mayor que la soportada por las células libres,
al aumentar el tiempo de residencia del oxigeno en la perla.

b) la actividad fotosintética mostrada por dichas células estaria, salvo
la influencia de otros factores, en los mismos valores que los obtenidos en
células libremente suspendidas, pues la mayor parte del oxigeno producido
serfa al final evacuado al medio externo. Esto coincide con los datos de
dicha actividad obtenidos para las células inmovilizadas (Fig. 16 y 18).

La conclusién mds interesante que se deduciria de esta discusion
radicaria en la existencia de un incremento de la relacién de presiones
parciales de O,/CO, en el microambiente que rodea a las células
inmovilizadas en alginato, lo que conllevaria un aumento de la actividad
oxigenasa de la ribulosa bifosfato y, como consecuencia, un notable
incremento en la formacién de glicolato.

Para finalizar con este apartado y a modo de comentario general, es
conveniente resaltar varios hechos de los aqui discutidos. Las células
inmovilizadas presentan, en general, actividades fotosintética y respiratoria
del orden de las observadas para las células libres. Su estabilidad en el
tiempo es un factor determinante para la aplicacién de sistemas
inmovilizados en procesos de larga duracién. En general, se ha observado
1gualmente que el soporte puede ejercer un efecto de proteccién celular
frente a cambios en las condiciones del medio, manteniéndose valores
elevados de dichas actividades bioldgicas en amplios mdrgenes de ciertos
pardmetros, como temperatura o pH, lo que resultaria de evidente interés
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para el rendimiento del sistema. Finalmente, las peculiares caracteristicas
que la inmovilizacién confiere a la difusién de moléculas a través del gel
poroso, nos ha permitido matizar en la discusion las limitaciones existentes
en la difusiéon del oxigeno al exterior de las perlas, lo que podria
justificar, por todo lo anteriormente comentado, un importante incremento
en la relacién O,/CO, en el microambiente celular. Esto influirfa de manera
trascendental en procesos dependientes de la misma.

2. FOTOPRODUCCION DE GLICOLATO POR CELULAS DE C.
reinhardtii

Hess y Tolbert (1967), Bruin et al. (1970) y Codd y Stewart (1973)
documentaron la existencia del metabolismo del glicolato en C. reinhardtii
y otras algas verdes al demostrar en células crecidas en aire la existencia
de las enzimas participantes en esta ruta. Dicho metabolismo estd regulado
en C. reinhardtii por la relaciéon O,/CO, del medio circundante del
microalga y también por el nivel intracelular de la actividad anhidrasa
carbonica, que disminuye la mencionada relacién y consecuentemente
ralentiza la biosintesis de glicolato (Tolbert et al. 1983), la cudl depende
inicialmente de la actividad oxigenasa de la Rubisco, que actia
preferentemente cuando las microalgas estdn en condiciones de bajo CO,
(Lorimer et al. 1973; Kaplan y Berry 1981). Posteriormente, la excrecion
de glicolato por las células también requiere la inhibicion continua del
proceso fotorrespiratorio, pero en un punto posterior a la biosintesis de
glicolato. Entre los inhibidores utilizados el que resulta mds eficaz desde un
punto de visto productivo es el aminooxiacetato (AOA), que inhibe
especificamente las transaminasas, habiendo en la fotorrespiraciéon dos
actividades de este tipo que utilizan glutamato como donador de grupos
amino, una es la glioxilato-glicina aminotransferasa, y otra la serina-
hidroxipiruvato aminotransferasa. La excrecién de glicolato, por tanto, se
inicia al provocar una transicién de alto CO, (5% en aire) a bajo CO, (0,4%
6 menos en aire), empleando AOA 1 mM como inhibidor de transaminasas
(Fig. 20 y 21). El empleo de concentraciones mds elevadas de AOA
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incrementa la excrecion de glicolato (Fig. 22), pero provoca la
degeneracién del cultivo. Otros inhibidores de la Fotorrespiracion se han
utilizado (Kumar et al. 1984), aunque con menos eficacia que el AOA (Fig.
23). Sélo en presencia de MSX, inhibidor de la glutamina sintetasa, las
células muestran una importante tasa de excrecién, muy inferior a la
obtenida con AOA. El INH estimula la excrecién de glicolato en Chlorella
(Findenegg 1977) inhibiendo la glicina descarboxilasa, y el HPMS,
inhibidor de la glicolato deshidrogenasa, provoca dicha excrecién en otras
algas verdes (Jahnke 1981) y cianobacterias (Ingle y Colman 1976). El
incremento de la actividad fosfoglicolato fosfatasa (Tabla 3), en presencia
de AOA, estarfa de acuerdo con el efecto estimulador de éste en la
biosintesis de glicolato (Tolbert et al. 1983).

Tanto en algas eucaridticas como cianobacterias, la supresion del sistema
concentrador de carbono inorgdnico por crecimiento de las células en alto
CO, o por adicién al medio de cultivo de acetazolamida, inhibidor de la
anhidrasa carbdnica, a células crecidas en aire, provoca un incremento de
la excrecion de glicolato a dicho medio (Ingle y Colman 1976; Tolbert et
al. 1983; Moroney et al. 1985; Vilchez et al. 1991). Desde un punto de
vista metabélico, por tanto, el esquema bioquimico de la fotoproduccion
de glicolato por microalgas en las condiciones indicadas se recoge en la
siguiente pdgina.

Tolbert et al. (1983) observaron la excrecién de glicolato al medio por
cultivos de C. reinhardrii en condiciones de bajo CO,, durante 1 h, lo que
se tradujo en una acumulacién de 1 mM. Posteriormente, Moroney et al.
(1986) realizaron experimentos de excrecién de dicho metabolito, con este
mismo alga, con objeto de estudiar el metabolismo de glicolato. Pudieron
mantener la excrecién durante periodos inferiores a 1 h y observaron la
acumulacion de glicolato en el medio en concentraciones de hasta 1 mM.
Por su parte, Krampitz y Yarris (1983), utilizando suspensiones de
Chlorella pyrenoidosa gaseadas con aire conteniendo un 0,2 % de CO,,
conseguian mantener una produccién continua de glicolato durante un
mdximo de 4 h.
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Esquema bioquimico de la fotoproduccion de glicolato por microalgas en
presencia de aminooxiacetato, inhibidor de transaminasas.
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, nuestro primer objetivo fue
optimizar los pardmetros necesarios para mantener la excrecion de glicolato
durante largos periodos de tiempo (produccién), tanto en cé€lulas libres
como inmovilizadas. Para ello, nos centramos en primer lugar en las
condiciones de inmovilizacién y las ambientales y nutricionales, detalladas
~ en Resultados.

