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Resumen

Los acidos grasos omega-3, dentro de los cuales destacan el &cido docosahexaenoico (DHA 22: 6
(n-3)) y el acido eicosapentaenoico (EPA 20: 5 (n-3)), tienen diversas propiedades benéficas para la
salud. Por sus propiedades, estos acidos omega-3 y sus derivados se han empleado como
nutracéuticos. La fuente tradicional de estos acidos grasos omega-3, es el aceite de pescado de
especies como el salmoén y caballa. Sin embargo, la extraccion a partir del aceite de pescado es poco
sostenible y se ve afectada por factores ambientales, como la contaminacion por metales y toxinas,
y en un horizonte de mediano y largo plazo, son deseables y necesarias fuentes alternativas de
acidos grasos omega-3. Las microalgas son los principales productores naturales de estos aceites.
El uso de microalgas para producir omega-3 ha crecido en los Udltimos afos. Actualmente, la
produccién de DHA empleando microalgas se ha vuelto un caso de éxito de la biotecnologia
moderna. En contraste, la produccion de EPA, a través del cultivo de microalgas adn no es
econémicamente competitivo con otras fuentes. Por lo anterior, en la actualidad, el enfoque para
lograr una mayor produccién de EPA, a través del cultivo de microalgas, se basa en la manipulacién
genética y en la optimizacion de las condiciones de cultivo. Phaeodactylum tricornutum es una
diatomea marina que en los Ultimos afios ha adquirido relevancia como plataforma para la produccion
de estos acidos grasos omega-3, con gran énfasis en la produccion de EPA. En esta revision se
abordara la produccion de los acidos grasos omega-3 en microalgas, haciendo énfasis en P.
tricornutum como alternativa para la produccion de EPA.

Palabras clave: Acidos grasos omega-3, acido eicosapentaenoico, cultivo de microalgas,
estrategias de cultivo, Phaeodactylum tricornutum.

Abstract

Omega-3 fatty acids, especially docosahexaenoic acid (DHA 22:6(n-3)) and eicosapentaenoic acid
(EPA 20:5(n-3)), have been related to several health benefits. Therefore, omega-3 and their
derivatives are important nutraceutical and pharmaceutical targets. Most of ingredients rich in omega-
3 fatty acids on the market today originate from fish oil obtained from wild fatty fish species such as
salmon and mackerel. As fisheries are under increasing pressure regarding sustainability and
environmental factors (such as metal contamination and the presence of toxins), in a mid and long-
term horizon, alternative sources for omega-3 fatty acids are desirable and needed. Microalgae are
the primary producers of omega-3 fatty acids such as EPA and DHA. Some microalgae oils are
already considered a promising oil alternative to those from fish and land-based plant sources. Using
microalgae to produce omega-3 is still a relatively new field and research on this area has been
growing significantly in the last few years. Currently, DHA production by microalgae has become a
success of modern biotechnology. Although some microalgae species have demonstrated industrial
production potential for EPA, currently it is not economically competitive with other sources.
Improvements in biomass and lipid yields through isolation of new species, strain selection, genetic
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manipulation, and engineering, and/or optimization of culture conditions, can make algal omega-3-
rich oil able to compete in the market. Phaeodactylum tricornutum is a marine diatom that in recent
years has become important as a platform to produce these omega-3 fatty acids with emphasis on

the production of EPA.

Key words: Omega-3 fatty acids, eicosapentaenoic acid, microalgae -cultivation, cultivation

strategies, Phaeodactylum tricornutum.

Introduccioén

El acido eicosapentaenoico (EPA,
C20:5) y el &cido docosahexaenoico (DHA,
C22:6) son acidos grasos poliinsaturados
(PUFAs, por sus siglas en inglés
polyunsaturated fatty acids) pertenecientes a
la familia omega-3. Son un grupo de acidos
grasos que desempefian un papel de gran
importancia en el mantenimiento vy
funcionamiento del sistema cardiovascular,
asi como de la retina y el cerebro (Sang et al.,
2012). La fuente tradicional de PUFAs para
consumo humano, proviene de la dieta y del
aceite de pescado. Sin embargo, los peces no
son productores de PUFAs ya que los
acumulan a partir de su dieta. Ademas, las
reservas de pescado han disminuido debido al
aumento de la sobreexplotacién pesquera, y
presentan problemas relacionados con la
acumulacion de contaminantes liposolubles
como metil mercurio, PCB’s y otras toxinas
gue han dificultado la purificacion y han
aumentado los costos del proceso de
obtencién de estos &cidos grasos (Castilla-
Casadiego et al., 2016).

Las microalgas son un grupo de
organismos fotosintéticos que cuentan con la
magquinaria enzimatica necesaria para llevar a
cabo la sintesis de EPA y DHA, siendo los
productores primarios de estos metabolitos.
Actualmente, la busqueda de estrategias de
cultivos que logren maximizar su produccion
se encuentra en proceso. La microalga
Phaedactylum tricornutum es una microalga
perteneciente al grupo de las diatomeas, la
cual es conocida por presentar una alta tasa
de crecimiento y un elevado porcentaje de

lipidos, especialmente acidos grasos omega-3,
principalmente EPA (~ 35 %), pero solo trazas
de DHA (Hamilton et al., 2014).

