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Resumen

La microalga roja Galdieria sulphuraria ha llamado el interés de diferentes industrias como la
alimentaria y la farmacéutica por ser un organismo del cual se puede obtener la proteina pigmentada
denominada ficocianina (FC). Esta proteina se participa directamente en la absorcion de fotones
durante el proceso de fotosintesis en condiciones de baja intensidad de luz. Actualmente la FC se
extrae de cultivos autétrofos de la cianobacteria Arthrospira platensis. Sin embargo, obtener este
pigmento a partir de cultivos de la microalga G. sulphuraria es atractivo debido a que es un
microorganismo extremdfilo, capaz de crecer a pH menores de 3 y temperaturas mayores a 40 °C,
lo cual ayuda a mantener los cultivos axénicos. Ademas, dicha microalga es capaz de crecer en
condiciones heterétrofas (en ausencia de luz), mixétrofas y autodtrofas. Adicionalmente, la FC
extraida de G. sulphuraria presenta una termoestabilidad mayor a la extraida por A. platensis. En
este trabajo se presenta un panorama general de la ficocianina, su funcion y estructura, asi como
las caracteristicas generales de G. sulphuraria, los tipos de cultivos evaluados para su crecimiento
y las estrategias para incrementar la acumulacion de FC. Entre estas estrategias destacan, la fuente
de carbono, intensidad y longitud de onda de la luz, técnicas de cultivo y el papel de la FC como
reservorio de nitrégeno.
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Abstract

The red microalgae Galdieria sulphuraria has attracted the interest of different industries, such as
food and pharmaceuticals, since it is a source of the protein-pigment called phycocyanin (PC). This
protein is directly involved in the absorption of photons during the photosynthesis process at low light
conditions. Currently this protein is obtained from autotrophic cultures of the cyanobacterium
Arthrospira platensis. However, some culture characteristics makes attractive the use of G.
sulphuraria to produce PC. This extremophilic microalga can thrive at pH values lower than 3 and
temperatures above 40 °C, which helps to maintain axenic cultures. Furthermore, this microalga can
grow under heterotrophic (in the absence of light), autotrophic and mixotrophic conditions. The
extracted PC from this microalga has a higher thermostability than the obtained from A. platensis. In
this work an overview of phycocyanin function and structure, as well as the general characteristics of
microalgae G. sulphuraria, the diversity of cultures for its growth assessment, and the strategies used
to increase PC accumulation is presented. These strategies include the use of different carbon
sources, intensity and wavelength of light, culture techniques, and the role of PC as a nitrogen
reservoir.
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Ficocianina, usos, estructuray estabilidad

Introduccidén

La ficocianina (FC) es un pigmento
fotosintético accesorio que se encuentra
presente en cianobacterias y en las
microalgas rodofitas, criptofitas y glaucofitas.
Esta proteina esta catalogada como una
ficobiliproteina (FBP), que en conjunto con
otras FBP (aloficocianina y ficoeritrina,
principalmente) constituyen complejos
supramoleculares altamente organizados
denominados ficobilisomas (Glazer and Clark,
1986). Estos complejos son los principales
recolectores de luz en las cianobacterias y
algunos phyla de microalgas (figura 1).

Las FBPs abarcan cerca del 80% del
peso seco del ficobilisoma, el 20% restante lo
conforman proteinas no pigmentadas, las
cuales se encargan de unir y estabilizar el
ficobilisoma a la membrana externa del
tilacoide (Bryant et al., 1979). Una de las
funciones de los tilacoides es capturar la
energia luminica para luego transferirse a los
centros de reaccion, donde se lleva a cabo la
fotdlisis del agua generando electrones,
protones y oxigeno (MacColl, 1998).

Las FBPs se encuentran ordenadas
en los ficobilisomas con base en la emision de
fluorescencia y absorcién de cada FBP (figura
1) y se sugiere que la transicion de fotones se
lleva a cabo en el siguiente orden: ficoeritrina
-  ficocianina >  aloficocianina >
fotosistemas | 6 Il (Zilinskas and Howell,
1983). Un modelo del proceso de absorcion y
utilizacion de energia presente en las plantas
y microalgas se muestra en la figura 2.

Aloficocianina
A 10,850 - 655 nm
Ficocianina
Amax610 - 620 nm

Ficoeritrina
Amax540 = 580 nm

La FC (figura 3A) es un pigmento
fotosintético de color azul brillante. La coloracion
caracteristica se debe a que su estructura
contiene un tetrapirrol lineal denominado
ficocianobilina que en su estructura tiene
enlaces dobles y sencillos alternados (sistema
conjugado; figura 3B), que le permiten
deslocalizar electrones en respuesta una
excitacion luminosa a una longitud de onda
maxima de 620 nm; este tetrapirrol se encuentra
estabilizado dentro de la proteina por la unién a
un residuo cisteina mediante un enlace tioéster
(Mulders et al., 2014).