La velocidad de produccién de glicolato alcanza sus valores mds altos
cuando se utilizan células recogidas en los primeros estadios de la fase
exponencial de crecimiento (Fig. 24). En el caso de células libres, la
densidad celular no es un pardmetro critico para dicha produccién (Fig.
25), aunque sf lo es la carga celular en el caso de las inmovilizadas (Fig.
26), debido al efecto pantalla para la luz de las células mds externas sobre
las que ocupan el seno del soporte. Cargas en torno a 40 ug Chl/g de
soporte son las utilizadas en nuestro trabajo. La viscosidad de la suspensién
de alginato utilizada en la inmovilizacién celular resultd tener una influencia
importante en la produccién de glicolato (Fig. 27), por su posible incidencia
en la porosidad de las perlas obtenidas y, por tanto, en la difusién de
sustratos y productos, asi como en la liberacion de células al medio. Estos
efectos se discutieron de forma amplia anteriormente. Una viscosidad en
torno a 6.000 cps (equivalente a una concentracion del 3%, p/v) resulté ser
la mds adecuada para obtener los mdximos valores de produccién de
glicolato, manteniendo la retencién celular.

En un proceso que depende directamente de la luz, la intensidad y
calidad de ésta son primordiales para obtener el mdximo rendimiento. El
hecho de que la méxima velocidad de produccién de glicolato se alcance a
la misma intensidad de luz para las células inmovilizadas,
independientemente de la carga celular utilizada (Fig. 28), refuerza las tesis
sobre el efecto pantalla que afecta a la poblacién celular ubicada en el seno
del soporte, la cual no resulta ser eficiente de cara a procesos directamente
dependientes de la luz. En cuanto a la calidad de ésta, la blanca resulté ser
la mds efectiva (Fig. 29) para la produccion de glicolato, en concordancia
con los resultados de Becker et al. (1968) en Chlorella y Lord et al. (1970)
en Euglena. Estos iltimos han suministrado evidencias de una mayor
implicacién del fotosistema I, principalmente impuisado por luz roja,
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durante la biosintesis de glicolato en Chlorella pyrenoidosa y Euglena
gracilis.

A diferencia de otros procesos, la fotosintesis depende de la
temperatura, en el intervalo comprendido entre 0-30°C, lo que afecta
significativamente a los niveles intracelulares de los distintos metabolitos.
El principal efecto que produce la temperatura consite en una ralentizacion
de reacciones enzimdticas concretas, conduciendo a la acumulacién
intracelular de determinados metabolitos (Leegood 1985). Existen evidencias
de que cloroplastos aislados de espinacas acumulan relativamente mds
sustratos a bajas temperaturas (Leegood y Walker 1983; Machler et al.
1984), y mientras que algunos de estos metabolitos, como 3-fosfoglicerato,
fructosa bifosfato, fructosa-6-fosfato o triosas fosfato, mantienen una
relacién inversa con la temperatura, la concentracién intracelular de
ribulosa difosfato experimenta un marcado incremento (hasta el triple) en
el intervalo de temperatura anteriormente mencionado. Este hecho coincide
con el incremento paralelo observado en la produccién de glicolato al
aumentar la temperatura hasta 30°C (Fig. 30).

Se ha encontrado un pH éptimo de 8,0 tanto para las células libres como
para las inmovilizadas (Fig. 31), no observdndose incidencia especial del
tipo de tampon o la fuerza iénica usados (Fig. 32).

La utilizacién de distintas fuentes de nitrégeno tiene efectos diferentes
en el metabolismo y excrecién de glicolato al medio extracelular. Beudeker
y Tabita (1983, 1984) propusieron que cuando Chlorella sorokiniana utiliza
nitrato como tnica fuente de nitrégeno, el glicolato sintetizado se
metaboliza a través de la ruta glicina-serina, mientras que cuando el amonio
sirve de fuente de nitrégeno una parte significativa del glicolato se desvia
a malato y piruvato. En este dltimo caso, a medida que el amonio se
consume aumenta la produccién de glicolato hasta alcanzar niveles
normales, como son los encontrados con nitrato o nitrito como fuente de
nitrégeno. Por otra parte, el amonio estimula la actividad glioxilato
aminotransferasa en contra de la accién del AOA, disminuyendo la
produccién de glicolato (Tolbert et al. 1983), pero un incremento en la
concentracién del inhibidor en el medio permitirfa alcanzar los valores
normales de dicha produccién en largos periodos de tiempo. Nuestros datos
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(Fig. 33) son coherentes con las observaciones anteriores y podrian
explicarse andlogamente.

Una vez caracterizados y optimizados los pardimetros mds importantes
que condicionan la producciéon de glicolato por células libres e
inmovilizadas de C. reinhardtii, nuestro objetivo fue disefiar un sistema que
fotoprodujese la mayor cantidad posible de glicolato, tanto para células
libres como inmovilizadas en alginato. El tiempo de proceso definiria, por
tanto, la operatividad de dicho sistema. No se disponen de datos importantes
en cuanto a la produccién de glicolato utilizando células inmovilizadas. Day
y Codd (1985) han reportado una velocidad de produccién de glicolato
inferior a 1 umol/(mg Chl.h) durante 6 h en células de Chlorella emersonii
inmovilizadas en alginato cdlcico. En nuestro trabajo hemos obtenido una
produccién lineal durante 12 h, a una velocidad en torno a 12 umol/(mg
Chl.h) para las células libres (Fig. 34) y 22 pmol/(mg Chl.h) en €l caso de
las inmovilizadas (Fig. 36). En ambos casos y transcurrido este tiempo, €l
glicolato acumulado en el medio comienza a ser consumido por las células.
Dos razones parecen provocar este fendmeno:

a) por una parte, la activacién del mecanismo concentrador de CO, por
la limitacién de éste en el medio, cambia la relacién O,/CO, en torno a la
RUBISCO, favoreciendo su actividad carboxilasa. La entrada en accion de
dicho mecanismo se evidencia al mantenerse la produccién de glicolato
algunas horas mds por adicién de acetazolamida (Fig. 35), inhibidor de la
actividad anhidrasa carbénica, directamente implicada en la concentracién
de carbono sobre la RUBISCO (Moroney et al. 1985). Una nueva adicién
de AOA demostré que no existia un problema de metabolizacion del
mismo, segin se observé en la misma figura. Por otra parte, el AOA y la
acetazolamida no mostraron efecto sinérgico alguno en la produccién de
glicolato (Fig. 35).