Estas propiedades vuelven a P.
tricornutum una especie atractiva para la
produccién industrial de EPA. Cabe mencionar
gue se cuenta con el genoma secuenciado de
esta diatomea, lo que ha facilitado conocer en
términos moleculares y bioquimicos los
procesos involucrados en la biosintesis de
lipidos, lo cual podria emplearse como una
herramienta para el disefio de estrategias de
cultivo y de ingenieria metabodlica para
incrementar la productividad de EPA (Mihlroth
etal., 2013).

La presente revision se centra en el uso
potencial de cultivos de microalgas para la
produccion de omega-3. Asimismo, se abordara
el potencial de la microalga P. tricornutum como
productora de EPA. Por Ultimo, se hace una
revisién de las estrategias de cultivo e ingenieria
genética que pueden utilizarse para incrementar
la productividad de EPA en P. tricornutum.

Acidos grasos omega-3

Los acidos grasos poliinsaturados
(PUFAs) son compuestos hidrocarbonados de
18 o mas carbonos, que poseen dos o0 mas
dobles enlaces. Los acidos grasos omega-3
(w-3) presentan su primer doble enlace entre
el tercer y cuarto carbono del extremo metilo
terminal. En la Tabla 1, se presentan los
principales acidos grasos omega-3 (Ward &
Singh, 2005). Los acidos grasos omega-3,
tienen diversas propiedades benéficas para la
salud, de estos, destacan el EPA y el DHA
(Fig. 1; Ward & Singh, 2005).

Tabla 1. Acidos grasos polinsaturados omega-3. Adaptado de Ward & Singh, (2005).

Nombre Nomenclatura Fuente de obtencion
Acido a-linolénico ALA (C18:3) Nueces, linaza, soya, canola.
Acido eicosapentaenoico EPA (C20:5) Aceite de pescado, microalgas.
Acido docosapentaenoico DPA (C22:5) Aceite de pescado, microalgas.
Acido docosahexaenoico DHA (C22:6) Aceite de pescado, microalgas.
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Figura 1. Estructura quimica omega-3 (A) EPA: Acido eicosapentaenoico
(20:525811.1417) (B) DHA: Acido docosahexaenoico (22:6447:10.13:16.19)
Adaptado de Moreno et al., 2012.

Importancia y aplicaciones de los acidos
grasos EPA y DHA

El EPA y DHA son necesarios para el
mantenimiento de las membranas celulares, el
funcionamiento del cerebro, ademas de
participar en la transferencia del oxigeno del
plasma sanguineo en la sintesis de la
hemoglobina y la division celular (Gogus &
Smith, 2010). Dentro de las propiedades del
DHA se ha reportado que ayuda a la
disminucién de los niveles de colesterol LDL y
VLDL vy triglicéridos en sangre (Bowman et al.,
2018). Asimismo, se ha visto que el EPA puede
ser utilizado para el tratamiento de la
hipertrigliceridemia y enfermedades
inflamatorias, asi como en la prevencion de
eventos cardiovasculares (Bhatt et al., 2018).
Adicionalmente, se ha reportado el efecto del
consumo de estos acidos grasos sobre la
sintesis de moléculas bioactivas (eicosanoides y
leucotrienos) que podrian ayudar principalmente
en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares (Tabla 2; Funk, 2001,
Simopoulos, 2002; Cottin et al., 2011).

En humanos, la sintesis de EPA y
DHA se inicia a partir del acido alfa-linolénico
(ALA), el cual se obtiene a través de la dieta.
Sin embargo, la velocidad de desaturacion y
elongacion es demasiado lenta y dependiente
de la edad y género. Por esto, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) considera critico el
consumo de omega-3, en porcentajes del 6-11%
y de EPA/DHA entre 0.5-2 % (~500 mg/dia) de
la ingesta diaria de alimentos (OMS, 2008).
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Organismos productores de EPA y DHA

La creciente demanda de aceites de
pescado a nivel mundial (~ 900,000 toneladas
anuales) tiene un importante impacto en el
ambiente, principalmente por el incremento en
el consumo de recursos naturales y espacio
(Finco et al., 2017). Sin embargo, el principal
problema para su produccion es la baja
sustentabilidad del proceso de obtencion, lo
cual ha generado una disminucién (al punto de
extincion) de algunas especies de peces, lo
que podria eventualmente crear un
desbalance entre las especies y tener un
severo impacto en la biodiversidad (Kitessa et
al., 2014). Por consiguiente, se han
incrementado los esfuerzos para producir
estos lipidos a escala industrial empleando
microorganismos oleaginosos, entre los que
se encuentran algunas bacterias, hongos y
principalmente, microalgas.

Las microalgas presentan diversas
ventajas para lograr posicionarse como una
alternativa para la produccion de omega-3, ya
que poseen la maquinaria enzimatica
necesaria para llevar a cabo su biosintesis
(Muhlroth et al., 2013). Por otro lado, también
se encuentran las plantas que han sido
modificadas genéticamente con el objetivo de
alcanzar altos niveles de EPA y DHA
(Adarme-Vega et al., 2014). Sin embargo, a
pesar de que las plantas genéticamente
modificadas (GM) ya son una alternativa para
la produccién de acidos grasos omega-3 para
consumo humano, sus niveles de DHA/EPA
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Tabla 2. Principales estudios sobre el efecto positivo de los acidos grasos omega-3 (EPA/DHA) en el tratamiento
de enfermedades relacionadas al sistema cardiovascular. Adaptado de Kris-Etherton et al., (2019).

