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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original, asi como de revisién en los
campos de la biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revisidon por al
menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion de aceptacion
para ser publicados.

Los idiomas de la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados
a todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada
lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25
paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las
publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de
tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, ul), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN y otras comiUnmente
aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales hasta sus aplicaciones,
incluyendo: Enzimas y Biocatdlisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y Vegetal, Biotecnologia
Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia
y biocombustibles, Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y
biomateriales, Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética .

Tanto los trabajos de investigacién original como las revisiones deberan apegarse al
siguiente formato:

1. Eltitulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El titulo
debera estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones y férmulas.

2. El nombre de los autores ocupard los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamarfio 12. Los nombres de los
participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacion. En el siguiente rengldn con letra itdlica Arial del mismo tamafio, se incluird la
direccion postal de la institucidon de adscripcidn de los autores, asi como la direccién de correo
del autor corresponsal.

3. Se deberd afadir un Resumen de no mas de 250 palabras en espaiol y el correspondiente
Abstract en inglés.
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4. Seincluirdn entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de datos.
Estas palabras deberadn de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

5. Enlosreportes de investigacidn original se deberan incluir las secciones: Introduccion, en donde
se debera especificar claramente el objetivo del trabajo; Materiales y métodos, Resultados,
Discusidon, Conclusiones y Referencias. Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste
de pondrd como primera linea en cursivas con letra Arial o equivalente tamafno 10. Después en
el siguiente rengldn se iniciara el texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10.
El texto deberd ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de
un rengldén al inicio de una seccidn o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse
en letras itdlicas.

6. Las figuras deberdn numerarse con ardbigos, correlativamente en orden de aparicién en el
texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el trabajo
de edicién, se recomienda indicar la ubicacidon de las mismas en el momento en que son
mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo explicativo en
la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan designar como
figuras.

7. Las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las mismas e
incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberdn ser indicadas con letras
minusculas en superindice. La ubicacién de las tablas sera sefialada en el texto, pero se anexaran
en hojas separadas y al igual que las figuras, al final del manuscrito.

8. La informacién dada como referencias bibliograficas deberd permitir a los lectores llegar con
facilidad a la fuente de informacion original. En el texto del trabajo, las referencias se citan por
autory afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia (1999) han demostrado
que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han demostrado que...”. Si la cita
posee varios autores se escribird como sigue: “Gutiérrez et al. (2003), han demostrado...” O
bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si la cita es una pagina de
Internet, la direccién URL deberd escribirse completa y entre paréntesis directamente en el
texto.

9. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal (Arial
tamanfio 10) de acuerdo al siguiente formato:

Articulos:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties,
and role in postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon
Scientific Press, Norwich.



.

Instrucciones para los autores

Capitulos de libros:

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology
(EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones (Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo):

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccion diferencial por pH y temperatura del
complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. Xl Congreso
Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Sitios en internet:

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and
Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:
http://www.epa.gov/tio/ remed.htm.

Revistas electrdnicas:

Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed by
comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.

Tesis de pre y posgrado:

Cardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha para la
produccién de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional
Autdnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.
La carta de presentacion del articulo debe indicar que el manuscrito no se encuentra

publicado o sometido a publicacidn en otra revista, nacional o internacional, para no infligir ninguna
ley de derechos de autor.
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Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta
de cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacién y
difusién de la actividad cientifica y tecnoldgica. En ningln caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo con
fines no lucrativos.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia, en la direccién https://smbb.mx/publicaciones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviard un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccién para
mantener  comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx vy
romina@biomedicas.unam.mx. Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los
autores para su correccion. En esta condicion no se permitirdn cambios sustanciales en el contenido
de los mismos sin la aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicard en linea y podra ser consultado en la pdgina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria AC, https://smbb.mx/
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Editorial

La utilizacion de una amplia variedad de microalgas se propone como una alternativa en el
desarrollo de bioprocesos sostenibles. Esto, principalmente debido a su enorme biodiversidad,
capacidad de proliferar en diversos ecosistemas, por su elevada eficiencia fotosintética,
presentar una relativamente alta velocidad de crecimiento (en comparacién con las plantas), una
extensa flexibilidad metabdlica, capacidad para sostener la biodiversidad de comunidades
acuaticas y la versatilidad que ofrecen para la obtencion de una vasta variedad de productos de
interés biotecnoldgico. Entre estos productos se encuentran los biocombustibles, diversos
productos para la industria alimentaria (antioxidantes, acidos grasos poliinsaturados, pigmentos,
proteina unicelular, nutracéuticos y ficobiliproteinas, entre otros) y cosmética, asi como otros
productos de valor agregado. También, por su capacidad de fijacién de diéxido de carbono y la
posibilidad de formar consorcios con otros microorganismos, Utiles para el tratamiento de aguas
residuales, permiten que las microalgas sean un grupo importante para la sostenibilidad
ambiental.

En este numero especial de la Revista BioTecnologia se presentan varias contribuciones,
generadas como parte del curso de Biotecnologia Microalgal, impartido como Toépico Selecto en
el Posgrado de Ciencias Bioquimicas en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Los articulos
de revision pretenden introducir al lector en las variables relevantes para el cultivo de microalgas
y en la obtencién de algunos productos a partir de estos fascinantes microorganismos.
Considerando la gran variedad de aplicaciones, los procesos y productos obtenidos a partir de
microalgas, actualmente son el foco de un nimero importante de investigaciones, tanto en
Institutos y Universidades, como en empresas de todo el mundo. Seguramente, en nimeros
futuros de la Revista BioTecnologia, la comunidad Biotecnoldgica y Bioingenieril reportara
avances obtenidos en investigaciones que generan conocimiento para entender la fisiologia,
bioquimica y biologia celular y molecular de estos microorganismos y en el desarrollo de cultivos
y tecnologias para la generacion de biomasa microalgal y productos derivados de este grupo.
Como se puede constatar con la lectura de los articulos de este niUmero especial, existen ain
muchos retos por solucionar, pero estamos convencidos de que la comunidad biotecnoldgica
pronto tendra la capacidad de resolverlos.

Varias de las contribuciones describen aspectos de los biorreactores utilizados para cultivar
microalgas. Particularmente, en el primer capitulo se presenta una revision critica de los sistemas
disponibles para su cultivo, tanto a nivel de investigacion, en escalas de laboratorio y piloto, como
los utilizados a escala de produccidn, incluyendo los sistemas comerciales de éxito. Se concluye
gue actualmente no existe un sistema de cultivo ideal y universal y que la tecnologia idénea
depende tanto del producto objetivo como de las especies de microalgas y las condiciones
ambientales a utilizar. Entre las principales limitantes estan los costos asociados a la
construccion y operacion de los fotobiorreactores, ademas de los conocimientos restringidos que
existen relativos al escalamiento y los fendmenos de transporte asociados a la fisiologia
microalgal en cultivos mixo y fototréficos.
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Editorial

En los capitulos subsecuentes se analiza y discute el tema de acumulacion y produccion de
pigmentos en microalgas, con énfasis en funciones fisiologicas, sus aplicaciones y técnicas de
produccién. Para los carotenoides, ficobiliproteinas y clorofila, que se utilizan como pigmentos
naturales y como agentes nutracéuticos por propiedades antioxidantes, en la mayoria de las
ocasiones los valores de produccion son menores al 5% (p/p) en peso seco de microalgas. En
comparacion con la produccién de colorantes sintéticos, esto resulta en procesos
econdmicamente no factibles. Con el fin de hacer viable, tanto técnica como econémicamente su
produccién, se requiere mejorar las técnicas de bioprocesos, biologia molecular e ingenieria
metabdlica, para incrementar la generacién de biomasa y la concentracion especifica de los
diferentes pigmentos. Especialmente se plantea que la ficocianina, que actualmente se extrae de
la cianobacteria Arthrospira platensis cultivada autotréficamente, también puede ser producida a
partir de la microalga extremdfila Galdieria sulphuraria, al ser capaz de crecer en medios
minerales y condiciones extremofilas tales como pH muy &cidos y temperaturas mayores a 40
°C. Ademas, la ficocianina extraida de esta microalga presenta mayor termoestabilidad que la
obtenida de otras microalgas o cianobacterias y puede ser producida mediante cultivos
autotroficos, mixotréficos o heterotréficos.

Posteriormente se muestran algunas aplicaciones especificas para la obtencion de poliglucanos,
acido eicosapentaenoico (EPA) y para remover moléculas generadas de la degradacién parcial
del plastico PET (poli etilen tereftalato). Los poliglucanos, los cuales pueden ser utilizados como
polimeros en diversas aplicaciones industriales y alimenticias, también pueden ser utilizados
como fuente de carbono, alternativo a los almidones obtenidos en cultivos terrestres, para la
generacion de productos de interés industrial como acidos organicos y biocombustibles. La
produccién del acido graso omega EPA, con la microalga Phaeodactylum tricornutum, se puede
maximizar mediante su manipulacidn genética y optimizacién de las condiciones de cultivo. Sin
embargo, en comparacién a los procesos tradicionales de obtencidn de EPA a partir del aceite
de pescado, la produccion a partir de microalgas todavia requiere de desarrollar bioprocesos
econdmicamente viables. En este sentido, uno de los principales desafios, con los cultivos de P.
tricornutum, es incrementar la productividad de biomasa y el contenido especifico de EPA. Por
otro lado, se ha reportado que varias especies de algas tienen la capacidad de internalizar,
almacenar e incluso degradar los poliésteres de &cido ftalico (PAEs), que se encuentran
presentes en ecosistemas acuaticos y que son generados a partir de la degradacién parcial del
PET. Entre las especies que se han reportado estan Chlorella pyrenoidosa, Cylindrotheca
closterium, Dunaliella salina, Chaetoceros muelleri, Synechocystis sp., Synechococcus sp.,
Cyanothece sp. y Karenia brevis, que pueden degradar algunos PAESs, asi como Desmodesmus
sp. WR1, que particularmente degrada el bisfenol A. Se concluye que la ficorremediacion es un
area que presenta alternativas para la restauraciéon de los ambientes acuaticos. Sin embargo, es
un area en la que aun falta mucho por investigar, aunque promete dar soluciones para disminuir
los efectos adversos de los microplasticos.

En los ultimos capitulos se describen los sistemas utilizados en la transformacién del genoma
del ndcleo o cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii, realizada principalmente por
Agrobacterium tumefaciens, biobalistica y otras metodologias moleculares.
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Editorial

Se destaca que en los dltimos afios ha habido avances significativos en aplicaciones para la
transformacion y edicion de estos genomas. Se enfatizan las estrategias moleculares, propuestas
en investigacion, para la ingenieria del genoma del cloroplasto de C. reinhardtii, y aplicadas en
la produccién de proteinas de alto valor comercial. Se concluye que C. reinhardtii tiene el
potencial de ser uno de los principales modelos de investigacion y desarrollo tecnol6gico con
fines de produccion de proteinas recombinantes.

Se han generado diversidad en la investigacibn con microalgas, en diferentes épocas,
fundamentalmente por su gran potencial en aplicaciones biotecnoldgicas, p. €j. en la generacién
de bioenergia, alimentos (para humanos y animales), cosméticos, farmacos, biofertilizantes, asi
como la aplicacion en biorremediacién ambiental y tratamiento de aguas, entre otros. No
obstante, aln con las importantes mejoras tecnolégicas alcanzadas hasta ahora, la
implementacién de diferentes procesos basados en microalgas, particularmente en las
tecnologias de produccién en masa a escala comercial, requieren investigaciones mas extensas
con el fin de generar viabilidad técnica, econdmica y ambiental a escala comercial. En este
sentido, existen muchas oportunidades para que investigaciones en biotecnologia y bioingenieria
permitan generar procesos y productos a escala industrial.

Dr. Alfredo Martinez Jiménez, M. en C. Francisco Vera Lopez Portillo
y M. en C. Carlos Alberto Montenegro Herrera

Instituto de Biotecnologia-UNAM
alfredo.martinez@ibt.unam.mx
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Articulos

Perspectivas sobre los sistemas de cultivo de microalgas:

unarevision critica

Insights into microalgae culture systems: A critical review

Mariana Manzoni Maroneze*, Carlos Alberto Montenegro Herrera,
Alfredo Martinez Jiménez

Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Autbnoma de México,
Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, Mor. 62210, México

mariana.manzoni@ibt.unam.mx, carlos.montenegro@ibt.unam.myx,
alfredo.martinez@ibt.unam.mx

Resumen

Debido a su amplia variedad de aplicaciones, los procesos y productos basados en microalgas son
actualmente el foco de un nimero considerable de investigadores, tanto en institutos de investigacion
y universidades publicas, como en empresas privadas de todo el mundo. Sin embargo, a pesar de
los avances recientes, la produccion de microalgas todavia tiene varios desafios que deben
abordarse, especialmente relacionados con los sistemas de cultivo. De esta manera, expertos de
todo el mundo estan trabajando en enfoques de ingenieria que ayudaran a la consolidacion del
cultivo de microalgas a escala comercial. En este sentido, el objetivo de esta revision es abordar
criticamente los problemas relacionados con los sistemas de cultivo de microalgas. Se discuten los
principales factores que afectan la eficiencia de los cultivos de microalgas, los fotobiorreactores mas
usados, con sus ventajas y limitaciones, asi como una comparacion de los sistemas de cultivo y,
finalmente, se presentan algunos casos comerciales de éxito.

Palabras clave: Alga, fotobiorreactores, bioprocesos, bioproductos.

Abstract

Because the wide array of applications, microalgae-based processes and products are currently the
focus of considerable number of research, both in government agencies, and private companies
around the world. However, despite the recent advances, microalgae production still has several
challenges that need to be addressed, especially related to the culture systems. In this way, experts
all over the world are working on engineering approaches that will assist in the consolidation of
commercial microalgae. In this sense, the objective of this review is to critically address the issues
related to microalgae culture system. In this review, we discuss major factors affecting the efficiency
of microalgae cultures, the main photobioreactors available with its advantages and limitations, a
comparison of these cultivation systems and, finally some commercial cases of success will be
presented.

Key words: Algae, photobioreactors, bioprocesses, bioproducts.
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Articulos

Introduccioén

La poblacion mundial continda
aumentando y se espera que llegue a 9 mil
millones de personas en 2050. Este hecho
asociado a la industrializacion, la urbanizacion
y el desarrollo de la economia global, han
provocado el cambio climéatico y un aumento
en la demanda de energia, alimentos, agua,
medicamentos y otros recursos esenciales en
las actividades humanas (Fetanat et al.,
2021). Ademaés, la actual pandemia de
COVID-19 ha exacerbado el riesgo de
hambruna e inseguridad alimentaria a nivel
mundial (Laborde et al., 2020). Por lo tanto,
para satisfacer las crecientes demandas, sera
necesario el desarrollo y la implementacion de
innovaciones incrementales y disruptivas para
avanzar hacia sistemas alimentarios Yy
energeéticos mas resilientes. En este sentido,
las microalgas han sido identificadas como
uno de los recursos biolégicos mas
prometedores para el suministro de la proxima
generacion de alimentos, piensos,
nutracéuticos y biocombustibles, entre otros
productos (Wibisono et al., 2019).

La biomasa de estos
microorganismos presenta una amplia gama
de moléculas y productos potenciales como
carbohidratos, proteinas, lipidos, pigmentos,
minerales, vitaminas y enzimas (Barros et al.,
2019). Ademds, los procesos basados en
microalgas también se han propuesto como
una herramienta poderosa para aplicaciones
ambientales, especificamente el tratamiento
de aguas residuales y la mitigacion de CO:x.
Aproximadamente 7000 toneladas de
biomasa de algas secas se producen en todo
el mundo cada afio y el mercado mundial de
biomasa de algas se valor6 en USD 717.14
millones en 2018 y se prevé que alcance los
USD 1365,8 millones en 2027, a una tasa de
crecimiento anual compuesta de 7.42%
(Transparency Market Research, 2018). Estos
datos muestran que la industria de las
microalgas esta ganando popularidad a nivel
mundial, ya que ademas de la amplia variedad
de aplicaciones, tiene varias ventajas
potenciales frente a otros recursos
fotosintéticos (Tang 2020).

A diferencia de las plantas, el
crecimiento de microalgas no se limita a
tierras cultivables y agua dulce. Ademas,
estos  microorganismos  presentan alta
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productividad, bajo impacto ambiental y no
presentan estacionalidad; es decir, su cultivo
se puede repetir durante todo el afio y se
puede cosechar diariamente (Daneshvar et
al.,, 2021). A pesar de estas potencialidades,
uno de los principales requerimientos para
apoyar el desarrollo de la industria de las
microalgas es el cultivo eficiente de
microalgas a gran escala de forma econdmica.
La tecnologia de cultivo esta relacionada tanto
con el disefio del tipo y configuracion de los
sistemas de cultivo abiertos o cerrados, asi
como con las condiciones operativas que
conducen al equilibrio entre el crecimiento
Optimo de las microalgas y la productividad del
bioproducto objetivo (Yen et al, 2019;
Maroneze et al., 2020).

Con el mercado en crecimiento y la
necesidad de sistemas de cultivo que
permitan la produccién comercial de
microalgas, la investigacién en el campo de
los fotobiorreactores se intensifico6 en las
Ultimas décadas. Se han propuesto multiples
disefios y configuraciones de
fotobiorreactores con diferencias
sustanciales en los costos de construccién y
operacion. Aun asi, la mayoria de los
sistemas se clasifican en una de cuatro
categorias: fotobiorreactores de tanque,
tubulares, planos o hibridos, que, como regla
general, se dividen en abiertos y cerrados.
Incluso con todas las investigaciones
realizadas a nivel mundial, todavia no existe
un sistema universal para el cultivo a gran
escala de microalgas. Para cualquier
aplicacion, el fotobiorreactor que se utilizara
debe seleccionarse adecuadamente en
funcién de la cepa, los productos objetivo, los
rendimientos y las condiciones ambientales
(Chang et al., 2017).

Teniendo en cuenta lo anterior, el
objetivo de esta revisibn es abordar
criticamente los conocimientos relacionados
con los sistemas de cultivo de microalgas.
Primero, se presenta una descripcion general
de los procesos basados en microalgas con
énfasis en el modo de cultivo y los factores
gue afectan la produccién de biomasa de
microalgas. A continuacion, se presenta una
descripcion critica de los desarrollos
recientes y consolidados en las tecnologias
de cultivo de microalgas. Finalmente, se
revisan algunos casos comerciales de éxito
de los sistemas de cultivo de microalgas en
todo el mundo.
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Procesos basados en microalgas

Los procesos basados en microalgas
comprenden operaciones secuenciales de
procesamiento: upstream (USP) y downstream
(DSP) (Figura 1). EI USP se centra en la
seleccién de cepas, la manipulacion genética, el
cultivo y los requerimientos del sistema
biolégico. EI DSP tiene como objetivo la
cosecha, secado, ruptura celular, extraccion y
purificacion de los bioproductos de la biomasa
de microalgas. Los USP, especialmente el
cultivo, se consideran la linea de base en los
procesos de microalgas. Esta operacion unitaria
es un punto critico en el proceso, tanto en
términos técnicos como econdmicos, ya que
afecta directamente la calidad y cantidad de la
biomasa microalgal producida (Deneshvar et al.,
2021). El proceso de produccién puede diferir de
muchas maneras, donde la primera variaciéon a
considerar es la eleccién metabdlica de fuentes
de carbono y energia, que pueden ser
fotoautotrofas, heterdtrofas y mixotréficas.

Cultivos autoétrofos VS heteroétrofos

vs mixotréficos

Las microalgas se han producido a
gran escala desde la década de 1960, dado su
alto potencial como fabricas de células. Desde
entonces, el proceso fotosintético es la
condicién de cultivo mas utilizada para el
crecimiento de microalgas a nivel comercial
(Chew et al., 2018). El cultivo fotoautdtrofo se
refiere al proceso en el que las microalgas, a
través de la fotosintesis, capturan la energia
luminosa y convierten directamente el
carbono inorgénico en energia quimica (Yin et
al. 2020). Los procesos basados en esta ruta
metabdlica se consideran mas econémicos y

Seleccionde cepa Cultivo Cosecha

eco-amigables que el de los otros dos, ya que
pueden utilizar la luz solar, los gases
residuales industriales y el CO: de Ila
atmésfera para su mantenimiento 'y
crecimiento. Por otro lado, el escalamiento de
cultivos autotrofos es un proceso que requiere
mucho tiempo y ocupa un area significativa de
las fabricas de produccion industrial. Aunque
la fotosintesis es la ruta preferida de la gran
mayoria de microalgas, esta bien establecido
gue algunas cepas han conservado Ila
capacidad de utilizar diferentes fuentes de
carbono organicas para crecer
heterotréficamente o mixotréficamente,
incluso mostrando mejores rendimientos en la
produccion de biomasa.

La produccion de microalgas en
fermentadores (cultivos cerrados), bajo
condiciones de crecimiento heterotréfico, ha
demostrado ser una ruta de comercializacion
muy exitosa. En este modo de crecimiento, el
carbono exd6geno se descompone de la misma
manera que en otros microorganismos, donde
las moléculas complejas se metabolizan a
través de la via Embden-Mayerhoff-Parnas
(via EMP o glucdlisis) o via de las pentosas
fosfato (PPP) (Jareonsin & Pumas, 2021).
Segun Pérez-Garcia et al. (2011), cuando es
posible el crecimiento heter6trofo se puede
superar la mayor deficiencia de los cultivos
autétrofos, es decir, la dependencia de la luz
gue complica significativamente el proceso.
Ademas, el facil escalamiento y la relativa
simplicidad de las operaciones y el
mantenimiento diario son los principales
atractivos del crecimiento heterétrofo. Sin
embargo, el cultivo heterotréfico de
microalgas puede incrementar los costos de
produccion, debido a la necesidad de una

Aplicaciones com la
biomasa completa

Biomasaseca Q

Fraccionamiento

Proteinas Carbohidratos Lipidos Pigmentos

Figura 1. Proceso fundamental basado en microalgas.
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fuente de carbono organico exégena, y también
son susceptibles a la contaminacion microbiana
y se limitan a producir metabolitos no inducidos
por la luz. Para mejorar la viabilidad econémica
en la comercializacion de productos a base de
microalgas, se pueden emplear azlcares (p. €].
glucosa) o residuos de bajo costo, como es el
caso del glicerol (Katiyar et al., 2017), desechos
de alimentos (Pleissner et al., 2013) y aguas
residuales agroindustriales (Maroneze et al.,
2014; Queiroz et al., 2018), que son sustratos
ampliamente utilizados para este proposito.
Ademas de incrementar la viabilidad econdmica,
el uso de residuos y desechos contribuye a la
gestion de residuos (Neves et al., 2016).

Otra estrategia de cultivo para el
crecimiento de microalgas es el modo
mixotréfico, donde estos microorganismos
pueden metabolizar simultdneamente
carbono organico e inorganico, mediante la
respiracion celular y la fotosintesis,
respectivamente (Zhan et al., 2017). Teniendo
en cuenta que la mixotrofia comprende modos
heterétrofos y autétrofos, las microalgas que
tienen esta capacidad metabdlica pueden
crecer constantemente adn bajo la limitacién
de cualquiera de las fuentes (luz, carbono
organico e inorganico), incrementando de esta
manera la factibilidad econémica para la
producciébn a gran escala. Otra ventaja
importante de estos procesos esta
relacionada con la biorremediacion, ya que se
pueden aplicar para tratar tanto gases de
combustion como aguas residuales organicas
(Patel et al., 2020). Ademas de los beneficios,
el cultivo mixotrofico también comparte varias

desventajas del régimen heterotroéfico: riesgos
de contaminacion, costo de la fuente de
carbono exdégeno y nudmero limitado de
especies capaces de crecer en este modo; y
del autotrofo: sistemas de cultivo tecnolégico
no completamente desarrollados.

Parametros de la produccién de
microalgas

Para que los procesos basados
enmicroalgas sean sostenibles, factibles y
econdmicamente viables, es necesario
desarrollar tecnologias de cultivo con alta
productividad de biomasa y/o bioproductos
objetivo al menor costo de produccién. Con
frecuencia, como el producto objetivo esta
relacionado con la formacion de masa celular
o el producto es la propia biomasa, la
productividad de la biomasa es el parametro
clave a maximizar. El cultivo de microalgas
depende de la especie y se ve afectado por
factores biolégicos como la intensidad de la
luz, la temperatura, el pH, el COz2, el oxigenoy
la  disponibilidad de nutrientes. La
productividad también est4d directamente
relacionada con el disefio del fotobiorreactor,
y esto depende de factores como la
geometria, la dinamica de fluidos y la
capacidad de transferencia de masa. Una vez
definidas las condiciones biolégicas y el
disefio del fotobiorreactor, el siguiente paso es
seleccionar la ubicacidon geografica de la
instalacién de microalgas, con base a la
radiacion solar, el fotoperiodo, la temperatura
y las variaciones estacionales, como se
muestra en la Figura 2 (Garcia-Mafias et al.,
2019; Acién et al., 2020; Kirnev et al., 2020).

Ambiental

Biorreactor + Mezcla

+ Localizacion
+ Radiacién solar
+ Temperatura

+ Geometria

+ Transferencia de masa

Biologia

+ Luz

« Temperatura
+ pH/CO,

« Oxigeno

Figura 2. Principales parametros que determinan la productividad de los sistemas relacionados con las microalgas.
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Medio ambiente: factores operativos que
afectan los parametros biolégicos

Como se describié anteiormente, el
crecimiento de microalgas se ve afectado por
la combinacion de varios parametros
operativos, tales como la intensidad de la luz,
el fotoperiodo, la temperatura, el pH, el COz,
el oxigeno disuelto y la disponibilidad de
nutrientes en el medio de cultivo (Kitaya et al.,
2008). Entre ellos, la calidad y cantidad de luz
es el motor de la reaccion de la fotosintesis y
afecta no solo la fotosintesis de microalgas, la
composicion celular y las vias metabdlicas,
sino también la eficiencia econémica del
proceso de cultivo de estos microoganismos
(Blanken et al., 2013; Maroneze et al., 2016).

De todo el espectro de luz solar, la
radiacion fotosintéticamente activa (PAR) para
las microalgas solo varia entre 400 y 700 nm
aproximadamente, lo que representa el 43% de
la radiacion solar (Kwan et al.,, 2020). La
capacidad de las microalgas y cianobacterias
para absorber una longitud de onda de luz
especifica depende de los pigmentos que
sintetiza, los cuales funcionan como complejos
antena captadores de fotones. La mayoria de
los pigmentos fotosintéticos son clorofilas “a”y
“b”, que exhiben dos picos de absorcion
maxima, en azul (420 nm para Chla y 435 nm
para Chlb) y rojo (660 nm para Chla y 643 nm
para Chlb). Otros pigmentos implicados en la
absorcion de luz son los carotenoides (420-550
nm) y las ficobilinas (500-650 nm) (Martin-
Girela et al., 2017).

Ya esta bien definido que la luz es
necesaria para la fotosintesis de microalgas,
pero para el desarrollo de fotobiorreactores y
procesos de base fotosintética, es necesario
comprender los fenédmenos asociados con
diferentes intensidades de luz, que son la
limitacién, saturacion e inhibicion por la luz
(Carvalho et al., 2011). Existe un minimo de
luz requerido para realizar la fotosintesis,
conocido como irradiancia de compensacion,
por debajo de este valor, las microalgas estan
bajo fotolimitacion, lo cual ocurre cuando no
hay luz suficiente y se produce la respiracion.
Por encima de este valor de compensacion, la
tasa de asimilacion fotosintética aumenta con
la irradiancia hasta alcanzar el punto de
saturacién de la luz. A irradiaciones superiores
al punto de saturacion, se produce la
fotoinhibicion, lo que provoca un dafio
reversible al aparato fotosintético,
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posteriormente con el aumento de Ila
intensidad de luz, se induce un dafio oxidativo
celular (fotooxidacién), el cual es irreversible.
Los valores de estos parametros
caracteristicos de la luz son diferentes para
las diferentes microalgas; por tanto, son
factores cruciales para considerar a la hora de
elegir la especie y disefar el fotobiorreactor
(Chang et al., 2017; Martin-girela et al., 2017;
Acién et al., 2020).

La energia luminosa puede ser
proporcionada por la luz solar, que es la fuente
de energia mas rentable para la produccién de
microalgas. Sin embargo, también tiene
ciertas desventajas, incluidos los ciclos
dia/noche, la influencia de las condiciones
climaticas y los cambios estacionales. Por otro
lado, la iluminacion artificial puede dar como
resultado una tasa fotosintética mejorada v,
por lo tanto, una productividad mayor de la
biomasa y la acumulacion de productos
especificos. Al mismo tiempo, el uso continuo
de luz artificial da como resultado aumentos
en los costos por consumo de energia
eléctrica, lo que incrementa los costos del
producto final (Blanken et al., 2013; Abu-
Ghosh et al, 2015; Kwan et al, 2020).
Alternativamente, se ha propuesto el uso de
diferentes fotoperiodos para reducir la
demanda de energia en cultivos de microalgas
y por ende desarrollar procesos mas
econdmicos y eficientes, ya que el uso de
regimenes de luz adecuados puede reducir la
demanda de energia luminica con una
productividad similar o incluso superior a la
obtenida con iluminacion continua (Maroneze
etal., 2016; Maroneze et al., 2019). Otro factor
importante para considerar es la radiacion
ultravioleta (UV). La radiacion UV puede
afectar la fisiologia normal, la bioquimica de
las células de microalgas y afectar
negativamente la fotosintesis, el crecimiento,
la motilidad y otros procesos celulares
(Rastogi et al., 2019). El continuo agotamiento
de la capa de ozono estratosférico indica que
este factor serd cada vez mas relevante en la
transicion de cultivos del interior al exterior.
Este efecto, fue evidenciado en la practica por
Schipper et al. (2021), quienes concluyeron
gue la radiacion UV puede haber sido uno de
los principales factores del fracaso en la
transiciébn de cultivos de cianobacterias de
interior a exterior en Qatar, una regiéon con
altos niveles de radiacion UV.
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Ademas de la calidad y cantidad de
luz, el crecimiento de las microalgas esta muy
influenciado por la temperatura. En general,
cada especie de microalgas se caracteriza por
una temperatura de crecimiento éptima. Por
debajo de este valor, la tasa de crecimiento de
los cultivos se reduce, aproximadamente, a la
mitad cada 10 grados. Por otro lado, por
encima del valor 6ptimo de temperatura el
cultivo puede morir por sobrecalentamiento,
generalmente a 10 °C por encima del valor
Optimo (Queiroz et al., 2018; Acién et al,
2020). El metabolismo de las microalgas es un
conjunto de procesos fotoquimicos y
bioquimicos. Por lo tanto, las fluctuaciones de
la temperatura ambiental tienen un impacto
directo en las tasas de crecimiento a través de
sus efectos en los procesos bioquimicos y
fisioldgicos térmicamente sensibles. Las
temperaturas bajas generalmente reducen la
actividad carboxilasa de la enzima RuBisCo, y
esto puede conducir a una sobreproduccion
de energia en las membranas de los
tilacoides, lo que puede generar un
desequilibrio entre el suministro de energia
fotosintética y el consumo de energia dentro
del ciclo de Calvin-Benson-Bassham en la
célula (Falk et al., 1996; Ras et al., 2013;
Siqueira et al., 2020).

La mayoria de las microalgas son
mesodfilas, las tasas de crecimiento maximas
comienzan en temperaturas entre 20 y 25 °C.
Sin embargo, algunas especies pueden crecer
en condiciones extremas de temperatura,
como cepas termofilas y psicrofilas, p. Ej.
Galdieria sulphuraria y Asterionella formosa,
gue tienen temperaturas O6ptimas de
crecimiento alrededor de 42 °C y 17 °C,
respectivamente (Ras et al.,, 2013). Las
microalgas cultivadas en fotobiorreactores al
aire libre estan expuestas a variaciones
estacionales y diurnas de temperatura. Por lo
tanto, un equipo de control de temperatura
puede ser crucial dependiendo del clima local.
Por otro lado, se debe considerar que los
sistemas de enfriamiento/calefaccion
ocasionan incrementos en el costo del
bioproceso debido al uso intensivo de energia
0 en casos particulares el costo puede reducir
por un aumento en la eficiencia del bioproceso
(Uyar y Kapucu, 2015).

Por otra parte, el pH es una de las
condiciones ambientales més criticas en el
cultivo de microalgas, ya que determina la
solubilidad y disponibilidad de CO: en el
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cultivo e influye en el estado fisiolégico de las
células. Cada especie de microalgas tiene un
rango de pH 6ptimo. En general, la mayoria de
las especies de microalgas crecen en un pH
neutro, excepto las marinas, que prefieren
valores de pH de 8.0 a 8.4, y especies
extremofilas, como Spirulina platensis, que
puede tolerar hasta pH 9, y Galdieria
sulphuraria, que puede tolerar pH por debajo
a 2 (Khan et al.,, 2018). En cultivos de
microalgas autétrofas, es comdn usar gas
enriquecido con CO2 para controlar el pH y
proporcionar el carbono inorganico requerido
por las células, que comunmente se
suministra en la suspension de microalgas en
forma de burbujas a través de un difusor de
gas (Fu et al., 2019; Acién et al., 2020). La
concentracion de CO: en el cultivo esti
determinada por la concentracién de carbono
inorganico total en el medio de cultivo y el pH,
segun el sistema tampén bicarbonato-
carbonato (CO2 - HCOsz- - COs?). Es
importante mencionar que, durante el cultivo,
el pH aumenta gradualmente debido a la
absorciobn de carbono inorganico por las
microalgas, lo que puede limitar la
disponibilidad de CO: y luego inhibir el
crecimiento celular. Por el contrario, en
cultivos heterétrofos se consume oxigeno y se
produce COz la transferencia de masa
liquido-gas también es un factor clave en
estos procesos (Pérez Garcia et al., 2011).