Dos subunidades proteicas
conforman a la ficocianina, una denominada a
(~18 kDa) y la otra B (~20 kDa). Las
diferencias entre éstas versan,
principalmente, en que la subunidad B cuenta
con dos moléculas del cromoforo
ficocianobilina, mientras que la subunidad a
s6lo presenta una. La conformacién de la
proteina cuaternaria depende del pH en el que
se encuentra: en un rango de pH de 5a 6 la
conformacion mayoritariamente se encuentra
es un hexamero (aB)s, mientras que a un pH
de 7 la estructura cuaternaria se encuentra
principalmente en forma de trimero (af)s
(Bryant et al., 1979).

La produccion de FC, al igual que
otros colorantes naturales del ficobilisoma, es
atractiva a multiples industrias, principalmente
la alimentaria y la farmacéutica, debido a que
existen reportes en donde se demuestra que
los colorantes quimicos se encuentran
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Membrana tilacoidal

Figura 1. Diagrama del ficobilisoma situado en la membrana tilacoidal. Se presenta la distribucién de ficobiliproteinas
gue funcionan como fotorreceptores y transfieren la energia hacia los fotosistemas 1 y II.
(Modificado de Gaignard et al. 2019).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5 83



Articulos

[ Energia solar ]

v

Carotenoides Absorcién de
Clorofilas
la luz

Ficobiliproteinas

Cadena 2
B . Ferredoxina-NAD*
Fotosistema Il transportadora de Fotosistema | )—)[ o sl J
electrones ¢
Generacion de Generacion de
ATP NADPH

——>> Transferencia de energia

———>» Transferencia de electrones

_> Productos o sustratos

Figura 2. Diagrama simplificado de la absorcion de luz y transporte de electrones en microalgas.
(Modificado de Zilinskas y Howell, 1983).

Figura 3. Estructura de las ficobiliproteinas, las cuales estan compuestas por una parte proteica y un tetrapirrol unido
mediante un enlace covalente a un residuo cisteina. (A) Ficocianina de la cianobacteria Phormidium rubidum.
(B) Ficocianobilina: estructura con enlaces dobles y sencillos alternados que le permiten deslocalizar electrones en

respuesta una excitacion luminosa. (Figura de autoria propia).
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relacionados con enfermedades infantiles,
principalmente como la hiperactividad y
conductas donde se altera la atencion
(Mulders et al., 2014). Aunado a esto, los
consumidores optan por adquirir “productos
ecoldgicos” y con menor impacto ambiental en
su obtencién, con lo cual se presume que
tendra un impacto en las ventas de los
productos que opten por estas alternativas.
Actualmente, diferentes lineas de
investigacion se desarrollan con fines de
estudio basico y de la optimizaciéon en la
producciéon de estos pigmentos de origen
natural.

Debido a su pigmentacién brillante,
naturaleza no téxica y capacidad antioxidante,
las FBPs se consumen como suplementos
alimenticios, ya sea como cultivos celulares
liofilizados o bien en extractos purificados
donde predominan estas proteinas. Las FBPs
también se emplean en diversas aplicaciones,
entre las  que destacan: agentes
antioxidantes, neuroprotectores,
hepatoprotectores,  anticancerigenos, vy
colorantes en cosméticos y alimentos
(Morales-Sanchez et al., 2016). Dentro de sus
aplicaciones, en el é&rea de analisis
inmunoquimicos se emplea a las FBP como
marcadores fluorescentes en ensayos de
citometria de flujo, en ensayos por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA),
técnicas de histoquimica y para la deteccién
de especies reactivas de oxigeno (Eriksen,
2008). Actualmente existen mas de 30
patentes a nivel internacional relacionadas
con la produccion de FBPs, y su utilizacion en
diferentes industrias como la farmacéutica,
alimentaria y terapéutica, entre otras (Sekar &
Chandramohan, 2008), por lo cual existe una
necesidad especifica de incrementar la
produccion de estas proteinas pigmentadas a
nivel comercial.

Estas proteinas se encuentran en
diferentes especies de microalgas vy
cianobacterias; se han realizado estudios para
describir las diferencias o particularidades de
las FCs presentes en los diferentes
organismos que las producen. Se ha
observado que, aunque todas las FCs
contienen el mismo croméforo
(ficocianobilina), existen diferencias en la
estabilidad de estas moléculas. Estas
diferencias se deben a la composicion
aminoacidica de la parte proteica ya que
presentan un mayor numero de residuos

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

cisteina, los cuales forman enlaces disulfuro
gue estabilizan la proteina; no obstante, estas
diferencias no afectan la estructura terciaria
de las proteinas. Con base en el alineamiento
de la cadena de aminoacidos de ficocianinas
de diferentes organismos, se encontrd que su
composicion de aminoacidos esta muy
conservada y que, ademds, presentan una
alta proporcién de cadena alfa hélices en su
conformacion secundaria y, por tanto, a nivel
de estructura terciaria son muy similares
(Eriksen, 2008).