Estudio/Afios Pais Dosis Muestra/ Hallazgos Referencia
de EPA+DHA Condiciones
seguimiento (mg/ dia)
ASCEND U.K. 840 Reduccién de la tasa de Bowman et al.,
(7. 4) 15, 480/ mortalidad en un 19 % por 2018.
pacientes con ataque al corazén; 25 % de
diabetes tipo 2 reduccién de eventos
cardiovasculares mayores
(dosis 4 g/dia EPA).
VITAL U.S.A. 840 25, 871/ adultos  Reduccién del 28 % en el riego Manson et al.,
(5.3) mayores sin de paro cardiaco; 50 % de 2019.
enfermedades reduccion de ataque fatal al
cardiovasculare  corazon; 17 % de reduccion de
S riesgo de ataque al corazén por
enfermedad coronaria.
REDUCE-IT 11 3,600 (solo 8,179/ Demostro fuerte evidencia para Bhatt et al.,
4.9) paises EPA) Pacientes con sustentar la prescripcién de 2018.
niveles EPA para el tratamiento médico
medianos de para pacientes con

triglicéridos 216 hipertrigliceridemia; 26 % de
mg/ dL. reduccién en eventos

son menores en comparacion con los de los
microorganismos oleaginosos. Como se
presenta en la Tabla 3, la produccion de aceite
y los porcentajes de omega-3 en el aceite
proveniente de microalgas son mayores a los
obtenidos del aceite de pescado y del aceite
vegetal. Ademds, existe una barrera de
aceptacion hacia los cultivos transgénicos
(Napier et al., 2015). Por estas razones, la
produccion de omega-3 mediante
microorganismos, especificamente
microalgas y procesos biotecnoldgicos, puede
proveer niveles sustentables de EPA y/o DHA
antes que otras tecnologias logren madurar
(Finco et al., 2017).

Microalgas como fuente de EPA y/o DHA

Las microalgas, como
microorganismos oleaginosos, han sido
estudiadas como fuentes potenciales para la
producciéon de EPA/DHA. Existe una amplia
variedad de especies con caracteristicas
peculiares y con la maquinaria enzimética
necesaria para sintetizar EPA y/o DHA (Kelly
et al., 1959; Kendrick & Ratledge, 1992).

Especies productoras de DHA

En las dltimas décadas se han
evaluado diversas cepas con la capacidad de
producir DHA (Adarme-Vega et al., 2014). De
las especies de microalgas que se han
reportado como productoras de DHA,
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cardiovasculares.

Crypthecodinium cohni y  Schizochytrium
limacinum ya se han empleado para la
produccién y comercializacion de DHA (Oliver
et al., 2020). En la Tabla 4 se muestran los
titulos de produccion de biomasa y DHA,
reportados para algunas de las especies
productoras de este acido graso.

En el caso de la especie C. cohnii, Kyle
et al. (1992), empleando cultivos heterétrofos
en lote alimentado con glucosa, reportaron
productividades de 1-1.5 g DHA L dia’!, estos
resultados se obtuvieron en tiempos de cultivo
mayores a las 400 h. Por otra parte, Bailey et
al. (2003) mediante el uso de estrategias de
limitacion de oxigeno en cultivos de la especie
S. limacinum (perteneciente a la familia
Thraustochytriaceae) reportaron una
productividad de aproximadamente 10 g L™ dia-
1, que se logro en cultivos de 90 a 100 h.

Especies productoras de EPA

En contraste con la produccion y
comercializacion del DHA, no se ha logrado la
produccion de EPA a nivel industrial
empleando microalgas (Winwood, 2013). En
este sentido, en el afio 2011, la empresa
Aurora Algae, dedicada a la produccién de
biodiesel, emprendio la comercializacién de A2
EPA Pure™ con un porcentaje de EPA mayor
al 65 %; sin embargo, reportes del 2013 indican
gue esta empresa entré en crisis econémica
(Lane, 2015).
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Tabla 3. Produccion de omega-3 mediante diversas fuentes. Tabla adaptada de Finco et al., (2017).

Aceite de pescado

Aceite vegetal Aceite microbiano

Parametro Peruvian anchovy Camelina sativa GM Schizochytrium sp.
Biomasa (kg) 1000 1000 1000
Aceite (kg) 100 350 600
Omega-3 (kg) 30 49 300
n-3 PUFA (% TFA) 30 14 50

Entre las especies productoras de
EPA se encuentran las diatomeas
pertenecientes a la clase Bacillariophyceae,
ampliamente distribuidas tanto en habitats
marinos como de agua dulce, y que contienen
entre un 15-30 % de &cidos grasos como EPA.