b) la limitacién de carbono que sufren las células, crecidas en alto CO,,
después de 12 h en aire, justificaria el que éstas utilizasen fuentes
alternativas de carbono disponibles en el medio de cultivo, en este caso
concentraciones elevadas de glicolato.
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Es importante destacar que el sistema inmovilizado fotoproduce glicolato
a una velocidad dos veces superior que la observada con células en libre
suspensién, y podria explicarse en base a que en este sistema el
rendimiento estd favorecido por una permeabilidad adicional de la
membrana celular debido a la interaccién especifica cé€lulas-matriz (Santos-
Rosa et al. 1989) y, sobre todo, por las limitaciones en la difusién, al
exterior de las perlas de alginato, del O, producido fotosintéticamente
(Venkatasubramanian et al. 1983; Nguyen y Luong 1986), lo que eleva la
ratio O,/CO, y, por tanto, la biosintesis de glicolato. En este sentido se ha
discutido en el apartado anterior que las células fotosintéticas inmovilizadas
estarfan sometidas a presiones parciales de O, mayores que las células
libres, al aumentar el tiempo de residencia del mismo en las perlas de
alginato. Scott et al. (1988} mostraron que la tasa de consumo externo de
oxigeno por células de Strepromyces inmovilizadas en carragenato
disminufa respecto a las libremente suspendidas, y similares resultados
obtuvieron Sato y Toda (1983) con Cdndida.

Con objeto de prolongar el proceso productivo de glicolato, se ha ideado
un sistema para recuperar las células resuspendiéndolas en medio fresco
con alto CO, y sin AOA. Después de 12 h, las células pueden producir
nuevamente glicolato (Fig. 37), siendo sometidas a un nuevo periodo de 12
h en aire con AOA. Alternando dichos periodos de recuperacién y
produccion, pueden conseguirse hasta 4 ciclos fotoproductivos, lo que
alarga el proceso completo hasta 84 h (Fig. 38), si bien la velocidad de
fotoproduccion decrece en cada ciclo (Fig. 39, 40 y 41). En términos de
velocidad, después de 4 ciclos las células inmovilizadas producen glicolato
hasta acumular en el medio una concentracién en torno a 10 mM en ambos
casos (Fig. 40 y 41), si bien se empled una biomasa total de 2500 ug para
las células libres, y de 1100 ug para las inmovilizadas, es decir, cuando las
células estdn inmovilizadas en alginato cdlcico conseguimos obtener la
misma produccién con la mitad de biomasa. Los datos de la Tabla 4
resumen el mejor rendimiento del sistema inmovilizado, asi como la
retencion de su capacidad de fotoproduccion transcurridos dos meses desde
el proceso de inmovilizacién.
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Desde el punto de vista biotecnoldgico y siempre a escala de laboratorio,
se han obtenido rendimientos elevados que permitirfan pensar en el disefio
de sistemas que estableciesen de forma automdtica tanto los periodos de alto
y bajo CO, como los cambios de medio de cultivo.

3. CONSUMO DE NITRITO POR CELULAS INMOVILIZADAS DE
C. reinhardiii

El trabajo que hemos desarrollado al caracterizar el consumo de nitrito
por células de C. reinhardtii inmovilizadas en alginato célcico pretende
alcanzar los siguientes objetivos:

a) definir el comportamiento de las células inmovilizadas de C.
reinhardtii de cara a dicho consumo, compardndolo con el que muestran
cuando se encuentran libremente suspendidas.

b) determinar los valores ptimos de diversos pardmetros que influyen
de forma directa sobre la capacidad de consumo de nitrito por las células
inmovilizadas, lo que permitirfa obtener de ellas el mdximo rendimiento.

Hay pardmetros caracteristicos de la inmovilizacién celular cuya
influencia en el consumo de nitrito por las células hay que estudiar a la
hora de definir un sistema eficaz. La carga celular en las perlas de alginato
es un pardmetro critico para obtener una buena tasa de consumo de nitrito,
pero hay que tener en cuenta que cuando se supera una carga Optima se
generan, como vimos anteriormente, distintos tipos de problemas que
disminuyen la eficacia del sistema. De la Figura 42 se deduce la
importancia de trabajar con cargas celulares en torno a 30-40 ug Chl/g de
soporte, pues mantiene el consumo en los valores de las células libremente
suspendidas. Dicho consumo desciende drdsticamente para cargas elevadas.

Las restricciones difusionales aumentan con la concentracién de la
disolucién de alginato, disminuyendo la velocidad de consumo de nitrito,
segin se deduce de los resultados obtenidos (Fig. 43). Aunque dichos
resultados no coinciden con los estudios sobre difusién de sustratos en gel
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de alginato cdlcico realizados por Tanaka et al. (1984), en los que se
apuntan restricciones difusionales considerables sélo para moléculas de alto
peso molecular (albimina y mayores), si son consistentes con los obtenidos
por otros autores que han utilizado sustratos de bajo peso molecular, como
nitrato, nitrito o amonio (Garbisu et al. 1991; van Ginkel et al. 1983;
Bailliez et al. 1986).

Cuando se emplean distintas intensidades de luz para estudiar como
evoluciona la velocidad mdxima de consumo de nitrito en las células
inmovilizadas, se observa un efecto similar al producido ante un aumento
de carga celular, es decir, un descenso de la velocidad de consumo al
disminuir la intensidad con que se irradian los indculos (Fig. 44).
Evidentemente, ambos resultados conducen a similares conclusiones, puesto
que el efecto pantalla ejercido por las capas de células externas sobre las
mds internas en las perlas de soporte, supone en la prdctica un descenso en
la intensidad de luz que reciben estas iiltimas. En este sentido se manifiestan
los trabajos realizados por Chevalier y de la Noiie (1985 a,b) asi como los
obtenidos por Jeanfils y Thomas (1986) y Facchini y DiCosmo (1991).

En los sistemas inmovilizados resulta especialmente interesante estudiar
la capacidad de reaccién ante una limitacién de nutrientes bdsicos. Si se
elimina el suministro de carbono a las células inmovilizadas, durante un
periodo de tiempo suficientemente elevado como para que las células
pierdan su capacidad de consumo de nitrito, la reposicion posterior del
nutriente carbonado permite a las células recuperar de nuevo la capacidad
de consumir nitrito, si bien se observa en las inmovilizadas un retardo con
respecto a las libres en dicha recuperacion (Fig. 45). El citado retardo se
presenta como consecuencia de la difusién del CO, desde el medio, a través
de distintas fases, hasta la células inmovilizadas, tal y como se detalld
anteriormente al discutir los estudios sobre actividades bioldgicas. En
cualquier caso, la recuperacién de la mdxima velocidad de consumo de
nitrito se produce finalmente y al mismo tiempo que para las células
libremente suspendidas.