Actualmente la FC mas
comercializada es la obtenida de la
cianobacteria A. platensis  (conocida
comunmente como Espirulina), y debido al
incremento en el uso de colorantes naturales,
la demanda de esta proteina ha aumentado, y
es por esto por lo que se analizan nuevas
técnicas de produccion y fuentes de
extraccion.  Aunque  existen  diversas
microalgas que producen esta proteina, la
obtencién de FC de la microalga roja Galdieria
sulphuraria es muy atractiva debido a sus
caracteristicas metabdlicas y extremdfilas, las
cuales se describen a continuacion.

Galdieria  sulphuraria 'y ficocianina:
caracteristicas y propiedades

G. sulphuraria se encuentra dentro de
la clase Cyanidiophyceae; estas microalgas
tienen la capacidad de crecer en ambientes
extremos, como fuentes termales y geiseres,
usualmente asociadas a localidades donde
existe actividad volcanica y aguas sulfurosas.
Estas condiciones derivan en un ambiente
hostil para la mayoria de los organismos, como
un pH menor a tres y temperaturas en el rango
de 50 a 80 °C (Brock et al., 2003). Las
microalgas Cyanidiophyceae son una clase del
filo Rhodophyta (algas rojas) que, junto con las
plantas verdes (Viridiplantae), glaucofitas
(Glaucophyta) y  cianobacterias, son
organismos fotosintéticos (Reyes-Prieto et al.,
2007). La clase Cyanidiophyceae incluye en su
mayoria microalgas extremofilas, las cuales se
dividen en tres géneros que son: Cyanidium,
Cyanidioschzyon y Galdieria (Albertano et al.,
2000). Dentro de la clase Cyanidiophyceae el
Unico género que también presenta la
capacidad de crecer en ausencia de una fuente
luminosa es el género Galdieria, esto derivado
de su capacidad de metabolizar diversos
compuestos organicos como fuente de
energia. Algunas caracteristicas de este
género de algas eucariotas unicelulares
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incluyen una morfologia esférica,
reproduccién por medio de endosporas (4-8
endosporas), no cuentan con una pared
celular sin embargo, presentan una cubierta
de exopolisacaridos. De acuerdo con Ilo
reportado por Albertano et al. (2000) y
Gaignard et al. (2019), G. sulphuraria cuenta
con un solo cloroplasto; sin embargo, presenta
varias mitocondrias (>3 por célula), esto
difiere de las demas microalgas rojas hasta la
fecha reportadas, ya que solo presentan una
mitocondria. Una representacién grafica de la
estructura de G. sulphuraria se muestra en la
figura 4.

Entre sus caracteristicas metabdlicas,
G sulphuraria tiene la capacidad de utilizar
mas de 30 diferentes biomoléculas como
fuente de carbono, tales como hexosas,
pentosas y polioles (alcoholes de azlcares),
entre otros (Oesterhelt et al.,, 1999)). Un
resumen de las fuentes de carbono que se
han reportado puede consumir se presentan
en la tabla 1. Aunque se ha determinado que
G. sulphuraria es capaz de crecer en
diferentes  fuentes de  carbono, la
caracterizacion del crecimiento a detalle en
estas fuentes no se ha evaluado, Unicamente
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se ha caracterizado el crecimiento de esta
microalga con glucosa, glicerol, fructosa y
sacarosa (Sloth et al., 2006). Como resultado
de estas caracterizaciones se ha demostrado
gue el crecimiento celular y, por lo tanto, la
productividad de biomasa obtenida en cultivos
heterotroficos y mixotréficos se encuentra por
encima de los reportados para otras
microalgas capaces de crecer en cultivos
heterotréficos suplementados con glucosa, p.
ej. Chlorella sorokiniana y Chlorella vulgaris
(Guldhe et al., 2017). El modelo para explicar
su eficiente crecimiento propone que su
metabolismo al utilizar glucosa se encuentra
relacionado con el pH &cido del medio en que
se encuentra, ya que los transportadores
reportados para microalgas (incluida G.
sulphuraria) son del tipo simporte (Stadler et
al., 1995), por lo cual translocan dos
moléculas simultdneamente (azlcar y H*). Al
trasportar el protdn del medio de cultivo (pH 2)
al interior de la célula (pH 7) genera la energia
suficiente para translocar a la glucosa, lo que
hace al proceso muy eficiente en comparacion
con las microalgas que habitan en pH
cercanos a 7 y que probablemente requieren
de ATP para transportar a la glucosa.