La reaccién de fotosintesis produce
estequiométricamente 1.9 toneladas de
oxigeno cuando se genera 1 tonelada de
biomasa de microalgas. Si no se dispone de
los mecanismos adecuados para eliminarlo, el
oxigeno puede acumularse en el medio de
cultivo (Maroneze y Queiroz, 2018). Los
niveles altos de oxigeno pueden inducir la
fotorrespiracion en las microalgas, donde el
exceso de Oz compite con el CO2 por los sitios
de unién de RuBisCO. Este fendmeno
conduce a un cambio de la fotosintesis a la
fotorrespiracion, reduciendo asi la eficiencia
fotosintética y el rendimiento de biomasa.
Ademas, la combinacién de oxigeno y exceso
de luz puede crear especies reactivas de
oxigeno (ROS) y luego conducir a una
fotooxidacion severa (Richmond, 1991; Kazbar
et al., 2019). En un estudio con condiciones de
luz sub-saturadas y oxigeno disuelto saturado
de aire, Raso et al. (2012) demostraron una
reduccion en la tasa de crecimiento especifico
de Nannocchloropsis sp. de 63% cuando
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aumentan la concentracién de saturacién de
aire de 75% para 250%. De la misma forma,
Sousa et al. (2013), investigaron el efecto de
la presion parcial de oxigeno sobre el
crecimiento de Neochloris oleoabundans a
bajas intensidades de luz. En dicho estudio
concluyeron que la pérdida en la productividad
de la biomasa era resultado de la actividad
fotorrespiratoria de RuBisCO, ya que la luz se
encontraba en valores de subsaturacién. Por
lo tanto, un aspecto critico del disefio y
escalado de fotobiorreactores tubulares es
establecer geometrias que no permitan la
acumulacion de oxigeno a niveles inhibitorios
(Camacho-Rubio et al., 1999).

Parametros del fotobiorreactor

Los sistemas de cultivo deben
disefiarse para proporcionar las condiciones
Optimas  requeridas por las cepas
seleccionadas con una demanda y un costo
minimo de energia. Por lo tanto, se deben
proporcionar las condiciones de cultivo
especificas ya discutidas. Para satisfacer
estas demandas impuestas por el sistema
biolégico, los sistemas de cultivo deben
diseflarse de manera que garanticen
mezclado y transferencia de masa eficientes.
Los biorreactores de microalgas se clasifican
segun su disefio en dos tipos principales:
sistemas abiertos (como estanques extensos
sin mezclar, estanques con canales) y
sistemas cerrados (como fotobiorreactores
tubulares -PBR-, PBR verticales,
fermentadores heterotrofos). Normalmente,
estas estructuras constan de sistemas de
cuatro fases: células como fase sélida, medio
de crecimiento como fase liquida, fase
gaseosa y colector de radiacion luminosa (en
el caso de cultivos fotoautotrofos) (Chang et
al., 2017).

El primer aspecto de la geometria a
considerar en los fotobiorreactores es la
relacién superficie-volumen (relacién S/V), ya
que la distribucién de luz en el PBR esta
relacionada con el area total de superficie
transparente disponible. Como regla general,
las productividades maximas de cultivo se
logran con una relaciéon S/V mas alta, ya que
esto asegura una mejor uniformidad de la
energia luminosa, mejorando la eficiencia
fotosintética. Por lo tanto, se prefieren los
disefios de PBR de trayectoria de luz corta,
incluidos los PBR tubulares, de placa plana,
de biopelicula o de columna vertical. Ademas,
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la distribucién de la luz es el mayor cuello de
botella en la ampliacion de los PBR, ya que
limita su volumen o la reduccién excesiva de
diametro puede provocar un colapso
estructural.

En cualquier sistema de cultivo de
microalgas es imperativo generar condiciones
hidrodinamicas que promuevan un buen
mezclado para: (i) minimizar la existencia de
gradientes y  distribuir  eficientemente
nutrientes y gases entre las células y el medio
de cultivo; (ii) evitar el estancamiento de las
células en zonas no iluminadas; (iii) mantener
las células en suspensién; (iv) facilitar la
transferencia de calor y el intercambio de
gases; y (v) evitar los fenébmenos de
fotolimitacion, fotoinhibicion y fotooxidacion.
En sistemas abiertos como “raceways”, el
mezclado se realiza mecénicamente mediante
sistemas de agitacion con ruedas de paletas.
En fotobiorreactores cerrados, la mezcla se
realiza mediante bombas y/o aspersores de
COzfaire (p. Ej., columna de burbujas o airlift).
Los fermentadores heterétrofos
convencionales se agitan mediante
impulsores y deflectores y/o mediante
aireacion con sistemas de elevacion de aire o
columna de burbujas (Pérez-Garcia et al.,
2015). También se puede aplicar una
combinacion de métodos mecéanicos y no
mecanicos en fotobiorreactores y
fermentadores. Sin embargo, los niveles de
turbulencia que superan la resistencia al
cizallamiento celular pueden conducir a una
condiciébn de estrés y, en consecuencia,
inhibicion de la actividad metabdlica, dafio
celular o incluso disrupcion celular (Assuncao
et al., 2020).

Los fendbmenos de transferencia de
masa afectan todos los aspectos de los
bioprocesos. La capacidad de transferencia
de masa del sistema de cultivo biol6gico es su
capacidad para transportar  cualquier
componente a las células (Acién et al., 2020).
Los compuestos disueltos en la fase liquida
estan disponibles facilmente para las células
ya que estan suspendidos en el mismo liquido.
Por otro lado, los problemas de transferencia
de masa entre las fases gaseosa y liquida
surgen durante el suministro de oxigeno y
diéxido de carbono, en cultivos heterétrofos y
fotoautotrofos, respectivamente (Chisti, 2009).
Como ya se ha comentado, en los cultivos de
microalgas los componentes que deben
intercambiarse entre las fases liquida y
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gaseosa son el COz y el Oz. El desafio es
proporcionar y eliminar estos gases a una
velocidad lo suficientemente rapida para
satisfacer los requisitos de las células de
microalgas con un aporte minimo de energia.
La transferencia de masa se evalla con
frecuencia mediante el coeficiente de
transferencia de masa volumétrica, el cual
esta dado en funcion de tres pardmetros: (i) el
coeficiente de transferencia de masa (k.a); (ii)
la fuerzaimpulsora, es decir la diferencia entre
la concentracién del componente en la fase
liguida y la que esta en equilibrio con la fase
gaseosa; y (iii) el volumen del sistema (Reyna-
Velarde 2010; Acién et al., 2020).

Parametros ambientales/climaticos

Segun Holdman et al. (2019), los
procesos autotrofos de microalgas a gran
escala solo pueden ser baratos si se utiliza la
luz solar. Se debe considerar que los cultivos
al aire libre estdn expuestos a cambios en el
clima y cambios estacionales, que afectan la
intensidad de la luz, la temperatura y el
fotoperiodo, y por tanto, las productividades y
los rendimientos del bioproceso dependen de
las condiciones climaticas predominantes en
una localidad en particular. Por lo anterior,
para lograr un proceso rentable, es de vital
importancia la seleccién de cepas de algas y
ubicaciones adecuadas con alta irradiacion
solar anual y un intervalo de temperatura
Optimo, que permita el crecimiento de las
microalgas durante todo el afio con niveles
altos de productividad (Brusca et al., 2017).

Harmelen y Oonk (2006)
establecieron que las condiciones climaticas
adecuadas para las microalgas se encuentran
aproximadamente en el area entre 37° Ny 37°
S de latitud, lo que corresponde a
temperaturas medias anuales superiores a 15
°C. Siqueira et al. (2020) evaluaron el
crecimiento de la microalga Scenedesmus
obliguus en simulaciones climéaticas de
diferentes regiones de Brasil y concluyeron
que los mejores resultados se encontraron en
climas tropicales y bajas latitudes. Con la
misma cepa de microalgas, Dias et al. (2020)
evaluaron las condiciones simuladas de
catorce tipos de climas distribuidos en 33
localizaciones geogréaficas de las zonas
ecuatoriales y tropicales del mundo. Estos
investigadores encontraron que los climas
tropicales y secos, caracterizados por
temperaturas mas altas, favorecieron la
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productividad de biomasa microalgal y la
acumulacion de lipidos. México, debido a su
baja latitud promedio, tiene una alta irradiancia
solar anual, lo que resulta en temperaturas
medias altas. De hecho, las civilizaciones
nativas del Valle de México utilizaron como
alimento la Spirulina, cianobacteria que crece
naturalmente en el lago Texcoco a valores de
pH elevados (Soni et al., 2017). Lozano-
Garcia et al. (2019) construyeron un modelo
de sistema de informacién geogréfica para
identificar areas en México con alto potencial
de produccion de microalgas e identificaron
gue hasta el 26.8% del pais cuenta con areas
aptas para la produccion de microalgas,
equivalentes a 526,672 km?. Esta informacion
corrobora lo planteado por Speranza et al.
(2015), quien concluye que los climas ideales
para el cultivo de microalgas serian tropicales
y secos con baja variacion de temperatura
durante el afio. A nivel mundial, el grupo
climéatico dominante por area de la superficie
continental es el seco (30.2%), seguido de
tropical (19%) y subtropical (13.4%) (Dias et
al., 2020). Ademas, es importante mencionar
gue es poco probable que las regiones muy
alejadas de la linea del Ecuador (latitud 0°)
puedan soportar cultivos heterotrofos de
microalgas, ya que los rayos solares estan
mas inclinados y, en consecuencia, las
regiones reciben una irradiacion solar menor,
lo que resulta en una menor temperatura
(Speranza et al., 2015). Una vez definidos los
aspectos relacionados con la posicion
geografica y climatica, se deben considerar
factores relacionados con el uso del suelo,
como la topografia, el nivel y la accesibilidad
de las parcelas, asi como la disponibilidad de
insumos (agua y nutrientes) y el acceso a la
infraestructura de transporte.

Sistemas de cultivo de microalgas

Sistemas abiertos
Raceways

Actualmente, los estanques de
“raceways” son el sistema més utilizado para
la produccion comercial de microalgas, se
utilizan en aproximadamente el 95% de la
produccion mundial; debido principalmente a
su simplicidad, flexibilidad, facil ampliacion, y
bajos costos de construccion y operacion
(Mendoza et al. 2013). Un raceway es un
canal de recirculacion de circuito cerrado,
generalmente hecho de paredes de concreto
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y divisores revestidos con una membrana de
plastico o fibra de vidrio para evitar filtraciones
0 simplemente se construyen en suelo
compactado con un revestimiento para evitar
que el suelo absorba el liquido (Singh &
Sharma, 2012). En estos estanques se utiliza
mezclado con ruedas de paletas con el fin de
mantener un sistema homogéneo de
microalgas, agua y nutrientes, los cuales
circulan alrededor de un “raceway”. Para la
produccién de biomasa de microalgas, las
instalaciones basadas en canales suelen tener
muchos estanques, ya que un solo estanque
no suele superar las 0.5 ha (Chisti, 2016).

Los reactores de canales
generalmente operan en modo continuo
donde los nutrientes, cuando se requiere, se
agregan en la parte frontal de la rueda de
paletas, y las microalgas, después de que ha
circulado a través del circuito, se recolectan
detrds de la rueda de paletas (Singh &
Sharma, 2012). Para evitar la limitacién de la
luz dentro del cultivo los canales se mantienen
invariablemente poco profundos y, dado que
la luz solar puede penetrar el agua del
estanque solo a una profundidad limitada,
generalmente tienen entre 25 y 30 cm de
profundidad (Chang et al. 2017), lo cual
incrementa el espacio requerido en la
instalacion y limita la  productividad
volumétrica del sistema. Ademas, debe
tenerse en cuenta que la profundidad del
reactor influye directamente en la
transferencia de masa y calor. La menor
profundidad de los canales reduce el tiempo
de contacto entre la fase gaseosa y liquida y
en consecuencia se pierde hasta un 80-90%
del CO:2 burbujeado a la atmésfera, lo cual
puede llevar a una limitacion de carbono
(Kumar et al., 2015).

Por otro lado, estos sistemas
presentan algunos inconvenientes
importantes, que incluyen alto riesgo de
contaminacion del cultivo, falta de control de
temperatura, bajo crecimiento celular, lo que
resulta en altos costos de recoleccion, vy, el
considerado mas grave, mala transferencia de
masa gas/liquido (Mendoza et al., 2013). No
obstante, sigue siendo el sistema
econémicamente mas viable a nivel
comercial. Slade y Bauen (2013) estimaron el
costo de produccion de biomasa de
microalgas en raceway y en fotobiorreactor
tubular, y concluyeron que la produccién en el
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sistema abierto puede ser aproximadamente
un 80% menor. Segun Chisti (2016), el costo
estimado para producir un estanque revestido
de plastico de 100 ha de tierra compacta fue
de aproximadamente USD 144,830 por ha en
2014. Aunque se han reportado altas
productividades de biomasa, p. €j. 37 g m2 d-
1 (Moheimani & Borowitzka, 2006), por lo
general se describen productividades mucho
menores, como 1.6-3.5 g m? d! (Garcia-
Gonzélez et al., 2003), y 4-10 g m? d* (Delrue
et al.,, 2017). Esta variacion también se
reflejard en el costo de produccion de
biomasa, que, segun Acién et al. (2019),
generalmente es mayor a 4.5 €/kg. Delrue et
al. (2017) estimaron que el costo de
produccion de Spirulina en estanques de
canales oscila entre 3.8 y 95 €/kg
dependiendo de la productividad del sistema.
Fernandez et al. (2019) estimaron que el costo
de producir microalgas en un sistema de
canales es 50% mas bajo que en
fotobiorreactores de capa delgada en
cascada.

A pesar de ser una tecnologia
rudimentaria, los estanques de raceways
siguen siendo una pieza clave para la
expansion de los productos y procesos
basados en el mercado de las microalgas, ya
gue son el sistema méas econdmico y sencillo.
Aun asi, para que esto sea econdémicamente
viable es necesario invertir en mejoras en los
sistemas y procesos. En este sentido, varios
investigadores y empresas han buscado
soluciones a estos cuellos de botella
tecnoldgicos. Ryu et al. (2019) acoplaron un
intercambiador de calor a un biorreactor de
laguna utilizando el flujo de residuos
industriales como fuente de calor y como
estrategia para mantener una alta
productividad durante todo el afio. Estos
autores registraron un aumento de hasta un
44% en la productividad de los cultivos y un
95% en la viabilidad econémica. Inostroza et
al. (2021), optimizaron el disefio y la
hidrodinamica de un “raceway” de 500 m?,
utilizando Dinamica de Fluidos Computacional
(CFD). Eustance et al. (2020) mejoraron la
eficiencia de utilizacion de CO:2 en tres veces
mediante la carbonataciébn de membranas.
Sirikulrat et al. (2021) utilizaron una columna
de dispersion de luz transparente para mejorar
la iluminacion en el nivel mas profundo de un
estanque de canales profundos, lo que resulto
en un incremento del 483% para la
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productividad y decrementos de 41.7% en la
energia consumida y de aproximadamente
14% en la evaporacion del agua.

Estanques extensos sin mezclar y estanques
naturales

Las microalgas cuando encuentran
condiciones ambientales favorables y con
suficientes  nutrientes, pueden crecer
abundantemente de forma natural. Esto
ocurre invariablemente con  especies
extremofilas, que crecen en condiciones que
limitan el crecimiento de microrganismos
contaminantes, como pH &acido o alcalino,
temperatura extrema y alta concentracion de
sal. El principal ejemplo de esto son los
cultivos de Arthrospira, también conocida
comercialmente como Spirulina, que se
utiizan  cominmente como  alimento,
suplemento dietético y suplemento
alimenticio. Este microorganismo crece
naturalmente en lagos alcalinos tropicales y
subtropicales, con un pH de crecimiento
Optimo en el rango de 8 a 10. El primer registro
de produccién y consumo de biomasa de
Spirulina es de los aztecas que solian
cosechar Arthrospira maxima (conocido como
Tecuitlatl por pre-Hispanos) del lago de
Texcoco en el Estado de México, muy cerca
del actual aeropuerto internacional de la
Ciudad de México (Figura 3). La Spirulina,
después de ser secada, se vendia para
consumo humano en un mercado de

Tenochtitlan. La primera produccién comercial
de Spirulina, iniciada en la década de 1970,
fue en el "Caracol", una extensa laguna sin
sistemas de mezclado artificial de la compafia
Sosa Texoco (Belay, 2008, Hamed, 2016).
Antes del cierre a mediados de la década de
1990 debido al aumento de la contaminacion,
resultante del desarrollo urbano e industrial de
la Ciudad de Meéxico, el 'Caracol' era un
evaporador solar gigante en forma de espiral
de 3200 m de diametro con una superficie de
900 ha dentro del lago de Texcoco, que
producia alrededor de 300 toneladas de
biomasa por afio. La productividad de la
biomasa informada en este sistema fue de 10
g m? d* (Borowitzka, 1999; Tredici, 2004).

Las lagunas extensas no mezcladas o
lagunas poco profundas se denominan asi
porque generalmente tienen menos de 0.5 m
de profundidad, hasta 250 ha de &rea y no
tienen un sistema de mezclado (artificial),
excepto el viento y la conveccion. Aunque
requieren una cierta cantidad de trabajo para
su construccién y mantenimiento, a menudo se
les conoce como lagunas naturales (Tredici,
2004; Kumar, 2015). Los estanques sin
mezclado pueden representar el método de
cultivo comercial mas econdémico y menos
técnico cuando las condiciones climéticas
adecuadas permiten el cultivo durante casi todo
el afio, como es el caso de Australia. El pais
alberga a los 3 mayores productores de

Figura 3. Azteca cosechando espirulina en México. Drawing in Human Nature,
marzo de 1978, por Peter T. Furst (Hamed, 2016).
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B-caroteno de Dunaliella salina en el mundo.
Esta especie contiene hasta un 14% de B-
caroteno en las células y también se considera
un microorganismo extreméfilo, ya que crece
en medios de cultivo de alta salinidad, con un
rango O6ptimo entre 18 y 22% de NaCl
(Borowitzka et al. 1984; Maroneze et al., 2020).

El proceso de cultivo en estos
estanques abiertos consiste en bombear agua
de mar desde el océano adyacente al
estanque y luego se agregan nutrientes a esta
agua salina. Cuando el sistema ha alcanzado
la densidad celular y el contenido de -
caroteno apropiados, el cultivo se dirige a una
planta de recoleccion. Después de la cosecha,
el medio residual se recicla al estanque,
donde se ajusta la salinidad y el contenido de
nutrientes (Borowitzka, 1990). Las principales
ventajas de los estanques extensivos no
mezclados estan relacionadas con los
aspectos econémicos, ya que operan sin
adicién de COz2, sin mezclado artificial, lo cual
evita cierto consumo de energia eléctrica, y
con un control minimo del sistema, operando
bajo condiciones de temperatura, humedad y
ciclos luz/obscuridad que se presentan en el
lugar (del Campo, 2007). Las principales
desventajas estan asociadas con las
limitaciones de especies de microalgas que se
pueden cultivar y las condiciones climaticas,
ademas de la baja productividad, que apenas
supera el valor de 1 g m? d?, lo que dificulta y
encarece la recoleccion de biomasa (Trediti,
2004; Kotzen et al., 2019).

Estos sistemas, a pesar de sus
problemas, son realmente rentables para el
crecimiento de microalgas extremdfilas,
especialmente de D. salina para la produccion
de B-caroteno, el cual es un producto de alto
valor. Sin embargo, estos sistemas estan
extremadamente limitados a regiones con una
irradiancia anual muy alta, clima calido,
escasas precipitaciones y principalmente alta
disponibilidad de agua salina.

Sistemas cerrados

Fotobiorreactores tubulares

Entre los sistemas cerrados, los
fotobiorreactores tubulares se consideran el
disefilo mas prometedor y factible para la
produccién  comercial de  microalgas,
particularmente para la obtencion de
productos de alto valor como productos
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quimicos finos o farmacéuticos (Torzillo &
Zittelli, 2015; Zittelli et al., 2013). El éxito de
estos fotobiorreactores se debe a la gran
superficie, las condiciones de cultivo estables
y controlables, la reproducibilidad y la alta
productividad de la biomasa. Esto permite
utilizar estos reactores para generar biomasa
a partir de cepas sensibles como H. pluvialis,
gue facilmente son presa de microorganismos
contaminantes y son sensibles a condiciones
ambientales extremas (Berstenhorst et al.,
2009). Como ocurre con cualquier reactor
biolégico, la productividad depende de
variables diversas, como la configuracion
geométrica, las especies de microalgas y las
condiciones de funcionamiento y cultivo.

Los fotobiorreactores tubulares se
describieron por primera vez en 1953 (Tamiya
et al., 1953), pero no se consolidaron hasta la
década de 1990, después de ser mejorados
progresivamente (Gudin & Chaumont, 1983;
Pirt et al., 1983; Chaumont et al., 1988;
Richmond et al., 1993). Consisten en una
serie de tubos de plastico o vidrio
transparentes rectos, que se pueden
organizar en diferentes patrones (p. €j., rectos,
en zigzag o en espiral) y angulos (p. €j.,
horizontales, inclinados, verticales o
helicoidales) (Maroneze & Queiroz, 2018). El
intercambio de gases y la adicion de
nutrientes generalmente ocurren en una
columna de burbujas o tanque adicional. El
cultivo de microalgas se recircula mediante
una bomba o por airlift en un flujo muy
turbulento, con una velocidad del liquido en el
rango de 0.4 a 1.0 m s (Trediti, 2004;
Abomohra et al., 2016, Chang et al., 2017).

Aunque los PBR tubulares son una
tecnologia consolidada, todavia tienen varias
desventajas que superar, incluida la
fotolimitacion o fotoinhibicién, problemas de
transferencia de masa y alto costo (Huang et
al., 2017). En cultivos de exterior, los
problemas con la iluminacion son habituales,
en donde para mitigarlos, ademés de la
eleccion de la ubicacién, el diametro vy
disposicion de los tubos son determinantes.
En general, se acepta que, a menor diametro,
menor fotolimitacién, por lo tanto, mayor
eficiencia fotosintética, pero hay un limite
minimo para evitar el limite de saturacion
luminica. Los valores de diametro
recomendados oscilan entre 0.03 y 0.12 m.
Como ya se ha comentado, el exceso de O:
en cultivos autétrofos es téxico para las
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células y debe eliminarse de forma eficaz, en
este sentido el PBR tubular tiene tasas de
transferencia de masa relativamente bajas. El
principal factor que afecta la acumulacion de
oxigeno disuelto es la longitud del colector
solar, por tal motivo se sugieren longitudes
maximas de 100 y 400 m para configuraciones
de colector y serpentin, respectivamente (Acién
et al., 2020). Recientemente, con el incremento
del uso de PBR tubulares en plantas piloto, se
han reportado problemas de contaminacion,
que hasta entonces era una de las grandes
ventajas aparentes de tales sistemas.

Aungue tienen varios desafios
tecnoldgicos, la principal limitacion a escala
comercial de los reactores tubulares es el
costo de inversion, que puede exceder el
doble del monto reportado para los sistemas a
base de canales. Segun Nosker et al. (2011),
este valor varia alrededor de 0.51 M €/ha a
escala de 100 ha. En cuanto al costo de
produccion de biomasa, se han reportado
valores de 4.15 €/kg (Nosker et al., 2011), 25
€/kg (Delrue et al., 2017), y 74 €/kg (Molina
Grima, 2009). Uno de los factores que mas
incide en los costos de produccion es la
productividad de la biomasa y, en este
sentido, se han alcanzado valores elevados
en estos sistemas. Se han reportado
productividades de biomasa de 10-40 g m? d*
para Spirulina (Delrue et al., 2017), 13 g m? d-
1 para Haematococcus pluvialis (Olaizola,
2000), y de 20 a 50 g m? d' para
Scenedesmus (Acién et al., 2012).

De hecho, estos sistemas de cultivo
marcaron un gran avance para los procesos
basados en microalgas, debido a que ha sido
posible cultivar cepas sensibles a gran escala.
Sin embargo, hasta el dia de hoy solo son
econdmicamente viables para la produccion
de compuestos de alto valor agregado, como
la astaxantina, debido a la alta inversion
requerida y los elevados costos de operacion.
Aun asi, las ventajas de los fotobiorreactores
tubulares, especialmente con relacion a los
altos rendimientos, sugieren que se debe
investigar mas para tratar de reducir costos y
superar los cuellos de botella tecnoldgicos que
limitan su uso generalizado.

Biorreactores para cultivos heterétrofos

La mayor ventaja del crecimiento
heterétrofo es la posibilidad de utilizar casi
cualquier fermentador como biorreactor. A
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diferencia del crecimiento autétrofo, en
heterétrofos el oxigeno puede ser un sustrato
limitante y su suministro es uno de los
mayores desafios para la ingenieria de
reactores debido a su baja solubilidad en agua
(Pérez-Garcia et al., 2011). Segun Griffiths et
al. (1960), independientemente del sustrato
organico o de las especies de microalgas, la
productividad de la biomasa aumenta con
mayores niveles de aireacién. Ademas de la
transferencia de oxigeno, el crecimiento de
microalgas en condiciones heterétrofas
también presenta requerimientos
relacionados con el mezclado, suministro de
nutrientes y un ambiente estéril.

Para cumplir con estos requisitos, los
reactores de tanque agitado (STR) son los
mas utilizados gracias a su eficiencia de
mezclado, buena transferencia de calor y
masa Yy facil operacion. En estos equipos la
agitacion se proporciona mecanicamente con
la ayuda de impulsores, a veces deflectores, y
aspersores de gas (Jossen et al., 2017). Sin
embargo, este tipo de biorreactor también
tiene varias limitaciones, especialmente para
las células sensibles al cizallamiento, que
pueden dafiarse al aumentar la velocidad de
agitacion o a altas velocidades de suministro
de gases (p. ej. aire), ademas de un alto
consumo de energia, que incrementa
significativamente los costos del proceso. Otro
grupo de biorreactores de gran importancia
para la industria biotecnologica son los
denominados biorreactores neumaticos, en
los que la agitacion del medio se realiza
mediante el burbujeo de aire. Estos reactores
son generalmente de forma cilindrica, donde
el aire se inyecta en la base del recipiente a
través de un aspersor, para proporcionar de
manera simultdnea aireacién, mezclado y
circulacion de fluidos. Hay dos tipos
principales de  biorreactores  agitados
neumaticamente: biorreactores de columna
de burbujeos y tipo “air lift”, que generalmente
generan bajo esfuerzo cortante, disefio y
construccion simple y bajos costos de
operacion. Sin embargo, no se recomiendan
para fluidos viscosos no newtonianos, ya que
la viscosidad elevada disminuye la retencion
de gas y reduce la transferencia de masa
(Jesus et al, 2017). Para superar los
inconvenientes de los biorreactores de tanque
neumaticos y agitados, se propusieron
biorreactores airlift con agitacion mecanica
(Chisti & Jauregui-Haza, 2002).
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Al igual que con otros sistemas ya
discutidos, los costos de produccion en
biorreactores para cultivos heterétrofos varian
en funcion de la especie de microalga usada,
la productividad y el tipo de reactor. Sin
embargo, en estos sistemas, la fuente de
carbono organico es un factor importante por
considerar, ya que representa alrededor del
80% del costo del medio de cultivo (Francisco
et al., 2015). Segun Enzing et al. (2014), los
costos actuales de produccion de Chlorella en
biorreactores  heterotréficos se estiman
alrededor de USD 2-2.6/kg. Ende & Noke
(2019) estimaron que este valor se puede
reducir a USD 1-1.25/kg utilizando residuos
como materia prima.

En términos de produccién de
biomasa, cuando se comparan con otros
sistemas de cultivo, los biorreactores
aplicados a cultivos heterotrofos suelen
presentar los valores mas altos de
productividad. Xiong et al. (2008), encontraron
una productividad de Chlorella prototecoides
de 7.40 g I'* d'* en un STR de 5 |, utilizando
glucosa como fuente de carbono. Francisco et
al. (2015) reportaron 6.68 g I* d* en un
biorreactor de columna de burbujeo de 2 | con
aguas residuales de yuca. Queiroz et al.
(2018) encontraron una productividad de
biomasa de 4 g It d* en un biorreactor de
columna de burbujeo de 2 | y usando aguas
residuales de procesamiento de lacteos como
materia prima.

La principal ventaja de los
biorreactores heterdtrofos radica en el
escalado, factor crucial en los procesos
consolidados basados en microalgas a escala
industrial. Sin embargo, sigue siendo un
método de cultivo caro, pero con potencial de
expansion, especialmente si se asocia al
concepto de biorrefineria, ya que las aguas
residuales pueden utilizarse como medio de
cultivo, con tratamiento secundario y terciario
paralelo de los efluentes. Independientemente
del tipo de biorreactor o medio de cultivo, los
cultivos heterétrofos de microalgas presentan
baja susceptibilidad a la contaminacion, y por
supuesto en menor grado que los estanques
abiertos y biorreactores tubulares. Para
reducir los riesgos de contaminacion y
mantener las condiciones axénicas en
biorreactores, el uso de microalgas
extremofilas puede ser una alternativa viable.
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Sistemas de cultivo de microalgas en
desarrollo

Con el objetivo de resolver los
problemas de los sistemas consolidados, se
han propuesto otros tipos de
fotobiorreactores, p. ej. fotobiorreactores
tubulares verticales, de placa plana e hibridos.
Sin embargo, hasta donde sabemos, ninguno
de ellos se utiliza actualmente a escala
industrial, principalmente debido a la dificultad
en escalar su construccion y operacion, su
costo alto, problemas de ingenieria para
resolver a escala de produccion, los requisitos
de un &rea amplia para instalar estos sistemas
de cultivo o porque audn son tecnologias
emergentes (Acién et al., 2020).

Los fotobiorreactores de columna
vertical estuvieron entre los primeros sistemas
de cultivo de microalgas descritos en la
literatura (Cook, 1950). Consiste en tubos
transparentes verticales que permiten la
penetracion de la luz, cuentan con un aspersor
de gas en la parte inferior del reactor, que
ademas promueve el mezclado del medio de
cultivo la transferencia de de CO: vy
eliminacion de Oz (Kumar et al., 2011). Segun
su modo de flujo de liquido, los PBR tubulares
verticales se pueden clasificar en columna de
burbujas y airlift (Singh & Sharma, 2012).
Estos sistemas son compactos con una alta
relacién area superficial/volumen, bajo riesgo
de contaminacion y alto crecimiento celular.
Sin embargo, hasta ahora los PBRs de
columna vertical no se utilizan en propuestas
industriales debido a limitaciones en el
escalado, que se atribuye a la fragilidad del
material, la transferencia de gas en las
regiones superiores del PBR, el control de
temperatura y una superficie limitada para
iluminacién (Miron et al., 1999; Koller, 2015;
Maroneze & Queiroz, 2018). Un caso real de
los problemas en el escalamiento es el caso
de GreenFuel Technologies Corporation, en
Arizona en 2007 con fotobiorreactores
cerrados inclinados verticales. La compafiia
tuvo mucho éxito con una planta piloto para
utilizar COz residual para producir biomasa de
microalgas en estos reactores, pero cuando
realizaron un escalamiento 100 veces mayor,
el sistema colaps6 debido a fallas de disefio
de tipo ingenieril. Desafortunadamente, el
proyecto de millones de ddlares fracaso
(Waltz, 2009; Maroneze & Queiroz, 2018).
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Los fotobiorreactores de placa plana
se describieron por primera vez en la década
de 1950 como una gran promesa para los
cultivos de microalgas debido a su alta
relacién de superficie a volumen. En este tipo
de fotobiorreactor, se pasa una fina capa de
cultivo (en el orden de milimetros) a través de
un panel plano hecho de un material
transparente, donde la mezcla generalmente
se proporciona burbujeando gases desde un
lado o al fondo del PBR a través de un tubo
perforado (rociador) (Chang et al., 2017,
Faried et al., 2017). Se ha reportado que se
pueden lograr altas eficiencias fotosintéticas
en PBRs de placa planay, ademas, el oxigeno
disuelto es relativamente menor en
comparacion con los fotobiorreactores
tubulares horizontales (Ugwu et al., 2008). Los
paneles planos son una tecnologia
prometedora para generar altas
concentraciones de biomas microalgal, sin
embargo, existen problemas sin resolver para
ser usados a escala comercial y por esto hasta
ahora solo se utilizan a escala piloto. El
“ensuciamiento” o “crecimiento en pared” se
considera el principal defecto, el cual ocurre
cuando las células se adhieren a las paredes
de plastico o vidrio, provocando una
disminucién en la penetracion de la luz y un
mayor riesgo de contaminacion (Chang,
2017). Estos sistemas también pueden
experimentar problemas con el control de
temperatura, dificultades en la limpieza y baja
eficiencia en términos de produccion en masa
por unidad de espacio. Las dimensiones de
los paneles planos son diversas, pero se
recomiendan alturas inferiores a 1.5 m, con
una anchura inferior a 0.10 m para evitar el
uso de materiales de alta resistencia
mecanica, por lo que el escalado se convierte
en una limitacidn critica, ya que se requieren
de muchos médulos para una instalacion
comercial y por tanto se requiere una amplia
area para su instalacion (&rea para instalar los
PBR). adicionalmente, el costo de operacion
es elevado porgue, en comparacion con otros
tipos de PBRs a escala de produccion, los
sistemas de placas requieren una cantidad
considerablemente mayor de trabajo de
mantenimiento (Fernandez et al., 2013).

También existen sistemas hibridos,
gue combinan dos o mas configuraciones de
varios sistemas. En estos, la desventaja de un
disefio se complementa con las ventajas del
otro, permitiendo mayores productividades y
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relacion superficie / volumen ademas de
menor demanda y costos de energia (Estrada-
Graf et al., 2020). Soman & Shastri (2015)
combinaron PBR de placa plana y tubulares,
que tienen una relacién superficie/volumen un
7% mayor, un mejor régimen de flujo y
menores costos operativos y de materiales.
Depra et al. (2019) desarrollaron un reactor de
columna de burbujas acoplado a una
plataforma de iluminacién con una reduccion
de costos de capital, potencializando el
escalamiento del sistema, ya que el PBR
requiri6 un é&rea superficial menor. Un
fotobiorreactor hibrido estanque-tubular fue
desarrollado por Xu et al. (2020). En este se
logr6 mejorar el rendimiento de biomasa de
microalgas en un 31.2% en comparacion con
los estanques tradicionales. Recapitulando,
estas tecnologias tienen potencial para
generar mayores productividades de biomasa
microalgal que los sistemas ya usados a
escala mayor, pero aln se requiere mas
investigacion y desarrollo para estar
disponibles en cultivos a gran escala.