La inmovilizacién de células de C. reinhardtii por atrapamiento en
alginato cdlcico no altera significativamente su capacidad de consumir
nitrito, pero si se incrementan sus posibilidades en funcién de las
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condiciones medioambientales, como son el pH y la temperatura de trabajo.
Al igual que han descrito otros autores para células no fotosintéticas
(Tramper y de Man 1986), en el caso de C. reinhardrii el consumo de
nitrito es mdximo a la misma temperatura para las c€lulas libres e
inmovilizadas, siendo muy interesante el hecho de que en un amplio
intervalo de temperatura (20-40°C) el sistema de c€lulas inmovilizadas
consume nitrito a una velocidad que no es inferior a un 75 % de la mdxima
(Fig. 46). Este fenémeno, consecuencia directa del efecto estabilizador que
el soporte ejerce sobre el microambiente de las células, proporciona amplias
posibilidades para el uso de las mismas, permitiéndoles mantener gran parte
de su actividad en condiciones de temperatura que serfan adversas de ser
empleadas libremente suspendidas (Vilchez y Vega 1992).

El efecto del pH sobre el consumo de nitrito por las células
inmovilizadas se caracteriza igualmente por el mantenimiento de la actividad
de las mismas en un intervalo de pH amplio, observdndose también un
desplazamiento caracteristico del mdximo consumo hacia valores mds altos
de pH (Fig. 47). Similares resultados fueron observados por Jeanfils y
Collard (1983) utilizando células de Scenedesmus obliquus. Segin Smidsrod
y Skjak-Braek (1990) este fendmeno podria estar estrechamente relacionado
con la interaccidén electrostdtica, mds o menos fuerte, de la carga negativa
de las moléculas de soporte (alginato) con ciertas especies cargadas
positivamente que se encuentren en el medio empleado, entre ellas los
protones. Dichas interacciones podrfan generar, por tanto, un aumento en
las concentraciones locales de protones en torno a las células inmovilizadas
en los poros del soporte, provocando valores de pH locales mds bajos que
los medidos en el medio externo al mismo. En esta situacién, un incremento
del pH en el medio permitirfa a las células inmovilizadas alcanzar los
mdximos valores en la velocidad de consumo de nitrito. Este fendmeno se
conoce como efecto de particion, y ha sido ampliamente descrito en los
trabajos sobre inmovilizacién de enzimas (Trevan, 1980).

Estudios cinéticos han permitido estimar un valor de la K, para el nitrito
en torno a 80 uM para las células inmovilizadas (Fig. 48), 1o que supone
una variacion notable respecto a la obtenida para las células libremente
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suspendidas, cuyo valor estd en torno a 1,5 uM (Cdrdoba et al. 1986).
Estos resultados, que estdn de acuerdo con los presentados para otros
microorganismos, como la bacteria Nitrobacter agilis (Tramper y de Man
1986) inmovilizada en alginato cdlcico, o la cianobacteria Phormidium
laminosum (Serra et al. 1990) inmovilizada en diversos tipos de espumas,
ponen de manifiesto dos hechos fundamentales que dificultan la
disponibilidad de nitrito por las células inmovilizadas:

a) el acceso del mismo, negativamente cargado, desde un medio liquido
hasta la superficie de un gel, igualmente con carga negativa Yy,
posteriormente, a las membranas de las células préximas.

b) su difusién entre las capas de células que ocupan la mayor parte de
los poros del soporte.

Evidentemente y segiin confirman los trabajos anteriormente citados, la
consecucion de las méximas velocidades de consumo de nitrito por células
inmovilizadas requerird, por tanto, concentraciones mds elevadas del
mismo.

Nuestros resultados indican que los valores de K, para nitrito aumentan
significativamente, entre 10 y 50 veces, cuando se utilizan c€lulas
inmovilizadas, pero permanecen lo suficientemente bajos como para que no
se vea afectada la eficiencia del sistema.

Cuando nitrito y amonio estdn simultdineamente presentes en el medio,
las células inmovilizadas consumen preferentemente amonio (Vega y
Menacho 1990). Sélamente concentraciones elevadas de amonio impiden el
consumo de nitrito en una cuantfa importante, acentudndose la inhibicién
al disminuir la carga celular (Fig. 49). Puede deducirse, por tanto, que la
propia situacién fisica de las células, confinadas en un soporte, dificulta
en gran medida la inhibicién del consumo de nitrito por la presencia de
amonio a concentraciones inferiores a 100 uM, y con cargas celulares
elevadas, incluso concentraciones de amonio superiores a 200 uM pueden
resultar ineficaces en la inhibicién del consumo de nitrito, lo que es un dato
relevante que aconseja el uso de las células inmovilizadas en procesos
selectivos de bioeliminacién de nitrégeno inorgdnico. Por otra parte, la
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estabilidad mostrada por las células inmovilizadas después de distintos
periodos de almacenamiento a 4°C en funcién de la actividad retenida
(capacidad para el consumo de nitrito) hacen de ellas un atractivo sistema
para potenciales aplicaciones en la eliminacién de nitrégeno inorgdnico en
aguas domésticas.

Por lo tanto, se han caracterizado aquellos pardmetros que determinan
el consumo de nitrito en células inmovilizadas, aprecidndose que, aunque
la inmovilizacién no ejerce especial influencia sobre las tasas de consumo,
si permite operar mds tiempo con las células y trabajar con tasas de
consumo muy altas en intervalos de temperatura y pH bastante amplios. En
procesos selectivos de consumo de nitrito, la inmovilizacién disminuye
drdsticamente la competencia que el amonio supone para el consumo de
aquél cuando se utilizan células libremente suspendidas.

4. DESARROLLO DE BIORREACTORES PARA LA ELIMINACION
DE NITRITO EN AGUAS DOMESTICAS MEDIANTE EL USO
DE CELULAS INMOVILIZADAS

Después de caracterizar el consumo de nitrito por células inmovilizadas
de C. reinhardtii, estudiamos su comportamiento de cara a dicho consumo,
cuando se utilizan en reactores bioquimicos (biorreactores), con la idea de
disenar sistemas potencialmente itiles en la bioeliminacion de N-
contaminantes de aguas. En este sentido, hemos estudiado €l consumo de
nitrito por C. reinhardtii inmovilizadas en alginato cdlcico, utilizando
biorreactores o reactores bioquimicos (RB) sencillos de lecho fluidizado,
concretamente el tipo airlift, trabajando en discontinuo (RAD) o en flujo
continuo (RAC) los cuales, profundizando en los principios bdsicos de
ingenieria de biorreactores, podrian complicarse mucho mds mediante el
acoplamiento de circuitos de reciclado que faciliten la adicién completa del
sustrato, incluso cuando es necesario mantener flujos elevados (Cheetham,
1986). El rendimiento de un RB se define normalmente por su actividad,
estabilidad y selectividad, asi como por su capacidad en la obtencién (o
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eliminacién) del producto, del nivel de conversidn del sustrato en producto
que se pueda alcanzar y la concentracién de los reactivos que se deben
utilizar. Estas ideas bdsicas son las que se han intentado aplicar en nuestros
sistemas, como corolario prictico a la caracterizacion del consumo de
nitrito por células inmovilizadas.