)
/ Trasportador
) 2 Carbono inorgénico
Mitocondria
H ‘:H'
H') -
t @ s\ Nucleo
etk
N (H)
Ficobilisoma
Cloroplasto
\ (o]
A | c
o) / GOlgI
=
o)

Figura 4. Esquema general de la microalga roja G. sulphuraria. Esta cuenta con un cloroplasto y varias mitocondrias (>3

por célula). Se muestra la presencia de algunos trasportadores de moléculas organicas e inorganicas, los cuales le

proporcionan la capacidad para crecer bajo condiciones heterotréficas, autotroficas y mixotréficas.
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Tabla 1. Fuentes de carbono a (hexosas, pentosas y polioles) reportadas como sustratos utilizados

por Galdieria sulphuraria cepa MBI (Adaptado de Oesterhelt et al 1999).

Hexosas Pentosas Polioles
D-Glucosa D-Xilosa D-Sorbitol
D-Manosa D-Ribosa D-Manitol

D-Galactosa D-Arabinosa D-Arabitol
D- Fructosa L-Arabitol
6-Deoxi-glucosa Xilitol
D-Sorbosa Dulcitol
L-Fucosa Ribitol
L-Ramnosa

Nota: Se utilizé una concentracion de 125 mM para todas las fuentes de carbono

Con el objetivo de reforzar la
clasificacion taxonémica de la clase
Cyanidiophyceae, Cozzolino et al. (2000),
realizaron un estudio filogenético utilizando
los genes que codifican para la subunidad
larga de la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCo; codificada
por el gen rbcL). Para este estudio se utilizé la
secuencia del rbcL de diferentes microalgas
recolectadas en diversas localidades del
mundo. Como resultado de este estudio se
determind que existen diferencias genéticas
gue permiten separar los géneros Cyanidium,
Cyanidioschzyon y Galdieria. Ademas, se
observé que las cepas de Galdieria usadas en
diferentes investigaciones, se encuentran
estrechamente relacionadas sin importar su
distribucidn geogréfica (figura 5).

Debido a las caracteristicas de las
Cyanidiophyceae (crecimiento en condiciones
extremas), se ha evaluado la estabilidad de la
FC producida por esta clase, encontrando que
es estable a altas temperaturas. Su
estabilidad se pierde a temperaturas
superiores a los 60 °C, mientras que la
obtenida de A. platensis se desestabiliza a los
47 °C (Moon et al.,, 2014; Rahman et al.,
2017). Estudios donde se evalud la cinética de
desnaturalizacion de la FC, con base en la
velocidad de pérdida en su coloracion,
mostraron que al incubar la ficocianina de G.
sulphuraria y A. platensis a 60 °C durante 30
minutos a pH 7, la pérdida de la coloracion es
equivalente al 13.34 y 39.17%,
respectivamente. Estos investigadores,
también demostraron que el tiempo de vida
media de la FC de G. sulphuraria es 3 veces
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mayor que el de la FC de A. platensis.
Probablemente, las diferencias en estabilidad
de las diferentes FCs esté relacionada con el
alto nimero de residuos cisteina encontrados
en la secuencia de aminoéacidos de la
ficocianina de Galdieria. Asimismo, se evalu6
la capacidad antioxidante de ambas
moléculas y se encontr6 que su poder
antioxidante es similar, por estas razones la
ficocianina extraida de la microalga G.
sulphuraria es un producto competitivo en el
mercado (Carfagna et al., 2018).

Cultivo de microalgas

Debido a que G. sulphuraria tiene la
capacidad de crecer en diferentes condiciones
de cultivo, en esta seccion se presenta un
resumen de las condiciones de cultivo para
crecer esta microalga. El cultivo de microalgas
a gran escala se usa para producir biomasa y
metabolitos especificos como carotenoides,
lipidos, FBPs y toxinas especificas, entre otros
(Mulders et al., 2014). La produccién de estos
metabolitos, asi como su biomasa, esti
directamente relacionada con las condiciones
del cultivo las cuales se clasificaron en cuatro
tipos (Chojnacka & Noworyta, 2004). (A)
Fotoautotrofia: Donde la luz se usa como
fuente de energia (fotosintesis) y la fuente de
carbono proviene de la asimilacion del dioxido
de carbono (CO2). (B) Heterotrofia: Donde
tanto la obtencion de energia como la fuente
de carbono proviene del catabolismo de una
fuente de carbono orgéanico, y el crecimiento
se lleva a cabo en condiciones de obscuridad.
(C) Mixotrofia: El crecimiento se da tanto por
fotosintesis como por heterotrofia y, por lo
tanto, la fuente de carbono es de origen
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G. sulphuraria (Yellowstone, EEUU; cepa SAG108.79)