La eleccidon del sistema de cultivo:
Criterios 'y comparacion de
caracteristicas basicas

Es notorio que aln numerosas
barreras intervienen en la produccion de
microalgas y hasta el dia de hoy no existe un
sistema que se adapte a todos los procesos
sin que se presenten algunas limitaciones.
Teniendo esto en cuenta, se deben considerar
algunos parametros al elegir el biorreactor
adecuado. Los principales criterios por
considerar incluyen (i) tipo y calidad del
producto objetivo; (ii) tolerancia de las cepas
de microalgas a variaciones ambientales; (iii)
escala de los sistemas de cultivo y
productividad versus costo de las
instalaciones y de operacion; (iv) condiciones
climaticas en las zonas a instalar los cultivos;
y (v) impactos ambientales (Chang, 2017).
Para apoyar en los criterios de eleccion, la
Tabla 1 compara algunas de las
caracteristicas de las tecnologias discutidas
en este articulo.

El primer factor por considerar es el
tipo de producto, por ejemplo, para producir
biocombustibles, es necesario un sistema que
sea econdmico, hasta el punto de ser
competitivo con los combustibles fosiles,
como los estanques de canales. Para obtener
productos con alto valor agregado, se pueden
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considerar sistemas mas robustos para
obtener procesos mas controlados, como es
el caso de fotobiorreactores cerrados o
cultivos en fermentadores si la cepa puede
metabolizar fuentes de carbono organico. La
especie de microalga debe estudiarse en
cuanto a su resistencia al estrés
hidrodindmico y los potenciales
contaminantes. Como puede verse en la
Tabla 1, los sistemas como los
fermentadores heterotrofos, PBR vertical y
PBR de placa plana son mas susceptibles al
estrés hidrodinamico, mientras que los
sistemas abiertos tienen un bajo control de
contaminacion. En cuanto a la escala y el
costo, es bien sabido que los sistemas
abiertos y los fotobiorreactores tubulares
tienen ventajas sobre los demas. La posicion
geografica y el clima local son factores
importantes, por ejemplo, los lugares con
condiciones favorables son plausibles para
albergar cultivos al aire libre, mientras que
las regiones con climas menos favorables
deben investigar la posibilidad de utilizar
sistemas cerrados.

También se debe comparar el impacto
ambiental de las tecnologias de cultivo de
microalgas, debido a que la seleccién del
reactor influye fuertemente en esos aspectos.
Deprd et al. (2021) evalu6 métricas e
indicadores de sostenibilidad para sistemas
comerciales de cultivo, es decir, estanque de
canales, PBR tubular, PBR de placa plana y
fermentador heterotrofico. A través de un
analisis del ciclo de vida, estos autores
demostraron que el sistema con mayor
impacto ambiental fue el fotobiorreactor
tubular, mientras que el estanque de raceway
presentd el menor impacto ambiental entre
las configuraciones evaluadas. Esto esta
relacionado directamente con la demanda
energética de cada sistema, corroborando lo
que se muestra en la Tabla 1.

Casos comerciales de éxito

Se espera que el mercado de
productos a base de microalgas supere
valores de USD 4.2 billones para 2031. Las
empresas del mercado de productos a base
de microalgas estan fortaleciendo sus
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capacidades de produccion para satisfacer la
creciente demanda de estos productos. La
Tabla 2 resume algunas de las empresas
involucradas en la produccién de productos a
base de microalgas en todo el mundo con sus
respectivos  sistemas de  produccion,
principales productos y especies utilizadas.

Los primeros casos de éxito
comercial en el area de microalgas fueron
con la produccion de Spirulina y hasta el
momento, los mayores productores de esta
microalga utilizan estanques de raceway,
como Zhejiang Binmei Biotechnology,
Earthrise Farms y Parry Nutraceuticals,
ubicados en China, Estados Unidos e India,
respectivamente. Los dos mayores
productores de B-caroteno a partir de D.
salina en el mundo son Western
Biotechnology Ltd. y Betatene Ltd. en
Australia y utilizan estanques extensos sin
mezclar para el crecimiento de microalgas.
Aunque son utilizados solo por una parte de
las empresas basadas en microalgas, los
biorreactores para cultivos heterétrofos y
mixotréficos también han ganado importancia
(Borowitzka, 2018). Solazyme en Brasil ha
logrado una produccién industrial exitosa de
biomasa heterotréfica de microalgas para la
produccion de aceites, combustibles,
productos de cuidado personal en
fermentadores (Barros et al., 2019).

Un caso exitoso destacado fue el de
Algatechnologies Ltd. (Ketura, lIsrael), que
establecioé un proceso de dos etapas para la
produccion de astaxantina a partir de
Haematococcus pluvialis en PBR tubulares
(Ayalon, 2014). Cabe mencionar que el
desarrollo de cultivos en reactores tubulares
cerrados fue un mito en la produccién de
astaxantina, ya que H. pluvialis, el mayor
productor de este pigmento, presenta un bajo
rendimiento en sistemas abiertos, por ser una
especie sensible (Olaizola, 2000). Los
cultivos en dos o méas etapas estan ganando
terreno en los procesos industriales, como es
el caso de AllMicroalgae en Portugal, que
utiliza un proceso de tres etapas, con
fermentadores, PBR de placa plana y PBR
tubulares, como se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 1. Comparacion de diferentes sistemas de cultivo.

Sistema de Eficiencia Eficiencia Control de Transferencia Control de Estrés Evaporacion Consumo  Escalamiento Status
cultivo de de temperatura de gas contaminaciéon  hidrodinamico de
mezcla iluminacién energia
Raceways Justo Baja Sin Baja Bajo Muy bajo Alta Bajo Facil Comercial
Estanques Muy Baja Sin Baja Bajo Bajo Alta Bajo Facil Comercial
extensos sin pobre
mezclar
PBR tubular Uniforme Excelente Buen Baja Alto Alto Baja Alto Facil Comercial
Fermentador Uniforme - Buen Alta Alto Alto Baja Alto Facil Comercial
heterétrofo
PBR vertical Uniforme Buena Buen Alta Alto Alto Baja Alto Dificil Escala
piloto
PBR de Uniforme Excelente Sin Alta Alto Alto Baja Justo Dificil Escala
placa plana piloto
Hibridos Uniforme Excelente Regular Alta Regular Alto Justo Justo Facil Escala
piloto
Tabla 2. Algunos de los productores comerciales de productos a base de microalgas en todo el mundo.
. Product .
Microalgae Company Location Culture system
H. pluvialis, A. platensis Astaxantina, Ficocianina Cyanotech Hawaii Tubular, Raceways
H. pluvialis Astaxantina Mera Pharmaceuticals Hawaii Tubular, Raceways
H. pluvialis Astaxantina AstaReal Suecia Vertical
H. pluvialis Astaxantina Algatechnologies Israel Tubular
H. pluvialis Astaxantina Beijing Gingko Group China Tubular
D. salina B-caroteno Betatene (BASF) Australia Estanques extensos sin mezclar
D. salina B-caroteno Western Biotechnology Australia Estanques extensos sin mezclar
D. salina B-caroteno AguaCaroteno Australia Estanques extensos sin mezclar
D. salina B-caroteno Cyanotech Hawaii Raceways
D. salina B-caroteno Nature Beta Technologies Israel Raceways
D. salina, Chlorella, A. platensis B-caroteno, tabletas. aceite de Tianjin Lantai Biotechnologies China Raceways
astaxantina, ficocianina
A. platensis Ficocianina Zhejiang Binmei Biotechnology China Raceways
A. platensis Ficocianina Earthrise Farms Estados Unidos Raceways
A. platensis Ficocianina Parry Nutraceuticals India Raceways
- Ingredientes, biocombustibles, Algenol Estados Unidos Tubular
compuestos bioactivos
- Grasas, biocombustibles, Solazyme Brszil Fermentador
cosmeticos y otros
- Grasas, biocombustibles Cellana Estados Unidos Raceways, Tubular

Tetraselmis chui, Spirulina, C.
vulgaris.

Fertilizantes, alimentos, piensos

Biodiesel, alimentos, piensos

All microalgae

AlgaEnergy

Portugal

Espafa

Fermentador + Placa plana + Tubular

Raceways, Placa plana, Tubular
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Conclusiones

Las microalgas han suscitado un gran
interés en todo el mundo debido a su enorme
aplicacion biotecnologica en los diversos
campos de los biocombustibles, alimentos y
piensos, cosmética, farmacia y remediacion
medioambiental. Incluso con las importantes
mejoras tecnoldgicas alcanzadas hasta ahora,
el establecimiento de procesos basados en
microalgas tiene una miriada de cuellos de
botella, particularmente en las tecnologias de
produccibn en masa. Los principales
inconvenientes estan asociados al costo de
construccion y operacion, el escalamiento, la
transferencia de masa y un conocimiento
limitado sobre los nuevos sistemas de cultivo.
No existe un sistema de cultivo ideal
universalmente, y la tecnologia ideal aln
depende del producto objetivo, las especies
de microalgas y las condiciones ambientales.

A menudo se ha informado que los
sistemas de cultivo abiertos no se
recomiendan para la produccion de productos
de alto valor agregado. Sin embargo,
podemos ver que en términos de la realidad
industrial esto no se aplica, ya que los
problemas de costos de inversion y
mantenimiento son mas significativos. Con
base en lo discutido, es posible concluir que,
en la actualidad, los estanques de raceways y
los fotobiorreactores tubulares son los Unicos
sistemas capaces de producir biomasa a
escala comercial con posibilidad de aplicacion
en las regiones del mundo mas diversas.
Ademas, es importante enfatizar que los
avances recientes en esta area son cruciales
para consolidar el mercado de productos a
base de microalgas en un futuro préximo.
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Resumen

Los carotenoides, ficobiliproteinas y clorofila se utilizan como pigmentos “naturales”, ademas, debido
a sus propiedades antioxidantes, son considerados agentes nutracéuticos. La utilizacién de
microalgas para la obtencién de pigmentos ha generado amplio interés debido a que existe un gran
namero de microalgas, entre ellas despliegan diversidad metabdlica y pueden crecer en diferentes
condiciones ambientales. Ademas, en comparacién con plantas superiores, presentan velocidades
de crecimiento y contendido de pigmentos altos. No obstante, las concentraciones obtenidas en su
mayoria son menores del 5% (p/p) en peso seco de microalgas, lo cual hace que su produccion sea
econdmicamente poco factible en comparacién con los colorantes sintéticos. En esta revision se
examinan las funciones que juegan estos pigmentos en la captacion de luz y en su capacidad
fotoprotectora en las microalgas; se describen los procesos de biosintesis de estos pigmentos y se
revisan investigaciones realizadas para incrementar la concentracion de pigmentos evaluando
parametros de cultivo, tales como: intensidad de luz, longitud de onda, estrés oxidativo, y
composicién del medio de cultivo, entre otros. Con base en estos puntos, se evallan las limitaciones
y estrategias para mejorar la produccién de los pigmentos en cultivos heterotréficos y autotréficos.

Palabras clave: Arrecifes, Carotenoides, ficobiliproteinas, microalgas.

Abstract

Carotenoids, phycobiliproteins, and chlorophyll are used as natural pigments, in addition, due to their
antioxidant properties, they are considered nutraceutical agents. Because the metabolic diversity, the
use of microalgae to obtain pigments has generated wide interest. In addition, compared to higher
plants, many microalgae have high specific growth rates and a high specific pigment content.
However, the pigment concentrations range, from 0.5 to 5 % (w/w) dry weight, restricts the economic
feasibility to produce them at commercial scale. In this review, the functions that these pigments have
in the process of capturing light and their role in their photoprotective capacity in microalgae, are
examined. The biosynthetic process that generates these pigments are discussed. Also, the studies
carried out to increase the concentration of pigments by modifying the cultivation parameters, such
as wavelength, light intensity, oxidative stress, and the composition of the culture medium, among
others, are reviewed. On the basis of this review, the limitations and strategies to improve the
overproduction of pigments, in heterotrophic and autotrophic cultures, is evaluated.

Key words: Carotenoids, phycobiliproteins, microalgae.
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Introduccién

Actualmente la producciéon de
pigmentos naturales ha cobrado un gran
interés en diferentes industrias como la textil,
cosmética, farmacéutica y alimentaria, entre
otras. Esto debido a que se ha asociado el
uso de colorantes artificiales en alimentos
con enfermedades, tales como el trastorno
de déficit de atencion e hiperactividad
(Mulders et al.,, 2014). Asi mismo, se ha
demostrado que algunos colorantes
naturales, entre ellos los carotenoides y las
ficobiliproteinas, presentan efectos
preventivos para algunas enfermedades
como: diabetes, obesidad y enfermedades
cardiovasculares (De Mejia et al., 2020).

Los pigmentos naturales se extraen
generalmente de insectos, frutas, verduras,
semillas, raices y microorganismos, estos
colorantes son denominados “biocolorantes”
debido a su origen bioldgico (De Carvalho et
al., 2014; Tuli et al., 2015). Algunos ejemplos
de biocolorantes extraidos de plantas y
microorganismos se presentan en la tabla 1.

Debido a su uso seguro en alimentos
y prevencion de problemas de salud, aunado
a su naturaleza ecoldgica, el uso de estos
pigmentos ha tomado una gran importancia en
la actualidad. Sin embargo, con el fin de
obtener biocolorantes con precios
competitivos, en comparacién con los
pigmentos obtenidos de recursos fésiles, se

Tabla 1. Pigmentos obtenidos de organismos.

Origen

Pigmento

Color

Plantas

Aceite de palma

Mezcla de carotenoides

Amarillo a anaranjado

Achiote Bixina Anaranjado
Aji Capsantina Rojo-anaranjado
Betabel Betanina Rosa-rojo
Caléndula Luteina Amarillo dorado
Col morada Antocianina Rojo-purpura
Curcuma Cucumina Amarillo brillante
Ortiga Clorofila Verde olivo
Pasto Clorofila Verde olivo
Tomate licopenos Rojo
Microorganismos
Flavobacterium spp. (bacteria) Zeaxantina Amarillo
Pseudomonas aeruginosa (bacteria) Ficocianina Azul
Serratia marcescens (bacteria) Prodigiosina Rojo
Staphylococcus aureus (bacteria) Zeaxantina Amarillo
Monascus purpureus (levadura) Monascorubramina Amarillo-rojo
Phaffia rohodozyma (levadura) Astaxantina Rojo
Blakesela trispora (hongo) Licopenos Rojo
Arthrospira platensis (cianobacteria) Ficocianina Azul
Dunaliella salina (microalga) B-caroteno amarillo
Galdieria sulphuraria (microalga) Ficocianina Azul
Haematococcus pluvialis (microalga) Astaxantina Rojo
Rhodomonas sp (microalgas) Clorofila Verde olivo
Scenedesmus sp (microaga) Luteina Amarillo dorado
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requiere mejorar las técnicas de produccion
de estos colorantes. El proceso de
produccién puede dividirse en: cultivo y
cosecha de los organismos y en la
recuperacion de produccion de estos
colorantes. El proceso de produccion puede
dividirse en: cultivo y cosecha de los
organismos y en la recuperacion comparacion
con los pigmentos obtenidos de recursos
fésiles, se requiere mejorar las técnicas de
produccién de estos colorantes. El proceso de
produccién puede dividirse en: cultivo y
cosecha de los organismos y en la
recuperacion y purificacion de los pigmentos.
Para mejorar los procesos previamente
mencionados es necesario conocer el proceso
de biosintesis y de degradacion de estos
pigmentos en los organismos que los
producen, con el fin de regular su metabolismo
y asi poder obtener mejores rendimientos.
Una vez lograda una alta productividad de los
pigmentos es deseable conocer sus
propiedades fisicoquimicas para garantizar
procesos de extraccion y purificacion
eficientes y de bajo costo.

Dentro de los microrganismos que
producen pigmentos se encuentran las
cianobacterias y las microalgas. Los cuales
presentan una gran variedad de colorantes. La

Clorofila b

Clorofila a

Absorcion relativa (%)

Carotenoides

/’\ /ﬁ\) Ficoeritrina
A/}

principal funcién de los pigmentos en estos
microrganismos es la absorcién de energia a
diferentes longitudes de onda presentes en el
espectro de luz visible (figura 1). Los
principales pigmentos fotosintéticos
encontrados en estos microorganismos son:
la clorofila, las ficobiliproteinas y los carotenos
(figura 2). Cada uno de estos presenta un
rango de absorcién especifico, siendo
diferente inclusive entre pigmentos del mismo
grupo (tabla 2).

El uso de microalgas para la
produccion de pigmentos presenta como
principales ventajas: (1) amplia gama de
pigmentos, (2) rapido crecimiento en
comparacion con plantas superiores, (3) las
concentraciones de pigmentos pueden ser
superiores a los encontrados en plantas
superiores 'y, (4) facilidad de cultivos
(Mulders et al., 2014).

El objetivo de este trabajo es
identificar las oportunidades y restricciones en
la produccion de pigmentos con microalgas:
conociendo la estructura y propiedades de los
colorantes, las rutas de biosintesis de estos,
identificar las funciones secundarias dentro de
las microalgas, y detallar las estrategias de
produccion de estos biocolorantes.

Clorofila a
Ficocianina

Clorofila b

Longitud de onda (nanometros)

Figura 1. Espectro de absorcién de los pigmentos fotosintéticos.

Modificado de https://www.circuitbread.com/ee-fag/how-are-leds-used-for-growing-plants (agosto 2021)

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

37


https://www.circuitbread.com/ee-faq/how-are-leds-used-for-growing-plants

Articulos

Caroteno

Ficobiliproteina

Figura 2. Principales colorantes obtenidos de las microalgas. Figura de autoria propria.

http://www.natureontheshelf.com (junio 2021 - Clorofila)

http://www.plantbased-powder.com (junio 2021 - Beta-caroteno)

Tabla 2. Principales pigmentos encontrados en microalgas.

Pigmento Compuesto Absorcion (hmax) Colar

Aloficocianina B 671 nm .

Aloficocianing A 650 nm
Ficobiliproteinas Ficacianina 620 nm o
Ficoeritrina 500 - 580 nm o
Ficoeritrocianing 562 nm .

Clorofila & 663 nm
Clorofila .
Clorofila b 652 nm .
B caroteno 455 nm ®
Fucoxantina 490 nm ®

Carotenoides i

Luteina 445 nm .
Astaxantina 432 nm .

Estructura de los pigmentos
Clorofila

Existen dos tipos principales de
clorofila, clorofila a y b, siendo la clorofila b la
més estable. Ademas, debido a reacciones
de la clorofila a, derivadas de la influencia del
pH, oxigeno e intensidad luminosa, entre
otros, se generaron productos de
degradacion (Halim et al., 2010).

La clorofila esta conformada por dos
estructuras quimicas: un anillo tetra pirrol y
una cadena fitol (alcohol diterpénico) (figura
3A). La molécula central del anillo tetra pirrol
es un ion magnesio (Mg®"), el cual se

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

encuentra rodeado de 4 atomos de nitrégeno
contenidos en una estructura denominada
anillo porfirinico. Este anillo se encuentra unido
a una cadena larga hidrogenada, conocida
como cadena fitol. La diferencia entre los
sustituyentes, tanto del anillo porfirinico como
de la cola fitol, son las que dan lugar a los
diferentes tipos de clorofila. Estas diferencias
provocan que cada clorofila tenga una
absorbancia méxima caracteristica. La clorofila
b presenta una absorbancia maxima en el
rango de 660 a 665 nm (pigmento verde-azul)
mientras que la clorofila a presenta una
absorbancia maxima de 642 a 652 nm
(pigmento verde-amarillo) (Halim et al., 2010;
Mass et al., 2011).
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Carotenoides

Los carotenoides comprenden mas de
700 pigmentos liposolubles que presentan
absorbancia en el rango de 400 a 550 nm lo
que les confiere coloraciones de rojo, naranja
y amarillo brillante. La mayoria de los
carotenoides son hidrocarburos que contienen
40 &tomos de carbono y dos anillos
terminales. Los carotenoides tienen como
unidad a los isoprenos y en su mayoria son
tetraterpenoides (C40 6 8 unidades de
isoprenoides), estos se encuentran en una
molécula lineal y simétrica. El sistema de
dobles enlaces conjugados les confiere una
alta reactividad quimica, por lo cual se pueden
isomerizar y oxidar facilmente (Mezzomo &
Ferreira, 2016). Su estructura basica se puede
modificarse mediante hidrogenacion,
deshidrogenacion, ciclacion y oxidacion.

En la naturaleza se encuentran dos
clases de carotenoides (figura 3B): (1) los
carotenos, que consisten en hidrocarburos
lineales que pueden ciclarse en un extremo o
en ambos extremos de la molécula, su
principal representante es el p-caroteno, y (2)
las xantofilas, las cuales son derivados
oxigenados de carotenos, siendo su principal
representante la luteina (Hu et al., 2018). Su
funcion dentro de la célula depende de su
localizacion, ya que si se encuentran cerca del
centro de reaccion, su principal funcion sera
en el proceso de transferencia de energia; no
obstante, si se encuentran embebidos en
membranas 0 en otros compartimentos,
debido a que son compuestos anfipaticos, su

A) Clorofila A:

Anillo

Cola fitol
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porfirinico

principal funcion es la de proteger a la célula
de la oxidacion, esto debido a su propiedad
antioxidante (Mulders et al., 2014).

Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas (FBP) son
proteinas pigmentadas que se encuentran
presentes en cianobacterias y algas rojas.
Estas proteinas se encuentran formadas por
dos unidades (figura 3C): una proteica y un
pigmento denominado ficobilina. Dichas
unidades se encuentran unidas mediante
enlace covalente a un amino@cido cisteina. La
ficobilina estd compuesta por grupos
prostéticos tetrapirrélicos, estos, al presentar
enlaces dobles y sencillos alternados (sistema
conjugado), pueden deslocalizar electrones
como consecuencia de una excitacion
luminosa a una determinada longitud de onda
(Mulders et al., 2014). Las ficobiliproteinas
absorben luz en el rango verde y rojo-naranja,
lo cual permite que los microorganismos que
las poseen puedan realizar la fotosintesis
dentro de aguas profundas; donde sélo la luz
verde penetra (Tandeau De Marsac, 2003).
Actualmente se conocen diferentes tipos de
FBP, las cuales se clasifican con base en la
longitud de onda en la que absorben:
aloficocianina B (Amax 671 nm;), aloficocianina
A (Amax 650 nm; azul claro), ficocianina (Amax
620 nm; azul), ficoeritrina (Amax 500-580 nm;
rojo) y ficoeritrocianina (Amax 568 nm) (Bryant
et al., 1979). Las diferencias entre las
longitudes de absorcion de las diferentes FBP
se debe a pequefas diferencias presentes en
la proteina y en las estructuras de la ficobilina.

LI . .
-,
—
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B) Carotenoides:

B-caroteno —-=:=.—. .. _. -

C) Ficobiliproteina

Ficobilina

. = Proteina

-

Figura 3.- Estructuras moleculares de los principales pigmentos encontrados en microalgas y cianobacterias.
A) Clorofila a, B) Carotenoides y C) Ficobiliproteina.

Biosintesis de los pigmentos

Las microalgas requieren de la energia
luminosa, el didxido de carbono y, a través de la
fotosintesis y el Ciclo de Calvin-Benson,
producir glucosa para crecer. Sin embargo, para
sintetizar las macromoléculas se requieren otros
componentes: fuentes de nitrégeno (nitratos,
nitritos, amonio y/o urea), de fosfatos y de
carbono (COy), entre otros elementos. A partir
de estos componentes las microalgas sintetizan
las macromoléculas y los compuestos
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requeridos para su  crecimiento vy
supervivencia, y, como se discutira mas
adelante, estos nutrientes pueden ser factores
para modificar la distribucion de las
biomoléculas en las células incluyendo la
formacion de pigmentos.

Especificamente, para la sintesis de
los pigmentos se conocen las vias de sintesis
en plantas y algunas cianobacterias. Para la
biosintesis de la clorofila se parte de dos vias
diferentes: la formacion del anillo porfirinico y
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la cadena fitol, para su posterior union. La
formacion del anillo porfirinico se lleva a cabo
en el cloroplasto (células eucariotas), y se
inicia por la formacion del acido 5-
aminolevulinico (ALA). La formacion de este
compuesto puede partir por dos vias, una es
mediante la condensacion de una glicina y
del tioéster succinil-CoA, mientras que la otra
via consta de tres pasos partiendo del
aminoéacido glutamato (via C5). La primera
via es utilizada por animales, levadura y
bacterias, mientras que la via C5 es
caracteristica de plantas superiores vy
cianobacterias. Partiendo del ALA se llevan a
cabo reacciones de condensacion, oxidacion
y reduccion hasta dar lugar a la protoporfirina
IX (figura 3A), la cual, por un proceso de
quelacion, integra al ion Mg?*, posteriormente
el grupo fitil es incorporado al anillo para dar
lugar a la clorofila (figura 4A). Finalmente, las
moléculas de clorofila son unidas de forma no
covalente a proteinas presentes en la
membrana fotosintética (Halim et al., 2010;
Von Wettstein et al., 1995).

La produccién de las ficobiliproteinas
se realiza mediante la condensacion de dos
estructuras: una holoproteina y de 1 a 3
ficobilinas. La biosintesis de la ficobilina
comienza con el grupo hemo el cual, por
medio de la enzima hemo-oxigenasa,
conduce a la conversion del cromoforo
biliverdina. Una vez formada la molécula
lineal, oxigenasas especificas derivan esta
molécula a las diferentes ficobilinas (figura
4A), para posteriormente ser integradas
covalentemente a las holoproteinas
(especificas de cada ficobiliproteina),
mediante enzimas denominadas bilin-liasas
(Kannauijiya et al., 2017).

Los carotenoides son una subclase de
los terpenoides y para su biosintesis
comparten una molécula inicial de 5 carbonos
denominada pirofosfato de isopentenilo (IPP).
La sintesis del IPP deriva de dos posibles
vias: 1) via del mevalonato (MVA) la cual inicia
por la condensacion de dos moléculas de
acetil-CoA y 2) via del 2-C-metileritritol 4-
fosfato (MEP o via no-mevalonato), la cual
inicia por condensacion de una molécula de
piruvato y una de gliceraldehido 3-fosfato. La
mayoria de las cianobacterias utilizan
exclusivamente la via MEP, mientras que la
mayoria de eucariotas y arqueas poseen solo
la via MVA (Zhang, 2018).
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Una vez generado el IPP, se llevan a
cabo una serie de condensaciones hasta
llegar a una molécula de 40 carbonos
denominada fitoeno (caroteno incoloro), a
partir de este compuesto se forman los
carotenoides y, mediante reacciones de
oxigenacion de estos, deriva la formacién de
las xantofilas (figura 4B). Conocer el como son
sintetizados estos compuestos proporciona
indicios de los nutrientes, genes y proteinas
gue se podrian modificar, para que la via de
sintesis no se vea comprometida y conlleve a
un aumento en la acumulacion de los
pigmentos.

Funciones de los pigmentos en los
microorganismos

Como se ha mencionado, la principal
funcién de los pigmentos en los organismos
fotosintéticos es mejorar la captura de fotones
y la translocacion de estos hacia los
fotosistemas; no obstante, los pigmentos
también presentan la funcibn de ser
fotoprotectores, reservorio de carbono vy
nitrégeno. A continuacién, se describiran
estas dos funciones de los pigmentos.

Los pigmentos captadores de luz se
pueden dividir en dos: principales vy
secundarios. Dentro de los principales se
encuentra Gnicamente la clorofila a, ya que es
el pigmento encargado de romper la molécula
del agua y, por consiguiente, la liberacion del
protén y capturar el electron, el cual sera
utilizando en la fotosintesis para la posterior
formacién de energia en forma de ATP
(reservorio de energia quimica) y formacion
del poder reductor (NADPH), el cual es
utilizado para reducir el CO2 en azlcares.
Dentro de los pigmentos secundarios se
encuentran las demas clorofilas, las
ficobiliproteinas y los carotenos.

Los pigmentos que funcionan como
fotoprotectores evitan el dafio de la
autooxidacion. Para explicar el proceso de
autooxidacion que sufre la célula, derivado de
la fotosintesis, es necesario entender que
existe una velocidad de transferencia de
energia entre el centro de reaccion (clorofila a)
y la cadena transportadora de electrones. Asi
mismo, existe una velocidad de translocacion
de los fotones, desde los pigmentos hasta el
centro de reaccion. Cuando esta velocidad es
menor que la velocidad a la cual la clorofila a
recibe los fotones, la clorofila a entra en un
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A) Sintesis de clorofilas y ficobiliproteinas

Glicina + Glutamato
succinil-CoA
\

Acido 5-aminolevulinico

l bt
(. =

Ficocianobilina

-
. e
Protoporfirina IX ~ Biliverdina
- . . .
Cadena Mg Ficoeritrobilina
fitol -
a
Clorofila a Ficobiliproteina
(hexamero)

B) Sintesis de carotenoides y xantofilas

Carotenoides

N

Pirofosfato de
isopentenilo (Cs)
/

Gliceraldehido 3-P
+ piruvato

Acetil -CoA S IR

Fitoeno Cyo

Figura 4. Biosintesis de pigmentos A) clorofila y ficocianina B) carotenoides.
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estado de oxidacion (triplete), aunque esta no
es dafiina por si sola es un compuesto
inestable, y transloca esta energia a una
molécula de oxigeno, derivando en la
produccién de especies reactivas de oxigeno,
las cuales atacan al ADN, proteinas y lipidos
de membrana, conllevando a un dafio celular.

Los pigmentos considerados
fotoprotectores tienen como funcién evitar la
fotooxidacion derivada de la fotosintesis y son
producidos principalmente cuando hay un
exceso de intensidad luminosa o altos tiempos
de exposicion a la luz, asi como por la
presencia de agentes externos oxidantes.
Dentro de los pigmentos fotoprotectores hay
una subdivision, la cual, con base en su
mecanismo de accion en contra de la
fotoxidacién, son divididas en: 1)
fotoprotectores de filtrado, 2) enfriamiento y 3)
barrido (Glenn, 2009).

1.- Los fotoprotectores de filtrado
previenen la formacion del triplete de
clorofila a, derivado de la sobrexcitacion de
la clorofila; en este mecanismo los
carotenoides absorben una gran cantidad
de la radiacioén, evitando asi que llegue a
los centros de reaccion. Esta energia
capturada puede ser guardada para su
posterior uso (reservorio de electrones) o
bien puede ser liberada en forma de calor,
los principales pigmentos que cumplen
esta funcién son: B-caroteno y astaxantina.

2.- Los fotoprotectores de
enfriamiento previenen la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Una
vez que la clorofila a llega a su estado
méaximo de excitacion (triplete) y antes de
que esta energia sea translocada a una
molécula de oxigeno para la formacion de
las ROS, algunos pigmentos pueden
absorber esta energia directamente de la
clorofila. Los tripletes generados por esta
translocacion en los  carotenoides
presentan una energia relativamente baja,
debido a que los carotenoides contienen
mas de 7 dobles enlaces y pueden aceptar
esta energia sin causar dafio a su entorno.
Esta energia aceptada por los
carotenoides puede ser liberada en forma
de calor. Los principales carotenoides que
cumplen esta funcién son: pB-caroteno,
astaxantina, luteina, zeaxantinas,
violaxantina y diadinoxantina.
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3.- Los fotoprotectores de barrido
reaccionan con las ROS. Una vez
formadas las ROS los carotenoides
aceptan la energia de estas
almacenéandola o liberandola en forma de
calor y asi evitando que las ROS causen
dafio a las biomoléculas estructurales y
funcionales. Los principales carotenoides
gue cumplen esta funcién son: B-caroteno,
astaxantina y luteina.

De igual forma, los organismos no
fotosintéticos pueden utilizar estos
compuestos como antioxidantes y es por esto,
gue la produccidon y extraccion de estos
pigmentos tiene un gran mercado en la
industria farmacéutica. ElI conocer las
funciones de los pigmentos en las microalgas,
es importante ya que mediante la
manipulacién de las condiciones del cultivo se
puede incrementar la biosintesis de estos
pigmentos para su uso biotecnologico.

Factores que afectan la produccién de
pigmentos en microalgas

Los factores ambientales y
nutricionales pueden afectar el crecimiento y
composicion celular de las microalgas. Se han
realizados diversos estudios donde se
observa que al generar un estrés en las
microalgas es posible alterar el crecimiento
celular e incrementar las concentraciones de
los pigmentos. Algunos factores que pueden
generar este estrés son: la intensidad de la
luz, la longitud de onda de la luz, la
temperatura, la disponibilidad de nutrientes,
estrés oxidativo y la osmolaridad del cultivo.
(Kobayashi et al., 1992; Sloth et al., 2006). A
continuacion, se discutiran algunas técnicas
empleadas y un resumen de las técnicas
usadas se muestra en la tabla 3.

Efectos de la luz

La luz tiene uno de los efectos mas
importantes en la produccion de pigmentos en
microalgas (Begum et al., 2016), ya que estos
son principalmente utilizados como
captadores de energia para llevar a cabo la
fotosintesis. Por lo que cambios en la
intensidad de luz, longitud de onda y tiempo
de exposicibn generan cambios en la
acumulacion de los pigmentos. Los tiempos
cortos de exposicién a la luz o intensidad de la
luz conllevan a una baja captura de energia,
por lo que las células incrementan el nUmero
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Tabla 3. Estrategias utilizadas para incrementar la acumulacién de los principales pigmentos en microalgas.

Pigmento Aplicacién Microalga Estrategias de produccién Referencia
Asterarcys .
: e . . ngh l., 201
Precursor de la quadricellulare Modificacion del medio de cultivo (Singh et al., 2019)
wtarm(r; adA, (Morowvat & Ghasemi, 2016)
B-caroteno ar:lrt(i)c?;ied;nteez . Radiacion UV (Mogedas et al., 2009)
previene la ' Dunaliella sp. Alta intensidad luminosa, limitacion
degeneracion de nitrégeno y fosforo, temperaturas (Wu et al., 2016)
macular mayores a 15°C

Scenedesmus sp. Alta intensidad luminosa

(Perez-Garcia et al., 2011)

Cultivo heterétrofo relacion C/N =180
Modificacién del medio de cultivo

Estrés oxidativo (H,O, 0.1 mM)

Aplicacion periodica de tratamiento
eléctrico
Exposicion a longitud de onda 470nm
(Luz LED azul)

Cultivo mixotroéfico de dos etapas con
aumento de irradiacion gradual
Estudio en la limitacién de nitrégeno
(NOs)

Aumento en la temperatura del
cultivo

Chlorella sp.