El crecimiento celular en el soporte, tanto en RAD como en RAC, estd
caracterizado por las etapas anteriormente descritas (ver Figuras 51 y 52)
como de latencia, exponencial, y una udltima fase estacionaria, en la que
existe un equilibrio entre la generacién de nuevas células en el soporte y
la liberacion de otras al medio, como consecuencia del incremento en la
densidad celular inmovilizada. No se han observado diferencias sustanciales
entre los tiempos de duracién de las fases de latencia y exponencial respecto
a las mostradas por células libremente suspendidas, si bien el tiempo que
se tarda en alcanzar una determinada concentracién de biomasa
inmovilizada depende, fundamentalmente, de la que inicialmente quede
atrapada (Jeanfils y Thomas, 1986), y en general, existe un ligero retraso
en el crecimiento de las células inmovilizadas. Kuo-Cheng y Chang-Tze
(1988) ya pusieron de manifiesto en células de Trichosporon cutaneum
inmovilizadas en alginato que, al final de la fase exponencial de
crecimiento, comenzaba la liberacion de células al medio, como
consecuencia del crecimiento de las colonias mds superficiales. En la Figura
53 se aprecia, en un RAD, cémo en la fase exponencial comienza la
liberacién de células al medio externo, manteniendo una incremento
constante en su nimero cuando se alcanza la fase estacionaria, caracterizada
por una tasa de consumo igualmente constante. Esta liberacién se veria
facilitada por la apertura de canales que las moléculas de gases liberadas
por las células inmovilizadas originan en su salida al exterior. Esta
manifiesta resistencia fisica del soporte apoya, ademds, las tesis discutidas
en anteriores apartados sobre las limitaciones difusionales para la salida al
medio de dichas moléculas. Este hecho nos permitird posteriormente
razonar las ventajas de la co-inmovilizacion de células fotosintéticas y
nitrificantes.

La forma de crecimiento celular descrita origina una singular
distribucion de la- biomasa en las perlas de soporte, fundamentalmente
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repartida en colonias superficiales y dejando el seno de la perla despoblado
de células, como se indicé en la Figura 52. Estas observaciones coinciden
con el modelo mostrado por De Gooijer et al. (1991). Durante la fase de
latencia, las células se encuentran homogéneamente distribuidas a lo
ancho de toda la seccién de la perla de gel, y la difusién de sustratos al
interior de las perlas permite el incremento en la clorofila. Posteriormente,
las células mds periféricas comienzan a dividirse de forma que se van
poblando los poros libres cercanos a la superficie, mientras las células mas
internas comienzan a sufrir las consecuencias de las limitaciones de difusion
de sustratos debido a dos razones fundamentales:

a) las nuevas células ocupan poros vacios del soporte, y los caminos
existentes en la red del polimero para la difusién de sustratos al interior
son cada vez menos y mds tortuosos.

b) la cada vez mds extensa capa de colonias celulares proxima a la
superficie de la perla absorbe la mayor parte de moléculas de sustrato que
acceden al soporte desde el medio, con lo cual provocan una situacion
limite de estrés en las células mds internas.

En consecuencia se produce la muerte de las células atrapadas en el seno
de las perlas de gel y se desarrolla una capa de colonias muy cercana a la
superficie, que es la responsable de la casi totalidad de la actividad del
sistema de células inmovilizadas. Debido a la influencia directa de la luz,
esta distribucién de biomasa tiene lugar de forma mds rdpida en sistemas
de células fotosintéticas, pues la muerte de las que estdn atrapadas en las
zonas mds internas del soporte, se produce de forma mds rdpida y
sinérgica con el efecto pantalla y los factores anterioremente citados,
relativos a la difusién de sustratos. Este mismo andlisis ha sido interpretado
por Mattiasson (1983) como una interesante ventaja de los sistemas
inmovilizados, que permite, al menos estadisticamente, mayores
posibilidades de contacto del sustrato con las células asi distribuidas, al
tiempo que la inmovilizacién constituye una proteccién de cara a la accién
directa de inhibidores o microorganismos existentes en el medio. Dicho
contacto, como ya se discutié en apartados anteriores, estd limitado por la
difusién que las moléculas deben realizar desde el medio hasta la membrana
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celular, encontrando entre ambos la red del polimero, que puede
incrementar inicialmente las restricciones difusionales. Esta limitacion se
traduciria en niveles de consumo de nitrito ligeramente mds bajos que en
las células libremente suspendidas cuando se trabaja en un RAD o RAC, ya
que ademds de considerar este fendmeno en el reactor (Garbisu et al.
1991), debe tenerse en cuenta que las perlas que en cada momento se
encuentran en el centro del reactor, pueden recibir menos luz y, por tanto,
disminuir el rendimiento (Jeanfils y Thomas 1986). Este problema puede
soslayarse con una agitacién adecuada.

Nuestros resultados indican que las actividades fotosintética y
respiratoria mostradas por células inmovilizadas en el reactor son
consistentes con lo observado en la distribucién del perfil de biomasa
durante las distintas etapas caracterizadas por el crecimiento de las células
en el soporte, tanto si estdn trabajando en RAD como en RAC. Como la
biomasa inicialmente utilizada para la inmovilizacién de células era baja
nos permitié obtener durante los primeros momentos de funcionamiento del
RAD o RAC unos valores de actividad fotosintética mds o menos elevados
(Fig 54 y 57), y en cualquier caso, algo superiores a los mostrados por las
células libremente suspendidas, en iguales condiciones antes de la
inmovilizacién. Al iniciarse la fase exponencial de crecimiento, la difusién
de sustratos al seno de las perlas de gel es aceptable, ya que todavia no se
ha formado la pelicula de colonias periféricas. Sin embargo, a medida que
progresa el crecimiento celular no sélo se dificulta la difusién de nitrito al
interior de la perla, sino también la salida del oxigeno producido como
consecuencia de la actividad fotosintética, parte del cual, probablemente,
sea incluso consumido en la actividad respiratoria, por parte de las células
mds periféricas, en su camino de salida al medio. Este hecho se discutié
en el punto primero. Simultineamente, se produciria entonces un descenso
en la actividad fotosintética y respiratoria, las cuales se irfan concretando
en la periferia de la perla, virtualmente ocupada por colonias de células y
estando el interior del soporte ocupado por algunas células individuales.