—— G, sulphuraria (Naples, Italia; cepa DBV002)

— G. daedala (Kurili Islands, Rusia; cepa IPPAS-P508)

G. maxima (Kurili Islands, Rusia; ccepa IPPAS-P507 )

b G. partita (Kamchatka, Rusia; cepa IPPAS-P500)

(. sulphuraria (Java, Indonesia; cepa DBV074)

—— Cyanidioschyzon merolae

= Cyanidium caldarium

Figura 5. Fenograma donde se representa la relacion dentro de la clase Cyanidiophyceae.
Modificado de (Cozzolino et al., 2000).

organico e inorganico. (D) Fotoheterotrofia:
Cultivo en donde la energia se obtiene tanto
por fotosintesis como por heterotrofia; no
obstante, las estructuras de carbono
necesarias para su anabolismo provienen
Unicamente de los compuestos organicos.

Debido a que existen pocas especies
de microalgas capaces de asimilar y
metabolizar fuentes de carbono organicas, en
la mayoria de los casos el cultivo de
microalgas se realiza en condiciones
fototrofas, en reactores al aire libre, debido a
los bajos costos que representa su instalacion
y manteniendo. Sin embargo, los cultivos al
aire libre tienen algunos inconvenientes, tales
como una baja concentracion de biomasa final
(1-3 g/l) debido a la escasa difusion de luz
dentro del cultivo, ya que a bajas intensidades
de luz el proceso de fotosintesis disminuye;
asi mismo los cultivos abiertos estan
propensos a contaminaciones, y no es posible
controlar la temperatura del cultivo, ya que
depende de la temperatura del ambiente, lo
cual provoca que la productividad de biomasa
se dependa de la estacion del afio en que se

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

trabaje y la localidad geogréfica en la que se
encuentre el cultivo (Siqueira et al., 2020). Los
foto-reactores son una alternativa para evitar
estos inconvenientes del cultivo bajo
condiciones autotrofas. En los foto-reactores
es posible controlar las condiciones de cultivo
(intensidad de luz, temperatura y pH) y se
puede garantizar la esterilidad del medio y
cultivos axénicos. Por estas razones, los foto-
reactores se emplean preferentemente parala
produccion metabolitos dirigidos a las
industrias farmacéutica y alimentaria (Chen &
Chen, 2006). El mayor inconveniente de estos
reactores es su alto costo, debido a que el
material debe ser transparente y resistente a
guimicos abrasivos, ademas, del alto costo de
mantenimiento del cultivo ya que los reactores
se mantienen iluminados artificialmente,
durante todo el proceso.

Una alternativa para el crecimiento a
altas densidades celulares de microalgas es el
uso de cultivos heterotréficos. Sin embargo,
existe un grupo muy pequefio de microalgas que
crecen en condiciones heterotréficas, p. €]. de
los géneros Chlorella (Guldhe et al., 2017),
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Neochloris (Morales-Sanchez et al., 2014) y
Galdieria (Weber et al., 2004), debido a que
cuentan con los transportadores y las vias
metabolicas necesarias para translocar la
fuente de carbono del medio de cultivo al
interior de la célula y posteriormente realizar
su catabolismo. El metabolismo heterotréfico
de las fuentes de carbono en las microalgas
se puede llevar a cabo en diferentes
compartimientos celulares, como lo son: el
cloroplasto, el citoplasma, la mitocondria y el
glioxisoma (Morales-Sanchez et al., 2015).
Cabe puntualizar que, aunque las microalgas
cuentan con algunas vias metabdlicas
necesarias para utilizar biomoléculas como
fuente de energia, la ausencia de
trasportadores especificos es el principal
cuello de botella en este metabolismo ya que,
para poder utilizar las fuentes de carbono,
éstas deben atravesar la membrana
plasmética (Fiechter & Seghezzi, 1992).

Diferentes géneros de microalgas han
demostrado la capacidad de utilizar fuentes de
carbono orgénico, y se han realizado estudios
en los que se compara la velocidad de
crecimiento en condiciones heterotroficas,
autétrofas y mixotroficas. Como resultado se
observa que la mayoria de microalgas
presentan mayores velocidades de
crecimiento en condiciones autotrofas; debido
a que la internalizacion que tienen de los
substratos orgéanicos es baja (Lee, 2001). Sin
embargo, existen microalgas las cuales
presentan mejores velocidades de
crecimiento en condiciones heterétrofas en
comparacién con ambientes autétrofos. Esto
se debe a que la energia obtenida en forma de
ATP, asi como la cantidad de NADH y NADPH
generados por medio de catabolismo de
compuestos organicos, es mayor a la obtenida
por medio de la fotosintesis, lo que facilita el
rapido crecimiento de las microalgas que
tienen la capacidad de crecer en heterotrofia
(Graverholt & Eriksen, 2007; Morales-
Sanchez et al., 2014). En las microalgas que
presentan buen crecimiento en condiciones
heterotroficas se ha observado que existe una
sinergia en el crecimiento cuando se utilizan
condiciones mixotroficas. Esta sinergia se
debe a la produccion y asimilacién de CO:2 de
las microalgas que presentan un metabolismo
heterdétrofo y autétrofo, respectivamente.
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Produccién de ficocianina en la microalga
roja G. sulphuraria