Chlorococcum sp.

Proteger de los rayos

UV, antioxidantes,
Astaxantina colorante alimentario,
mejorar las funciones

. . Haematococcus
del sistema inmune.

pluvialis

(Ip & Chen, 2005)
(Ip et al., 2004)

(Ma & Chen, 2001)
(Kim et al., 2018)
(Xi et al., 2016)
(Park et al., 2014)
(Orosa et al., 2005)

(Tjahjono et al., 1994)

Coccomyxa acidophila Diferentes fuentes de nitrégeno

Exposicion a diferentes longitudes de
onda (luz blanca vs luz
monocromatica roja, azul y verde)

Previene la
degeneracion
macular por la edad,
aditivo de alimentos,

Scenedesmus obliquus

(Casal et al., 2011)

(Ho et al., 2014)

Luteina L : Chlorella Cultivo heterotroéfico alimentado con .
dlsggr;?grianse;go protothecoides fuente de nitrégeno (Shi etal., 2002)
enfermedades Chlorella minutissima Irradlac::tn (.:r?mer?(tje grcljfolrma lineal (Dlne(sl\:kuTalr e;gié)2016)
cardiovasculares. a intensidad ae luz aetal,
Chlamydomonas sp. Generacion de estrés osmotico (Xie et al., 2019)
Chlorella vulgaris Utilizacion de luz roja
L, Mohsenpour et al., 2012
GIoEothece Utilizacion de luz verde ( P )
Colorante en la me.m fanacea . . .
Clorofila  industria alimentaria, Anklfstlrodesmus Nkl)edlo _((Jljeé:ult_lvo, CI%OZ (ée IIUZ (George et al., 2014)
antioxidante. alcatus obscuridad e intensidad de luz
Microcystis aeruginosa Aumento del fosforo
Scenedesmus obliguus Aumento de temperatura aunado con (Chen et al., 2011)
q el aumento de fosforo
Marcador Cultivos alimentados con glucosa (Graverholt & Eriksen, 2007)
fluorescente, Galdieria sulphuraria Baja intensidad luminosa (Sloth et al., 2006)
actividad Estrés metabdlico aunado con
Ficocianina  hepatoprotectora, exceso de nitrdgeno (Manirafasha et al., 2018)

antioxidante,
antiinflamatoria y
neuroprotectora.

Arthrospira platensis Utilizacién de luz verde

Utilizacion de luz roja

(Prates et al., 2018)
(Raeisossadati et al., 2019)

Estudio y modificacion el medio de
cultivo
Utilizacion de luz LED verde
Evaluacion del tiempo de cultivo
Manipulacién genética para disminuir
la produccién de clorofila

Marcador Porphyridium marinum
fluorescente,

Ficoeritrina colorante utilizado en

industria alimentaria

y cosmeética.

Pseudanabaena sp.

Porphyridium
purpureum

(Gargouch et al., 2018)

(Mishra et al., 2012)
(Xu et al., 2020)

(Jeon et al., 2021)
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de pigmentos antena y asi la captacién de la
energia que llega a los fotosistemas. Es por
esto que la clorofila y las ficobiliproteinas son
los pigmentos mayormente influenciados por
la baja exposicion a la luz. En contraparte, los
carotenoides, ademdas de ser complejos
antena, son principalmente sintetizados en
respuesta a la presencia de especies
reactivas de oxigeno o bien en respuesta a
sobreexcitacion de la clorofila.

Hoy en dia, las luces artificiales son
una herramienta utlizada en los cultivos
autotroficos, ya que hacen posible controlar la
longitud de onda (color de la luz), intensidad y
tiempo de exposicion a la luz. Se ha
demostrado que se puede lograr una mayor
produccién de biomasa controlando la
intensidad de la luz, utilizando luz artificial
como los diodos emisores de luz (LED),
lamparas incandescentes o] tubos
fluorescentes. En la actualidad, gran parte de
estudios en el crecimiento de las microalgas
ha sido mediante el uso de LED, ya que son
de tamafio pequefio, tienen una baja
disipacién de energia en forma de calor, un
tiempo de vida media elevada, alta eficiencia
de conversion fotoeléctrica y un reducido
consumo de energia.

Dentro de las técnicas utilizadas, para
manipular el efecto de la luz, se encuentra la
variacién de la longitud de onda, la cual se
fundamenta bajo la premisa que los pigmentos
presentan un rango de longitud de onda en la
cual la absorcién de energia es mayor, siendo
esta longitud diferente para cada pigmento
(figura 1). Por lo que, al someter a la microalga
a una longitud de onda especifica, se reduce
el intervalo en el cual puede captar energiay,
en consecuencia, tiende a incrementar la
concentraciéon de estos pigmentos para
satisfacer los requerimientos energéticos.
Cabe mencionar que cada género de
microalga presenta una distribucién de
pigmentos diferentes, por lo que si se desea
aumentar especificamente la produccién de
algunos se deben de considerar todos los
pigmentos con los que cuenta el
microorganismo.

La utilizacion de un rango de longitud
de onda especifico se ha mostrado como una
técnica eficiente para incrementar el
contenido de pigmentos en las microalgas y
cianobacterias. Tal es el caso de Ila
cianobacteria Pseudanabaena sp., donde se
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observé que existe una acumulacion de
ficoeritrina bajo la longitud de onda
correspondiente al color verde y de ficocianina
con longitudes de onda correspondiente al
color rojo; no obstante, la produccién de
biomasa se vio comprometida comparada con
la utilizacion de la luz blanca (Mishra et al.,
2012). Mientras que para la cianobacteria
Arthrospira platensis se observé que la
produccion de biomasa vy ficocianina
aumentaron en un 26% 'y 44%,
respectivamente, utilizando concentradores
solares luminiscentes bajo la longitud de onda
correspondiente a la luz roja (Raeisossadati
et al., 2019). Asi mismo, la produccién de -
caroteno y luteina en la cepa D. salina (Fu et
al., 2013), y la biosintesis de astaxantina en H.
pluvialis (Xi et al., 2016), se increment6 al
utilizar una combinacién de luz roja y azul,
debido a que las células estuvieron sometidas
a diferentes longitudes de onda y no se les
permiti6 adaptarse sola a una, generando
condiciones constantes de estrés que dieron
como resultado un incremento en estos
pigmentos secundarios.

No es posible extrapolar directamente
las técnicas utilizadas para el aumento en la
produccion de pigmentos a las diferentes
especies de microalgas, debido a que cada
microrganismo presenta una respuesta
diferente a los estimulos. Por ejemplo, el
grupo de Mohsenpour y colaboradores, en el
2012, estudiaron la utilizacion de luces
monocromaticas y reportaron que, diferentes
longitudes de onda, permitieron incrementar la
acumulacion de clorofila-a en cepas de
Chlorella vulgaris y Guzmania membranacea,
debido a que la luz roja y la luz verde,
respectivamente, generan una aumento de
este pigmento (Mohsenpour et al., 2012). De
igual forma, en la cianobacteria Scenedesmus
obliquus FSP-3, se observo6 que el uso de LED
blanco resulté en una mejor eficiencia para la
produccion de luteina en comparacién con
fuentes LED monocromaticas (rojo, azul y
verde) (Ho et al., 2014). Estos datos difieren
con los mencionados previamente, en los
cuales el wuso de fuentes de Iluz
monocromaticas aumenta la produccion de
pigmentos, confirmando que los
requerimientos de luz son diferentes para
cada microorganismo. Aunado a esto, se ha
reportado que la incidencia de luz fuera del
rango visible, en la cepa Dunaliella bardawil,
generé un aumento en la produccion de
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carotenoides al usar luz UV-A, sin efectos
negativos sobre el crecimiento celular
(Mogedas et al., 2009), por lo que esta es un
area de oportunidad explotable para favorecer
la acumulacién de pigmentos en otras
microalgas.

La potencia ponderada por la longitud
de onda emitida por una fuente de luz o
intensidad luminosa es un factor importante
para considerar en el contenido de pigmentos
en microalgas. El contenido de pigmentos
puede ser regulado al variar este factor; de
forma general se ha observado que al
disminuir la intensidad de luz hay un
incremento en pigmentos secundarios (Prates
et al., 2018; Sloth et al., 2006), debido a que
el aporte energético disminuye por el uso de
bajas intensidades luminosas y es necesario
estimular la produccién de mas pigmentos
antenay asi mejorar la eficiencia fotosintética.
En el otro extremo, el aumento en la
intensidad de luz puede verse reflejado en un
incremento en la concentracion de clorofila y
pigmentos fotoprotectores (George et al.,
2014; Ho et al., 2014; Tomaselli et al., 1997).
Probablemente, al aumentar la intensidad de
luz existe una sobreexcitacion y, por ende, la
formacion de los tripletes de alta energia en la
clorofila-a, lo que deriva en la formacion de
estrés oxidativo y, como consecuencia, la
célula promueve el incremento de los
pigmentos fotoprotectores.

Una limitante en el crecimiento y en
la produccién de pigmentos es el efecto de
sombreamiento. Este fenbmeno se genera
cuando existe una gran concentracion de
células que impiden el paso de la luz y, por
lo tanto, el promedio de energia luminosa
gue reciben las células disminuye. El efecto
de sombreamiento provoca que la luz que
reciben las células sea limitada, lo que
repercute negativamente en el crecimiento
celular o bien en Ila produccién de
pigmentos. Para evitar este efecto existen
técnicas como lo son el incremento lineal de
luz, ya sea en (1) tiempo de exposicién:
existen cultivos que son sometidos a
intervalos controlados de luz/obscuridad
(fotoperiodos) y el tiempo de exposicion a la
luz incrementa de forma lineal
(Dineshkumar et al., 2016), o bien en (2) un
incremento gradual de la intensidad de luz
(Ma et al.,, 2019). Con estas técnicas se
asegura que, aunque exista un incremento
de células, estas siempre se encuentran
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sometidas a un exceso de luz, lo que
provoca una condicion de estrés para
generar carotenos.

El propdsito de estas técnicas es
contar con condiciones que aseguren una
productividad volumétrica de pigmentos
elevada, mediante la obtencion de una alta
concentraciéon celular, aunado a una alta
acumulacion de pigmentos por célula. Sin
embargo, el generar un estrés celular, que
conlleve a una acumulacion de pigmentos, por
lo general deriva en un bajo crecimiento
celular y por lo tanto en una baja
concentraciéon de biomasa final (Mishra et al.,
2012). Para contender con este problema se
utilizan cultivos en dos fases, donde cada fase
tiene un objetivo especifico. En la primera fase
las condiciones de cultivos son las Optimas
para alcanzar una gran concentracion de
biomasa (normalmente en condiciones
heterotréficas). Mientras que en la segunda
fase las microalgas se exponen a condiciones
gue provocan un estrés celular vy, por
consiguiente, aumentan la producciéon de
pigmentos (Azizi et al., 2019; Park et al., 2014,
Wan et al., 2016), de esta manera se logra una
elevada concentracibn de células vy
pigmentos. Por lo general se requiere realizar
diluciones entre la primera y la segunda fase
para evitar el efecto del sombreamiento.

Medio de cultivo

Las condiciones de cultivos son muy
importantes para la acumulacién de pigmentos,
siendo los factores relacionados con la luz los
gue ejercen mayor influencia; sin embargo, se
ha observado que los nutrientes presentes en
el medio de cultivo y la proporcion de estos
tienen un efecto en el crecimiento y en la
acumulacion de algunos metabolitos.

Algunos estudios mostraron que en
cultivos heterotréficos o mixotréficos, el
aumentar la concentracion de fuente de
carbono organico y disminuir la concentracién
de fuente de nitrdgeno conlleva a un
incremento en el contenido de carotenos, ya
gue estos son generados en una respuesta a la
deficiencia de nitrégeno (Ip et al., 2004; Shi et
al., 2002). Por otro lado, en cultivos donde la
fuente de carbono es baja y existe un exceso
de la fuente de nitr6geno, se ha observado que
algunas microalgas son capaces de acumular
ficobiliproteinas como reservorio de nitrdgeno
(Sloth et al., 2006).
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Diversos grupos de trabajo han
reportado que el contenido de pigmentos
puede variar dependiendo la fuente de
carbono utilizada dentro de las cuales estan la
glucosa, el acetato, el malonato, entre otras; o
bien, dependiendo el grado de oxidacion del
nitrégeno (nitratos, nitritos amonio y urea;
fuente de carbono y nitrdgeno). Aun se
desconoce el principio de por qué al usar
cierta fuente de carbono o nitr6geno, se
promueve la acumulaciébn de ciertos
pigmentos (Casal et al., 2011; Manirafasha et
al., 2018; Orosa et al., 2005).

En esta misma linea, varios grupos de
trabajo realizan optimizaciones de -cultivo.
Para este tipo de estudios realizan disefios
experimentales donde proponen modificar
diversas variables como: fuente de carbono,
fuente de nitrbgeno, temperatura, pH,
salinidad y elementos metalicos en bajas
concentraciones con un posterior estudio
estadistico, donde se determinan las mejores
condiciones de cultivo, con el fin de lograr una
mayor produccion especifica y/o volumétrica
de los pigmentos (Chen et al., 2011; Gargouch
et al.,, 2018; Morowvat & Ghasemi, 2016;
Singh et al., 2019).

Estrés oxidativo

Una de las principales funciones de la
mayoria de los carotenos es evitar la oxidacion
de proteinas, lipidos y material genético, ya que
reaccionan con las especies reactivas de
oxigeno generadas en la fotosintesis antes de
que estas lleguen a las biomoléculas vitales. Por
esta razon, se ha evaluado el efecto del estrés
oxidativo en la produccion de carotenos y se ha
observado que, cuando hay un aumento en la
produccion de ROS, se promueve un
incremento en la produccion de carotenos. Para
poder generar especies de oxigeno y por ende
llevar a las células a un estrés oxidativo la
principal técnica es incrementar la intensidad de
luz (Xie et al., 2019) y asi desestabilizar el flujo
de energia en el procesos fotosintético. Sin
embargo, existen otras técnicas como la de
generar estrés oxidativo por medio de la adicion
de iones metalicos, o bien peroxido de
hidrégeno (H202). Un caso muy particular es la
generacion de astaxantina en configuracion-
trans, la cual puede ser aumentada en la
microalga verde Chlorococcum sp. por medio de
la adicion de H202 (0.1 mM), obtenido un
rendimiento 60% mayor en comparacion con un
cultivo mixotréfico (Ma & Chen, 2001).
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Otros mecanismos de estrés para la
producciéon de pigmentos

Actualmente se han estudiado otras
técnicas para incrementar la concentraciéon de
pigmentos, entre ellas esti la aplicacion
periddica de tratamiento eléctrico, con la cual
se genera la electrolisis del agua y por lo tanto
la formacién de ROS, mediante un tratamiento
con 100 mA se logré un incremento del 10%
de astaxantina en la cepa H. pluvialis (Kim et
al., 2018). Otro factor que se ha observado
incrementa el contenido de pigmentos es la
temperatura: En cepas de H. pluvialis
(Tjahjono et al., 1994) y C. protothecoides,
(Shi et al., 2002) al aumentar la temperatura,
presentaron un incremento del 300% y 20% el
contenido de astaxantina y luteina,
respectivamente. Para el caso de la clorofila,
también se observd que la temperatura
ocasiono modificaciones en el tamafio de las
células y la cantidad de clorofila-a (Chen et al.,
2011). Para las ficobiliproteinas se ha
observado que un factor importante es el
tiempo de cultivo ya que para las cepas P.
purpureum (Xu et al, 2020) vy
Pseudanabaena sp. (Mishra et al., 2012), se
observé que existe un pico en la acumulacion
de ficoeritrina aproximadamente a las 13 dias
en un cultivo autotrofico.

Por ultimo, una de las técnicas para la
produccion de metabolitos mas utilizada en
diversos microorganismos es la manipulacion
genética; sin embargo, debido a que existe
poca informacion de las secuencias de las
microalgas y las técnicas que existen estan
muy especializadas para otros modelos
celulares, principalmente otros
microorganismos, la utilizacion de estas
técnicas se encuentra poco desarrollada para
microalgas. Un ejemplo interesante fue la
eliminaciébn de genes involucrados en la
biosintesis de la clorofila en la cepa
Porphyridium sp. lo que incrementé la
produccion de ficoeritrina (Jeon et al., 2021).

Cabe mencionar que, los
procedimientos aqui descritos, dan una idea
general del efecto observado en las
microalgas. No obstante, cada cepa tiene
sus caracteristicas particulares, inclusive
entre mismas especies de cepas, pero
aisladas de diferentes nichos, puede haber
diferencias en la acumulacién de pigmentos,
y en sus caracteristicas de crecimiento (Shi
et al., 1997).
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Conclusiones

La clorofila, ficobiliproteinas vy
carotenoides son pigmentos de interés
comercial por la diversidad de colores que
presentan y gracias a su capacidad
antioxidante y su naturaleza no toxica ofrecen
muchos beneficios a la salud como productos
nutracéuticos. Por tales motivos se ha
buscado incrementar la produccion de estos
pigmentos; adicionalmente, debido al alto
contenido de biocolorantes, la gran
versatilidad y el rdpido crecimiento que
presentan en comparacion con plantas
superiores se ha propuesto a las microalgas
como fuente de estos pigmentos. Es por esta
razon que la estructura, biosintesis y
funciones de los pigmentos en microalgas se
ha estudiado de forma detallada y, con la
informacion generada, se ha podido proponer
y realizar optimizaciones en la produccién de
estos colorantes. Todos los enfoques para la
sobreproduccién de pigmentos evaluados en
esta revision (efectos de la luz, composicion
del medio de cultivo, estrés oxidativo,
temperatura, etc.) son resultado de
respuestas en las vias biosintéticas. VY,
aunque se han logrado varios avances en la
productividad de diferentes pigmentos, aun es
necesario mejorar estrategias de cultivo y
desarrollar técnicas basadas en biologia
molecular e ingenieria metabdlica para
mejorar los rendimientos y productividades.
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Resumen

En la actualidad, las microalgas se usan como fuentes en la produccién de diferentes compuestos
comerciales de valor agregado, por ejemplo: pigmentos (3-carotenoides, clorofila, ficobiliproteinas)
y lipidos (acidos grasos poliinsaturados-PUFAS), y en algunos casos la propia biomasa microalgal.
Sin embargo, se ha centrado poca atencién en el estudio de los azucares de reserva (poliglucanos)
que pueden llegar a acumular las microalgas bajo condiciones especificas de cultivo. Desde el punto
de vista de una biorrefineria, la biomasa microalgal presenta el potencial para el aprovechamiento
de las diferentes macromoléculas que la conforman, tales como pigmentos, proteinas, lipidos y
carbohidratos, siendo éstos Ultimos una materia prima susceptible a ser utilizada como fuente de
carbono (biomasa de tercera generacion), para la obtencion, por via fermentativa, de productos de
interés industrial como acidos organicos y biocombustibles. En este sentido, el objetivo de este
trabajo es revisar los principales carbohidratos de reserva presentes en las microalgas, abordando
sus caracteristicas estructurales, la biosintesis y las principales estrategias utilizadas en los cultivos
para incrementar el contenido de dichos compuestos.

Palabras clave: Microalga, compuesto de reserva, poliglucano.

Abstract

Currently, microalgae are used to produce different high-value commercial compounds, i.e., pigments
(B-carotenoids, chlorophyll, phycobiliproteins), and lipids (polyunsaturated fatty acids-PUFAs), and
the biomass itself. However, little attention has been focused on the study of reserve carbohydrates
(polyglucans), which microalgae can accumulate under specific cultivation conditions. From a
biorefinery perspective, microalgal biomass has the potential to be used as a source of several
macromolecules, such as pigments, proteins, lipids, and carbohydrates. Among them, polyglucans
can be used as a raw material to generate monosaccharaides, that can be fermented to several
products, including organic acids and biofuels, in the so called third generation biomass and
biorefinery concepts. In this sense, the objective of this report is to review the main reserve
carbohydrates stored in microalgae, addressing the structural characteristics, biosynthesis, and the
main strategies used in the cultivation conditions to increase these storage compounds.

Key words: Microalgae, storage compound, polyglucan.
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Carbohidratos presentes en
microalgas

En los ultimos afios, la investigacion
con microalgas para aplicaciones
biotecnol6gicas se ha incrementado

sustancialmente y ha cobrado gran importancia
debido a la capacidad de utilizar la energia solar
para fijar el didxido de carbono (CO2)
atmosférico, mediante la fotosintesis (Masojidek
etal., 2007), y en consecuencia ayudar a mitigar
algunas causas que han originado el cambio
climéatico mediante la captura de CO2. Ademas,
potencialmente la productividad de biomasa
microalgal y otros compuestos como pigmentos,
lipidos, proteinas y carbohidratos de reserva,
son mas altas que las obtenidas con plantas
terrestres (Bajpai et al., 2014). Asi mismo,
debido a la posibilidad de llevar a cabo el cultivo
de estos microorganismos sin hacer uso de
suelo agricola, se hace evidente el potencial que
presentan para la produccién de diferentes
metabolitos y productos quimicos de interés,
incluyendo carbohidratos de reserva, sin
competir con la produccion de alimentos en
suelo agricola. Las microalgas son materias
primas prometedoras en la produccion
sostenible de biocombustibles y productos
guimicos valiosos. La investigacion en
microalgas no solo se centra en mejorar la
generacion de productos, sino también en la
obtencién de nuevos compuestos de interés, en
donde la materia prima para biorrefinar estos
compuestos es la biomasa microalgal, llevando
a cabo cultivos en condiciones controladas de
crecimiento (Perez-Garcia & Bashan, 2015).

Las biorrefinerias de microalgas tienen
el potencial de producir compuestos quimicos
de interés para su uso en diferentes industrias
como la alimentaria, farmacéutica, quimica,

CH,0H CH,0H
o o
H H H OH
H H
OH H OH H
OH o
H OH H OH

a-glucosidico

cosmeética y bioenergética. En los tres ultimos
lustros, la produccion de biodiesel a partir de
lipidos obtenidos de microalgas es una de las
alternativas mas estudiadas en lo que
respecta a la producciéon de bioenergia
(Cesario et al., 2018). Otra opcion es la
utilizacion de los carbohidratos de reserva de
las microalgas como materia prima para la
fermentacion microbiana, mediante la cual se
abre la posibilidad de producir una gama
amplia de productos quimicos (p. e€j.,
aminoacidos o0 acidos organicos) vy
biocombustibles (p. ej. bioetanol y biobutanol)
gue actualmente son producidos por via
fermentativa haciendo uso de levaduras o
bacterias (Mayers et al., 2018).

Estructura de
reserva

los glucanos de

En las células de microalgas los
carbohidratos se pueden encontrar en la
pared celular externa (pectina, agar y
alginato), la pared celular interna (celulosa y
hemicelulosa) y dentro de la célula como
productos de almacenamiento (por ejemplo,
almidon y glucégeno) (Martin-Juérez et al.,
2017). Respecto a los glucanos de
almacenamiento o de reserva, éstos
corresponden a polimeros de glucosa y se
pueden clasificar en alfa-glucanos o beta-
glucanos teniendo en cuenta el tipo de enlace
glicosidico (enlace entre dos grupos
funcionales hidroxilo) que presenten las
subunidades monoméricas del polimero (Al
Abdallah et al., 2016): alfa (a) si el grupo
hidroxilo se encuentra en la parte inferior del
carbono anomeérico; o beta (), si el grupo
hidroxilo se encuentra en la parte superior del
carbono anomérico (figura 1).
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o
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Figura 1. Representacién esquematica de los enlaces a-glucosidico y $-glucosidico presentes

en los glucanos de reserva (adaptado de Blanco y Blanco 2017 ).
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Alfa-glucanos

La sintesis de alfa-glucanos es Unica
para el subgrupo Archaeplastida, el cual incluye:
1) algas verdes y plantas terrestres
(Cholorplastida), las cuales sintetizan almidoén,
2) las algas rojas (Rhodophyceae) que
sintetizan un tipo de almiddn carente de amilosa,
también llamado almidén florideo (similar al
glucégeno y a la amilopectina), y un grupo
menor llamado 3) Glaucophytes, los cuales
acumulan polimeros de glucosa en forma de
glucogeno. La caracteristica mas notable es que
en las plantas terrestres y algas verdes la
sintesis de almiddn se lleva a cabo al interior de
los plastidos, mientras que en las algas rojas y
en los Glaucophytes la sintesis del polimero de
reserva se produce en el citosol (Ball et al., 2011,
Busi et al., 2014) (tabla 1).

El almidon, el almidon florideo y el
glucégeno corresponden a polimeros de
glucosa con una cadena principal lineal de

unidades de glucosa unidas por enlaces a-(1-
4) y ramificaciones unidas en ciertos puntos
a través de enlaces a-(1-6) (Ball et al., 2011)
(figura 2). El glucégeno y la amilopectina
difieren en el porcentaje y la distribucion de
las ramificaciones, lo cual afecta la estructura
y las propiedades de la molécula. El almidon
estd compuesto por dos tipos de polimeros:
amilosa (30%), practicamente sin
ramificaciones, y amilopectina (70%), el cual
presenta un 5-6% de ramificaciones (enlaces
a-(1-6)) distribuidas de forma no aleatoria.
Las regiones ramificadas estan dispuestas
en grupos separados por regiones lineales, lo
gue lleva a la aparicion de secciones
cristalinas y la formaciéon de granulos de
almidén. El glucégeno y el almidon florideo
contienen cadenas lineales mas cortas en
comparacion con la amilopectina y un mayor
namero de puntos de ramificacion. El grado
de ramificacién del glucégeno depende de su
fuente y varia del 7 al 13% (Martinez-Garcia
et al. 2016).

Tabla 1. Poliglucanos de reserva sintetizados por los principales grupos taxonémicos de microalgas
(adaptado de Al Abdallah et al., 2016)

Polimero Mondmero Enlaces glucosidicos Uté';if;?n Grupo taxonémico
I 1 I 1 I 1
Almidén
Amilosa
(30%) Glucosa Cloroplasto Chlorophyta
Amilopectina a-(1-4) y a-(1-6)
(70%)
I 1 I 1 I 1
Almidén Florideo Glucosa a-(1-4) y a-(1-6) Citosol Rhodophyta
I 1 1 1 ) 1
Glucogeno Glucosa a-(1-4) y a-(1-6) Citosol Cyanophyta
I 1 I 1 I 1
Laminarina Glucosa B-(1-3) y B-(1-6) Citosol Phaeophyceae
I 1 I 1 I 1
Bacillariophyceae
Xanthophyceae
Crisolaminarina Glucosa B-(1-3) y B-(1-6) Citosol Chrysophyceae
Haptophyta
Chlorarachniophyta
I 1 I 1 I 1
Paramilon Glucosa B-(1-3) Citosol Euglenophyta

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5 54



CH,0H CHyOH

o o
H H H H
H H
OH H ° OH H
o OH
H OH H OH
B
CH,OH CH,OH CH,OH CH, CH,OH CH,OH
o o o o o o
H H H H H H H H H H H H
H H H H H H
OH H ° OH H ° OH H ° OH H o OH H ° OH H
OH OH
H OH H OH H OH H OH H OH H OH

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura quimica de los principales alfa-glucanos de reserva de

microalgas. A. Estructura lineal de la amilosa. B. Estructura lineal y ramificada de la amilopectina, almidon

florideo v alucéaeno (adaptado de Al Abdallah et al.,2016).

Beta-glucanos

Respecto a la sintesis de beta-
glucanos de reserva en microoganismos
fotosintéticos, ésta es llevada a cabo por algas
pertenecientes a los grupos Phaeophyceae
(algas pardas), Bacillariophyceae (diatomeas)
y Euglenophyta, los cuales acumulan en el
citosol laminarina, crisolaminarina (similar a la
laminarina) y paramilon (Al Abdallah et al.,

2016). Los anteriores B-glucanos,
corresponden a polimeros lineales de glucosa
unidos por enlaces B-(1-3) y con

ramificaciones B-(1-6) cada 20-25 unidades
de glucosa (figura 3), con diferentes
terminaciones reductoras que pueden tener
residuos de manitol o glucosa (Stone, 2009;
Misurcova et al., 2012; Déléris et al., 2016).
Las principales diferencias estructurales entre
la laminarina y la crisolaminarina se deben a
la relacion de enlaces 3-(1-3) : B-(1-6), la cual
es de 151 y 11:1, respectivamente (Al
Abdallah et al. 2016), y a la presencia de
glucosa y manitol en el extremo reductor en
los polimeros de laminarina, a diferencia de la
crisolaminarina que Unicamente presenta
glucosa en el extremo reductor. En cuanto al
paramilon, difiere estructuralmente de los
otros dos pB-glucanos al carecer de

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

ramificaciones y presentar Unicamente una
cadena lineal de monomeros de glucosa
unidos mediante enlaces B-(1-3) (Al Abdallah
et al. 2016).

Biosintesis de los glucanos de

reserva en microalgas

Fijacién del CO2

Al ser microorganismos fotosintéticos,
el primer paso es la fijacién de CO:2 (carbono
inorganico) y su conversion en esqueletos
carbonados (carbono organico). Durante la
fotosintesis, las microalgas producen
monosacaridos, los cuales se usan como
fuente de carbono y energia para la
produccion de otras macromoléculas
(Masojidek et al. 2007). La fotosintesis se
divide en dos fases: la fase luminosa, en la
cual se genera energia ATP, NADPH vy
oxigeno a partir de luz y agua, y la fase de
oscuridad, en la cual se emplea la energia
generada en la fase anterior para fijar CO2 a
través del ciclo de Calvin-Benson mediante la
enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) en el
cloroplasto (Maia et al., 2020). El producto
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Figura 3. Representacién esquematica de la estructura quimica de los principales beta-glucanos de reserva de

microalgas. A. Estructura lineal y ramificada de la laminarina y crisolaminarina. B. Estructura lineal del paramilon
(adaptado de Al Abdallah et al.,2016).

final de la fotosintesis es un metabolito de 3
carbonos (gliceraldehido-3-fosfato; GAP), que
posteriormente es exportado al citosol. El GAP
se sitia en el centro del metabolismo de
azlcares, el cual se divide en
gluconeogénesis y glucadlisis. La
gluconeogénesis genera glucosa 6-fosfato
(G6P), que luego se invierte en la sintesis de
carbohidratos o en la ruta de las pentosas
fosfato para la generacion de poder reductor
(NADPH). La glucdlisis genera
fosfoenolpiruvato (PEP), que luego se utiliza
en la sintesis de lipidos o en el ciclo del &cido
citrico, en el cual se producen metabolitos
intermedios necesarios para la sintesis de
biomasa. Los cofactores (FADH, NADH)
generados por el ciclo del &cido citrico se
transforman en energia (ATP) gracias a la
fosforilacién oxidativa (Baroukh et al. 2014).

Cuando la intensidad de luz es
demasiado alta o cuando el suministro de
nutrientes inorganicos es limitado (por
ejemplo, estrés de nitrégeno), la tasa de
produccién de glucosa durante la fotosintesis
puede exceder la tasa de consumo de glucosa
por la célula. Este exceso no se puede
almacenar como glucosa debido a la
alteracion del equilibrio osmoético de la célula.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

Por lo tanto, la glucosa sobreproducida se
convierte en polisacaridos o en lipidos, que
actuardn como reservorio de carbono y
energia para su futuro uso. Debido a que la
conversion de glucosa en polisacaridos es
mucho mas répida que en lipidos, las
microalgas a menudo primero acumulan
carbohidratos y posteriormente lipidos
(Martin-Juérez et al., 2017).

Sintesis de alfa-glucanos en microalgas

La sintesis de poliglucanos de reserva
en algas rojas procede a través de una UDP-
glucosa-selectiva a-glucano sintasa, en
analogia con la ruta citosolica de la sintesis de
glucégeno en otros eucariotas (Viola et al.,
2001; Ball et al.,, 2011), mientras que la
biosintesis de almidén en el caso de las algas
verdes procede a través de una ADP-glucosa
selectiva a-glucano sintasa, al igual que las
plantas terrestres (Busi et al., 2014).