En este contexto, los resultados obtenidos por otros autores son bastantes
heterogéneos. Brouers et al. (1982, 1983) y Jeanfils y Collard (1983)
obtuvieron rendimientos bajos en la produccién de oxigeno por
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microorganismos fotosintéticos inmovilizados en varias matrices. Por el
contrario, Musgrave et al. (1982) obtuvieron rendimientos entre el 75 y 100
% en Anabaena sp. inmovilizada en alginato. Thepenier y Gudin (1985)
encontraron similares tasas de evolucién de oxigeno para células de
Porphyridium cruentum libres e inmovilizadas en poliuretano (PU), y
Largeau et al. (1988) observaron valores mds altos en células de
Botryococcus braunii libremente suspendidas que en las inmovilizadas en
PU, mostrdndose lo contrario en células de Phormidium inmovilizadas en
PU y polivinilo (Garbisu et al. 1991). Bailliez et al. (1986) obtienen
rendimientos en la actividad fotosintética del 137 % en B. braunii respecto
a las células libremente suspendidas, aduciendo que el efecto pantalla
ejercido por las células mds externas en las perlas de gel actia eliminando
una posible fotoinhibiciéon. Ademds sugiere la idea de un incremento en la
actividad fotosintética por la presencia de ciertos iones presentes en los
procesos de inmovilizacién, y mds concretamente, el Ca*? en el caso del
alginato. Los resultados que hemos obtenido y que fueron anteriormente
detallados no apoyan dicha hipétesis.

Se ha determinado una operatividad (estabilidad) del sistema de células
inmovilizadas de C. reinhardrii en un RAD de al menos tres semanas (datos
no mostrados), realizando cargas sucesivas de medio con nitrito 6 mM
cuando el existente en el reactor habia sido eliminado. Durante este tiempo
se mantuvieron los niveles de consumo de nitrito (actividad) en el sistema,
razonablemente elevados y bastante similares a los mostrados por células
libremente suspendidas. Un factor determinante en el andlisis de la
actividad del sistema es la concentracién de nitrito que se necesita para
operar con el mdximo rendimiento. En la Figura 55 se observa que ésto
sucede para concentraciones superiores a 600 uM, en la condiciones
utilizadas (ver Tabla 5). Esto no indica que el sistema elimine nitrito
solamente por encima de ésta concentracidn, sino que por debajo lo hace
a menor velocidad de la mdxima, si se usan las condiciones descritas.
Obviamente, el disefio del sistema puede cambiarse en muchos pardmetros
que influirfan decisivamente en su rendimiento (cantidad de biocatalizador,
tamano del reactor, tasa de dilucion, etc.).
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Cuando las células inmovilizadas se utilizaron en un RAC, cuyas
caracteristicas se describieron en la Tabla 6, se alcanzo la fase estacionaria
en 3 dias, con una tasa de consumo de 120 umol/h para una biomasa de
110 ug Chl/g de soporte (Fig. 56). La cantidad empleada de soporte fue de
unos 140 g. Como se muestra en la Tabla 7, esta configuracién permite
obtener una velocidad especifica de consumo en torno a 8 umol/(mg
Chl.h), con un periodo de operacién continuo de, al menos, 500 h (unas
tres semanas), lo que le confiere interesantes posibilidades de aplicacién en
condiciones reales.

En este sistema, ya en fase estacionaria, se mantenia un flujo constante
de alimentacién de medio que contenfa nitrito en torno a 2 mM,
determindndose una concentracién constante en el efluente de 600 uM (Fig.
58), no observdndose alteraciones en el funcionamiento del reactor durante
el periodo mostrado. Esto permitia, segin discutimos anteriormente,
mantener la maxima actividad en el reactor. En estas condiciones, ambos
sistemas gozan de una buena capacidad para su potencial empleo en la
eliminacién de nitrito en aguas domésticas, teniendo en cuenta que las
concentraciones permitidas, como se comenté en la Introduccién, son muy
inferiores a las que estos sistemas pueden asimilar. La selectividad del
sistema habria que definirla en condiciones reales, en funcién de los
productos que contenga el agua a tratar, y que puedan competir con el
nitrito para su consumo por parte de las células inmovilizadas. Conviene
recordar que, aunque el amonio inhibe el consumo de nitrito por C.
reinhardtii 'y que es frecuente su presencia en aguas potencialmente
tratables con sistemas bioldgicos, el alga también lo eliminaria del medio
por asimilacion fotosintética, por lo que en principio no debe suponer
problema alguno.

Cuando un sistema inmovilizado de C. reinhardiii opera en un
biorreactor de flujo continuo durante un tiempo relativamente largo resulta
importante determinar la evolucién que tiene el crecimiento celular y su
efecto en la actividad del sistema. El perfil de biomasa caracterizado en las
tres etapas del crecimiento antes observadas en un biorreactor de flujo
continuo es acorde con los modelos de crecimiento celular y consumo de
sustratos en estas condiciones, publicados por otros autores (De Gooijer et
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al. 1991). El equilibrio dindmico que se establece en la fase estacionaria
entre la biomasa inmovilizada y la liberacién de células al medio coincide
con lo observado al final de la fase exponencial de crecimiento en otros
microorganismos inmovilizados (Kuo-Cheng y Chang-Tze 1988). La larga
estabilidad del sistema en estas condiciones permite hablar de la existencia
de una regeneracion celular ciclica y estable, con la formacién de células
jévenes en las colonias mds cercanas a la superficie del soporte que
desplazarian de los poros a las células mds viejas, evacudndolas del
sistema y manteniendo un equilibrio fluido con el exterior. Esta biomasa
eliminada, a bajas diluciones, puede contribuir de forma significativa al
rendimiento del biorreactor (Black 1987).

La velocidad especifica del crecimiento celular en un reactor debe
mantenerse en un valor éptimo por un periodo de tiempo prolongado. Tales
condiciones se pueden alcanzar en un cultivo continuo (Cheetham 1986),
que es el método preferido para la produccién de protefna en
microorganismos. En el disefio de la Fig. 8, el depdsito de medio de cultivo
y el reactor se llenan con un medio de crecimiento que contenga el sustrato
correspondiente, y se opera como en un cultivo discontinuo, hasta que la
concentracion de sustrato desciende a un valor lo suficientemente bajo como
para que limite significativamente la velocidad de crecimiento. Mediante la
lenta adicién de medio de cultivo desde el depdsito y con la ayuda de una
bomba peristdltica, se permite el crecimiento a la velocidad que determina
la entrada de dicho sustrato. Simultdneamente se va sacando medio de
cultivo usado de manera que se mantenga el nivel de volumen constante en
el depdsito del reactor, con lo que la velocidad de crecimiento del cultivo
iguala exactamente la velocidad de entrada del medio, que es también igual
a la velocidad de salida del efluente. La concentracién de biomasa,
utilizando células libres, se mantendria por tanto constante siempre que la
velocidad de flujo de la bomba, que llamamos F (I/h), y el volumen de la
vasija, denominado V (1), den lugar a una velocidad de flujo por unidad de
volumen que serd F/V. Este cociente se conoce como tasa de dilucién, D
(h'). Podemos deducir la relacién existente entre D y la velocidad
especifica de crecimiento u (h'), describiendo un balance de masas de la
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siguiente forma:
Aumento biomasa cultivo cont. = veloc. crecim. en reactor - veloc. salida reactor