Dentro de las especies de microalgas
productoras de EPA, se encuentran las
diatomeas marinas Nitzschia alba y Nitzschia
laevis, estas especies ademas tienen la
capacidad de crecer bajo condiciones de
cultivo heterotrofas y producir grandes
cantidades de EPA (Wen & Chen, 2000). En
la Tabla 4 se presenta un resumen de los
parametros estequiomeétricos de la produccion
de EPA reportados en estas cepas. Boswell et
al. en 1992, evaluaron la produccién de EPA
en cultivos lote alimentado de N. alba con
glucosa como fuente de carbono, en ausencia
de luz (heterotrofia). En estos cultivos se
obtuvo una concentracion de biomasa de 40-
50 g L (~40 % lipidos) en 100 h de cultivo y
una produccion de 1.25 g L? de EPA. Sin
embargo, la fraccion de EPA en la mezcla de
lipidica fue solo del 4 %, por lo que, a pesar de
ser una buena cepa en términos de obtencion
de biomasa, no lo es con respecto al
contenido de EPA. Wen y Chen (2003), en
cultivos lote alimentado de N. laevis en
condiciones de heterotrofia (sin luz) y con
glucosa como fuente de carbono, reportaron
una alta densidad celular con una
productividad de 73 mg L dia* de EPA en 14
dias de cultivo. En estos cultivos, el porcentaje
de EPA en la mezcla de acidos grasos fue de
14 %. Sin embargo, cuando se ha buscado
maximizar la concentracion de EPA en N.
laevis, a través de la limitacion nutricional con
la fuente de nitrogeno, se ha observado una
mayor produccion de metabolitos que causan
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un efecto nocivo a las células, reduciendo la
productividad de EPA a sélo 30 mg L dia?,
menor a lo alcanzado por N. alba (Ward &
Singh, 2005).

Por ultimo, en la Tabla 4 se muestran
los parametros de produccion de EPA en
cultivos de P. tricornutum, la cual puede
alcanzar un porcentaje de EPA en peso seco
entre 2.6 y 3.1 % y un titulo de produccién de
235+ 68 mg L, correspondiente a un 30 % en
el porcentaje total de A&cidos grasos
(Yongmanitchai & Ward, 1991). Por ello, el
porcentaje de EPA en P. tricornutum puede
ser entre 40 y 90 % mayor con respecto a lo
reportado en N. laevis y N. alba,
respectivamente, siendo asi la principal cepa
de estudio para la obtencién de EPA en la
Ultima década (Steinrticken et al., 2018). No
obstante, la productividad de EPA de la cepa
de P. tricornutum en cultivos continuos
autétrofos ha sido limitada (<100 mg L dia)
por lo que en términos comerciales ain no es
una opcion viable para su comercializacion
industrial. Es por ello por lo que Ila
manipulacién de las condiciones de cultivo y
la modificacion genética de las cepas se han
vuelto herramientas indispensables para
maximizar la produccién de EPA.

Phaeodactylum tricornutum

P. tricornutum (Figura 2) es una
diatomea que, a diferencia de otras
diatomeas, posee una frlstula atipica ya que
su estructura y composicion carece de silicato
(Martino et al.,, 2007). Esta variacion, en
comparacion con otras diatomeas, hace que
esta especie no necesite silicio en el medio
para crecer, disminuyendo los costos en la
formulacion del medio (Zhao et al., 2014). Se
han descrito multiples morfologias: fusiforme,

70



Articulos

Tabla 4. Resumen la de las principales investigaciones para la produccién industrial de DHA y EPA.
Tabla adaptada de Ward & Singh, (2005).

Microorganismo Biomasa DHA Referencia
(g/L)
mg  %/Biomasa %l/Lipidos Productividad
Lt (mg Lt dia?)
T. aureum 4.9 510 104 57 20 Bajpai et al., 1991
C. cohnii 20-40 2000 20-30 35 500 Kyle, 1992
Schizochytrium 20 4000 20-22 40 1000 Bailey et al., 2003
Microorganismo Biomasa EPA Referencia
(g/L) m %/Biomasa %/Lipidos Productividad
Lt (mg Lt dia?)
N. alba 40-50 500 3.00 4.00 100 Boswell et al.,
1992
N. laevis 22.1 700 14 19.4 30 Wen & Chen, 2003
P. tricornutum 4-6 700 3.3 28-35 25 Yongmanitchai &

Ward, 1991

Figura 2. Micrografia confocal de P. tricornutum UTEX 646. Adaptado con permiso
del adtor Kramer, 2019.

triadas y ovales. Sin embargo, las Unicas
formas aisladas y que han logrado crecer en
cultivo celular son las primeras dos (Tesson et
al., 2009). Cabe mencionar que la
secuenciacion de su genoma en 2008 por
Bowler et al., ha permitido la generacion de
cepas mutantes transformadas por
biobalistica y méas recientemente la edicion de
su genoma a travées de CRISPR/Cas9
(Stukenberg et al., 2018), incrementando la
versatiidad de este organismo para la
produccién de acidos grasos omega-3.
Gracias al desarrollo de herramientas
moleculares CRISPR/Cas9 y TALEN (Serif et
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al.,, 2017), ahora es posible modificar rutas
especificas y de forma eficiente para la
produccion de metabolitos de alto valor
agregado, por ejemplo, triacilgliceroles
(TAGs) y éacidos grasos poliinsaturados
(omega-3).

En la Tabla 5 se presenta un resumen
de las principales investigaciones publicadas
en las dUltimas décadas enfocadas en la
produccion de EPA, empleando a P.
tricornutum como modelo de estudio. Como se
observa en la Tabla 5, en P. tricornutum, la
abundancia relativa de EPA con respecto al
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Tabla 5. Principales investigaciones enfocadas en la produccion de EPA, empleando cepas
de P. tricornutum como modelo de estudio.