De forma general la sintesis de
carbohidratos de reserva (glucégeno y
almidon) estd mediada por tres pasos:
activacion del sustrato, elongacion de la
cadena principal y ramificacién de la cadena
(Busi et al., 2014). La activacion del sustrato se
lleva a cabo mediante la enzima UDP/ADP-
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glucosa-pirofosforilasa, la cual se encarga de
catalizar la conversion de glucosa-1fosfato en
UDP-glucosa o ADP-glucosa. Posteriormente,
la elongacion de la cadena principal vy
formacién del maltooligosacéarido (MOS) (Ran
et al.,, 2019) se encuentra mediada por una
enzima glucosiltransferasa o a-glucano
sintasa selectiva (glucégeno-sintasa o
almidon-sintasa), que transfiere una unidad de
azulcar activada a un grupo hidroxilo de aztcar
no reductor, generdndose un enlace
glucosidico a-(1-4) entre el carbono 1 del
grupo glucosilo que entra y el carbono 4 del
residuo de glucosa del extremo no reductor de
la cadena polimérica existente o del cebador .
En este punto, la sintesis de alfa-glucanos se
divide en dos caminos, en donde, por un lado,

continua la elongacién y obtencién de
cadenas lineales, para la formacion de
RusSP
\Regeneracic’m
RuBP el
o Ciclode
RuBisCo *  calvin
Carboxilacion 3-PGA
’ ATP NADP_ G3P
ADP NADPH
3-PGK 1,3BPG GAPDH

Reduccién

Almidén/Glucégeno

Almidén/Glucégeno
Sintasa

WSP;
Glc-a 1,4-G

Enzima

culos

amilosa, mediante la enzima almidén-sintasa
ligada al granulo, y por el otro, se lleva a cabo
la formacion de glucanos ramificados
(amilopectina, almidon florideo y glucogeno).
La ramificacidn de la cadena procede a través
de la enzima ramificante o amilo-(1,4-1,6)-
transglucosilasa, la cual transfiere un
fragmento terminal de unidades de glucosa
unidas por un enlace a-(1-4) a un grupo
hidroxilo situado en la posicion 6 de un residuo
de glucosa del interior del polimero,
generdndose dos extremos no reductores
para que continde la elongacion de la cadena
(Mathews et al., 2005; Ball et al., 2011; Busi et
al., 2014). La actividad catalitica conjunta de
las enzimas almidén/glucégeno sintasa y
ramificante conllevan a la aparicion de
polisacaridos solubles en agua (WSP), los
cuales aumentan de tamafio conforme se
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Ramificaciones: 12 a 18 Glc

Figura 4. Via de sintesis de los principales alfa-glucanos de reserva (glucégeno y almidén) acumulados en microalgas
(adaptado de Ran et al.,2019). Las abreviaturas corresponden a RuBP: ribulosa-1,5-bifosfato, RuBisCo: ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, 3-PGA: acido-3-fosfoglicérico, 3-PGK: 3-fofoglicerato quinasa, 1,3 BPG: 1,3-
bifosfoglicerato, GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, G3P: gliceraldehido-3-fosfato, Ru5P: ribulosa-5-

fosfato, GPI: Fosfoglucosa isomerasa, GIc6P: glucosa-6-

fosfato, PGM: fosfoglucomutasa, GIc1P: glucosa-1-fosfato,

UDP: uridina difosfato, ADP: adenosin difosfato, MOS: maltooligosacéarido, WSP: polisacéaridos solubles en agua.
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siguen agregando monosacéaridos de
glucosaa los extremos reductores y se
siguen ramificando hasta obtener finalmente
un a-poliglucano como el glucoégeno o el
almidén florideo (Ran et al., 2019). En
plantas superiores y algas verdes, una
enzima desramificante (isoamilasa)
interviene en la formacién del polimero
ramificado (amilopectina), la cual se
encarga de controlar el espaciado entre las
ramificaciones y por ende favorecer la
estructura cristalina caracteristica de los
granulos de almidén (Busi et al. 2014;
Powell et al. 2015). La posicion de las
ramificaciones corresponde a una de las
principales diferencias entre el glucégeno y
la amilopectina, ya que en el caso del
glucégeno las ramificaciones se dan cada
12 6 18 unidades de glucosa y en la
amilopectina se dan cada 20 6 30 unidades
de glucosa (Mathews et al., 2005).

Ru5P
RuBP Hexosa-P
- Ciclode
RuBisCo ° Calvin
Carboxilacién

3-PGA

ATP NADP G3P
ADP NADPH
3-PGK 1,3BPG GAPDH

Reduccidon

Regeneracion

Sintesis de beta-glucanos en microalgas

Respecto a la sintesis y acumulacion de
beta-poliglucanos en microalgas, la ruta
anabdlica implicada en dicho proceso aun no se
encuentra bien descrita. Sin embargo, para
especies como Euglena gracilis se conoce que
la ruta citosélica de la sintesis de paramilon,
analoga a la ruta biosintética de glucégeno,
inicia con la activacion del sustrato Glc-1-P, el
cual es convertido en UDP-GIc por la enzima
UDP-GIc pirofosforilasa. Una vez obtenido el
sustrato activador (UDP-GIc), la enzima
glucosiltransferasa, conocida como paramilon
sintasa, se encarga de llevar a cabo la
elongacion de las cadenas poliméricas
mediante la formacion de enlaces [-(1-3)
glucosidicos entre las subunidades
monomeéricas, obteniendo de forma inicial un
polimero 3-(1-3)-glucano insoluble, que da lugar
a formacion del granulo citoplasmatico (Merwe,
2007; O'Neill et al., 2015; Muchut et al., 2021).

e ———————— -
1

PGM

Glc-1-P

uTP UDP-Gle

Pirofosforilasa
PPi

UDP-Glc
Paramilon Sintasa

Polimero B-(1-3)-glucano insoluble

l

Granulo de Paramilon

Figura 5. Via de sintesis de beta-glucanos de reserva (Paramilon) acumulados en microalgas. (Merwe, 2007; O’Neill et

al., 2015; Muchut et al., 2021). Las abreviaturas corresponden a RuBP: ribulosa-1,5-bifosfato, RuBisCo: ribulosa-1,5-

bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, 3-PGA: acido-3-fosfoglicérico, 3-PGK: 3-fofoglicerato quinasa, 1,3 BPG: 1,3-

bifosfoglicerato, GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, G3P: gliceraldehido-3-fosfato, Ru5P: ribulosa-5-

fosfato, GPI: Fosfoglucosa isomerasa, GIc6P: glucosa-6-fosfato, PGM: fosfoglucomutasa, GIc1P: glucosa-1-fosfato,

UDP: uridina difosfato, ADP: adenosin difosfato.
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Manipulacion de nutrientes vy
condiciones de cultivo para
favorecer la acumulacion de
carbohidratos de reserva

Con el fin de aumentar el contenido de
carbohidratos de reserva en la bhiomasa
microalgal, la manipulacién tanto de los
nutrientes (macro y micronutrientes) como de
las condiciones de cultivo ha resultado una de
las principales estrategias a implementar, con
el fin de favorecer la actividad enzimatica de
algunas proteinas clave involucradas en la
biosintesis de carbohidratos de reserva
(Gonzalez-Fernandez & Ballesteros, 2012).

Respecto a los macro y
micronutrientes, asi como  moléculas
esenciales para el crecimiento celular, la
limitacién de algunos de ellos como nitrégeno
(N), fésforo (P), calcio (Ca) y magnesio (Mg),
ha demostrado ser efectiva en la alteracion del
contenido de macromoléculas de la biomasa
(carbohidratos, lipidos y  proteinas),
generando un aumento de los glucanos de
reserva (Shahid et al., 2020). Bajo condiciones
limitantes de nitrdgeno, elemento esencial en
la sintesis de pigmentos, proteinas y &cidos
nucleicos, las células metabolizan el nitrégeno
contenido en las proteinas, se detiene la
division celular y se redirige el flujo de carbono
fijado a través de la fotosintesis hacia la
sintesis de polimeros de reserva, aumentando
la actividad enzimatica de algunas enzimas
clave como la anhidrasa carbénica (CA), la
RuBisCo y la glucosiltransferasa
(glucogeno/almidén  sintasa)  (Gonzalez-
Fernandez & Ballesteros, 2012; Zachleder &
Branyikova, 2014; Ran et al., 2019). En cuanto
al fosforo, es un componente importante de
los acidos nucleicos, de algunas moléculas
proveedoras de energia celular (ATP / ADP /
AMP) y de las membranas celulares
(fosfolipidos) (Ran et al.,, 2019). Se ha
obvservado que la limitacion de fosforo
también puede ejercer estrés sobre las
microalgas, lo que lleva a la acumulacién de
compuestos de reserva de energia,
aumentando la actividad de la enzima
anhidrasa carbonica y por ende generando un
incremento la disponibilidad de carbono
inorganico en forma de CO2 susceptible de ser
fijado méas adelante en el ciclo de Calvin por la
enzima RuBisCo (Koztowska-Szerenos et al.,
2004; Gonzélez-Fernandez & Ballesteros,
2012). Asi mismo, en condiciones de cultivo
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optimas y sin limitacion de nutrientes, el
gliceraldehido-3-fosfato (G3P) generado en la
fotosintesis, se transporta fuera del cloroplasto
a cambio de ortofosfato citoplasmatico (Pi) que
fluye hacia el interior del cloroplasto. Cuando el
Pi es limitado el transporte de G3P puede
reducirse, con lo cual se aumenta la
concentracién del precursor para la sintesis de
almidén en algas verdes (Geigenberger, 2011;
Ran et al., 2019).

Por otra parte, en cuanto a la
manipulacién de nutrientes, teniendo en cuenta
gue la limitacién de nitrégeno y fosforo trae
consigo efectos negativos sobre la generacién
de moléculas y compuestos involucrados en el
crecimiento celular y por ende en la generacion
de biomasa, el cultivo de microalgas
suplementando el aire con CO2 (2-5%) ha
demostrado ser una buena estrategia para
incrementar el contenido de compuestos de
reserva, sin afectar el crecimiento celular
(Markou et al., 2014; Ran et al., 2019). De igual
forma, se ha reportado que el incremento de la
concentracion de carbono inorganico en los
cultivos  microalgales, puede conllevar
incrementos del contenido de amilosa en los
granulos de almidén, teniendo en cuenta que la
actividad catalitica de la enzima almidén
sintasa aumenta (Izumo et al., 2007; Gonzalez-
Fernandez & Ballesteros, 2012).

Finalmente, en lo que respecta a la
manipulacién de condiciones de cultivo, la
intensidad de luz (irradiancia) y la temperatura
juegan un papel importante en el incremento de
los compuestos de reserva. Al ser
microorganismos fotosintéticos, la luz es
fundamental para que se lleve a cabo la
fotosintesis y por ende la obtencién de energia.
El incremento de la irradiancia, sin llegar a la
fotoinhibicién, conlleva a un aumento de la
actividad carboxilasa de la enzima RuBisCo,
con lo cual se incrementa la actividad
fotosintética y la concentracién de carbono
organico (precursores de la sintesis de
poliglucanos) (Gonzélez-Fernandez &
Ballesteros, 2012; Shahid et al., 2020). Por otra
parte, en cuanto a la temperatura, el aumento
o0 la disminucion de este parametro puede
afectar la estructura del polimero, puesto que la
actividad catalitica de la enzima almiddn
sintasa disminuye cuando decrece la
temperatura, con lo cual se favorece la sintesis
de amilopectina (glucano ramificado), sobre la
de amilosa (glucano lineal) (Gonzalez-
Fernandez & Ballesteros, 2012).
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Estudios enfocados ala produccion
de poliglucanos de reserva

En los Ultimos afios, se han llevado a
cabo diferentes investigaciones enfocadas a
la produccién de a-poliglucanos, en forma de
almidon o de glucégeno, utilizando
cianobacterias o microalgas bajo condiciones
limitantes de nutrientes o de estrés (tabla 2).
Behrens et al. (1989) evaluaron el
crecimiento de Chlorella vulgaris CCAP

Por otra parte, Yao et al. (2012)
investigaron los efectos de las
concentraciones de KNOs y MgSOs y de
intensidad de la luz sobre la produccion de
biomasa y almidén en la microalga marina
Tetraselmis  subcordiformis. Bajo una
intensidad de luz de 200 pmol m? sty
condiciones limitantes de azufre, los autores
obtuvieron una productividad de almidon de
0.33 g I* d%, una produccién maxima de 2.7 g
I* y un contenido de almidén de 62.1% (p/p).

211/11B en cultivo discontinuo bajo

condiciones limitantes de nitrégeno. El Aikawa et al. (2012) evaluaron la
contenido de almidén de las células se produccion de glucégeno de la cianobacteria

cuantific6 como la cantidad de glucosa hal6fila Arthrospira (Spirulina) platensis NIES-
liberada por hidrélisis enzimatica de almidén 39, identificando las condiciones de cuIt!yo
parcialmente  purificado. Los  autores mas apropiadas para optimizar la prod_u’cuon
encontraron que las algas cultivadas sin del qompuesto de_ mtqres. ITa produccion _Qe
limitaciones de nitrégeno lograban acumular glucogeno se maximizo mediante Ia reduccion
; % d de la fuente de nitrato y una alta intensidad de
aproximadamente 20% de su peso seco luz (700 pmol m2 s?), obteniéndose una
ﬁ%ri?g d:Lm'%%n’ nrirj['rgntéﬁz qgle ignltaesn_gelulgs produccién de 1.03 g I'* y una productividad de
9 ido de 0.29 g I d*
almidén llegdé hasta 55% del peso seco ' '
celular. La produccion de almidon fue
dependiente del pH, encontrando una
produccién éptima de almidon de 1.3 g I'* en
el rango de pH de 7.5 a 8.0.

De igual forma, Aikawa et al. (2014)
llevaron a cabo el estudio de los efectos de la
intensidad de la luz, la concentracion de CO:
y la salinidad sobre el crecimiento celular y el

Tabla 2. Estudios de produccién de a-poliglucano por cianobacterias y microalgas

bajo diferentes condiciones de cultivo.

Poliglucano

Referencia
(@1

Microorganismo Observaciones

Cultivo bajo condiciones
35 fotoautétrofas, 600 umol m? s
medio agua salobre, 4% CO..

Synechococcus sp. PCC

7002 Aikawa et al., 2014

Cultivo en condiciones
Galdieria sulphuraria SAG 94 heterétrofas, oscuridad, pH 2,
108.81 ’ Biorreactor de 7 |, glicerol 50 g I

Cultivo bajo condiciones
fotoautotrofas, 200 ymol m? s de
irradiancia, medio agua de mar,
3% CO,, KNO3; 11 mM
Cultivo en condiciones
Chlorella vulgaris CCAP 13 fotoautétrofas, 300 umol m2 st de

211/11B ’ irradiancia, medio agua dulce, 2%

CO,, KNO3 6 mM
Cultivo bajo condiciones
Synechococcus sp. NKBG 0.39 fotoautétrofas, medio agua de

15041c ’ mar, 45 ymol m? s de
irradiancia, 0.04% CO,
Cultivo bajo condiciones

1.3 fotoautotrofas, 700 umol m? s de

Martinez-Garcia, 2017

Tetraselmis subcordiformis 2.7 Yao et al., 2012

Behrens et al., 1989

Badary et al., 2018

Arthrospira platensis NIES- Aikawa et al., 2012

39 irradiancia, HCO3. 200 mM
Cultivo en condiciones
Galdieria sulphuraria O74 W 0.45 mixotréficas, oscuridad, pH 2, CO; Sakurai et al., 2016

atmosférico.
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contenido de glucdgeno en Synechococcus
sp. PCC 7002 con el fin de incrementar la
produccién de poliglucano. La produccion
maxima de glucégeno de 3.5 g I, con una
productividad de glucégeno de 0.5 g I'* d, se
obtuvo bajo una intensidad de luz alta (600
pumol m2 s1), 4% de COzy una condicién de
nitrégeno limitante, utilizando como medio de
cultivo agua salobre suplementado con otros
nutrientes.

Sakurai et al. (2016) investigaron la
produccién de biomasa, glucogeno y lipidos
en la cepa de Galdieria sulphuraria O74W en
condiciones autotroficas, mixotroficas vy
heterotréficas (iluminacion constante 50 yE m-
251 pH 2.5y CO2 atmosférico y glucosa 25
mM). La produccibn méaxima de biomasa se
obtuvo en el cultivo mixotrofico con un valor de
3.8 g I'. Asi mismo, obtuvieron altas
cantidades de glucogeno en los cultivos
mixotréficos (0.45 g ') mientras que las
cantidades de lipidos neutros fueron similares
entre cultivos mixotroficos y heterotroficos.

Martinez-Garcia (2017) evalu6 el
efecto del suministro de nitrégeno, el tipo de
fuente de carbono, las condiciones de
crecimiento y los métodos de extraccion sobre
el rendimiento de glucégeno y floridoside
generados por G. sulphuraria SAG 108.81 con
el fin de optimizar su produccion. Los
resultados muestran que G. sulphuraria
acumulé altas cantidades de glucégeno (50%
p/p) independientemente del nivel de
suministro de nitrégeno. Adicionalmente, la
cepa fue capaz de crecer en glicerol crudo
como fuente de carbono, obteniéndose
valores de biomasa, glucogeno y floridoside
de 19.4,9.4y 0.12 g I'Y, respectivamente.

Por otra parte, Badary et al. (2018)
estudiaron la produccion de glucégeno por la
cianobacteria marina Synechococcus sp.
NKBG15041c bajo diferentes condiciones de
cultivo. La produccion maxima utilizando la
cepa NKBG15041c fue de 0.399 g I'* cuando
el microorganismo se cultivd en medio con
nitrégeno reducido (BG11AN marino), en un
tiempo de 168 h, bajo condiciones
fotoautotrofas, 45 ymol m=2 s de irradiancia y
una concentracién de CO2 de 0.04%.

Finalmente, Mozaffari et al. (2019)
llevaron a cabo un estudio de alteraciones en
la fotosintesis y las reservas de energia en G.
sulphuraria CCMEE.5587.1, usando
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hidrolizados de rastrojo de maiz para los
cultivos. Los autores inicialmente realizaron un
estudio preliminar comparando el crecimiento
celular y la acumulacién de a-glucanos bajo
condiciones autotréficas, heterotroficas vy
mixotroficas de cultivo, en matraces de 11, a un
pH de 2.5, una intensidad de luz de 150 yE m?
s, con un ciclo de iluminacion de 12 h luz/12 h
oscuridad. y una concentracion de CO2 del 2%.
La temperatura se mantuvo a 35 °C durante el
periodo de oscuridad y a 45 °C en el periodo de
iluminacién. Bajo las condiciones heterotréficas
y mixotrdficas de cultivo, las células aumentaron
rapidamente de 0.5 DO7sonm @ 1.23+0.06 y 1.29
+ 0.05 DO7s0 nm en 4 dias, respectivamente.
Mientras que en condiciones fotoautotréficas se
alcanzé un crecimiento de 0.81 + 0.07 DO750 nm
al dia 7. En cuanto al almidén de reserva, se
evidencio el efecto positivo de la adicion de una
fuente de carbono organica sobre la
acumulacion del glucano, encontrandose una
acumulacion méaxima del polimero en mixotrofia
(38%), seguido de heterotrofia (30%) vy
fotoautotrofia (15%).

Carbohidratos  microalgales vy
algunos ejemplos de aplicaciones
biotecnolégicas

Desde un enfoque de biorrefineria,
todos los carbohidratos presentes en las
microalgas, estructurales y de reserva, son
aprovechables y presentan el potencial de ser
usados a nivel industrial; sin embargo, en esta
revisibn se describiran brevemente algunas
aplicaciones biotecnolégicas de los
poliglucanos de almacenamiento.

Respecto a los alfa-poliglucanos de
reserva, el almidon es la principal fuente de
energia de carbohidratos utilizada por una
amplia variedad de organismos, incluidos los
seres humanos (zZhang et al., 2020), y
corresponde al polimero que presenta mayor
ndamero aplicaciones alimentarias y no
alimentarias (Suarez et al., 2020). Por un lado,
en la industria alimentaria, este polimero ha
sido ampliamente utilizado como espesante,
aglutinante, estabilizador de aromas vy
sabores, gelificante, entre otros, siendo util en
la conservacion de alimentos enlatados y
congelados, asi como en la formulacion de
jarabes (Burrell et al., 2003; Copeland et al.,
2008; Gifuni et al., 2017; Martinez-Garcia,
2017). Por otra parte, respecto a las
aplicaciones no alimentarias, debido a la
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facilidad para hidrolizar estos glucanos
mediante tratamientos termoquimicos o
enzimaticos, es posible utilizar los monémeros
de glucosa como fuente de carbono y energia
en el cultivo de otros microorganismos, p. €j.
para la produccion de otros compuestos de
interés como el bioetanol (John et al., 2011; Al
Abdallah et al., 2016; Maia et al., 2020) y el
biogas (hidrégeno, metano) (Khan et al.,
2018). De igual forma, respecto a los glucanos
como la amilopectina, el almidén florideo y el
glucégeno, debido su estructura altamente
ramificada, tienen aplicacion en la industria
farmacéutica y médica, en la produccion de
soluciones para didlisis peritoneal y en la
formulacion de bebidas deportivas (Martinez-
Garcia et al., 2017).

En cuanto a las aplicaciones
biotecnolégicas de los beta-glucanos, si bien
la glucosa como mondmero estructural hace
gue sea una fuente de carbono potencial para
la industria de fermentaciones (Al Abdallah et
al., 2016), actualmente la principal aplicacién
de estos polimeros se encuentra en la
industria farmaceutica como estimuladores de
la respuesta inmune (Yu et al., 2015), y en la
alimentaria, p. ej. como prebioticos o fibra
dietaria (Mitmesser & Combs, 2017; Mugdil,
2017).

Por otra parte, actualmente Ila
produccién de estos poliglucanos microalgales
aun no se lleva a cabo a nivel industrial, en
donde el mayor desafio se centra en la
obtencibn de procesos econdémicamente
viables, sostenibles y que puedan competir con
los cultivos tradicionales de plantas superiores
productoras de glucanos (p. €j. maiz, trigo, entre
otras). Dentro de los retos principales asociados
a la produccion industrial de procesos basados
en microalgas se encuentra la generacion de
cultivos con alta productividad de biomasa, la
optimizacién de los parametros de escalamiento
(inoculacion, crecimiento y cosecha) y el
desarrollo de procesos con un enfoque de
biorrefineria. Si bien la produccién industrial de
biomasa microalgal para la obtencién exclusiva
de poliglucanos se sitlla en un escenario poco
factible, el aprovechamiento integral de todos los
compuestos presentes en dicha biomasa puede
darle la viabilidad econdmica al proceso global,
partiendo de la obtencion de moléculas de costo
econémico alto como pigmentos (p. €j.
carotenoides y ficobiliproteinas) y lipidos (acidos
grasos poliinsaturados-PUFAS).
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Conclusiones

Los poliglucanos de reserva, son
metabolitos de almacenamiento de energia en
microalgas con el potencial de ser utilizados
como materia prima sostenible en la produccion
de diferentes compuestos de interés como
biocombustibles, o de ser usados directamente
en la industria farmacéutica y alimentaria. De
igual forma, debido a las aplicaciones
biotecnolégicas de estos polimeros de glucosa,
diversas metodologias de cultivo se han
implementado con el fin incrementar el
contenido en peso seco de estas moléculas
respecto a la biomasa total, en donde la
limitacion por nutrientes (nitrégeno y fosforo), el
enriguecimiento del aire con COg, la disminucion
de la temperatura y el incremento de la
intensidad de luz, sin alcanzar la irradiancia de
saturacion, han demostrado ser excelentes
estrategias para aumentar la actividad catalitica
de algunas enzimas clave en la fijacion de
carbono y sintesis de carbohidratos. Finalmente,
muchas de las investigaciones se han enfocado
en el estudio de la acumulacion de almidon en
algas verdes, sin embargo, poca atencion se ha
centrado en los polimeros de reserva de algas
rojas  (almidon florideo), cianobacterias
(glucdégeno) y algas acumuladoras de beta-
glucanos (principalmente algas pardas), las
cuales también presentan gran potencial para la
produccién de estos biopolimeros.
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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,
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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
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Cloroplasto

Acetil- CoA

Hco,‘\l ACCase

Acidos grasos libres C16,C18

C16:1,C18:1,
C16:2, C18:2

Citosol
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Acidos grasos libres C18:0

i\ FAD,
s

Elo, | epa(ca0s)
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l DHA (C22:6)

Acidos grasos
libres C24:0

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

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

(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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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.

Palabras clave: Ficocianina, Microalga roja, Galdieria sulphuraria.

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.

Key words: Phycocyanin, Red microalgae, Galdieria sulphuraria.
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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

Luz

4 : Y
',A AAAAAAA 00R0000000086F8

3
\ otosistema ly Il )

....................... .

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).
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[ 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
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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

Glucosa W)

Exopolisacérido

Trasportador ;
Simporte ~— Hy

p— H

(H) - . .
\_/ C Difusién
(';o2 +m COz <R

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.

)
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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
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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.
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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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Resumen

Los plasticos se encuentran distribuidos en todos los ambientes y su degradacion provoca dafios a
los organismos, ya sea por estrés oxidativo o alteraciones en procesos regulados hormonalmente.
Uno de los plasticos con mayor presencia en ambientes terrestres y acuaticos es el poli (etilen
tereftalato) (PET), el cual al degradarse libera varias moléculas, entre ellas los poliésteres de &cido
ftalico (PAESs) y el bisfenol A (BPA). Se ha reportado que varias especies de algas tienen la capacidad
de internalizar, almacenar e incluso degradar los PAEs que se encuentran presentes en ecosistemas
acuaticos. Entre las especies que se han reportado estan Chlorella pyrenoidosa, Cylindrotheca
closterium, Dunaliella salina, Chaetoceros muelleri, Synechocystis sp., Synechococcus sp.,
Cyanothece sp. y Karenia brevis, que pueden degradar algunos PAESs, asi como Desmodesmus sp.
WR1, que degrada el BPA. En esta revisiébn se aborda el panorama de la contaminacion por
microplasticos y el comportamiento de algunas microalgas frente a estos contaminantes.

Palabras clave: Microalgas, Microplasticos, Ficorremediacion.

Abstract

Because the damage caused to organisms, either by oxidative stress or alterations in hormonally
regulated processes, the degradation of plastics, which are distributed in all environments, has been
considered as harmful to life. Poly (ethylene terephthalate) (PET) is one of the plastics with the
greatest presence in terrestrial and aquatic environments and, when degraded, it releases several
molecules, including the so-called phthalic acid polyesters (PAEs) and bisphenol A (BPA). Several
algal species have been reported to have the ability to internalize, store and even degrade the PAEs
that are present in aquatic ecosystems. Among the species that have been reported are Chlorella
pyrenoidosa, Cylindrotheca closterium, Dunaliella salina, Chaetoceros muelleri, Synechocystis sp.,
Synechococcus sp., Cyanothece sp., and Karenia brevis, which can degrade some PAEs, as well as
Desmodesmus sp. WR1, which degrades BPA. In this review, the status of microplastics
contamination and the behavior of some microalgae towards these contaminants is addressed.

Key words: Microalgae, Microplastics, Phycoremediation.

Introduccién

La contaminacion de diferentes
ambientes por microplasticos (MP), definidos
como particulas de plastico con un tamafo
menor o igual a 5 mm de didmetro, se origina
por la liberacion de particulas manufacturadas
primarias empleadas en muchas actividades
industriales y domésticas, asi como por la
degradacion de articulos plasticos mas
grandes en fragmentos de tamafio
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micrométrico. La cantidad de MP liberados en
el medio ambiente aumenta como resultado
del crecimiento continuo de la produccién de
plasticos en todo el mundo, mientras que su
degradacion tarda cientos de afios. Los
efectos de los MP en el ambiente acuético son
actualmente objeto de investigacion, y en los
tltimos afios ha incrementado el nimero de
publicaciones que informan sobre especies
acuaticas que han sido afectadas por la
presencia de estos contaminantes, tanto con
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modelos de laboratorio como con trabajos de
campo, dentro de las cuales se incluye el
papel de los MP como vectores de
contaminantes organicos (Horton, 2017;
Franzellitti et al., 2019). Por consiguiente, ha
aumentado el interés por buscar una
alternativa amigable con el medio ambiente
para acelerar la degradaciéon de MP que se
encuentran en los mares y lagos, como los
poliésteres. Entre estas alternativas se ha
considerado el uso de microalgas.

Plastico

El plastico se define como un material
sintético que puede moldearse facilmente. Es el
término que se utiliza de manera habitual para
hacer referencia a diversos materiales sintéticos
que tienen aplicaciones variadas en la vida
cotidiana. Quimicamente es definido como la
unioén repetitiva de moléculas que se unen por
enlaces covalentes y contienen uno o mas tipos
de unidades denominadas mondmeros, que se
combinan entre si mediante un proceso quimico
llamado reaccién de polimerizacion (Beltran &
Marcilla, 2012). De acuerdo con los datos
reportados por Ritchie & Roser (2020), en el
2015 la produccion de plastico destinado a la
generacion de empaques fue de 146 millones de
toneladas de plastico, seguido por el sector de la
construccion con 65 millones de toneladas,
mientras que otros sectores como el textil,
transporte 0 magquinaria industrial también
tienen participacion en la produccion de
plasticos en el mundo (Fig. 1).

El uso del plastico se extiende por
completo en la vida diaria, ya que otorga
practicidad y a lo largo de varias décadas se
promovié su incorporacién a la cotidianidad.
Se involucra en practicamente todos los
productos de consumo, desde regalos hasta
alimentos. Ademas, ha reemplazado el uso de
otro tipo de materiales como la madera, fibras
vegetales, el vidrio o el acero. Hay infinidad de
beneficios al utilizar estos polimeros: son
baratos, livianos, resistentes y facilmente
moldeables, entre otros. Por esta razén es que
es dificil romperlos y desgastarlos. Ademas,
son altamente resistentes a la corrosion, a
altas temperaturas y también se les considera
aislantes  eléctricos. Varias de estas
caracteristicas se logran mediante aditivos
guimicos (Thompson et al., 2004).

Entre algunos de los aditivos se
encuentra el bisfenol A (BPA, 4,4'-
isopropilidendifenol), el cual es utilizado en la
fabricacion de plasticos y resinas epoxi, para
los revestimientos internos de latas de
alimentos y bebidas. EI BPA es una sustancia
guimica, disruptora endocrina (EDC), lo que
significa que tiene la capacidad de potenciar
el efecto de algunas hormonas o por el
contrario de inhibir la accién de las mismas,
por ejemplo en humanos logra unirse a
receptores hormonales, como el receptor de
estrégeno nuclear (ER) (Pouzaud et al., 2018),
ocasionando cambios en la expresion génica
(Chianese et al.,, 2018); y también puede
unirse a otras familias de receptores de

Produccion de plastico por sectorindustrial en 2015

146

B Empaques
m Construccion
m Otros sectores
Textiles
W Productos institucionales
m Transporte
W Electronico/ electrico

m Maquina @ industria

Millones de toneladas

Figura 1. Produccién de plastico por sector industrial (tomado y modificado de Ritchie & Roser, 2020).

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

97



Articulos

membrana (Alonso-Magdalena et al., 2012), e
incluso inducir actividades anti-androgénicas in
vitro (Molina-Molina et al., 2013). Por otra parte,
los ftalatos (1,2-dibencenaodicarboxilico) son un
conjunto de compuestos quimicos, ésteres
sintéticos formados a partir del &cido ftalico, que
aportan, a los productos de consumo que los
contienen, flexibilidad y elasticidad, por lo que se
les conocen como plastificantes
(Sathyanarayana, 2008). Estos también pueden
actuar como disruptores enddécrinos, tanto en
humanos como en otros animales (Psillakis et
al., 2004; Xu et al., 2015).

Degradacion del plastico

Se entiende como degradacion del
plastico a las reacciones en las que las
moléculas organicas pierden uno o varios
atomos de carbono, o donde las moléculas
complejas se convierten en otras mas simples.
Este proceso se observa evaluando la pérdida
de brillo, cambio de color, formaciéon de
grietas, aparicibn de zonas pegajosas Yy
endurecimiento, y por lo tanto la pérdida de las
propiedades  termo-mecanicas.  Algunos
factores ambientales causan la degradacion
del plastico, como la luz solar, la presencia de
oxigeno, la humedad, el calor: foto-
degradacion, degradaciéon termo-oxidativa,
degradacion hidrolitica y biodegradacién. Sin
embargo, hay plasticos que se definen como
no degradables, es decir que quimicamente
no se descomponen, sino que so6lo se vuelven
hojuelas o particulas de menor tamafio.

La combinacién de la exposicion a la
radiacion ultravioleta del sol, el viento, olas (en
ambientes marinos) y la abrasion, ocasionan
gue los residuos degradados del plastico se
fragmenten, lo que genera micro- y nano-
plasticos (Arthur, et al., 2009). La acumulacién
de estos contaminantes se da por lo tanto en
todos los ecosistemas, incluyendo el acuatico
como los rios, mares y océanos, lo que provoca
gue también se acumulen en la fauna y en los
sedimentos. Se considera MP a los fragmentos
con un tamafio menor o igual a 5 mm de
didmetro, y nanoplasticos a los fragmentos con
un tamafio inferior a 100 nm (Browne et al.,
2015). Los MP también se fabrican de ese
tamafio para ser empleados en productos de
limpieza e higiene, por ejemplo, los limpiadores
faciales, contienen particulas de poliestireno que
entran directamente a los sistemas de drenajes
urbanos y por lo tanto llegan a los ambientes
costeros adyacentes (Fendall & Sewell, 2009).
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Hay reportes que sefialan que en los
MP se acumulan compuestos organicos
hidrofébicos como pesticidas organoclorados,
bifenilos  policlorados e  hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Mato et al., 2001;
Ogata et al., 2009), debido a la superficie
hidrofobica que los caracteriza. Ademas de
estos compuestos, también acumulan metales
pesados como cadmio, zinc, niquel y plomo
(Holmes et al., 2012; Rochman et al., 2014).
Por esta razon los MP son considerados como
vectores contaminantes, pues ademas de
componerse por moléculas que son dafiinas
para quienes los ingieran, también les
acompafian compuestos altamente toxicos
para las células.

El tamafio de los MP los hace
componentes biodisponibles, ya que se logran
incorporar a los organismos de manera
accidental o intencional. Por lo tanto, la
ingestibon de estos materiales introduce
toxinas a la base de la red trofica y es
potencialmente bioacumulable, y conforme
avanzan los niveles de la red tréfica aumenta
la acumulacion de plastico en los organismos
(Cole et al., 2011; Rochman et al., 2013).

Biodegradacion

La biodegradacién engloba la pérdida
de caracteristicas estructurales y masa
molecular de un material (Zapata et al., 2007).
Es un tipo de degradacion quimica que
involucra la actividad biolégica provocada por
la accion del metabolismo de
microorganismos, tales como bacterias,
hongos y algas. En el tema que se trata en
este articulo, el proceso de biodegradacion se
debe a dos razones: la primera es el uso de
algunos materiales presentes en los MP como
sustrato que pueden ser empleados como
fuente de carbono por el metabolismo del
microorganismo, y la segunda por accion de
algunas enzimas para evitar la toxicidad de los
MP. La capacidad de degradacion de las
diferentes moléculas presentes en los MP se
rige por las diversas caracteristicas del
polimero, como son la masa molecular,
cristalinidad, tipos de grupos funcionales y
plastificantes o aditivos.