Es decir:
dx/dt = ux - Dx

Puesto que la concentracién de biomasa permanece constante en el estado
estacionario, se cumplird que:

dx/dt = 0 y por tanto, =D

Evidentemente, si la velocidad de crecimiento es demasiado lenta, se
tiene un suministro de sustrato limitante insuficiente para obtener un
aumento significativo de la biomasa, asi como para asegurar el
mantenimiento celular. Si se aumenta el flujo (aumenta D) para incrementar
la entrada de sustrato al reactor y, consecuentemente, su actividad, se
producird el denominado efecto wash-our, es decir, la velocidad de
renovacion de medio es mayor que la de crecimiento celular, con lo que se
producird la pérdida de biomasa del sistema, si se encuentra libremente
suspendida. Por el contrario, este problema se puede soslayar utilizando
células inmovilizadas, ya que en la prdctica es evidente la existencia de un
limite de biomasa en el reactor por el confinamiento en un soporte poroso,
lo que permite deducir dos hechos fundamentales:

a) estados de consumo constantes durante elevados periodos de tiempo,
no existiendo situaciones de limitacién de sustratos por incremento de la
biomasa, manteniendo una concentracion de sustrato en el efluente que no
sea limitante para al actividad del reactor, como se deduce de la Fig. 58.

b) utilizacién de flujos elevados, permitiendo una mayor actividad del
reactor sin que se produzca wash-out en las células inmovilizadas, que
quedan retenidas en el mismo. En estas condiciones no habrd, pues,
crecimiento de cé€lulas libres, como se mostré en Resultados (Rosevear et
al. 1987).
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Este andlisis apunta la posibilidad clara de utilizar flujos elevados con
sistemas de células inmovilizadas lo que en general, y determinando un
6ptimo al representar la productividad frente a la tasa de dilucién (D),
aumenta la actividad del reactor.

Nosotros hemos establecido en nuestros experimentos una tasa de
dilucién p=D, que nos permite pricticamente delimitar un grado de
efectividad medio del reactor, que podria incrementarse muy poco al
aumentar D, en vista de los resultados obtenidos en los efluentes a dicha
dilucién. En C. reinhardtii tenemos que:

p = 0,067 h'=D
y por tanto, si
D=F/V entonces, F = 0,067 h'.1400 ml = 90 ml/h

En estas condiciones, empleando una concentracion de nitrito de 1,9 mM
en el medio del depdsito, se obtiene un efluente que contiene nitrito 0,7
mM, por encima de las condiciones de limitacién de sustrato, segin se
dedujo de la Fig. 58. Actualmente se estdn desarrollando muchos sistemas
que emplean microorganismos para la eliminacién de la contaminacién de
aguas por nitrégeno inorgdnico, y que van desde modelos a escala piloto
(Coelhoso et al. 1992) hasta estudios en estanques de gran volumen con
aguas residuales urbanas (Constable et al. 1989; de la Noiie et al. 1991).
De cara a un futuro inmediato, sin duda serd éste un campo muy
potenciado dentro de la Biotecnologfa de microorganismos.

5. POSIBILIDADES DE CO-INMOVILIZACION DE CELULAS DE
C. reinhardtii CON BACTERIAS NITRIFICANTES

El crecimiento celular de N. agilis inmovilizadas en carragenato se
desarrolld segiin las mismas etapas anteriormente discutidas para el caso de
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las células de C. reinhardtii inmovilizadas en alginato. Evidentemente y
ateniéndonos a los resultados obtenidos (Fig. 61), la capacidad para
transformar -que no eliminar- el nitrito del medio por dicha bacteria
nitrificante es muy elevada, mostrando una actividad alta y constante al
llegar a la fase estacionaria de crecimiento, lo que se refuerza en los
estudios de estabilidad operativa del sistema, que puede trabajar al mdximo
rendimiento durante, al menos, 30 dias, a un flujo equivalente a u = 2D
(Fig. 62). De cualquier forma, dicho sistema, al igual que los anteriormente
estudiados, no presenta diferencias notables si se trabaja con una tasa de
dilucidn igual a la de crecimiento especifico, salvo en el hecho, mds o
menos crucial en la actividad del reactor (Black 1987) de la liberacién de
células que se produce y que origina crecimiento en el medio. En este
sentido resulta interesante el estudio de la liberacién de células desde el
soporte al exterior al variar la tasa de dilucién, pues se puede establecer en
la préctica cual es el flujo al cual se produce wash-out.

Aunque existen diferencias evidentes entre las velocidades de
colonizacién del soporte entre el alga fotosintética C. reinhardtii y la
bacteria nitrificante en cuestién (Fig. 61), de los resultados obtenidos se
desprende la atractiva posibilidad de co-inmovilizar microorganismos
productores y demandantes de oxigeno con la idea de aprovechar las
caracteristicas de ambos en sistemas de tratamiento de aguas. Esta
posibilidad, no muy desarrollada hasta el momento, ha sido abordada en
algunas revisiones interesantes (Hahn-Hagerdahl 1983). De nuestros
estudios se desprenden varias razones que inducen a apoyar la tesis de un
sistema co-inmovilizado favorable:

a) teniendo la actividad observada en las células de N. agilis durante el
consumo de nitrito en el reactor (0,006 umol/ml gel.s, equivalentes a 22
umol/ml gel.h), y la actividad fotosintética mostrada por las células de C.
reinhardtii en sistemas andlogos (en torno a 100 umol O,/mg Chlh,
equivalentes a 20 umol/ml gel.h, para una carga de 100 ug Chl/g gel), se
deduce que el oxigeno liberado por estas ultimas como consecuencia de su
actividad fotosintética es del orden del demandado por las primeras para
realizar su actividad nitrificante en la oxidacién del nitrito, lo que en
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términos cuantitativos es un factor importante que soporta la tesis de la co-
inmovilizacidn.

b) las limitaciones en la difusion de moléculas, extensamente discutidas
durante el presente trabajo, desde y hacia el soporte en el cual se encuentran
inmovilizadas las c€lulas, suponen en el caso del oxigeno un apoyo
evidente a la idea de la co-inmovilizacién de ambos microorganismos. La
generacién de oxigeno en sistemas co-inmovilizados, siendo uno de ellos
fotosintético, ha sido descrita en algunos trabajos (Aldercreutz y Mattiasson
1982), que han apoyado la idea, ya discutida a lo largo de nuestro trabajo,
de que la retencidn que el soporte supone para la exclusion al medio de las
moléculas de oxigeno, facilita en gran medida su acceso a las células co-
inmovilizadas que lo demandan, al aumentar el tiempo de residencia en la
red del polimero y provocar con ello concentraciones locales de oxigeno
relativamente elevadas (Bailliez et al. 1986).

c) finalmente, un factor sinérgico con los anteriores y especifico para
el caso concreto que se discute, es la capacidad asimilatoria de nitrato que
posee C. reinhardtii y que contribuirfa igualmente al consumo del nitrato
formado por Nitrobacter.