Cepa %EPA* Condiciones de cultivo Referencia
P. tricornutum UTEX 640 30.5 Medio Yongmanitchai & Ward, Yongmanitch
(1991); 4000 luxes; Autotrofia; 20 ai & Ward,
°C; 5% CO2 1991
P. tricornutum (SCUN/SCUEC) 14.0 Medio f/2; 165 PE; Autotrofia; 20 °C. Wang et al.,
2012
P. tricornutum UTEX 640 32.0 Medio Cero6n et al., 2013; 280uE; Cerbn et al.,
Mixotrofia; 50 % COz; glicerol 0.1 M; 2013
20 °C.
P. tricornutum UTEX 646 23.0 Medio ESAW; 60 UE; Disminucion Hamilton et
de la temperatura de 20 a 16 °C. al., 2014
P. tricornutum ECS 21.0 Medio f/2; 100 pE; Autotrofia; 20 °C; Wu et al.,
0.15 % CO2 2015
P. tricornutum M28 28.9 Medio Walne's; 100 uE; 15 °C: 1 % Steinrticken
CO2 etal., 2018
P. tricornutum cepa (Institute of 26.0 Medio f/2; 100 UE; Autotrofia; 20 °C; Wu et al.,
Hydrobiology, Chinese Academy of 0.15 % CO2 2019
Sciences)

total de acidos grasos oscila entre el 14 y el
32 %. Es importante resaltar que una de las
principales ventajas del uso de P. tricornutum
es que, mediante la manipulacion de las
condiciones de cultivo, es posible incrementar
la produccién de EPA.

Metabolismo de lipidos en las microalgas

Las vias de biosintesis de &cidos
grasos y lipidos en microalgas son similares
a las rutas presentes en plantas, las cuales
incluyen vias reportadas en eucariotas y
procariotas (Hu et al., 2008). Estas rutas
estan distribuidas en los diversos organulos
de las microalgas: cloroplasto, citosol y
reticulo endoplasmico. Hasta el momento se
desconoce cdmo estas células regulan el
flup de la fuente de carbono para la
produccion de lipidos; sin embargo, se ha
observado que bajo condiciones de limitacion
nutricional y en autotrofia, el crecimiento se
ve comprometido e inicia la acumulacién de
lipidos (Cheng & He, 2014).

Ruta de biosintesis de omega-3

El primer paso para la biosintesis de
acidos grasos omega-3 en microalgas, es la
conversion del acetil-CoA a malonil-CoA. Este
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paso es realizado por la acetil-CoA
carboxilasa (ACCasa) en el cloroplasto
(Huerlimann y Heimann, 2013).

Posteriormente, las cadenas de acidos grasos
son elongadas (hasta un total de 18 atomos
de carbono) por la enzima sintasa de acidos
grasos (FAS, por sus siglas en inglés fatty acid
synthase), como se muestra en la Figura 3.
Luego de estos pasos, los acidos grasos se
extienden para formar acidos grasos de 20 a
24 carbonos (C20-C24) de forma saturada o
monoinsaturada por elongasas de acidos
grasos citoplasmaticas. Por Ultimo, la
biosintesis de acidos grasos de cadena larga
(C > 18) omega-3 es completada por una serie
de desaturasas (ubicadas entre el reticulo
endoplasmico y el citosol), las cuales
introducen varios dobles enlaces en el &cido
graso (Pérez-Garcia et al., 2011).

El aislamiento de las desaturasas y
elongasas ha sido utilizado para la
caracterizacion metabdlica de la sintesis de
acidos grasos. Se ha estudiado a la enzima
desaturasa PtFAD6 proveniente de P.
tricornutum, que ha sido caracterizada y
participa en la sintesis del acido y-linoleico a
partir del acido hexadecadienoico
(Domergue et al.,, 2003). Las desaturasas

72



Articulos

Cloroplasto

Acetil- CoA
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l DHA (C22:6)
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Figura 3. Vias de biosintesis de acidos grasos y omega-3.

solubles estan involucradas en la
conversion del acido estearico (C18:0) al
acido oleico (C18:1n9), mediante la liberacion
de dos &tomos de hidrégeno, formando asi un
doble enlace en la cadena carbonada. En la
primera etapa, se forma un primer doble
enlace en la posicion 12-13 de la cadena del
acido oleico (C18:1 n9). Una segunda
desaturacion en los carbonos 15-16 de la
cadena, da origen al acido a-linolénico (C18:3
n3). Posteriormente, se presenta una
elongacion de la cadena y dos desaturaciones
adicionales, que dan origen al acido
eicosapentaenoico (C20:5 n3). Por la adicion
de dos carbonos se origina el acido
docosapentaenoico (C22:5 n3) que es
desaturado y da lugar al acido
docosahexaenoico (C22:6 n3).

Los genes que codifican para las
enzimas A4, A5 y A6 desaturasas, implicadas
en la sintesis de DHA, ya han sido
caracterizadas en T. pseudonana (Tonon et
al., 2005). Asimismo, los genes para las
enzimas acil-CoA A6 y ptd5 elongasa y
desaturasa, respectivamente, involucradas en
la sintesis de EPA e identificadas en las cepas
O. tauri (Domergue et al., 2005) vy
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P. tricornutum (Domergue et al., 2003),
respectivamente, mismas que se han logrado
sobreexpresar en P. tricornutum aumentando
considerablemente el contenido de &cidos
grasos omega-3 y EPA (Zhu et al., 2017).

Sistemas de cultivo de las microalgas

Las microalgas estan adaptadas para
acceder a los nutrientes que les permitan su
crecimiento y supervivencia, asi como para
incrementar la eficiencia de utilizacion de esos
nutrientes, en condiciones extremas o de
limitacién nutricional. En general, en el caso
del crecimiento autotrofo, las microalgas
dependen de un suministro de diéxido de
carbono y luz para llevar a cabo la fotosintesis.
No obstante, las microalgas son capaces de
crecer en heterotrofia y mixotrofia (Figura 4),
en respuesta a cambios en las condiciones de
cultivo (Wen & Chen, 2003; Chen & Chen,
2006; Morales-Séanchez et al., 2015).