Las enzimas que estan involucradas
en este proceso se denominan
despolimerasas y se encuentran presentes
tanto extracelular como intracelularmente. Las
enzimas despolimerasas actlan ya sea de
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forma endo (division aleatoria en los enlaces
internos del polimero) o exo (escisién
secuencial de la unidad monomeérica terminal),
en el proceso llamado despolimerizacion. Las
enzimas extracelulares de los
microorganismos primero rompen el complejo
del polimero mediante oxidacion y/o hidrdlisis
dando  fragmentos  oligoméricos  mas
pequefios, que pueden permear a través de la
pared celular, para ser utilizadas como fuente
de carbono y energia. Puesto que las enzimas
extracelulares se enfrentan al impedimento
estérico con la estructura del material, so6lo
pueden actuar en la superficie del polimero,
haciendo de la biodegradacion de plasticos un
proceso clasico de erosion de superficie, pero
las enzimas intracelulares, al tener menor
impedimento estérico son capaces de llevar a
cabo el proceso de despolimerizacion (Muller et
al., 2005; Kawai et al., 2019).

Los productos que se obtienen del
proceso descrito previamente se pueden
utilizar  biogquimicamente en las Vvias
metabdlicas del microorganismo y, como
resultado, de las moléculas de cadena corta se
obtiene nueva biomasa y otros productos
finales. A este proceso se le denomina
mineralizacion y ocurre dentro de la célula
donde los fragmentos oligoméricos mas
pequefios se convierten en COz, H20 o0 metano
(en la degradacién anaerdébica).

Efecto de los plasticos sobre la vida

La exposicién a los MP afecta de
diversas maneras a los seres vivos, y los
dafios son causados por tres razones. La
primera es por laingesta del plastico, ya que

Oxidaciony ruptura de ADN

Peroxidacion T
Lipidica «—— OH-

Inactivacion
Enzimatica

genera un dafo fisico en el sistema digestivo;
la segunda razén es por la acumulacion de
los efectos negativos en el sistema, por las
moléculas liberadas a partr de la
degradacion de los MP; y el tercer motivo es
el dafio que causa al organismo los
contaminantes organicos y metales pesados
gue se adhieren durante la interaccion del
material plastico con el ambiente.

El MP puede considerarse como un
agente xenobidtico, que es capaz de inducir
estrés oxidativo como resultado de un
proceso ciclico de oxidacion-reduccioén (ciclo
redox) en el cual, al ser biotransformado,
sufre la reduccién por un electrén donado por
el NADPH, transformandose luego en un
intermediario 0 especie reactiva que puede
ser un radical libre. Esta especie reactiva, al
intentar recuperar su configuracién original,
busca transferir o donar su electron no
apareado al oxigeno (Oz). Asi el Oz se reduce
transformandose en el anion superéxido (Oz
*) con la consecuente regeneracion del
componente parental. El Oz reacciona a su
vez con otras moléculas o consigo mismo y
genera el radical hidroxilo (OH®) que,
mediante una serie de reacciones en cadena
y la capacidad de oxidar macromoléculas,
puede ocasionar la muerte celular. Dentro de
las principales lesiones asociadas con el
ataque de estos radicales se encuentran la
oxidacion de las membranas lipidicas
(peroxidacion lipidica), oxidacién a proteinas,
oxidacion de acidos nucleicos y alteracion del
estatus celular redox (Fig. 2) (Ochoa &
Gonzalez, 2008).

Xenobhidtico

0, NADPH + H*
CICLO
REDOX
NADP-

Xenobidtico
Radical

\

Uniones covalentes

oo

Metabolismo Acidos nucleicos  Proteinas

Figura 2. Esquema de 6xido-reduccion del MP como xenobidtico y consecuencias toxicolégicas del ataque
de los radicales libres (tomado y modificado de Ochoa & Gonzalez, 2008).
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Las particulas de MP, después de ser
ingeridas por los seres vivos, tienen el potencial
de translocarse a  distintos tejidos,
desencadenando una respuesta inmune
localizada. En un estudio realizado en ratas se
observd la translocacion de las particulas
contaminantes desde el intestino hasta la linfa 'y
al sistema circulatorio (Hussain et al., 2001), lo
gue demuestra que los xenobidticos se pueden
ubicar en diversos tejidos de los seres vivos.
También se determind que las particulas mas
finas atraviesan las membranas celulares, la
barrera hematoencefalica y la placenta, lo que
causa un estrés oxidativo, dafio celular e
inflamacion (Vethaak & Leslie, 2016). Peces de
agua dulce expuestos a diferentes clases de
contaminantes, como insecticidas
organofosforados o hidrocarburos aromaticos
policiclicos, mostraron dafio tisular por estrés
oxidativo en exposiciones cronicas, asi como
alteracion en la actividad de las enzimas
antioxidantes, con tendencia al aumento,
principalmente en higado y branquias, en
exposiciones agudas (Ochoa & Gonzélez, 2008).

La reduccién de la fotosintesis y del
crecimiento de las algas, también han sido
causadas por la presencia de los MP. En las
algas de ambiente acuético, hay evidencia en
la que se demuestra que sufren estrés
oxidativo en presencia de contaminantes,
como los metales pesados. En general, los
niveles elevados de metales inducen la
produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS); por tanto, como respuesta a ese
estrés, la célula presenta mecanismos
antioxidantes enzimaticos que incluyen la
sobreexpresion de las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) vy
peroxidasa (POD), y sistemas no enzimaticos
como el glutation reducido (GSH), ascorbato y
compuestos fendlicos (Cortés et al., 2018).

En otro articulo de revision, describid
gue una vez que los MP estan incorporados en
el intestino de diversas especies, pueden
liberar los monémeros que los constituyen, asi
como aditivos y toxinas absorbidas, que
pueden causar dafios fisiologicos, los cuales
van desde estrés oxidativo hasta
carcinogénesis, mismos dafios que logran ser
transmitidos a los seres humanos (Wang et al.,
2018). Estudios in vitro con exposicion a MP
muestran dafios por estrés oxidativo en
diversas lineas celulares humanas epiteliales y
cerebrales, lo que puede favorecer efectos
localizados en el sistema inmunolégico vy
aumentar la inflamacion intestinal tras la
ingestién de estos contaminantes (Schirinzi et
al., 2017).

Contaminacién en los océanos y mares

Alrededor del mundo existen cinco
zonas de concentracion de masa contaminante,
formada de plasticos de diferentes tamafios de
particula (Fig. 3), donde la corriente marina, la
presion atmosférica y los vientos, producen un
area circular que mantiene unidos a los
desechos flotantes. Se ha documentado que la
basura proviene de fuentes terrestres (80 %) y
de aporte de barcos (20 %) (Eriksen et al., 2014).
Entre las principales vias de ingreso de
contaminacion plastica al mar, se encuentran los
rios, los drenajes pluviales y las cloacas; aunque
también el viento es uno de los factores, las
personas que van a las playas, los pescadores
y los botes de recreacion (Elias, 2015).

Ficorremediacion

La ficorremediacion es el uso de
macroalgas y microalgas para la remocion o
biotransformacion de contaminantes,
incluyendo nutrientes y xenobidticos de aguas
residuales, y CO:2 del aire (Olguin, 2003). Es

Figura 3. Giros subtropicales (sefialados en los circulos blancos) donde se encuentra la acumulacion
de plasticos flotantes (tomado y modificado de Eriksen et al., 2014).
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dada por un consorcio no definido de

organismos, donde predominan las
microalgas y cianobacterias. Estos
microorganismos eucariotas y procariotas
fotosintéticos, respectivamente, son la base
del funcionamiento del tapete microbiano para
lograr con éxito la biotransformacion y/o
bioacumulacion de compuestos (Forero,
2015). Las microalgas permiten la eliminacion
de sustancias tdxicas, como pesticidas,
herbicidas y metales pesados, entre otros;
esto gracias a su capacidad de acumular
importantes concentraciones de compuestos
téxicos, sin afectar su actividad biolégica. Otro
beneficio de las microalgas es la a liberacion
de Oz por medio de la fotosintesis, mientras
genera una acumulaciéon de biomasa, la cual
puede ser reutilizada potencialmente en
sistemas de produccion de biocombustibles
y/o en procesos de avicultura, acuicultura o
agricultura (Mehrabadi et al., 2015). Algunas
de las aplicaciones de la ficorremediacién son
(Olguin, 2003):

e Remocién de nutrientes de aguas
residuales con altos contenidos de
materia organica.

e Tratamiento de aguas residuales acidas
y con metales.

e Captura de CO:a.

e Transformacion vy degradacién de
xenobidticos.

En cultivos autotroficos, la exposicion a la
luz ejerce un fuerte efecto en la productividad
de las algas y en su capacidad de remocién
de nutrientes. Otros pardmetros por
manipular, para mejorar la productividad son:
la mezcla o agitacion del cultivo, el tipo de
incubacion ya sea a gran escala o en etapa
piloto (tipo de reactor a utilizar), concentracion
de biomasa y la densidad celular Optima
(Olguin, 2003). Los sistemas de cultivo de las
microalgas se clasifican en sistemas abiertos
o cerrados en funcidn de sus condiciones de
disefio. En los sistemas abiertos, las algas se
cultivan en entornos de areas abiertas como
estanques, lagunas, canales profundos y
unidades con circulacion del medio de cultivo
con poca profundidad, entre otros. En
sistemas cerrados, las algas se cultivan en
recipientes con pared transparente y expuesta
bajo la luz solar o radiacion artificial para
facilitar la fotosintesis (Razzak et al., 2013).
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En el sistema abierto se tiene como
ventaja que se producen grandes cantidades
de alga y no necesita inmensurables
inversiones 'y mantenimiento, pero la
problematica es al momento de querer
controlar las condiciones de cultivo, y son mas
susceptibles a contaminaciones por otras
algas o bacterias (Grima et al., 2009). En los
sistemas cerrados la ventaja es que el cultivo
de las algas es mas efectivo dado que se
controlan mejor las condiciones ambientales y
se reduce el riesgo de contaminacioén, pero la
mayor desventaja es el costo de construccién,
mantenimiento y operacion del sistema,
ademés hay una posibilidad de que haya
adhesion de las células a la superficie del
reactor, lo que disminuye la disponibilidad de
luz y por lo tanto la produccién (Posten, 2009).

Degradaciéon de microplasticos por algas

A continuacion, se presenta el
resumen de algunos estudios que se han
hecho para observar el comportamiento de las
microalgas frente a productos de degradacion
del poli (etilen tereftalato) (PET), el cual es uno
de los plasticos con mayor presencia en las
zonas contaminadas a nivel global (Tabla 1).

Chlorella pyrenoidosa

Yan et al. (1995), realizaron un estudio
en el que analizaron el comportamiento de C.
pyrenoidosa frente a tres PAEs: dimetil ftalato
(DMP), dietil ftalato (DEP) y dibuitil ftalato (DBP).
Los Autores reportaron un factor de
bioconcentracion (BCF) maxima de 162 (24 h),
205 (12 h)y 4077 (12 h), para DMP, DEP y DBP,
respectivamente. El factor de bioconcentracién
hace referencia a la proporcion de
concentracion de los PAEs que hay en el
organismo y la concentracion que hay en el
agua; mientras que la biodegradacion promedio
para cada poliéster fue de 13.4, 7.3y 2.1 mg/l,
es decir que se logré la descomposicion de los
poliésteres por accién de la microalga.

Cylindrotheca closterium, Dunaliella salina
y Chaetoceros muelleri

Gao & Chi (2015) realizaron un
estudio con tres diferentes microalgas (C.
closterium, D. salina 'y C. muelleri), las cuales
fueron expuestas a dos PAEs (DEP y DBP).
Los Autores encontraron que la
biodegradacién del DBP se da en un
comportamiento de primer orden, ademas los
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Tabla 1. Resumen de estudios realizados sobre la capacidad de crecimiento de las microalgas frente a PAEs y BPA.

Microalga Compuesto Resultado Referencia
afiadido
Chlorella pyrenoidosa DMP Acumula y biodegrada. Yan et al. (1995)
DEP
DBP
Cylindrotheca DEP Biodegrada con enzimas intra y Gao & Chi
closterium DBP extracelulares. (2015)

Dunaliella salina
Chaetoceros muelleri
Synechocystis sp. DMP
Synechococcus sp.
Cyanothece sp.

Desmodesmus sp. BPA
WR1

Karenia brevis DMP

DEP

DAP

DPrP

Chi et al. (2019)

Crecimiento maximo a 20 ppm del Zhang et al.
PAE. (2016)

Biodegrada y desintoxica. Wang et al.
(2017)

Disminucion de PAEs del medio. Sun et al. (2019)

compuestos fueron degradados por accion de
enzimas (esterasas) intra y extracelulares. En
su publicacidon mencionan que hay una rapida
adsorcién fisicoquimica pasiva inicial, seguido
de absorcion, acumulacién y degradacion de
los compuestos. Ademds, explican que la
degradacion microbiana de los PAEs se inicia
por reacciones de  desesterificacion
secuenciales para formar monoéster y luego
acido ftalico. En este proceso las esterasas
son las enzimas clave. Una esterasa es una
enzima tipo hidrolasa que rompe enlaces
éster, en los correspondientes alcoholes y
acidos, por medio de una reaccién de
hidrélisis. Las tasas de degradacion de los
PAEs por los microorganismos disminuyen
con el aumento de la longitud de la cadena de
alquilo como resultado del bloqueo
estereoespecifico (Yan et al., 1995). De las
tres algas con las que trabajaron, C.
closterium, que tiene la capacidad de soportar
ambientes contaminados, fue la especie con
mayor eficiencia de biodegradacion. Para
DBP C. closteriumtuvoun 93.1%vs 40y 47.1
% de D. salinay C. muelleri; mientras que para
DEP C. closterium tuvo un 81.2 % vs 32.3 y
26.3 % de D. salina y C. muelleri. También
observaron que DBP se degrada con mayor
eficiencia en comparacion a DEP, y cuando se
encuentran mezclados el DBP tiene un efecto
inhibitorio ante la degradacion de DEP, ya que
al disminuir la concentracion de DBP en el
medio, el DEP se degradd rapidamente. La
degradacion del DEP fue principalmente por
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enzimas extracelulares en la fase acuosa,
mientras que en DBP se observd Ila
degradacion en ambas fases (acuosay en las
microalgas) lo que indica que las enzimas que
degradaban a este poliéster son intra y
extracelulares.

Chi et al. (2019), publicaron otro
estudio con las mismas tres cepas de
microalgas y dos PAEs. En esta publicacion
se reportd la concentracion del PAE que
produce el 50 % del efecto maximo (EC50) y
la concentracion més alta del PAE a la cual no
se observa efecto (NOEC). La cuantificacion
se relacion6 con la densidad celular medida a
las 96 h. Para DEP el EC50 fue de 194, 77 y
62 mg/l y el NOEC de 100, 50 y 30 mg/l para
C. muelleri, C. closterium y D. salina,
respectivamente. Mientras que para DBP el
EC50 fue de 3.4, 4.2y 0.7 mg/l y el NOEC de
1.0, 25 y 0.4 mg/l para C. muelleri, C.
closterium y D. salina. Es asi como
observaron que para DEP la tolerancia era
mayor en C. muelleri, seguida de C. closterium
y finalmente por D. salina. En cambio, para
DBP C. closterium tuvo mas tolerancia que C.
muelleri. Comparando los resultados del
EC50 a las 96 h con el ensayo basado en la
produccion de clorofila a, el comportamiento
es el mismo, ya que para DEP los valores son
146, 73 y 54 mg/l; y para DBP son 2.5, 3.3y
0.6 mg/l para C. muelleri, C. closterium y D.
salina en ambos casos. La concentracion en
la que se encuentran estos PAEs en el

102



Articulos

ambiente, es de 0.1 mg/l, por lo que los
valores EC50 y NOEC fueron mas altos que
los valores ambientales de DEP y DBP.

En ensayos subsecuentes (Chi et al.,
2019), se us6 una concentracién inicial de
DEP y DBP de 0.1 mg/l (concentracibn mas
relevante presente en el ambiente). El
porcentaje de bioconcentracion a las 96 h de
DEP para C. muelleri, C. closteriumy D. salina
fue de 0.07, 0.01 y 0.17 %, mientras que para
DBP de 12.3, 4.8y 7.1 %, respectivamente. Al
estar en combinaciones los dos PAEs el
porcentaje de bioconcentracion para C.
muelleri, C. closterium y D. salina para DEP
fue de 0.16, 0.14 y 0.52 %, y para DBP de
13.5, 6.9 y 9.7 %, respectivamente. Como se
observa en los resultados, el porcentaje de
bioconcentracién aumenta para ambos PAEs
cuando ambos estan presentes en el medio,
indicando que el DBP se bioconcentra méas en
las células en comparacion al DEP.

En la medicién de la biodegradacién
de los PAEs a las 96 h, se observa que en
presencia de DEP el porcentaje de
biodegradacion de este es de 95.5,97.7y 91.2
%, y para DBP es 22.5,91.5y 34.5 % para C.
muelleri, C. closterium y D. salina,
respectivamente. Mientras que al estar
combinados los PAEs el valor para DEP fue
de 48,42.5y 71.1 %, y paraDBP de 16.2, 56.4
y 21.0 % para C. muelleri, C. closterium y D.
salina, respectivamente. Con esos resultados
se demuestra que, en presencia de ambos
PAEs, la biodegradacion se ve afectada, es
decir que es menos efectiva.

Synechocystis sp., Synechococcus sp. y
Cyanothece sp.

Zhang et al. (2016), realizaron el
estudio en diferentes cianobacterias:
Synechocystis sp. (dulceacuicola),
Synechococcus sp. (especie marina) Yy
Cyanothece sp. (se desarrolla en ambos
ambientes), y monitorearon la correlacion de
la concentracién de DMP y el crecimiento de
las cianobacterias. También cuantificaron la
biodegradacion del DMP y evaluaron el efecto
de la temperatura en la biodegradacion del
DMP. Realizaron la comparativa con la
acumulacion del &cido tereftalico (TPA,;
subproducto de degradacion del DMP), el
cambio en el pH y la actividad de esterasa
ante la degradacion del DMP. En la primera
parte, encontraron que las cianobacterias
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crecian mejor en presencia de 20 mg/l del
DMP que en ausencia de este compuesto. Sin
embargo, a concentraciones de 50, 200 y 500
mg/l, el crecimiento se redujo conforme
aumentaba la concentracion del PAE.

Adicionalmente, usando 20 mg/L de
DMP encontraron que Cyanothece logro
degradar todo el DMP en 96 h, y al usar 50
mg/l la misma cepa logré la biodegradacion en
120 h. Cuando analizaron el efecto de la
temperatura en la degradacion del DMP,
observaron que entre 30 y 35 °C la
degradacion era mejor en comparacion con
15, 25y 40 °C, usando 96 h de incubacién con
una concentracién inicial de 50 mg/| de DMP.
También determinaron que el TPA es un
subproducto de la degradacion del DMP, y
gue a la par el valor del pH en el medio
aumento. Por esta razén se analizo el valor
optimo de pH inicial, para llevar a cabo una
mejor degradacion del DMP, por lo que
hicieron la comparativa entre valores de pH de
6-10, y encontraron que el valor inicial de pH
gue favorece una mayor velocidad de
degradacion es 9. Finalmente, en el andlisis
de la actividad esterasa, encontraron que las
tres cepas de cianobacterias la presentaban,
aln en ausencia del DMP, pero cuando en el
medio se encontraba el DMP la actividad era
aproximadamente un orden de magnitud
mayor a las 96 h con presencia de DMP la
actividad era de 0.96, 0.87 y 1.11 U/ml,
mientras que en ausencia de DMP la actividad
fue de 0.09, 0.13 y 0.10 U/ml para
Synechocystis sp. PCC6803, Synechococcus
sp. PCC7942 y Cyanothece sp. PCC7822,
respectivamente.

Desmodesmus sp. WR1

Otro estudio fue realizado por Wang et
al. (2017), donde se utiliz6 a Desmodesmus
sp. WR1 para investigar los efectos del BPA
sobre el crecimiento y la actividad fotosintética
de la microalga, y para evaluar Ila
desintoxicacion del medio y la biodegradacion
del BPA. En ese estudio se empled un anélisis
de transcriptoma para dilucidar la respuesta
molecular del microorganismo a la exposicion
del BPA.

Los niveles de exposicibn que se
utilizaron fueron de 1, 3, 5.5 y 13.5 mg/l de
BPA. Interesantemente, encontraron que con
esas concentraciones no se observa
inhibicién significativa en el crecimiento de la
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microalga. El porcentaje de degradacion del
BPA, con las concentraciones previamente
descritas, fueron del 57, 25, 18 y 26 %,
respectivamente. Dentro del analisis del
transcriptoma encontraron la presencia de
genes que codifican para enzimas
relacionadas con la biodegradacion oxidativa
del BPA (una oxidorreductasa), y para la
adicién de grupos glicosilo (una
glicosiltransferasa). También, reportaron por
primera vez la presencia de diversos
subproductos de degradacion del BPA, tales
como el monohidroxi-BPA, el 2-hidroxi-3-
hidroximetil-BPA, glicésidos y productos
monofendlicos del BPA,; concluyendo que
estos productos se obtuvieron a partir de la
hidroxilacion oxidativa, la glicosilacion y la
escision oxidativa del BPA. Lo que sugiere
que esta microalga puede ser utilizada en
procesos de ficorremediacién de ambientes
acuaticos.

Karenia brevis

En otro estudio reportado (Sun et al.,
2019), se utiliz6 una especie microalgal
dinoflagelada, que se relaciona a una de las
especies dafiinas presentes en los
fendmenos de marea roja. Con crecimiento
de K. brevis durante 96 h, el contenido de
DMP, DEP, DAP (dialil ftalato) y DPrP
(dipropil ftalato) disminuyé 93.3%, 68.2%,
57.4% y 46.7%, respectivamente. La
toxicidad de los PAEs y su acumulacion en K.
brevis increment6 con el aumento de las
cadenas de alquilo, probablemente debido a
la mayor lipoficidad de los PAEs de cadena
mas larga. Se detectaron metabolitos de
biodegradacion en K. brevis cuando se
expuso a DEP, incluidos el DMP, monoetil
ftalato (MEP), mono-metil ftalato (MMP),
acido ftalico (TPA) y el acido protocatéquico
(PrA). Cuando la cepa se encontrd expuesta
a DPrP, se detecté un compuesto intermedio
adicional, que fue el ftalato de dietilo (DEP)
en las células de K. brevis, ademés de los
cinco metabolitos mencionados
anteriormente. Esos resultados confirmaron
gue las principales vias de biodegradacion de
estos compuestos por K. brevis son por
desesterificacion, desmetilacion o]
transesterificacion. Estos hallazgos
proporcionardn pruebas valiosas para
predecir el destino ambiental y evaluar el
riesgo potencial de PAEs en la aparicion de
floraciones de algas nocivas en el medio
marino.
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Conclusiones

Implementar tecnologias a partir de
grupos biolégicos, como las microalgas, para
restaurar el medio ambiente, es una estrategia
gue conduce a beneficios de diversos tipos, ya
gue se obtienen ganancias econémicas por la
produccion de compuestos de alto interés
biotecnolégico en la biomasa del organismo y
se avanza en la restauracion del medio
ambiente a su estado natural. De acuerdo con
los resultados que se han tenido hasta el
momento, la ficorremediacion es un area que
otorga una promesa respecto a la restauracién
de los ambientes acuaticos si hablamos de
MP, ya que diversas especies microalgales,
gue crecen en condiciones acuaticas muy
variables, son capaces de desintoxicar el
medio en el que se encuentran, mediante
diferentes mecanismos. Sin embargo, es un
area que aun falta mas por explorar, y que
hasta el momento promete ser beneficioso
para disminuir los efectos adversos de los
microplasticos a los organismos.

De los diversos estudios que
realizados con Chlorella pyrenoidosa,
Cylindrotheca closterium, Dunaliella salina,
Chaetoceros muelleri, Synechocystis sp.,
Synechococcus  sp., Cyanothece sp.,
Desmodesmus sp. WR1 y Karenia brevis, se
demuestra que existen especies de
microalgas que se sobreponen a condiciones
de estrés causadas por la presencia de
compuestos conocidos como plastificantes o
el BPA, beneficios que soportan la aplicacién
de la ficorremediacién, lo que da pie a
comenzar a cuestionarse y a experimentar
sobre la combinacion de las cepas
microalgales.
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Resumen

En los Ultimos afios, las microalgas son una gran alternativa en la investigacién cientifica debido a
su capacidad de produccion de proteinas recombinantes con aplicaciones comerciales. Como
plataforma de produccién, tienen varias ventajas ya que crecen muy bien, se caracterizan por su
capacidad de crecimiento en condiciones autétrofas, heterdtrofas o mixétrofas. Con mas de 70000
especies, las microalgas representan un gran potencial para producir proteinas recombinantes a
niveles comercialmente factibles. De estas especies, Chlamydomonas reinhardtii se ha destacado
por su gran potencial en la expresion de mas de 100 genes en el genoma del cloroplasto que
codifican para proteinas recombinantes como proteinas terapéuticas, anticuerpos, hormonas y
vacunas. En comparacion con la transformacion nuclear, varios estudios demuestran que la
acumulacion de proteinas recombinantes es mas alta cuando los genes que codifican para estas se
expresan en el genoma del cloroplasto de las microalgas. Sin embargo, todavia existen muchos
desafios en el uso de la ingenieria del genoma del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii
incluyendo la blsqueda de mejoras en las estrategias moleculares para que esta especie se
posicione como una plataforma de expresion estandar para la industria biotecnolégica. En este
trabajo, se reporta el potencial de Chlamydomonas reinhardtii como una plataforma de produccion
de proteinas recombinantes utilizando la tecnologia de transformacién del genoma del cloroplasto
de acuerdo con lo reportado en articulos cientificos.

Palabras clave: Microalgas, proteinas recombinantes, Chlamydomonas reinhardtii, transformacién
del genoma del cloroplasto.

Abstract

In recent years, microalgae have emerged as an alternative platform for the production of recombinant
proteins with commercial applications. As a production platform, it has several advantages, including
rapid growth, facility to scale up, and the ability to grow in autotrophic, heterotrophic, or mixotrophic
conditions. With more than 70,000 species, microalgae represents a vast, unexplored potential resource
for producing recombinant proteins with economic feasibility. Of these, Chlamydomonas reinhardtii has
been noted for its potential to express more than 100 different recombinant proteins, including
therapeutic proteins, antibodies, hormones, and vaccines. Compared to nuclear transformation, several
studies have shown that the accumulation of recombinant proteins is higher when their coding genes
are expressed in the chloroplast genome of microalgae. However, there are still many challenges and
bottlenecks in the use of chloroplast genome engineering with C. reinhardtii, such as improvements in
molecular strategies to position this species as a standard expression platform for the biotechnology
industry. In this work, the potential of C. reinhardtii as a platform to produce recombinant proteins using
chloroplast genome transformation technology is discussed.

Key words: microalgae cells, recombinant proteins, Chlamydomonas reinhardtii, chloroplast
genome transformation.
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Introduccién

A partir del desarrollo de las tecnologias
del ADN recombinante en los afios ochenta, los
organismos modificados genéticamente se han
convertido en una fuente importante para la
produccion de proteinas y metabolitos de interés
industrial. En la actualidad, la mayoria de las
proteinas recombinantes producidas
comercialmente se obtienen con Escherichia
coli (Shamriz et al., 2016), Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris (Salehzadeh et al.,
2012); asi como de lineas celulares de insectos
(Demain 'y Vaishnav, 2009), mamiferos
(Palomares et al., 2004) y plantas transgénicas
(Ofoghi et al.,, 1999). Cada sistema ofrece
distintas ventajas en términos de costo de
produccion, capacidad para producir proteinas
funcionales correctamente plegadas, seguridad,
distribucién y rendimiento, entre otras (Tabla 1).

Las microalgas son un grupo amplio y
diverso de células eucariotas fotosintéticas
gue viven en ecosistemas acuaticos y
terrestres  (Moazami et al, 2011).
Chlamydomonas reinhardtii  (C. reinhardtii)
son algas verdes biflageladas unicelulares de
vida libre que se encuentran en agua dulce y
suelo (Harris, 2009). Estas células se dividen
por mitosis cuando existen condiciones

ambientales adecuadas (Harris, 2001). La
temperatura minima para el crecimiento de
Chlamydomonas es de 13 a 15 °C en
promedio, (Maikova et al., 2016), y crece en
un intervalo mesdfilo (15 a 37 °C). Cuando la
temperatura disminuye a valores menores de
15°C  (biorreactores sin  control de
temperatura) la division celular se detiene por
completo (Lapina et al., 2013); sin embargo,
se ha reportado que el tamafio de la célula
continla aumentando lentamente (Maikova et
al., 2016), y su morfologia cambia de tal
manera que disminuye la densidad del
nucleolo, cambia la forma del cloroplasto,
aumenta el grosor de la capa de almiddn
alrededor del pirenoide y aumenta el tamafio
de las vacuolas (Valledor et al.,, 2013). C.
reinhardtii posee un cloroplasto grande y Unico
gue abarca aproximadamente el 40% del
volumen celular (Schotz et al.,, 1972). El
cloroplasto presenta un genoma circular de
~206 kb, alberga de 50 a 80 copias idénticas
del plastoma, contiene 99 genes que codifican
para los componentes centrales del aparato
fotosintético y del aparato de transcripcion-
traduccion del organulo (Gallaher et al., 2018).

C. reinhardtii es la microalga mas
caracterizada genéticamente en los tres
genomas que posee (nhuclear, cloroplasto y
mitocondrial), los cuales han sido vya

Tabla 1. Comparacién de diferentes sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

Informacién tomada de Yan et al.. 2016.

Paradmetro Microalgas Plantas Bacterias Levaduras Insectos Células
mamifero

Costo operacion Bajo Bajo Bajo Medio Alto Muy alto

Costo de Medio Muy bajo Alto Alto Muy alto Muy alto

escalamiento

Velocidad de Rapido Lento Rapido Rapido Medio Lento

crecimiento

Riesgo de Bajo Bajo Alto Medio Alto Alto

contaminacion

Plegamiento de Alto Alto Bajo Medio Alto Alto

proteina

Rendimiento de Alto Alto Alto Medio Medio Medio

proteina

Seguridad Alta Alta Bajo Desconocido Medio Bajo

Distribucion F&cil Facil Posible Posible Dificil Dificil
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secuenciados (Merchant et al., 2007; Gallaher et
al., 2018). Actualmente existen procedimientos
de transformacion genética que permiten la
integracion de ADN exdégeno en los tres
genomas (Mussgnug, 2015). La modificacion
genética del cloroplasto de C. reinhardtii se
realizé hace més de 30 afios de forma estable
mediante el método de biolistica (Boynton et al.,
1988) y posteriormente se obtuvo en agitacion
con perlas de vidrio (Kindle et al., 1991). Se ha
demostrado cientificamente en algas y plantas
superiores, que las proteinas recombinantes se
acumulan en niveles mucho més altos cuando
se expresan en el genoma del cloroplasto en
comparacion con el genoma nuclear (Franklin et
al., 2002, Daniell, 2006). La expresion de
proteinas en el cloroplasto presenta varias
ventajas, que incluyen: (1) niveles altos de
proteina recombinante (2-20% de proteina
soluble total) (Su Z et al., 2005); (2) ausencia de
mecanismos de silenciamiento génico (Bock,
2015); (3) integracion génica dirigida en el
plastoma mediante recombinacion homologa; y
(4) la posibilidad de realizar modificaciones
postraduccionales tales como la correcta
formacion de enlaces disulfuro, (Mayfield et al.,
2007; Almaraz-Delgado et al., 2014). Es
importante destacar que el cloroplasto contiene
la maquinaria adecuada para formar enlaces
disulfuro y ensamblar proteinas grandes y
complejas, como anticuerpos completos (Tran et
al., 2009). Uno de los principales inconvenientes
de la expresion de proteinas en el cloroplasto de
C. reinhardti es que las secuencias de
codificacion proteica requieren optimizacion de
codones para cumplir con el uso de codones en
el organulo y se puedan expresar las proteinas
heterdlogas eficientemente (Franklin et al.,
2002), ademas de que no presentan
mecanismos de glicosilaciéon adecuados para
algunas proteinas; por lo tanto, esta microalga
se puede usar para producir proteinas que
exhiben poca o ninguna glicosilacion.

Se ha demostrado que la microalga C.
reinhardti es un sistema ideal para la
expresion de proteinas recombinantes con
fines de produccion comercial, ya que ofrece
varias ventajas que incluyen: (1) una alta tasa
de crecimiento, tiempos de duplicacion de 5 a
8 horas, y densidades celulares de 10
células/ml; (2) la transformacion genética es
una herramienta estable que permite generar
en 4 a 6 semanas, una produccion a gran
escala de proteina recombinante (Mayfield et
al., 2007); (3) facilidad de cultivo en diferentes
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tipos de biorreactores; (4) se pueden
transformar sus tres genomas (nucleo,
mitocondria y cloroplasto), lo que permite la
localizacion dirigida de la expresion de
proteinas recombinantes (Larosa y Remacle,
2013); (6) algunas cepas de C. reinhardtii se
pueden cultivar en condiciones heteroétrofas
(utilizando acetato como fuente de carbono) y
fototréficas (con luz como Unica fuente de
energia y CO2 como fuente de carbono), en
biorreactores y estanques al aire libre (Moon
etal., 2013); (7) existe una amplia variedad de
promotores y marcadores para la modificacion
genética de células; y (8) la FDA (Food and
Drug Administration) considera a C.
reinhardtii, como un organismo generalmente
reconocido como seguro (GRAS), ya que no
hay evidencia de componentes toxicos o
mutagénicos dentro de la célula (Murbach et
al., 2018). Por todo lo anterior se abre la
posibilidad de que se utilicen células
recombinantes completas o extractos de estas
(sin que se purifiquen las proteinas) como
vacunas orales o en alimentos mejorados
portando proteinas recombinantes. Por otra
parte, el genoma del cloroplasto de C.
reinhardtii soporta la expresiéon de genes que
codifican para una amplia variedad de
proteinas recombinantes que incluyen
indicadores como la enzima beta-
glucuronidasa (Sakamoto et al., 1993), la
luciferasa (Mayfield y Schultz, 2004) y la
proteina verde fluorescente (Franklin et al.
2002); proteinas terapéuticas como vacunas
(Surzycki et al.,, 2009) y hormonas (Dyo y
Purton, 2018); enzimas industriales (Gangl et
al., 2015; Richter et al., 2018) y enzimas para
sintetizar metabolitos (Fukusaki et al., 2003;
Papaefthimiou et al., 2019; Tevatia et al.,
2019). Se ha visto que muchas de las
proteinas recombinantes que se han
cuantificado se acumulan de 2% a 20% del
total de la proteina soluble (TSP) (Manuell et
al., 2007; Rasala et al., 2010).