La FC actualmente comercializada
proveniente de la cepa A. platensis (Spirulina);
no obstante, como se menciona
anteriormente, el phylo Rhodophyta
especificamente, G. sulphuraria es foco de
atencién para la produccién de esta proteina
pigmentada. A continuacion, se describen los
principales resultados reportados a nivel de
investigacion para la produccién de
ficocianina con G. sulphuraria (tabla 2).

Los ficobilisomas son un complejo
antena accesoria, por lo que su generacion se
encuentra altamente relacionada con la
presencia de luz y, normalmente, las cepas
gue crecen en ausencia de luz no presentan
pigmentos accesorios como las
ficobiliproteinas y carotenoides.

La produccion de ficocianina en
Galdieria se ha centrado principalmente en
cultivos heterétrofos, debido a que, en
comparacion con los cultivos autotréficos, se
puede obtener una alta concentracion de
biomasa en poco tiempo. No obstante, la
concentracion de ficocianina en cultivos sin
exposicion a la luz es baja, y, en algunas
cepas, inclusive se puede perder este
pigmento como lo observaron Gross &
Schnarrenberger (1995) quienes evaluaron
las cepas de G. sulphuraria 074G y 074W,
aisladas del mismo nicho ecolégico en
Indonesia. Ambas cepas presentaron el
mismo comportamiento y pigmentaciéon en
cultivos autotrofos; sin embargo, encontraron
gue la cepa 074W al cultivarse en ausencia de
luz perdié su coloracion mientras que la cepa
074G, inclusive después de ser cultivada
durante dos afios en obscuridad, mantuvo su
pigmentacién debido a la presencia de estas
FBPs (Gross & Schnarrenberger, 1995).
También, es por esto por lo que la mayoria de
los trabajos realizados con G. sulphuraria para
la produccién de FC utilizan la cepa 074G.

Actualmente no existe informacion
suficiente sobre la sintesis de FC en cepas de
G. sulphuraria bajo las diferentes condiciones
de cultivo indicadas al inicio de esta seccion.
No obstante, se han estudiado diferentes
ambientes de crecimiento y se ha demostrado
gue existen condiciones donde se favorece la
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Tabla 2. Estrategias de cultivo utilizadas en la produccién de ficocianina utilizando las cepas
de G. sulphuraria y A. platensis

Microorganismo Reactor Fu;:te Volumen Biomasa Rendimiento Productividad Referencia
Carbono 0} CL; (9rc/Gbiomasa) (grc/l dia)
Cultivos abiertos
A. platensis “Raceway” CO, 135000 0.47 0.061 0.003 Jiménez et al. (2003)
A. platensis “Raceway” CO; 300 0.9 0.067 0.01 Pushparaj et al. (1997)
A. platensis “Raceway” CO; 300 1.6 0.074 0.024 Pushparaj et al. (1997)
G. sulphuraria “Raceway” CO, 15 2.23 0.098 0.016 Wang et al. (2020)
Cultivos cerrados
A. platensis Tubular CO; 11 5 0.07 0.092 Carlozzi (2003)
A. platensis Tubular CO; 12 3 0.07 0.064 Zitelli et al. (1996)
A. platensis Panel alveolar CO; 6 6.9 0.07 0.089 Tredici et al. (1991)
Cultivos mixotroficos

Chen and Zhang
A. platensis Alimentado Glucosa 2.5 10.2 0.107 0.087 (1997)
A. platensis Lote Glucosa 0.1 2.52 0.131 0.22 Marquez et al. (1993)
G. sulphuraria Lote Glucosa 0.1 25 0.02 0.0125 Sloth et al (2006)
G. sulphuraria Lote Glicerol 0.1 3.2 0.04 0.032 Sloth et al (2006)

Cultivos heterotroficos

S. platensis Lote Glucosa 0.1 0.83 0.058 0.01 Marquez et al. (1993)
G. sulphuraria Lote Glucosa 0.1 25 0.02 0.0125 Sloth et al (2006)

Graverholt & Eriksen
G. sulphuraria Alimentado Glucosa 25 109 0.027 0.47 (2007)

Graverholt & Eriksen
G. sulphuraria Quimiostato Glucosa 2.5 83.3 0.16 0.086 (2007)