En el caso particular de las diatomeas,
son reconocidas por exhibir una gran
flexibilidad en su modo de cultivo (Wen &
Chen, 2003). La mayor parte de estas son
autotrofas (caracterizadas por la fijacion de
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CO2, mediante la fotosintesis). Sin embargo,
algunas de estas microalgas son capaces de
utilizar fuentes organicas de carbono (gj.
azucares, fructosa, glicerol, glucosa, acetato)
en condiciones heterétrofas o en presencia de
luz (mixotrofia o fotoheterotrofia) (Vazhappilly
& Chen, 1998; Chen & Chen, 2006).

Autotrofia

En la actualidad la forma mas comun
de cultivo de microalgas es a través de la
autotrofia, debido a su eficiencia para utilizar
la luz (solar o artificial) y el uso de CO2 como
fuente de carbono, agua y sales inorganicas
para su crecimiento. Varias tecnologias de
cultivo han sido desarrolladas por
investigadores y productores comerciales. Las
microalgas autétrofas son comuinmente
cultivadas en estanques abiertos al ambiente
y en fotobiorreactores cerrados. Dentro de las
ventajas de los cultivos en estanques abiertos
se incluye su sencillez y bajos costos de
inversion (Wen & Chen, 2003). Sin embargo,
los costos de produccion se incrementan al
considerar el uso de terrenos, disponibilidad
de agua y, debido a que son abiertos al
ambiente, son dependientes de las
condiciones climatolégicas y son susceptibles
de contaminacién por hongos o bacterias
(Morales-Sanchez et al.,, 2015). Ademas,
estos sistemas presentan problemas como
pérdidas de agua por evaporacion,
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transferencia limitada de COz2 al cultivo por su
baja concentracién en el aire (300-700 ppm) y
en sistemas con burbujeo de CO: su baja
solubilidad por la ausencia del control de
temperatura (Pérez-Garcia et al., 2011).

En contraste, los fotobiorreactores
ofrecen un ambiente cerrado que protegen al
cultivo de las condiciones ambientales e
invasion de microorganismos no deseados.
Las condiciones de cultivo son controladas,
hay un aumento en la fijacién de COz, el cual
es burbujeado a través del medio de cultivo y
se pueden obtener productividades
considerablemente mayores en comparacion
con los cultivos en estanques abiertos (de 5 a
13 veces; Wen & Chen, 2003). Este sistema
de cultivo es mas costoso comparado con los
estanques abiertos, debido al costo
relativamente mayor de la infraestructura.

En el caso particular de P. tricornutum
bajo condiciones de autotrofia, Wu et al. en
2015 reportaron el efecto de la concentracion
de CO2, encontrando una mayor productividad
de biomasa, en comparacion a los cultivos en
donde se usdé una menor concentracion de
CO2. Asimismo, Gardner et al. en el 2012,
reportaron  efectos similares en la
productividad de biomasa mediante la adicion
de bicarbonato de sodio (NaHCO3), ademas
de una mayor acumulacion de triacilgliceroles
(TAGS).
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Heterotrofia

Algunas especies de diatomeas
pueden crecer de forma heterotrofa utilizando
fuentes organicas de carbono como sustrato
y en la oscuridad. Este grupo de microalgas
heterétrofas pueden ser clasificadas en dos
categorias: i) heterdtrofas obligadas, es decir
en ausencia luz son capaces de realizar un
cambio metabdlico y asumir el metabolismo
heterétrofo en respuesta a cambios en las
condiciones ambientales (Lee, 2001) vy ii)
heterétrofos facultativos, los que pueden
llevar a cabo de forma separada el proceso
de fotosintesis y la oxidacién de compuestos
organicos de carbono como fuente de
energia, en presencia de luz (Pérez-Garcia et
al., 2011).

Los equipos utilizados en este sistema
de cultivo son biorreactores de tanque
agitado, similares a los fermentadores
utilizados para otros microorganismos que no
requieren luz. Entre las ventajas de la
heterotrofia se cuentan: escalamiento
sencillo, incluyendo consideraciones como el
tamafio del reactor, el mezclado, Ila
transferencia de masa y la productividad
(Eriksen, 2008). Ademas, ofrecen la
posibilidad de incrementar en forma
importante la produccion de biomasa y una
alta productividad de lipidos con bajos costos
a través de cultivos alimentados, continuos o
cultivos de perfusion (Wen & Chen, 2003).