El interés de C. reinhardti se ha
centrado principalmente en la produccion de
proteinas terapéuticas, las cuales no afectan
la biologia del cloroplasto (Dyo y Purton,
2018). Estas incluyen vacunas para ganado,
como una posible vacuna contra la fiebre
aftosa (Sun et al.,, 2003) y una que puede
proteger contra la gripe aviar (Castellanos-
Huerta et al., 2016). También se han
expresado vacunas humanas candidatas
contra la malaria (Jones et al., 2013), la
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infeccibn  por  Staphylococcus  aureus
(Dreesen et al., 2010) y los tumores causados
por el virus del papiloma humano (Demurtas
et al.,, 2013). La ingenieria de cloroplastos
también se ha utilizado para producir otras
proteinas terapéuticamente valiosas, como
los anticuerpos de cadena Unica larga
(Mayfield et al., 2003), una clase de
conjugados anticuerpo-farmaco conocidos
como inmunotoxinas que son prometedores
en el tratamiento del cancer (Tran etal., 2013),
y alérgenos recombinantes para el tratamiento
de alergias al mani y al polen de abedul
(Gregory et al.,, 2016, Hirschl et al., 2017).
Investigaciones recientes han demostrado la
viabilidad de expresar la toxina CytlAa de
Bacillus thuringiensis en el cloroplasto de C.
reinhardtii como estrategia util en el control de
mosquitos, particularmente debido a la
cohabitacion de esta microalga y larvas de
mosquitos en ciertos habitats (Kang et al.,
2018). A continuacién, se describen las
estrategias moleculares disponibles para
disefar la transformacion del cloroplasto de C.
reinhardtii, asi como algunos ejemplos
exitosos que han modificado el genoma del
cloroplasto para  obtener productos
recombinantes en C. reinhardti y una
perspectiva de los desafios futuros en la
industria del cloroplasto con microalgas.

Sistemas de cultivo de C. reinhardtii

C. reinhardtii es capaz de crecer
mixotréficamente; es decir, de forma autétrofa
(puede producir su propio alimento) o
heterétrofa (obtiene su alimento de fuentes
externas), segun la disponibilidad de
compuestos organicos y la intensidad
luminica. Ademas, C. reinhardtii, se puede
cultivar a gran escala en estanques abiertos o
en fotobiorreactores. Los fotobiorreactores
(FBRs) son sistemas cerrados transparentes,
de plastico o vidrio, con geometrias de
diversos tipos (tubulares, cilindricas o planas).
Estos sistemas tienen ventajas sobre los
estanques abiertos al obtener una mayor
productividad, fundamentalmente porque se
mejora la eficiencia de la fotosintesis y la
capacidad de fijacion del CO2. Frente a los
estanques abiertos, los FBRs necesitan un
espacio menor y se puede mantener un
monocultivo sin contaminacion de otras
especies, lo que permite tener un producto
apto para su uso en la industria farmacéutica.
Otra ventaja muy importante es que al ser
sistemas cerrados los parametros de
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crecimiento mas importantes como intensidad
de luz (2500-5000 Ilux), temperatura (18-
24°C), pH (8.2-8.7), cantidad de nutrientes y
didxido de carbono (1.85 g CO2/g biomasa),
se pueden monitorear y controlar, obteniendo
un bioproceso robusto (Rosales-Mendoza et
al., 2012). Se ha reportado que el uso de
biorreactores tipo air-lift para el cultivo de
microalgas como C. reinhardtii y Dunaliella
tertiolecta bajo condiciones de
fotoaclimatacién, junto con un flujo de liquido
controlado, un suministro de dioxido de
carbono y eliminacion de oxigeno no limitan la
productividad en los rendimientos de biomasa
(Janssen et al., 2000). Un desafio importante
es el desarrollo y optimizacion de los FBRs
para maximizar la productividad en C.
reinhardtii y disminuir el consumo energético,
con el fin de permitir la produccion de
proteinas recombinantes a gran escala. Estas
metodologias deben incluir los siguientes
parametros operativos: relacién
altura/diametro del reactor, velocidad de flujo,
coeficiente de transferencia de masa (kLa),
velocidad de mezcla, densidad inicial vy
penetracién de luz (Wang et al., 2014), junto
con el suministro de COg, la concentracion de
nutrientes, el pH, la salinidad y control de
temperatura (Fernandez et al., 2012), ya que
todos estos pardmetros pueden afectar la
produccion de proteinas recombinantes en
microalgas.

En cambio, los estanques abiertos
ofrecen la posibilidad de ser mas baratos que
los FBRs, en términos de inversion,
mantenimiento y consumo energético. Los
principales tipos de sistemas abiertos son
estanques poco profundos, estanques
circulares, estanques ovalados raceway con
brazo rotatorio para la agitacion del cultivo y
sistemas en cascada o de capa delgada. Las
desventajas  son: susceptibles a
contaminacion, mezclado poco eficiente, baja
productividad y wuna densidad celular
dependiente de la superficie, y de Ila
profundidad del estanque, lo que limita el tipo
de microorganismo que se puede cultivar en
estos sistemas (Borowitzka, 1999). A medida
qgue las células reciben la iluminacion y el
intercambio de gases como el dioxido de
carbono y oxigeno disminuyen con respecto a
la distancia desde la superficie, se limita el
crecimiento a cierta profundidad. Por lo tanto,
el cultivo en estanques abiertos debe
realizarse preferiblemente en capas delgadas
y cubrir grandes areas (Walker et al., 2005).

111



Articulos

Ademas, aunque todavia no se conoce el
impacto en los ecosistemas circundantes por
la propagacion de microalgas, la aceptacion
publica sigue siendo renuente al cultivo de
algas transgénicas en estanques abiertos.

En general, las microalgas tienen la
capacidad de crecer en escalas que van
desde unos mililitros hasta 500 mil litros de
forma rentable. En comparacion con otros
sistemas de cultivo celular, los costos
adicionales de iluminacién y agitacién se
compensan con los bajos costos del medio de
cultivo. Por ejemplo, las proteinas
terapéuticas complejas, como los anticuerpos
(mADbs), se producen principalmente mediante
el cultivo de células de mamiferos
transgénicos. Los costos de produccion de
mAb en células de mamiferos cultivadas
promedian unos $150 dis por gramo de
materia prima, mientras que en plantas
transgénicas se ha estimado que la
produccién de mAb cuesta $0.05 dis por
gramo (Dove, 2002). Se estima que los costos
de produccion de mAb en sistemas de
microalgas compitan con los de las plantas
terrestres, dado que los costos de los medios
para las algas son bastante razonables
($0.002 dIs por gramo), ademas las
microalgas pueden crecer en cultivos
continuos, en donde el medio de cultivo se
puede reciclar (Mayfield et al., 2003).

Métodos de transformacion para la
ingenieria genética del cloroplasto

La ingenieria genética del genoma del
cloroplasto  (plastoma) se  denomina
transplastéomica (Purton et al.,, 2013). Los
genomas de los cloroplastos son moléculas
circulares poliploides que poseen entre 100 y
200 genes, y la mayoria de ellos codifican los
componentes  centrales  del aparato
fotosintético o la maquinaria de transcripcion y
traduccion del organulo. La transformacién del
cloroplasto se logré por primera vez utilizando
C. reinhardti  mediante una mutante
fotosintética que portaba una delecién del gen
del cloroplasto, con la cual se restaur6 a
fototrofia mediante bombardeo de
microparticulas con un pldsmido que portaba
el gen de tipo salvaje. El andlisis molecular
mostro que el locus mutante se habia
reparado mediante recombinacion homadloga
(HR) entre las secuencias del plastoma y el
ADN introducido. Desde entonces,
C. reinhardtii ha sido ampliamente usado
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como modelo de laboratorio para estudios de
genética inversa de la expresion génica del
cloroplasto y la funcién fotosintética, con
eliminaciones  genéticas especificas o0
cambios dirigidos al sitio introducidos en el
plastoma mediante ingenieria mediada por
recombinacion homologa.

El método mas utilizado para obtener
células transplastomicas de C. reinhardtii es el
bombardeo de microparticulas (biolistica) con
el dispositivo PDS-1000/He (Randolph-
Anderson et al., 2015). Previo al bombardeo,
C. reinhardtii debe esparcirse en medio sélido
para inmovilizarlas. El dispositivo de
bombardeo acelera las particulas de
tungsteno u oro recubiertas de ADN utilizando
helio a alta presion para bombardear las
células inmovilizadas mantenidas a presion
subatomosférica. Varios factores, incluida la
naturaleza, el tamafio y la velocidad de las
microparticulas; la distancia a las células
inmovilizadas; el nimero de células que se
bombardearan; la forma lineal o circular del
plasmido recombinante y la concentracion de
ADN blanco, contribuyen a una eficiencia de
transformacion Optima mediante el
bombardeo de microparticulas (Coll, 2006).

Una de las ventajas al utilizar
particulas de oro es que tienen un tamafio y
una forma uniformes y no reaccionan
guimicamente con otras sustancias. Una
transformacion estable ocurre cuando se usan
particulas de oro de tamafio submicrénico
debido a que las células sufren menos dafio
celular, por lo tanto, se recuperan mas rapido
después del bombardeo. Por el contrario, las
microparticulas de tungsteno tienen forma
irregular y tamafio heterogéneo, éstas suelen
ser toxicas para las células y pueden degradar
el ADN diana; sin embargo, son mas baratas
(Randolph-Anderson et al., 2015). El elevado
costo del dispositivo de bombardeo ha llevado
a buscar alternativas mas baratas y sencillas
como el uso de perlas de vidrio. Otra técnica
de trasformacion utilizada en microalgas es la
agitacion de protoplastos (células deficientes
en la pared celular) con perlas de vidrio
utilizando vortices, esta técnica es simple y
eficiente para la transformacion de cloroplasto
en C. reinhardtii (Economou et al., 2014). Con
este método se propone que se generan
huecos en la célula y en las membranas del
cloroplasto debido a la accién abrasiva de las
perlas y el ADN ingresa directamente al
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cloroplasto. En este método, la pared celular
actla como una barrera fisica que evita la
entrada de ADN en la célula. La pared celular
puede eliminarse mediante  digestion
enzimatica con autolisinas (gametolisina),
enzimas que estan activas durante la
reproduccion celular (Economou et al., 2014).
También se ha desarrollado un método de
transformacion de cloroplasto mediante
electroporacion. La electroporacion es el
método de eleccion para introducir ADN en el
genoma nuclear. Sin embargo, esta técnica
también se ha utilizado para transferir ADN al
cloroplasto de microalgas. El uso de cepas de
pared delgada o deficiente de la pared celular
mejora la eficiencia de transformacion por
electroporacion (Shimogawara et al., 1998).
La integracion del ADN en el plastoma
poliploide da como resultado una mezcla
heteroplasmatica de copias de plastoma
transgénicas y no transformadas dentro de un
solo cloroplasto. Después, se comprueba la
presencia del gen de interés (GOI) en las
colonias resistentes y se someten a multiples
rondas de seleccion de una sola colonia para
garantizar que las lineas transformantes
alcancen un estado homoplasmico estable en
el que todas las copias del genoma poliploide
contienen el marcador y el GOI (Figura 1).
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Optimizacion del uso de codones para la
expresion transgénica

Una consideracion importante en la
ingenieria genética del plastoma de C.
reinhardtii es la preferencia por codones con
adenina (A) o timina (T) en la tercera posicién
(aproximadamente 64%) sobre aquellos con
citosina (C) o guanina (G). Un estudio mostro
que la proteina verde fluorescente (GFP) con
codones optimizados de acuerdo con el uso de
codones del genoma del cloroplasto podria
aumentar la acumulacion de la proteina
transgénica hasta 80 veces mas en el
cloroplasto (Franklin et al., 2002). Enfoques
similares que utilizan el gen de anticuerpo
humano y el gen de luciferasa con codones
optimizados también respaldaron el papel
significativo de la optimizacion de codones en
la produccibn de proteinas dentro del
cloroplasto de microalgas (Mayfield y Schultz,
2004). En consecuencia, la optimizacion de
codones de los transgenes da como resultado
una mejor eficiencia de traduccién vy, por lo
tanto, niveles mas altos de acumulacion de
proteinas. Actualmente, existen herramientas
de software disponibles para el disefio de
genes sintéticos con codones optimizados para
la expresion de muchas de las proteinas
recombinantes en el cloroplasto (Purton, 2007).
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Figura 1. Transformacioén de cloroplasto de C. reinhardtii. El gen de interés (GOI) se inserta en algunas de las copias

del plastoma mediante recombinacién homologa. Solo las células que contienen al menos una copia del transgén y el

marcador de seleccién podran sobrevivir en el medio selectivo y formaran colonias. Puede requerirse de multiples

rondas de seleccion de una sola colonia para lograr la homoplasmia. Imagen adaptada de Esland et al., 2018.
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Una (ltima consideracion es el sitio de
integracion, y esto esta determinado por los
elementos derivados del plastoma que
flanquean la construccidn transgénica y
median los dos eventos de cruzamiento,
como se muestra en la Figura 1. Se han
identificado varios sitios de integracién
'neutrales’ que permiten la integracion de
ADN exégeno sin alterar los genes
enddgenos ni afectar la expresién de genes
cercanos (Taunt et al., 2018).

Marcador de seleccién

Un requisito importante para la
transformacion del plasmido es tener un
marcador de seleccion. La insercion exitosa de
ADN en el cloroplasto de microalgas es baja:
uno de cada 10°-10° células tratadas (Murbach
et al., 2018). Por lo tanto, es esencial tener un
método de seleccion que permita el desarrollo
de colonias que surjan de estos eventos al
tiempo que evita el crecimiento de células no
transformadas. Los marcadores de seleccion
para la transformacion del cloroplasto se
resumen en la Tabla 2.

La seleccion de las cepas
transformadas se basan generalmente con
genes bacterianos (“‘casetes”) que confieren
resistencia a los antibiéticos (Bateman y Purton,
2000), sin embargo, debido a esto, el uso de

tales marcadores en productos comerciales no
es deseable. El marcador seleccionable mas
utilizado para la ingenieria de cloroplasto es el
gen aadA (Goldschmidt-Clermont, 1991). El gen
bacteriano aadA codifica para la aminoglucésido
adeniltransferasa (AAD), que  confiere
resistencia a espectinomicina y estreptomicina,
antibiéticos que se dirigen al ribosoma 70S de
bacterias y cloroplastos. En consecuencia,
cuando la secuencia codificante se fusiona con
un promotor de cloroplasto y regiones no
traducidas de los genes (untranslated region:
UTR) apropiado, el gen aadA puede servir como
marcador dominante y portatl en algas y
plantas. Un segundo marcador para la seleccién
basada en antibidticos en C. reinhardtii es el gen
aphA6 (Bateman y Purton, 2000). Este gen de
Acinetobacter baumannii codifica para la
aminoglucésido fosfotransferasa que confiere
resistencia a la kanamicina e inhibidores
relacionados de los ribosomas 70S. Una
seleccion alternativa basada en antibidticos
implica el uso de variantes de los genes Sy
rrnL del cloroplasto que codifican para los ARN
ribosomales 16S y 23S, respectivamente. Las
mutaciones puntuales especificas en S
pueden dar lugar a ribosomas resistentes a
espectinomicina, estreptomicina o kanamicina,
mientras que mutaciones en rrL pueden dar
lugar a resistencia a eritromicina (Randolph-
Anderson et al., 2015).

Tabla 2. Marcadores de seleccién para la transformacién del cloroplasto.

Marcador Modo de seleccion Referencia

aadA Resistencia espectinomicina/estreptomicina  Goldschmidt-Clermont, 1991

aphA6 Resistencia kanamicina Bateman y Purton, 2000

rmSy rrnL Resistencia espectinomicina, estreptomicina Randolph-Anderson et al.,
y eritromicina 2015

atpB Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Bateman y Purton, 2000

nifH Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Cheng, Day, Dowson-Day,

Shen y Dixon, 2005

psbA Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Michelet al., 2011

psbH Restauracion de fotosintesis (fototrofia) Economou et al., 2014

tscA Restauracién de fotosintesis (fototrofia) Kindle, Richards, y Stern, 1991

arg9 Restauracion sintesis arginina Remacle et al., 2009
(prototrofia)

ptxD Uso de fosfito como Unica fuente de fosforo  Changko et al., 2020
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Si bien los diversos métodos de
seleccion descritos anteriormente se pueden
utilizar para transformar cepas de tipo silvestre
de C. reinhardtii, una estrategia alternativa es
aprovechar el hecho de que esta especie
puede prescindir por completo de la
fotosintesis y crecer heterotréficamente en
una fuente de carbono como el acetato. En
consecuencia, se han descrito cepas
mutantes fotosintéticas que portan
eliminaciones o mutaciones puntuales en el
plastoma que alteran los genes esenciales de
la  fotosintesis (Harris, 2001). La
transformacion de tales cepas con una copia
de tipo silvestre del gen afectado proporciona
una seleccibn robusta, ya que la
recombinacién homéloga restaura una copia
funcional del gen en el plastoma, lo que
permite la seleccion de un fenotipo de tipo
“silvestre” en medio minimo (sin acetato).
Como consecuencia, la homoplasmia con
marcadores basados en antibidticos se
pueden obtener lineas homoplasmicas incluso
después de una sola ronda de aislamiento con
una sola colonia (Wannathong et al., 2016).
Esto reduce el tiempo para generar
transformantes estables a 3-4 semanas
(Boynton y Gillham, 1993). El aspecto mas

atractivo del uso de un gen enddgeno para la
seleccion es que las lineas transformantes
estan "libres de marcadores" (Chen y Melis,
2013; Bertalan et al., 2015). Como se ilustra
en la Figura 2, un GOI se puede dirigir a un
sitio neutral rio arriba o rio abajo del gen
fotosintético incorporandolo en uno de los
elementos que se usan para flanquear dentro
de la construccion de transformacion. El
transformante resultante contiene sélo el GOI
como ADN externo en su plastoma, lo que
evita la transferencia horizontal de
marcadores de resistencia a antibiéticos como
el gen aadA. Es importante destacar que el
uso del alelo de tipo silvestre de un gen
endégeno como marcador seleccionable no
corre el riesgo de comprometer la eficiencia
traslacional o fotosintética, a diferencia de los
marcadores  basados en  mutaciones
puntuales dominantes como los genes con
resistencia a espectinomicina, estreptomicina
y eritromicina (rrnS/L). Los mutantes de
cloroplasto no fotosintéticos de C. reinhardtii
gue se han empleado como receptores para
dicho rescate fototréfico incluyen aquellos que
portan grandes deleciones que afectan a los
genes tscA, psbAvy atpB (Boynton et al., 1988;
Goldschmidt-Clermont, 1991).

Gen de la fotosintesis

mutado

¥

Genoma del

cloroplasto

—

Plagueo en

medio minimo

Mutante ne fotosintética
(reguiere acetato)

Transformacién del
cloroplasto

No hay colonias

Gen de la
fotosintesi

P

genoma -

transgénico

Plaqueo en
medio minimo

Colonias

(@] O enoma ;
00 6 08 .. /ﬁ““;: \

Transformante fototréfica

transgénicas

Figura 2. Seleccién basada en rescate fotosintético. La cepa receptora mutante de C. reinhardtii es incapaz de

crecimiento fototréfico debido a una deleciéon o mutacion puntual en un gen de fotosintesis y debe mantenerse en un

medio que contenga acetato. La transformacién del receptor con el ADN del donante, incluida la versién de tipo

silvestre del gen, da como resultado la restauracion de la fotosintesis y la integracién concomitante del GOI, lo que

permite que los transformantes crezcan en un medio minimo. Imagen adaptada de Esland et al., 2018.
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Existen otras estrategias de seleccién
basadas en marcadores metabdlicos que
rescatan mutantes auxétrofos. La capacidad de
C. reinhardtii de tipo silvestre para sintetizar
arginina depende de una ruta biosintética que se
encuentra predominantemente dentro del
cloroplasto. Una enzima clave en esta via es la
N-acetilornitina aminotransferasa (codificada
por el gen nuclear arg9), y los mutantes
afectados en este gen requieren un medio que
contenga arginina para sobrevivir (Remacle et
al., 2009). Por lo tanto, arg9 funciona un
marcador metabdlico en lugar de una enzima de
resistencia a antibioticos, lo cual es preferible
cuando se buscan estrategias ambientalmente
seguras con aplicaciones industriales, evitando
asi los problemas de bioseguridad asociados a
los marcadores con antibidticos. Otra enzima
metabdlica que se ha desarrollado
recientemente como marcador seleccionable
para el cloroplasto de C. reinhardtii se genera a
partir del gen bacteriano ptxD que codifica para
la fosfito oxidorreductasa (Changko et al., 2020).
Los eucariotas y la mayoria de los procariotas
no pueden utilizar fosfito (PO3*") como fuente de
fosforo, sin embargo, la enzima ptxD oxida el
fosfito a la forma biodisponible en fosfato (PO4*")
(Kanda et al., 2014). En consecuencia, la
enzima ptxD se puede utilizar como marcador
general para transformar microorganismos de
tipo  silvestre, includo C. reinhardtii,
seleccionando el crecimiento en un medio que
contiene fosfito como Unica fuente de fésforo.

Promotores y secuencias de regiones no
traducidas del ARNm (UTRs)

Para obtener proteinas recombinantes
con altos rendimientos en microalgas, el disefio
en la construccion de expresion del transgén
debe optimizarse en todas las etapas de la
expresion génica, desde la transcripcion hasta la
estabilidad de la proteina recombinante en las
gue se deben incluir varios elementos
reguladores. Para obtener niveles altos de
transcripcion, los elementos clave son los
promotores y las regiones no traducidas del
ARNm (UTRs) 5/3". En el cloroplasto de C.
reinhardtii la subunidad grande de ribulosa
bisfosfato carboxilasa (rbcL) (Dreesen et al.,
2010), las proteinas D1 y D2 encontradas en el
centro de reaccion del fotosistema Il (psbD y
psbA) (Manuell et al., 2007; Rasala et al., 2010),
la subunidad a de la adenosina trifosfatasa
(atpA) (Sun et al., 2003) y sus respectivas
regiones no traducidas (UTRs) son las opciones
mas elegidas (Surzycki et al., 2009). Los
promotores del cloroplasto de C. reinhardtii
usados para la expresibn de proteinas
heterdlogas se resumen en la Tabla 3.

Se sabe que las estructuras
secundarias de ARN son cruciales para la
estabilidad de la transcripcion, por ejemplo, los
bucles de tallo (loops) que se encuentran a
menudo en los extremos 5 'y 3' de los ARNm
afectan la transcripcion. En un estudio se mostro
gue el tallo-bucle del ARN es esencial en el

Tabla 3. Promotores del cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii utilizados para la expresion de proteinas heterélogas.

Promotor Gen Proteina Nivel de expresion Referencia
(% TPS)
atpA subunidad a de la CTBVP1 ~3-4 Sun et al., 2003
adenosina trifosfatasa
psbD Fotosistema Il D1 M-SAA ~0.25 Manuell et al., 2007
rbcL Subunidad grande de CTBD2 ~0.7 Dreesen et al., 2010
Rubisco
psbA Fotosistema Il 14FN3 ~3 Rasala et al., 2010

CTBVP1.: Proteina de fusidon que comprende la proteina VP1 del virus de la fiebre aftosa y la subunidad B de la
toxina del colera

M-SAA: Amiloide sérico asociado a la mama

CTBD2: Proteina de fusion que comprende el dominio de unién a fibronectina D2 de S. aureus y la subunidad B
de la toxina del colera

14FN3: Dominio 14 de la fibronectina humana
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extremo 5' para la correcta transcripcion del
gen rbcL en Chlamydomonas. Alterar dicha
estructura hace que las transcripciones sean
inestables. Por lo tanto, estas regiones
especificas dentro de los UTRs 5' pueden
impactar la estabilidad del ARNm y usarse
para aumentar o reducir la produccion de
proteinas recombinantes (Salvador et al.,
2004; Suay et al., 2005). Ademas, se sabe que
los UTR 5' de los ARNm en los plastidos
contienen elementos clave como las proteinas
de uniéon a RNA (RBP) las cuales podrian
establecer un andamio proteico para las
transcripciones del cloroplasto, ayudando a
mejorar la estabilidad del ARN y el
plegamiento del ARN (Nickelsen, 2003). En
contraste, el UTR 3’ tiene relativamente poca
influencia en el nivel de expresion heteréloga.
Sin  embargo, algunos estudios han
demostrado que la secuencia y la estructura
de las UTRs 3' tienen papeles funcionales en
la regulacion de la elongacion, terminacién,
estabilizaciéon y acumulacién del ARNmM
(Blowers et al., 1993; Rott et al., 1998; Stern
et al, 1991). Todas estas observaciones
sugieren que la traduccion y la acumulacién
de ARNm estan determinadas principalmente
por el promotor y el UTR 5' apropiado; por lo
tanto, la eleccidon de regiones promotoras y
reguladoras son factores criticos que se
deben considerar para cada proteina de
interés con el fin de lograr un alto rendimiento
de proteinas recombinantes.

Produccidn de proteinas recombinantes en
cloroplasto de C. reinhardtii

Como se describié anteriormente, C.
reinhardtii ha demostrado ser una plataforma
muy versatii con diversas aplicaciones
biotecnolégicas, y es una alternativa muy
atractiva para la produccion de una amplia
variedad de proteinas recombinantes con
aplicacion médica. Sin embargo, el nimero de
informes  exitosos sigue siendo bajo,
especialmente en comparaciébn con otros
sistemas de expresion como Escherichia coli,
células de mamifero (células de ovario de
hamster chino, CHO) y plantas transgénicas.
El uso de células de mamifero para producir
proteinas recombinantes tiene la ventaja de
que estas proteinas son idénticas a las de
origen humano; sin embargo, el cultivo de
estas células es costoso, ademas de que se
corre el riesgo de tener contaminacion viral o
pridnica (Kwon et al., 2018). Por otra parte, las
bacterias pueden usarse para producir
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proteinas recombinantes a gran escala, pero
tienen la desventaja de carecer de muchas de
las modificaciones postraduccionales
(metilacion, glucosilacion) necesarias para las
proteinas complejas. Como organismos
eucariotas, las plantas transgénicas superan
este obstaculo y se ha demostrado
ampliamente que las plantas ofrecen un
sistema econdémico para la expresion de
ciertas proteinas en la industria biotecnolégica
(Daniell et al., 2001; Peters y Stoger 2011). En
cambio, C. reinhardtii presenta tiempos cortos
de produccién, bajo riesgo de patogenicidad
(no se conocen patdgenos o toxinas que
pudieran causar contaminacion en el producto
final, como en el caso de bacterias y células
de mamiferos), y se ha demostrado su
capacidad para sintetizar proteinas complejas
de origen humano.

En los siguientes parrafos se
describen algunos trabajos que han explotado
el uso del cloroplasto de C. reinhardtii como
plataforma para producir proteinas
recombinantes de interés médico (Tabla 4). La
primera proteina terapéutica expresada en el
cloroplasto de C. reinhardtii fue el anticuerpo
monocatenario contra la glicoproteina D del
virus del herpes simple. ElI anticuerpo
expresado formé enlaces disulfuro y se
acumulé como una proteina soluble capaz de
unirse a la proteina D del virus del herpes in
vitro (Mayfield et al., 2003). El virus de la fiebre
aftosa es un virus severo y altamente
contagioso que afecta al ganado y tiene un
impacto significativo en la economia.

La vacuna de subunidad viral contra la
fiebre aftosa consistié en la proteina estructural
VP1 fusionada con la subunidad B de la toxina
del célera, un potente adyuvante en mucosas,
se expreso en el cloroplasto de C. reinhardtii. El
nivel de acumulacién de la proteina VP1
alcanzé hasta un 3% de la proteina soluble
total, fue mas alto que el nivel informado en
estudios previos en plantas. La proteina de
fusion expresada tenia tanto antigenicidad
como afinidad de union hacia el gangliésido
GM1 (Sun et al., 2003). La proteina E2 como
candidata a vacuna contra el virus de la peste
porcina clasica (CSFV) se expresdé en el
cloroplasto de C. reinhardti. Aunque la
inmunizacion subcutdnea de extractos de algas
condujo a la induccion de una respuesta
sistémica, la inmunizaciéon oral no dio como
resultado una respuesta a nivel sistémico y
mucosas (He et al, 2007). En 2007, se
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Tabla 4. Productos recombinantes expresados en cloroplasto de C. reinhardtii. Informacién adaptada de Shamriz y Ofoghi, 2016.

(TSP: Proteina total soluble. Dw: peso seco).

Aplicacion Proteina recombinante Técnica de Respuesta encontrada Nivel de Referencia
transformacion expresion
Anticuerpo Anticuerpo dirigido contra la Biolistica El anticuerpo fue capaz de 1% TSP Mayfield et al.
glicoproteina D del virus del unirse a la proteina D del (2003)
herpes (HsV8-Lsc) virus del herpes in vitro
Anticuerpo monoclonal Biolistica El anticuerpo fue capaz de  0.01% Dw  Tran et al. (2009)
humano contra el antigeno unirse y neutralizar la toxina
protector 83 del antrax del antrax
(PA83)
Vacuna Descarboxilasa del &cido Biolistica Reacciona con sueros de 0.25-0.3% Wang et al.
glutamico humano pacientes diabéticos y es TSP (2008)
(hGDAG65) contra diabetes inmunogénico en ratones
tipo | NOD
Dominio de uni6n a Biolistica Se indujeron respuestas 0.7% TSP Dreesen et al.,
fibronectina D2 de inmunitarias sistémicas y (2010)
Staphylococcus aureus mucosas por via oral. El
fusionada con CTB de la 80% de los ratones
toxina del colera vacunados sobrevivieron al
desafio letal de S. aureus
Proteina estructural E2 del Biolistica La inmunizacién  1.5-2% He et al., (2007)
virus de la peste porcina subcutinea de ratones con TSP
clasica (CSFV) extractos de algas indujo la
produccion de anticuerpos
contra la proteina E2
Enzima Diterpeno sintasa Perlas de vidrio El método de 3.7% TSP Zedler et al.,
transformacion es (2015)
adecuado para la expresiéon
heteréloga, la proteina se
expresa de forma estable
Inmunotoxina  Un anticuerpo (ssFv) que Biolistica Las inmunotoxinas se 0.3-0.4% Tran et al.,
reconoce a CD22, un produjeron en las célulasde TSP (2013)
epitopo de superficie de C. reinhardtii sin ser toxicas
células B fusionada al para ellas y
dominio enzimético de la enzimaticamente  activas,
exotoxina A de se unen a las células B
Pseudomonas aeruginosa diana y las matan de
manera eficiente in vitro.
Proteina Isoforma 121 del factor de Biolistica Activa en ensayo de union 2% TSP Rasala et al.,
terapéutica crecimiento endotelial al receptor VEGF (2010)
vascular humano (VEGF)
Proteina B1 de grupo de Biolistica Actica en ensayo de 2.5% TSP Rasala et al.,
alta movilidad (HMGB1) guimiotaxis de fibroblasto (2010)
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produjo una proteina amiloide sérica asociada a
la mama bovina (M-SAA) y se demostr6 que la
M-SAA se acumulaba en cloroplasto de forma
soluble (>5% de la proteina total), sugiriendo
gue la proteina estaba correctamente plegada y
era biolégicamente activa. El hallazgo mas
importante de este estudio fue que el promotor
psbA da como resultado un mayor nivel de
acumulacion de proteinas recombinantes en
ausencia del gen psbA enddgeno (Manuell et al.,
2007). El gen de la descarboxilasa del acido
glutdmico humano (hGAD65), un antigeno
autoinmune principal para la diabetes tipo 1, se
expresd bajo el control del promotor rbcL del
cloroplasto. Wang y colaboradores (2008),
demostraron que la acumulacion de hGAD65
era mayor (0.25-0.3% de proteina total soluble)
en comparacion con el nivel obtenido de plantas
transgénicas. La antigenicidad de hGADG65
expresada en C. reinhardtii se demostré con su
inmunorreactividad a sueros diabéticos por
ELISA y por su capacidad para inducir la
proliferacion de células del bazo de ratones
diabéticos no obesos (NOD) (Wang et al., 2008).

Asi mismo, en el cloroplasto de C.
reinhardtii se expres6 un anticuerpo monoclonal
humano de longitud completa contra una
proteina de Bacillus anthracis. Los resultados
demostraron que el anticuerpo expresado tenia
una estructura funcional y también una actividad
de unién a antigeno similar a la expresada en el
sistema de células animales CHO (Tran et al.,
2009). En 2010, Rasala y colaboradores
evaluaron la expresion de siete proteinas
terapéuticas en el cloroplasto de C. reinhardtii.
Cuatro de las proteinas se acumularon a niveles
superiores al 2% y fueron biol6gicamente
activas, mientras que, para las tres proteinas
restantes, no se detectd expresion debido a que
estas proteinas se expresaban mal y eran muy
inestables o sus regiones codificantes
impidieron de alguna manera la traduccion de
los ARNm quiméricos (Rasala et al., 2010).
También, se demostré por primera vez, que
ciertas inmunotoxinas en su forma monomeérica
y dimérica pueden producirse en el cloroplasto
de C. reinhardtii sin ser tdxicas, debido a que
estan secuestradas en el compartimento del
cloroplasto (Tran et al., 2013).