Graverholt & Eriksen
G. sulphuraria Heterotroéfico Glucosa 0.3 4.6 0.056 - (2007)
G. sulphuraria Heterotrofia-Dilucion- - cosa  300mi+ 11 240 0.132 2209  (Wan etal., 2016)

Fotoinduccién

acumulacion de esta proteina. Por esto, la
mayoria de las investigaciones tratan de
aumentar la productividad de FC, la cual se ve
reflejada cuando se logra una elevada
concentracion final de biomasa en un tiempo
corto y también por incrementos en la
acumulacion intracelular de FC. En este
contexto, Graverholt y Eriksen (2007),
compararon la produccién de FC entre una
cepa de A. platensis y G. sulphuraria. A.
platensis se cultivd autotréficamente en
cultivos  abiertos y G. sulphuraria
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heterotréficamente en cultivos alimentados,
usando glucosa como fuente de carbono.
Estos autores reportan que en comparacion
con la cianobacteria cultivada
autotréficamente la cepa de G. sulphuraria en
heterotrofia produjo FC a velocidades 1.7 a
13.6 veces mayor, ya que, aunque la
concentracién de ficocianina es menor a la
encontrada en la cianobacteria (cultivo
autotrofo), la produccion de biomasa es mayor
comparada con la producida por A. platensis
(Graverholt & Eriksen, 2007).
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Principales factores que afectan la
productividad de ficocianina en G.
sulphuraria

Estado de inaniciéon

En cultivos heteroétrofos y
mixotréficos, que una vez agotada la fuente de
carbono, la cepa entra en un estado de
inanicién por carbono y, como respuesta al
estrés generado, se observa un incremento de
FC de hasta el 300% en 24 h en comparacion
al pigmento cuantificado sin condiciones de
estrés (Gross and Schnarrenberger, 1995).
Adicionalmente se ha reportado que este
efecto depende de la fuente de carbono. En
cultivos en lote, donde se utiliz6 como fuente
de carbono, fructosa, glucosa o glicerol (Sloth
et al, 2006), se observd que 24 horas
después de agotarse la fuente de carbono,
pero con exceso de la fuente de nitrégeno, se
incrementd la acumulacién de FC. Sin
embargo, en los cultivos donde se utilizé
glicerol, la acumulacién presente se duplicé en
comparacién con los cultivos que utilizaron
glucosa y fructosa. Actualmente no se
conocen las bases de este efecto.

Intensidad y longitud de onda de la luz

La ficocianina, al ser un pigmento
secundario en el proceso de fotosintesis, tiende
a incrementar su concentracién dentro de la
célula cuando la intensidad de la luz es menor
a 200 uymol m2s, ya que a esta intensidad de
luz la clorofila no puede absorber los fotones
suficientes que permitan llevar a cabo las
funciones basicas de metabolismo celular. En
consecuencia, para aprovechar mejor la poca
intensidad luminosa, se sintetizan mas
ficobilisomas (Sloth et al., 2006). Ademas,
aunque todavia no estd estudiado en G.
sulphuraria, para A. platensis, ademas de
observarse el efecto en la intensidad de luz
descrito  anteriormente, se sabe que
dependiendo la longitud de onda utilizada es
posible afectar la acumulacion de ficocianina o
ficoeritrina. Bajo la misma premisa discutida
previamente, la clorofila absorbe fotones a
longitudes de onda de 400 a 500 nm, mientras
que la ficocianina absorbe a 620 nm, por lo que,
si los cultivos son expuestos a la longitud de
onda equivalente a la luz roja (en el intervalo de
longitud de onda donde la FC absorbe fotones),
la acumulacion de ficocianina aumenta
(Raeisossadati et al., 2019).
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Concentracion de oxigeno disuelto

Anteriormente se postuldé que la
glucosa inhibia la produccion de clorofila y
ficocianina  en  cultivos heterotroficos
(Stadnichuk et al.,, 1998). Sin embargo,
estudios posteriores demostraron que este
efecto de disminucion del contenido de FC se
debe a una limitacion de oxigeno disuelto en el
medio de cultivo. Debido a que la
concentracion  celular en  condiciones
heterotroficas es alta y la transferencia de
oxigeno insuficiente, por lo que se generan
condiciones de limitacion de oxigeno disuelto
cercanas a cero en el medio de cultivo. En
particular, se determind que el oxigeno disuelto
debe ser mayor a cero para que la enzima
“coproporfirinégeno oxidasa” pueda llevar a
cabo una catdlisis eficiente. Cabe aclarar que
esta oxidasa se necesita para la biosintesis de
intermediarios de clorofila y ficobilina (Sarian et
al., 2016). Estudios realizados en quimiostato,
mostraron que es posible aumentar la
productividad de FC, e incrementar la
concentracion de biomasa final mediante el
control de la velocidad de adicion de la fuente
de carbono. Esta operacién, aunada a una
recuperacién simultanea de biomasa, permiten
generar condiciones en las cuales el oxigeno
no es limitante, es decir, que el nivel de oxigeno
disuelto en el medio de cultivo es mayor a cero
(Graverholt & Eriksen, 2007).