Por las razones expuestas, parece a todas luces interesante profundizar
en las posibilidades de este sistema con estudios de co-inmovilizacién
detallados, aplicados fundamentalmente a disefios de biorreactores, cuya
potencial utilizacién para la resolucién de problemas reales hace de ellos un
instrumento fundamental en la tecnologia del tratamiento de aguas a corto
y medio plazo. Actualmente se estdn desarrollando algunos sistemas a base
de enzimas asimilatorias, concretamente la NADH-nitrato reductasa de
maiz, y denitrificante, como la nitrito reductasa y N,O reductasa de
Rhodopseudomonas, co-inmovilizadas en polimeros de vinilo para la
eliminacién de nitratos y nitritos en aguas (Mellor et al. 1992), que apoyan
esta ultima idea de gran interés para su aplicacién en este importante
campo de la Biotecnologfa.
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Vv Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo extraemos las siguientes
conclusiones:

1. Las células del alga verde C. reinhardtii inmovilizadas por atrapamiento
en matriz de alginato cdlcico presentan una actividad fotosintética y
fotorrespiratoria superior a la que muestran las correspondientes células en
libre suspensién. En cambio, la actividad respiratoria no se altera
significativamente a causa de la inmovilizacién. Cargas celulares superiores
a 100 pug Chl/g de soporte y concentraciones de alginato por encima del 3%
(p/v) son causa, respectivamente, de efecto pantalla y baja difusién de
sustratos, que determinan en general actividades mds bajas.

2. La inmovilizacién ejerce un efecto estabilizador sobre las células de C.
reinhardtii, observdndose para la actividad fotosintética variaciones mads
suaves que en las células libremente suspendidas, al trabajar en amplios
mdrgenes de temperatura y pH.

3. Las células de C. reinhardiii fotoproducen glicolato cuando se
transfieren desde unas condiciones de cultivo con alto CO, (5% v/v en aire)
a otras con baja concentracién de CO, (inferior al 0,4% v/v en aire) y en
la presencia de 1 mM de aminooxiacetato, inhibidor de transaminasas. Para
sostener esta actividad productiva un tiempo superior a 12 h es necesario
ademds afiadir al cultivo 50 uM de acetazolamida, inhibidor de la anhidrasa
carbénica. Las condiciones éptimas para el desarrollo de dicha produccién
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requieren que el cultivo se ilumine con luz blanca de 40-50 W/m?
temperatura entre 25-30°C y pH 8,0.

4. Por su parte, las células inmovilizadas suministran un sistema mds
versétil y estable de fotoproduccién de glicolato que los cultivos en libre
suspensién, y para ellas se han determinado ademds otros pardmetros
6ptimos, como son una carga celular de 30 a 40 ug Chl/g de soporte y una
viscosidad de la suspension de alginato de 7,000 cps.

5. Bajo estas condiciones, las células atrapadas en perlas de alginato
producen glicolato durante un periodo de 12 h, mostrando una velocidad de
fotoproduccion de 23 pmol/(mg Chl.h), que es aproximadamente el doble
que la mostrada por las células en libre suspension, 12 umol/(mg Chl.h).
Ademds, presentan una gran estabilidad en almacenamiento, recuperando
el 90% de la capacidad de fotoproduccién después de 2 meses a 4°C.

6. Se ha disefiado un sistema de fotoproduccién discontinua de glicolato,
consistente en la recuperacién celular durante 12 h en alto CO, después de
cada periodo productivo, resuspendiéndolas para ello en nuevo medio de
cultivo sin inhibidores y agitdndolas con aire enriquecido con CO, al 5%
(v/v). De esta forma, la capacidad productiva del sistema inmovilizado
puede alargarse hasta 4 dias, si se alternan periodos de 12 h de
fotoproduccién con 12 h de dicha recuperacion celular.

7. Los datos obtenidos de las actividades fotosintética, respiratoria y
fotorrespiratoria (excrecidn de glicolato) en células inmovilizadas de C.
reinhardtii permiten sugerir que el atrapamiento en alginato de c€lulas
fotosintéticas influye de forma notoria en la relacion O,/CO, en el
microambiente de las mismas, lo que afecta decisivamente a los procesos
celulares que de dicha relacion dependan.

8. El consumo de nitrito por células de C. reinhardtii inmovilizadas en
alginato cdlcico es mdximo a pH 6,5-7,0 y una temperatura de 30°C. La
inhibicién por amonio de dicho consumo es siempre mds baja en el caso de
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las células inmovilizadas que en aquellas en libre suspensién. Por otra
parte, el sistema inmovilizado es mds estable ya que puede reutilizarse
después de 5 dias a 4°C, siendo la velocidad de consumo de nitrito en
torno al 90% de la inicialmente mostrada.

9. El desarrollo de un sistema de eliminacién de nitrito de aguas y
eventualmente otros compuestos nitrogenados como amonio o nitrato, a base
de células inmovilizadas en alginato e incubadas en un biorreactor de flujo
continuo, permite alcanzar una situacion estacionaria que se caracteriza, a
los 8 dias, por un valor de biomasa de 110 pug Chl/h y un consumo
mdximo de nitrito de 8 pmol/(mg Chl.h), manteniendo una concentracion
de 1,9 mM de nitrito en el liquido de alimentacién del biorreactor.

10. La capacidad de convertir nitrito en nitrato por bacterias nitrificantes
del tipo N. agilis inmovilizadas en carragenato es muy alta y estable durante
al menos 30 dias. Dado que el nitrato es la mejor fuente de nitrégeno para
C. reinhardtii y que no presenta la toxicidad que el nitrito, nuestros datos
apuntan a que la co-inmovilizacién de células de bacteria y alga pueden
suministrar un sistema operativo y estable, en un biorreactor de flujo
continuo, para eliminar contaminantes nitrogenados de las aguas.
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