Algunas especies de microalgas
heter6trofas han sido utilizadas para la
produccién de DHA (S. limacinum, C. cohnii) y
EPA (N. laevis, N. alba) utilizando diversas
fuentes de carbono (acetato, glicerol, glucosa,
fructosa y almidon), como se describid
previamente. Sin embargo, sélo los cultivos
para la produccion de DHA han logrado la
comercializacién industrial. Una de las
limitantes para la produccién heterotrofa de
EPA reside en el nimero de cepas que
pueden crecer bajo esas condiciones, el costo
de la adicion de la fuente organica de carbono,
la contaminacion y competencia con otros
microorganismos, la inhibicién por el exceso
de la fuente de carbono vy, principalmente, en
la incapacidad de producir intermediarios y
metabolitos involucrados en la sintesis de
acidos grasos que sOlo pueden ser
sintetizados en presencia de luz (Chen, 1996;
Wen & Chen, 2003; Pérez-Garcia et al., 2011).
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En este sentido, la ingenieria
metabdlica ha surgido como una herramienta
potencial para el uso biotecnolégico de estos
organismos. Logrando satisfactoriamente el
consumo de fuentes organicas de carbono en
cepas que carecen de los transportadores
transmembranales especificos para ciertas
fuentes de carbono que no pueden difundir al
medio intracelular, o que carecen de las
enzimas necesarias para metabolizar fuentes
de carbono especificas. Un ejemplo es la
cepa P. tricornutum Bohlin, a la cual se le
incorporé el gen Glut 1, proveniente de
eritrocito humano, que codifica para el
transportador de glucosa (Glut 1). De esta
forma se obtuvieron clonas de P. tricornutum
capaces de metabolizar la glucosa en
condiciones heterotrofas, incrementando la
densidad celular, con respecto a los cultivos
de la cepa silvestre (Zaslavskaia et al., 2001).

Mixotrofia

El cultivo mixotréfico surge como una
variante del cultivo heterétrofico, donde el
CO:2 vy la fuente orgénica de carbono son
asimilados simultdneamente por el
microorganismo a través del proceso de
respiracion y fotosintesis (Lee, 2001). Esta
estrategia de cultivo se ha utilizado con la
finalidad incrementar la concentracion de
biomasa y de reducir la contaminaciéon por
bacterias por el exceso de la fuente orgéanica
de carbono (Lee, 2001). Dentro de las
ventajas en el sistema de cultivo en
mixotrofia se han reportado incrementos en
la produccion de biomasa y un aumento en la
velocidad  especifica de  crecimiento
(equivalente, en algunos casos, a la suma de
la velocidad especifica de crecimiento en
autotrofia y heterotrofia), ademas de
mantener activas las principales rutas
metabdlicas para la sintesis de acidos grasos
omega-3, activas en el cloroplasto en
condiciones de autotrofia (Pérez-Garcia et
al., 2011; Morales-Sanchez et al., 2015).

Algunas especies de microalgas
pueden activar el metabolismo mixotréfico,
dependiendo de las condiciones de cultivo.
Wood et al. en 1999 reportaron el uso
preferencial del glicerol como fuente organica
de carbono en condiciones de mixotrofia en
las cepas Nannochloropsis sp., Rhodomonas
reticulate y Cyclotella cryptica.
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En el caso de P. tricornutum, se han
reportado diversos trabajos que muestran su
capacidad de crecer en condiciones de
mixotrofia. Cerdn-Garcia et al.,, (2000)
analizaron la capacidad de P. tricornutum
UTEX 640, para crecer en presencia de
diversas fuentes de carbono como glicerol,
glucosa, acetato y almidon. En estos cultivos,
con la adicion de 0.1 M de glicerol al medio de
cultivo y con una intensidad luminosa de 165
pumol m2s, se alcanzé la mayor productividad
de biomasa: 74 % mayor con respecto a los
cultivos en autotrofia. Con respecto al uso de
glucosa como sustrato, se observo, a una
concentracion de 5 g L' un efecto positivo en
la ganancia de biomasa (mayor al 30 %),
respecto a los cultivos control sin glucosa. Sin
embargo, el empleo de almidén (0-5 g L?)y
acetato (0-0.1 M) en el caso de la cepa UTEX
640, no evidencio un cambio en la produccion
de biomasa, respecto a lo observado en los
cultivos en condiciones de autotrofia (Cerén-
Garcia et al., 2013).

La mayor parte de las vias de
biosintesis de PUFAs se lleva a cabo en el
cloroplasto, mismas que se mantienen
activas en autotrofia, por lo que a través de
cultivos en mixotrofia (modalidad de cultivo
gque mantiene activas las rutas autotrofas y
heterétrofas), se ha logrado incrementar la
concentracion de biomasa y la sintesis de
precursores de lipidos, asi como una mayor
acumulacion de PUFAs (Ceron-Garcia et al.,
2005).

Parametros de cultivo que afectan la
produccion de Omega-3 en microalgas

Limitacién nutricional

Una de las principales estrategias
utilizadas para incrementar la produccion de
lipidos es la limitacion nutricional. Se ha
reportado que, en especies del género
Schizochytrium, la limitacién de nitrégeno
activa a la enzima AMP deaminasa, que
reduce la concentracion intracelular de AMP
en Schizochytrium. Cuando hay niveles bajos
de AMP en la mitocondria, se inicia una
cascada de reacciones que causan la
acumulacion de citrato. Cuando el citrato se
transloca al citosol, éste sirve como precursor
del acetil-CoA, que a su vez funciona como un
precursor para la sintesis de lipidos (Jakobsen
etal., 2008). En P. tricornutum se ha reportado
que, en cultivos suplementados con urea
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(0.1 M), se obtuvo un incremento en la
productividad de EPA (11.5 mg L*dia) del 25
%, con respecto a los cultivos limitados por la
fuente de nitrégeno (8.5 mg Ldia?l). Las
diferencias en la produccién de EPA se ven
afectadas por la baja concentracion de
biomasa que induce la limitacion de nitrégeno
en el medio (Ceron-Garcia et al., 2005).