Concentraciones iniciales de biomasa y
fuentes de carbono

Wan et al. (2016) demostraron que la
concentracion inicial de biomasa, en cultivos
autotréficos con células provenientes de
cultivos heterotroficos, tiene un impacto en el
contenido de FC y en la produccion de
biomasa  final. Evaluando diferentes
concentraciones de biomasa inicial (0.1 a 1.5
g/l) en la etapa autotréfica, determinaron que
las mejores concentraciones iniciales para la
produccion de biomasa y rendimiento de FC
final son de 1.5 g/l y 0.6 g/l respectivamente
(Wan et al., 2016).

Disponibilidad de nitrégeno

Como se comenté anteriormente,
resultado de la inanicién por carbono en
cultivos  heterotréficos, se observé la
acumulacion de FC, siempre y cuando exista
un exceso de la fuente de nitrégeno (NHa4) en
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el medio de cultivo. Se ha reportado que, con
un exceso de nitrdgeno, equivalente a una
relacion molar de 50:1 (mol de carbono: mol
de nitr6geno), se promueve la acumulacion de
FC (Sloth et al., 2006). Esto se debe a que la
FC también funciona como un reservorio de
nitrégeno. Se han realizado estudios en
cianobacterias y en G. sulphuraria cepa 011,
donde cultivos que se encuentran limitados en
nitrégeno, tienden a perder su coloracion
caracteristica (verde-azul) debido a un efecto
llamado blanqueamiento  (Salbitani &
Carfagna, 2020). En estos estudios se ha
describi6 que las primeras estructuras
pigmentadas que se pierden son las FBPs, ya
que se usan como fuente de nitrégeno. Con el
proposito de tener una mayor produccién de
FC se ha estudiado la cinética de degradacion
de ésta, actualmente existen estudios
enfocados en tratar de evitar la degradacion
de FC en cultivos con limitacion de nitrdgeno
y donde esta proteina podria proporcionar la
fuente de nitr6geno. En esos trabajos se
demuestra que el proceso de autofagia, que
es el principalmente usado para la
degradacion de proteinas, no se encuentra
presente en algas rojas como G. sulphuraria
y, en cambio, para la degradacion de las
macro estructuras como los ficobilisomas de
ficocianina, esta microalga utiliza una proteina
adaptadora responsable del reconocimiento
del ficobilisoma y el complejo de degradacion
proteasa Clp, para la hidrélisis de la FC
(Salbitani & Carfagna, 2020).

G. sulphuraria surge como una
microalga roja prometedora para mejorar la
obtencion de ficocinina en  cultivos
heterotdficos a gran escala debido a su alta
productividad de biomasa y las condiciones de
su cultivo que facilitan controlar los cultivos
axénicos. Como se ha indicado en esta
seccion, se tienen varios avances en la
produccién de biomasa y ficocianina utilizando
G. sulphuraria; sin embargo, es deseable
desarrollar nuevas estrategias para
incrementar su produccion. Una de estas
estrategias puede ser la generacion de células
genéticamente modificadas, por ejemplo,
empleando promotores fuertes que pudieran
impactar en varios genes de su via biosintética
de la FC. También, seria deseable formar
vinculos entre grupos de investigacion y
tecnélogos industriales para poder lograr su
sobreproduccién a un bajo costo.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

Conclusiones

La ficocianina posee un gran potencial
de aplicaciones practicas, principalmente
debido a sus propiedades fluorescentes,
cromoforas y antioxidantes, las cuales, a partir
de la ficocianina obtenida de A. platensis, ya
se han explotado en la industria farmacéutica,
cosmetoldgica y alimentaria. El desarrollo de
estrategias para la obtencion de ficocianina,
competitivas con las estrategias empleadas
actualmente para producir el pigmento con A.
platensis, es de interés biotecnolégico. El uso
de la microalga roja G. sulphuraria, es una
alternativa atractiva para la obtencién de dicho
pigmento, principalmente por su capacidad de
crecer y producir ficocianina en condiciones
acidofilas y a temperaturas relativamente
elevadas, asi como a su capacidad de crecer
en condiciones autétrofas, mixotréficas y
heterotréficas, y a acumular FC. Finalmente,
debido a la gran plasticidad metabdlica, G.
sulphuraria abre la oportunidad de utilizar un
amplio espectro de fuentes de carbonos en la
generacion de biomasa y obtencion de
ficocianina para aplicaciones en diferentes
campos de la industria.
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