Luz

La luz es una de las variables mas
importantes en el metabolismo autétrofo y
mixotréfico en las microalgas, basicamente
por el papel que juega esta variable en el
proceso de fotosintesis (Pérez-Garcia et al.,
2011). Se ha reportado que este factor es
importante en el metabolismo de lipidos, asi
como en la composicién de los acidos grasos
presentes en las microalgas (Adarme-Vega et
al., 2014). Nogueira et al., (2015) evaluaron el
impacto de la intensidad luminosa en la
produccion de triacilgliceroles (TAGs) en
cultivos de P. tricornutum y de ello se puede
resumir un incremento en la productividad de
15.58 a 31.39 mg L'dia?, a una intensidad
luminosa de 50 a 600 pmol m?2 s?
respectivamente, favoreciendo asi la fraccion
lipidica.

Temperatura

La temperatura en los cultivos de
microalgas es un factor que afecta el
crecimiento celular, la composicién de lipidos
y la formacion de &cidos grasos omega-3 de
microalgas. El estrés a baja temperatura
favorece un incremento en el contenido
relativamente alto de omega-3, debido a que
las microalgas intentan mantener la fluidez de
sus membranas celulares produciendo mas
acidos grasos poliinsaturados (Pérez-Garcia
et al., 2011). Esta estrategia, se ha empleado
utiizando cambios de temperatura para
mejorar la produccion de los omega-3,
incluyendo del EPA, porque la temperatura
optima para el crecimiento de microalgas es a
menudo mas alta en comparacion a la
temperatura de formacion de los &cidos
grasos omega-3 (Adarme-Vega et al., 2014).
Dodson et al., (2014) analizaron el efecto de
la temperatura en cultivos de P. tricornutum y
encontraron un alto contenido de EPA y acido
palmitico a 20 °C. Sin embargo, ninguna
fraccién de EPA o acidos grasos mayor a 20
carbonos en la mezcla lipidica logro ser
detectada al aumentar la temperatura a 30 °C.
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Cabe sefialar que, cuando la temperatura en
los cultivos se redujo de 20 °C a 10 °C, se
obtuvo un aumento de aproximado del 85% de
EPA. En conclusion, la disminucién de la
temperatura en cultivos de microalgas se
refleja en un incremento en el contenido de los
acidos grasos omega-3 y del EPA. No
obstante, a pesar de aumentar el contenido de
EPA por unidad de biomasa a bajas
temperaturas, el costo de esta estrategia es la
disminucién de la tasa de crecimiento y la
acumulacion de biomasa. Por ende, esto se
refleja con bajas productividades de EPA (Cui
et al., 2019).

Estrategias de ingenieria genética

Otra de las alternativas para
incrementar el contenido de lipidos en P.
tricornutum, es a través de la sobreexpresion
de enzimas como la G6PD, involucrada en la
ruta de las pentosas fosfato y principal
generadora de NADPH, el cual es utilizado
para la sintesis de 4cidos grasos, ya que es
una ruta altamente reductora. Empleando esta
cepa transformada de P. tricornutum, en
cultivos enriquecidos con CO: y con una
menor concentracion de 02, se logré
incrementar la produccién de lipidos, asi como
los &cidos grasos de cadena corta, larga e
insaturados, incluyendo el EPA. Estos
resultados se obtuvieron por la inhibicion de
las rutas involucradas en la degradacion de
acidos grasos, al disminuir el flujo de
electrones hacia la cadena respiratoria al no
estar presente el oxigeno como ultimo aceptor
de electrones (Wu et al., 2019).

A través de las nuevas herramientas
moleculares y el conocimiento del genoma de
P. tricornutum. Zou et al., (2019) identificaron
y realizaron la sobrexpresién de dos genes
(ptme y ptd5b) involucradas en el metabolismo
de lipidos y observaron un incremento (2
veces mas) en la produccién de lipidos
neutros, respecto a lo observado en la cepa
silvestre. Asimismo, el porcentaje de EPA (35
%) en estas mutantes fue significativamente
mayor (1.4 veces mas) con respecto a lo
obtenido en la cepa silvestre.

Conclusiones

El cultivo de microalgas ha surgido
como una alternativa para cubrir la demanda
actual de 4&cidos grasos omega-3 de la
poblacion humana. Esto se ha llevado a cabo
mediante el desarrollo de estrategias,
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principalmente de cultivo, aprovechando la
versatilidad metabdlica y la capacidad de las
microalgas para crecer en sistemas de cultivo
autotrofos, heterétrofos y mixotroficos. Ello ha
evidenciado el potencial de este grupo de
organismos para contribuir al desarrollo de
procesos con alta productividad de omegas-3
(DHA'y EPA).

La microalga P. tricornutum
representa una fuente potencial para la
produccion de omega-3 a escala comercial, la
cual acumula de forma natural altos
porcentajes de EPA. Sin embargo, cabe
resaltar que, si bien se han desarrollado
diversas estrategias de bioingenieria e
ingenieria genética para lograr mejorar la
productividad de EPA en P. tricornotum, es
todavia necesario desarrollar procesos
viables econdémicamente. En este sentido,
uno de los principales desafios en los cultivos
de P. tricornutum es maximizar
sustancialmente la productividad de biomasa
y de EPA, aprovechando las herramientas y
los conocimientos reportados hasta la fecha,
con el fin de desarrollar procesos que sean
rentables y competitivos, en comparacion a
los procesos tradicionales de obtencion a
partir del aceite de pescado.
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