Aunque el cloroplasto proporciona un
entorno adecuado para la formacion de
enlaces disulfuro y el plegamiento adecuado
de proteinas, la glicosilacion deseable no se
realiza en este compartimento. Sin embargo,
el estado de glicosilacion de las microalgas
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esta aun mas cerca de los patrones humanos
en comparacion con la glicosilacion en
bacterias y levaduras. Los avances recientes
en la glicoingenieria de microalgas modelos
(C. reinhardtii, P. tricornutum) han mostrado
gue tienen un gran potencial para producir
productos biofarmacéuticos no
inmunogénicos en microalgas (Barolo et al.,
2020). En 2013, Gregory y colaboradores,
explotaron esta caracteristica y expresaron
con éxito las proteinas Pfs25 y Pfs28 pero sin
glicosilar de Plasmodium falciparum en el
cloroplasto de C. reinhardtii. Por otra parte, se
expreso la proteina E7 en C. reinhardtii con el
propdsito de generar una vacuna oral contra
cancer por VPH. La infeccion por el virus del
papiloma humano tipo 16 (VPH-16) es la
principal causa del desarrollo del cancer de
cuello uterino. Los resultados mostraron que
en comparacion con plantas de tabaco
transplastémicas (0.1% PTS), el rendimiento
obtenido de E7 fue mayor a 0.12% en fraccién
soluble. Asi mismo, se lograron altos niveles
de proteccion después de inyecciones
subcutaneas con la proteina E7 generada en
C. reinhardtii recombinante (Demurtas et al.,
2013). El éxito de todos estos resultados para
producir proteinas recombinantes basados en
el cloroplasto de C. reinhardtii demuestra el
potencial de esta plataforma para competir
con los sistemas de produccion actuales.

Desafios futuros en la ingenieria del
genoma del cloroplasto

La expresion exitosa de muchas
proteinas recombinantes bioactivas (como
enzimas y proteinas terapéuticas) en el
cloroplasto de C. reinhardtii han demostrado
el potencial de esta especie como plataforma
para competir con los sistemas de produccion
actuales. Sin embargo, para la explotacion
comercial de C. reinhardtii se requerird un
mayor avance en la ingenieria del genoma del
cloroplasto para abordar sus limitantes de tal
forma que su uso industrial sea factible.
Debido a que el sistema de expresion de las
algas esta todavia en investigacion y
desarrollo, existen muchas estrategias
moleculares que aln se deben probar o
mejorar para aumentar la acumulacién de
proteinas recombinantes. Por ejemplo: el
desarrollo de marcadores adicionales para
manipular cepas de tipo silvestre (fototréficas)
gue no se basan en la seleccibn de
antibiéticos y, por lo tanto, lograr una mejor
aceptacion publica. La combinacién de
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ingenieria nuclear y cloroplasto permite
obtener cepas en las que la sintesis del
producto esté bajo control nuclear, o cepas
que produzcan metabolitos nuevos (como:
terpenoides o lipidos) a través de las vias
biosintéticas localizadas en cloroplasto y
citosol (Fuentes et al., 2018).

Actualmente, casi todos los informes
de ingenieria del cloroplasto de C. reinhardtii
involucran transgenes Unicos (Purton et al.,
2013; Young y Purton, 2018), y solo hay un
par de informes en los que dos transgenes se
han co-transcrito con éxito o se han dirigido a
loci separados (Dyo y Purton, 2018). Sin
embargo, el avance en la ingenieria
metabdlica del cloroplasto en plantas abre
nuevas oportunidades para la explotacioén del
cloroplasto en microalgas (Saxena et al.,
2014). A medida que se establezcan los
métodos para la manipulacién molecular y de
ingenieria de procesos, se puede esperar que
la produccion aumente y los costos
disminuyan, lo que podria hacer que la
produccién de proteinas recombinantes en
microalgas sea un sistema econémicamente
rentable y de uso rutinario en un futuro
préximo, para producir una amplia variedad de
proteinas recombinantes. Actualmente, las
empresas biotecnoldgicas interesadas en el
uso comercial de C. reinhardtii, son pocas.
Mera Pharmaceuticals, Inc.
(http://www.merapharma.com), esta
compafiia cultiva algas transgénicas que
expresan proteinas recombinantes dentro del
cloroplasto. Phycotransgenics,
(http://www.phycotransgenics.com),  donde
han desarrollado algas transgénicas para
aplicaciones en el area de la salud animal y la
biorremediacion. Triton Algae Innovations
(https://www.tritonai.com); Microsynbiotix
(https://www.microsynbiotix.com) y Axitan
(http://www.axitan.com), realizan
investigaciones para usar el cloroplasto de C.
reinhardtii como una plataforma para fabricar
compuestos de alto valor, tales como vacunas
y proteinas de calostro.

Conclusiones

Las estrategias moleculares en la
ingenieria del genoma del cloroplasto de
Chlamydomonas reinhardtii han demostrado
ser un campo importante en la produccién de
proteinas recombinantes de alto valor
comercial. Sin embargo, es necesario
optimizar el uso de la ingenieria del genoma
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del cloroplasto de C. reinhardti para
posicionar a esta especie como una nueva
plataforma de expresion para la industria
biotecnolégica. Hasta la fecha, la mayoria de
los productos recombinantes de C. reinhardtii
se encuentran en las primeras etapas de
investigacion y solo algunos de ellos se han
probado en experimentos con animales. No
obstante, C. reinhardtii tiene el potencial de
ser uno de los principales modelos de
investigacion basica y aplicada en microalgas
con fines de produccion de proteinas de valor
agregado con diferentes aplicaciones.
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Resumen
Las algas son un grupo de organismos fotosintéticos muy diverso del que se conocen cerca de

30,000 ejemplares diferentes. Dentro del ecosistema de la Tierra, generan gran parte del oxigeno
que consumimos los seres vivos, sostienen la biodiversidad de las comunidades marinas, y son,
también, organismos modelo para la bioingenieria de enzimas, la produccién de biocombustibles y
para la biorremediacion, ademas de que brindan una alternativa mas amable con el ambiente para
la obtencion de biomoléculas. De tal forma que la ingenieria genética de las microalgas es uno de
los campos de la biotecnologia mas interesantes y con un desarrollo intensivo. En esta breve revisiéon
se describen algunos eventos histdricos; los sistemas mas populares debido a su efectividad, como
el uso de vectores empleados para transformar plantas y animales, la transformacion mediada por
Agrobacterium tumefaciens o la biobalistica; y algunos sistemas novedosos como la generacién de
librerias de herramientas para transformar el genoma de Chlamydomonas reinhardtii; las ventajas
de conocer el genoma y plastoma para desarrollar vectores y elegir el uso de los sistemas de edicién
con nucleasas programables, entre los otros. El propdsito general de esta revisién es proporcionar
un panorama de los éxitos y de las dificultades enfrentados en este campo y que parecen estar
directamente relacionados con la diversidad de este grupo de organismos.

Palabras clave: Transformacién genética, microalgas.

Abstract

Coral Algae are a very diverse group of photosynthetic organisms of which about 30,000 different
specimens are known. Within the Earth's ecosystem, they generate much of the oxygen that living
beings consume, they also sustain the biodiversity of marine communities, and are model organisms
for the bioengineering of enzymes, the production of biofuels, and bioremediation. In addition, algae
provide a more friendly environmentally alternative to obtain biomolecules. Then, the genetic
engineering of microalgae is one of the most interesting and intensively developed biotechnology
fields. This brief review describes some historical events, the most popular systems due to their
effectiveness, such as the use of vectors used to transform plants and animals, transformation
mediated by Agrobacterium tumefaciens, and the use of microprojectiles to deliver DNA into the cell;
and some novel systems such as the generation of "tool" libraries to transform the genome of
Chlamydomonas reinhardtii; the advantages of knowing the genome and the plastome to develop
vectors, and the use of editing systems with programmable nucleases. The general purpose of this
review is to provide an overview of the successes and difficulties faced in this field that seems to be
directly related to the algae of interest.

Key words: Microalgae, genetic transformation.

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5 127



Articulos

Introduccién

El término “alga” no se refiere a un
grupo taxondémico, si no que, define a un
grupo polifilético de organismos que no son
plantas superiores, comparten un origen, pero
a través de su evolucion, adquirieron
caracteristicas similares que incluyen la
capacidad de generar oxigeno a través de la
fotosintesis. Evolutivamente estan
relacionadas a las plantas superiores ya que,
ademéas de la fotosintesis, comparten la
mayoria de sus procesos metabdlicos y
producen compuestos de almacenamiento
similares. Sin embargo, las plantas son
organismos ampliamente diferenciados en
comparacion con las algas (Barsanti and
Gualtieri 2014).

El tamafio y la forma de las algas es
muy diverso, existen macroalgas gigantes de
hasta 100 m de longitud y microalgas
unicelulares como el plancton vegetal de entre
0.2 y 2 um. Existen microalgas marinas y de
agua dulce, también las hay terrestres
creciendo en ambientes himedos como rocas
y troncos. Las algas se clasifican en algas
procariotas verde-azules (cianobacterias), y

eucariotas como las rodofitas, feofitas,
clorofitas, euglenofitas, carofitas, diatomeas,
dinoflagelados, y criptofitas
(Figural)(http:/mww.keweenawalgae.mtu.eduy/).

Algunas algas marinas pueden
sobrevivir en profundidades de mas de 200 m,
en donde la penetracion de la luz solar es
escasa y debido a que poseen pigmentos
accesorios pueden absorber vy dirigir la
energia luminosa a las clorofilas verdes a y b.
Estas son las Gnicas moléculas que pueden
convertir energia luminosa en energia
guimica, pero no pueden absorber energia en
el espectro luminoso que llega a esa
profundidad. En contraste, las algas que viven
expuestas a energia luminosa alta, poseen
pigmentos que las protegen del foto-dafio y de
la fotooxidacion. Ademas de vivir en diversos
ambientes acuaticos y humedos algunas
microalgas son tolerantes a un amplio rango
de temperatura, pH, turbidez, y
concentraciones de Oz y COa.

A través de los afios de generar
conocimiento acerca de la biologia de las
microalgas, surgié gran interés en emplearlas
para obtener la biomasa para la alimentacion
de peces, ganadoy humanos. Actualmente,
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Figura 1. Relacion filogenética de los diferentes grupos de organismos que incluyen en la base bacterias, eucariotas

y archea. Se puede observar la diversidad de las algas que se encuentran enmarcadas.

Tomado de http://www.keweenawalgae.mtu.edu/ (agosto 2021).
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también hay un gran interés en la generacién de

biocombustibles,  pigmentos como las
ficobiliproteinas con colores azules y rojos
(ficocianina, aloficociana, ficoeritrina)
carotenoides (caroteno, xantofilas) y almidon y
almidon florideo, (polisacarido a-1,4-glucano),
por citar algunos ejemplos que se describen a
mayor detalle en otros capitulos de este nimero
especial de la revista BioTecnologia. En esta
revisiéon se mencionaran algunas
consideraciones y de los sistemas mas
populares para la transformacién genética en
algas.

Modificacién genética de las microalgas

Debido a su diversidad, la generacion
de microalgas genéticamente modificadas es
inherente al organismo ya que puede haber una
gran cantidad de variables que la dificultan. En
esta breve revision se hablara de los métodos
mas comunes y prometedores para conseguir la
sobrexpresion o la supresion de genes que
permitan entender con mayor profundidad
mecanismos de regulacién genética, aspectos
de biologia molecular y fisiologia en microalgas,
asi como la obtencion de productos con interés
biotecnoldgico en estos microorganismos.

Las modificaciones genéticas se utilizan
en muchas areas de la investigacion cientifica
como las levaduras, las bacterias, las algas, las
plantas y las células de mamiferos. A la
transferencia del gen deseado, su integracion
estable en el genoma de la célula blanco y a su
expresion se le conoce como transformacion
genética; a el gen transferido se le conoce como
"transgén"y a los organismos que se desarrollan
después de una transferencia genética exitosa
se les conoce como "transgénicos" (Babaoglu et
al. 2000). El conocimiento relacionado a la
modificacion genética de microalgas tiene sus
raices en la transformaciéon de plantas y como
las algas forman parte del reino las plantas, las
técnicas de transformacion genética de las
plantas se han empleado para expresar o
inactivar genes en las microalgas.

Conceptualmente, la  modificacion
genética de plantas y otros organismos, implica
la insercion de ADN de otro organismo en el
genoma del organismo de interés. Por ejemplo,
insertar un gen que codifica para la enzima
estilbeno sintasa de la uva en el tomate, para
permitir la  produccion del compuesto
nutracéutico resveratrol en niveles altos en los
tomates (Giovinazzo et al. 2005). En las plantas,
se emplean las modificaciones genéticas para
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estudiar el efecto de genes de interés y para
mejorar los rasgos de las plantas como: el
rendimiento, la resistencia a enfermedades, la
tolerancia al estrés y produccion de nutrientes.
Estos conceptos aplican sin duda a la
transformacion de microalgas.

Sistemas de transformacion

Existen dos sistemas basicos para
estudiar el efecto de una modificacién genética
en un organismo blanco: la transformacion
transitoria y la estable. Ambos se emplean en
microalgas.

La expresion de un gen de forma
transitoria en células de plantas u otros
organismos se puede definir como la produccién
del mARN y consecuentemente, de una
proteina recombinante durante un periodo corto
de tiempo (2-4 dias) después de la transferencia
de un ADN exdgeno a las células blanco. La
expresion es baja tanto en el nimero de células
gue expresan como en el nivel de la expresion.
Los métodos de transformacion transitoria son
simples y rapidos y se emplea para contestar el
efecto de introducir un gen en la célula y para
probar la efectividad de un vector, de un
promotor fusionado a un gen reportero. Por
ejemplo, la transformacién transitoria del gen
reportero de la RB-glucuronidasa (gusA) y la
viabilidad de las células transformadas se ha
empleado para determinar las condiciones
optimas de transformacion, a la que se le
denominé el indice de eficiencia de
transformacion. Este indice permitié definir las
condiciones Optimas previas a la seleccion y
obtencién de transformantes estables en
Dunaliella tertiolecta facilitando y asegurando
éxito en la obtencién del organismo transgénico
(Norzagaray-Valenzuela et al. 2018).

La transformacion estable se utiliza
para la introduccibn 'y mantenimiento
permanente de un gen en una planta, un alga,
en general en cualquier organismo. El gen de
interés estard completamente integrado en el
genoma del hospedero. Igualmente, que, en la
transformacion transitoria, es fundamental el uso
de marcadores, generalmente antibiéticos, para
una seleccion adecuada del organismo
modificado, el cual se expresara de forma
continla y también se expresara en
generaciones posteriores del organismo.

Este tipo de transformacion en algas se
utiliza para, 1) la investigacion de la funcion de
los genes a largo plazo, 2) la produccion a largo
plazo de un rasgo genético y 3) la produccion de
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un compuesto a gran escala. En Rathod et al.,
se puede consultar una tabla con informacion
histérica acerca de los métodos de
transformacion usados exitosamente en algas
(Rathod et al. 2017).

La construccion de vectores y estrategias de
seleccién empleados en algas

Para modificar un gen de interés en un
alga se requiere del disefio y construccion de un
vector de clonacion. Los vectores de clonacion
son  moléculas  circulares de  ADN
extracromosomal que se auto replican
independientemente del ADN que llevan
insertado y que corresponde al gen se quiere
introducir y expresar en el hospedero.

Los vectores para transformar algas se
construyen tipicamente con base en la
seleccién de un segmento cromosémico propio
del organismo de interés. El vector debe llevar:
1) una regién promotora, algunos ejemplos
de promotores propios de algas son: el
promotor de la proteina de choque térmico
(heatshock protein 70, gen hsp70A) (Schroda
et al. 2000); la regién 5' no traducida del gene
de la subunidad pequeiia de la Ribulosa
Bisfosfato carboxilasa (RuBisCO, gen rbcS2)
de C. reinhardtii (Stevens et al. 1996); el
promotor de la anhidrasa carbonical (DCA1)
de Dunaliella sp. (Li et al. 2010); el promotor de
la proteina de unién de fucoxantina-clorofila a/c
(fcp) de una diatomea marina (Apt et al. 1996;
Miyagawa-Yamaguchi et al. 2011); el promotor
del gen de la actinal (PyActl) de Porphyra
yezoensis (Hirata et al. 2011) y el de la proteina
de union de la violaxantina/clorofila a (VCP) de
Nannochloropsis sp. (Kilian et al. 2011).
Recientemente, se reportd que los promotores
enddgenos de los genes hsp90 y epssll de
Nannochloropsis gaditana regulan
eficientemente la expresién de la proteina
reportera mCherry y los proponen como una
herramienta Util para la expresién de genes de
interés en esta microalga (Ramarajan M. et al.
2019). Se han propuesto el uso de promotores
inducibles quimicamente, por ejemplo, con L-
ramnosa (Kelly et al. 2018), L-arabinosa (Cao
et al. 2017), isopropil B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Nozzi et al.
2017), y niquel (Santos-Merino et al. 2018),
para regular la expresion del gen de interés; sin
embargo, no han resultado atractivos pues
algunos son costosos y/o  presentan
dificultades para su remocion del producto final.
En Synechocystis sp. se ha empleado el

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

promotor del gen cpcG2, el cual codifica para
una proteina de unién del ficobilisoma, y tiene
la virtud de responder a la luz que recibe el
organismo: la luz verde reprime la expresion
del gen reportero y la luz roja lo induce (Shono
et al. 2021). Este sistema brinda la ventaja de
no utilizan moléculas inductoras dificiles de
remover o econdémicamente desfavorables
para un proceso a escala de produccion.

Importancia del conocimiento de la
secuencia genémica

El conocimiento completo de la
secuencia del genoma es una caracteristica
relevante para la manipulacion genética en las
algas y otros organismos, ya que permite
conocer si existe homologia de genes de
diferentes fuentes y sitios de integracion
dentro del genoma. Hasta el momento se han
secuenciado mas de 120 diferentes algas que
incluyen fila como Miozoa, Bacillariophyta,
Chlorophyta, Careohyta, Rodofitas,
Cryptophyta, Haptophyta, Ochrophyta,
Glaucofphyta, Rhodophyta, Euglenozoa, y
Cercozoa  (http://www.ncbi.nlm.  nih.gov;
https://www.algaebase.org/). En la tabla 1 se
muestran una seleccién de estos proyectos de
secuenciacion genomica de algas con interés
biotecnoldgico. También se cuenta con varios
reportes de analisis de transcriptoma que
permitirdn un disefio adecuado del proyecto
de transformaciébn con wuna base de
informaciongenomica solida (http://www.ncbi.
nim.nih.gov/projects/dbEST/;http://amoebidia.
bcm.umontreal).

Algunos promotores usados en plantas
y animales se han empleado con éxito
razonable, en la transformacion de algas
cuando no se cuenta con informacién de su
genoma. Por ejemplo, el promotor del virus
vacuolizante de simio 40 (SV40) se empled con
éxito para transformar el alga verde
Haematococcus pluvialis (Teng et al. 2002). En
un estudio reportado mas recientemente, se
evalub la eficiencia de transformacion
transitoria del promotor SV40, el promotor del
citomegalovirus de humano (CMV) y el del virus
del mosaico de la coliflor 35S (CaMV 35S),
usando como gen reportero a la proteina verde
fluorescente (eGFP), en la clorofita Tetraselmis
subcordiformis. Interesantemente se obtuvo la
mejor tasa de transformacién con el promotor
CaMV 35S (Cui et al. 2016). Cuando no se
tiene informacién suficiente de la secuencia del
alga blanco se pueden emplear vectores de
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Tabla 1. Algas con interés biotecnolégico de las que se conoce la secuencia genémica. (-) no se ha publicado.

Nombre Filo Tamafio Cepa Acceso en NCBI  Referencia
(MB) s
Botryococcus braunii Chlorophyta 184.38 Mf 1.05b.01 GCA_000507305 -
Chlamydomonas Chlorophyta 120.40 CC-503 cw92 GCA_000002595 (Barolo et
reinhardtii mt+ al. 2020)
Chlorella sorokiniana Chlorophyta 58.53 1230 ASM313072v1 -
Chlorella variabilis Chlorophyta 46.15 NC64A GCA_000147415 -
Chlorella vulgaris Chlorophyta 39.08 NJ-7 ASM972020v1 -
Desmodesmus armatus Chlorophyta 116.30 SE107 GCA_007449985 -
Dunaliella salina Chlorophyta 121.87 CCAP 19/18 GCA_002284615 -
Euglena gracilis Euglenozoa 1435.52 Z GCA_900893395 -
Haematococcus pluvialis ~ Chlorophyta 363.77 SAG 192.80 GCA_003970955 -
Haematococcus sp Chlorophyta 77.83 NG2 ASM433557v1 -
Nannochloris sp. Chlorophyta 13.74 RS GCA_004335565 -
Nannochloropsis Chlorophyta 33.98 CCMP526 GCA_000240725 -
gaditana
Nannochloropsis Chlorophyta 29.26 LAMB2011 GCA 004519485 (Brown et
oceanica al. 2019)
Nannochloropsis oculata ~ Chlorophyta 26.27 CCMP525 GCA_004335455 -
Porphyridium purpureum  Rhodophyta 22.19 CCMP1328 GCA_008690995 -
Scenedesmus sp. Chlorophyta 151.89 PABB004 GCA_014905635 -
Volvox carteri Chlorophyta 137.68 Eve GCA_000143455 -
Tetraselmis striata Chlorophyta 227.90 LANL1001 GCA_006384855 -
Ulva mutabilis Chlorophyta 98.48 Wild Type GCA_900538255 -
Ulva prolifera Chlorophyta 87.89 YS-2018 GCA_004138255 -

Escherichia coli.

Por  ejempilo, la

5%y 3" no traducidas impactan positivamente la

transformacion exitosa de cepas de las
microalgas verdes oleaginosas Acutodesmus
obliquus y Neochloris oleoabundans se logré
mediante la transferencia de un vector de
expresion de E. coli y a través del sistema de
conjugaciéon propio de esta bacteria, y se
report6 como una herramienta genética
novedosa, que abre la posibilidad de
transformacion de estas microalgas para la
obtencion de grandes cantidades de
triacilgliceroles (Mufioz et al. 2019; Mufioz et
al. 2019). Evidentemente con las facilidades
actuales de obtencion de la secuencia
gendémica se podran disefiar vectores con
promotores ad hoc para la transformacién
eficiente de la microalga de interés.

El vector también debe contener 2) un

regulador de la transcripcion. En los
vectores de expresion la inclusion de regiones
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expresion de los genes. Con construcciones
quiméricas que incluyen el promotor y las
regiones 5" y 3" de los genes codificados en el
plastoma de C. reinhardtii, atpA, rbcL, psbA,
psbD y 16sRNA, flanqueando al gen reportero
ofp se observaron diferentes niveles de
expresion en cada una de estas
construcciones y que la region 3" basicamente
no afecta estos niveles (Barnes et al. 2005). El
sitio de unién a ribosoma (Ribosome binding
site, RBS) también tiene un papel importante
en la regulacion de la transcripcion de genes
de cianobacterias de agua dulce y salada
(Markley et al. 2015; Wang et al. 2018).

Una de las aplicaciones biotecnolégicas mas
atractivas y de actualidad, radica en la
obtencion de proteinas de otros organismos
en microalgas, para lo cual se han obtenido
mejores resultados con la optimizacion del uso
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de codones de la proteina exégena con el
propio de la microalga blanco. Tal es el caso
de la expresion de gen antl en el cloroplasto
de Haematococcus pluvialis para la
produccién de un péptido antimicrobiano
propio de los peces teledsteos, la piscidina-4
(Wang et al. 2020). Actualmente, se han
desarrollado aplicaciones bioinforméticas de
libre acceso para la optimizacién del uso
codones y para determinar RBS.

En los vectores 3) los genes
marcadores de la seleccion forman una
parte integral de estos y, en términos
practicos, son indispensables en el proceso de
transformacion. Como la mayoria de los
organismos transformados, las células de
microalgas transformadas se pueden
diferenciar de las células no trasformadas
mediante la expresion de genes que codifican
para proteinas que generan color,
fluorescencia, permiten complementar una
auxotrofia 0 que generan resistencia a un
antibidtico u otro compuesto quimico.

La expresion de genes que codifica
para la B-glucuronidasa (gus), la B-
galactosidasa (Lacz) o la proteina fluorescente
(GFP, mCherry, entre otras), se usan
cotidianamente como 4) genes reporteros para
seleccionar colonias trasformadas y estables.
Una nota importante, debido a que algunas
algas  tienen pigmentos  fotosintéticos
endbgenos y otras sustancias fluorescentes se
requiere un promotor fuerte para inducir la
expresion de gfp y de esta manera prevenir la
interferencia del fondo de fluorescencia
endogeno (Watanabe et al. 2011).

Los métodos de seleccibn mas
comunmente usados se basan en la
resistencia a antibidticos y marcadores
metabolicos basados en la generacién de
mutantes auxotréficas. En contraste con las
plantas superiores, las algas son resistentes a
la neomicina, la kanamicina, y al cloranfenicol
(Zienkiewicz et al. 2017), pero son tipicamente
sensible a la cloromicetina, la higromicina y al
herbicida glufosinato. El uso de gen de la
resistencia al bialafos (bar), que codifica para
otro herbicida, se ha empleado exitosamente
en la generacién de vectores y expresion
transgénica en H. pluvialis (Wang et al. 2020).

Los avances mas importantes en la
generacion de vectores, la seleccion de
promotores, de regiones reguladoras de la
transcripcion y marcadores de seleccion, se
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han desarrollado en las cianobacterias,
principalmente y en la microalga modelo C.
reinhardti. La informacibn generada se
encuentra agrupada en una biblioteca de
herramientas moleculares denominado
“Golden Gate Molecular Cloning” (MoClo) que
incluye varios microrganismos con importancia
biotecnolégica (Crozet et al. 2018). MoClo
contiene la informacion acerca de la
generacion de vectores y esta organizada en
“bloques” que se pueden usar como guias para
el disefio y la generacion de vectores. Aunque
esta informacion se gener6 a partir de la
investigacion en organismos modelo como las
cianobacterias, es atractiva para planear
estrategias similares para algas eucariotas.

Métodos exitosos para la introduccién de
genes en algas

Para introducir una secuencia de ADN
e integrarla en el genoma de la célula huésped,
se han descritos sistemas no-bioldgicos que
incluyen métodos fisicos o quimicos y sistemas
biolégicos. Con cualquiera de ellos, se desea
obtener una eficiencia de transformacion alta 'y
estable. También se debe considerar que el
sistema de transformacién sea econdmico,
reproducible, que genere multiples eventos de
transformacion, y simplicidad técnica, por
ejemplo, que no requiera el uso de
protoplastos. Patrones simples de integracion y
un bajo numero de copias del gen introducido,
son factores importantes para minimizar la
probabilidad de alteracién génica no deseada
en los sitios de insercidén o el silenciamiento
transgénico asociado a mdltiples copias. Los
sistemas mas populares para la transformacion
de algas no biologicos son: la biobalistica, la
electroporacién y la transformacion mediada
por particulas de vidrio o de carburo de silicio;
y bioldgicos: transformacién mediada por
Agrobacterium, conjugacién y transformacion
de protoplastos (Qin et al. 2012)), (Ortiz-
Matamoros, 2018 #40}.

Biobalistica

Micro proyectiles de tungsteno u oro
cubiertos con ADN se "disparan” a las células
de microalgas con un sistema de liberacion de
particulas que acelera los micro proyectiles
con una rafaga de gas presurizado. Las
particulas portadoras de ADN penetran en el
citoplasma, los organulos como cloroplastos y
mitocondrias y el nacleo, introduciendo, asi, el
transgén al ADN contenido en los organulos
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de la célula blanco. Una de las ventajas de
este sistema es que atraviesa la pared celular
y en principio, se pueden transformar
microalgas recalcitrantes. Alguna de sus
desventajas de este sistema son el alto costo
y, que comparado con la transformacion
mediada por A. tumefasciens, puede ser
menos eficiente. El bombardeo de particulas
se ha utilizado con éxito para transformar una
variedad de especies de microalgas, cony sin
paredes celulares (Rathod et al. 2017).

Electroporacion

La electroporacion consiste en
provocar un aumento significativo de la
conductividad eléctrica y afectar la
permeabilidad de la membrana plasmética
celular mediante un campo eléctrico aplicado
externamente. Este método es util para
transformar protoplastos y células con
paredes delgadas y se emplea exitosamente
para transformar Cyanidioschyzon merolae,
D. salina, Chlorella vulgaris y C. reinhardtii
(Rathod et al. 2017).

Transformacion mediada por particulas
inertes

Un método econémico y menos
complejo para transformar microalgas se basa
en el uso de perlas de vidrio inertes. Involucra la
agitacion de una preparacion homogénea de las
células en presencia de las particulas inertes, el
ADN vy polietilenglicol. También se emplean
“bigotes” de carburo de silicio. Estas particulas
funcionan, aunque con baja eficiencia, para
trasformar algas con pared celular gruesa. Se ha
empleado para transformar los dinoflagelados
Amphidinium Ssp. y Symbiodinium
microadriaticum (Te et al. 1998).

La transconjugacion se ha empleado
para la transferencia de ADN entre
cianobacterias y una bacteria, generalmente
E. coli, por via directa de célula a célula
(Tolonen et al. 2006). La transformacion de
protoplastos 'y polietilenglicol es una
alternativa cuando hay dificultades para que el
ADN penetre la pared celular. Sin embargo, la
generacion de protoplastos no es un
procedimiento sencillo, ya que se requiere del
establecimiento de las condiciones de las
enzimas que degradan la pared celular para
generarlos. Con este método se obtuvo la
transformacion estable del cocolitéforo
Pleurochrysis carterae (Endo et al. 2016).
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Transformacion
Agrobacterium

mediada por

Agrobacterium es una bacteria
patégena de plantas que se encuentra en el
suelo y tiene la capacidad Unica de transferir
parte de su propio ADN a las células
vegetales. En la naturaleza, la transferencia
del ADN bacteriano provoca una rapida
division de las células vegetales y el desarrollo
de un tumor vegetal. La transformacién
mediada por Agrobacterium se emplea
ampliamente para la transformacién genética
de las plantas (Gelvin 2003). La seleccion de
la cepa de Agrobacterium y el uso de D-
glucosa y de la acetosiringona (compuesto
fendlico atrayente de Agrobacterium que las
plantas heridas liberan), mejoran la eficiencia
de transformacion de Dunaliella (Srinivasan
and Gothandam 2016)). Diferentes tipos de
algas se han transformado utilizando
Agrobacterium (Rathod et al. 2017; Sproles et
al. 2021).

Transformacién de protoplastos

Los protoplastos se han utilizado
ampliamente como una  herramienta
biotecnolégica de transformaciéon. Los
protoplastos son células vivas que carecen de
pared celular, basicamente homogéneas y
totipotenciales. Su aislamiento, transformacion
y regeneracion han sido de particular interés
para el estudio de las algas rojas marinas
Porphyra y Gracilaria, ya que constituyen una
fuente importante de alimentacion (nori) y para
la obtencién de productos biotecnoldgicos, en
paises como Japén. Se han reportado
diferentes protocolos para la obtencion de
protoplastos en microalgas rojas en los que se
considera el tipo de enzima para degradar la
pared celular, pH, tiempo, azlicares para el
equilibrio osmético y la integridad de los
protoplastos (Reddy et al. 2010).

Ingenieria genética del cloroplasto

La ingenieria genética del cloroplasto
es una tecnologia emergente que se puede
utilizar para producir proteinas recombinantes
a escala industrial o con fines medicinales y
otras nuevas aplicaciones para mejorar las
cepas de algas silvestres.

La ingenieria de plastomas (genoma
del cloroplasto) es una herramienta verséatil y
util para la expresion transgénica (Siddiqui et
al. 2020). Los beneficios de la transformacién
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del plastoma comparada con la
transformaciéon nuclear, incluyen un mayor
nivel de expresién transgénica, integracion a
través de  recombinacién homéloga,
contencion del transgén, carencia de
silenciamiento de genes y defectos de
posicién. Expresar genes exdgenos en el
cloroplasto permite su localizacion especifica
en el genoma del cloroplasto por
recombinacién homoéloga, comparando con la
transformacion nuclear en la que los eventos
de integracion al genoma son aleatorios.
Estas caracteristicas impactan en una mayor
acumulacion de las proteinas transgénicas
cuando se expresan en cloroplastos que
cuando se encuentra en el ADN nuclear. El
mejor rendimiento de acumulacion de
proteinas exdgenas cuyo transgén se integra
en el genoma nuclear es de alrededor del
0.2% de la proteina soluble total (TSP) en
comparacion con casi el 10% de TSP obtenido
en plastidos (Manuell et al. 2007). Para la
transformacion del plastoma también son
importantes los sistemas de seleccion,
promotores eficientes y las regiones
reguladoras 5y 3" no traducidas flanqueando
al gen de interés (Yarra 2020). Los
cloroplastos pueden transformarse con
multiples genes en un solo evento, debido a la
disponibilidad de multiples sitios de insercion,
asi como a la capacidad de procesar
policistrones, permitiendo que todo un casete
de genes se regule por un solo promotor
(Rymarquis et al. 2006; Larrea-Alvarez and
Purton 2020).

El uso de marcadores metabdlicos
para la selecciéon en la transformacion del
cloroplasto basados en enzimas metabdlicas
se considera mas amigable con el medio
ambiente que los antibiéticos y los herbicidas
tradicionalmente usados en la trasformacion
nuclear. Algunos ejemplos de estos
marcadores incluyen a la mutante de
Chlamydomonas de la  acetilornitina
aminotrasferasa (sintesis de Arg, ARGY),
auxotrodfica para este aminoacido (Remacle et
al. 2009). Recientemente, se propuso al gen
bacteriano de la fosfito oxido reductasa (ptxD),
que se expresa abundantemente en el
cloroplasto, pero contiene un codén Trp-Opl
que le impide expresarse fuera del cloroplasto
y por lo tanto la expresién del gen de seleccion
esta contenida en este organulo. Este vector
se ha usado con éxito para producir en algas
una vacuna contra un virus que afectan peces
de granja (Changko et al. 2020). En el capitulo

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No.5

“El potencial del genoma del cloroplasto de C.
reinhardtii para la produccién de proteinas
recombinantes” de este numero especial de la
Revista BioTecnologia, se describen varios
ejemplos de transformacion  mediante
ingenieria genética del cloroplasto.

Edicion del genoma de las microalgas con
nucleasas programables

Los sistemas de nucleasas
programables (NP) para la edicién del ADN,
se basan en la induccion de una ruptura de la
doble cadena en un sitio especificamente
disefiado en el genoma, seguido de la
reparacion de ésta. Estos sistemas estan
dirigidos a escindir una secuencia gendémica
elegida, lo cual es una gran ventaja cuando se
requieren eliminar secciones precisas en los
genomas o0 bien integrar en regiones
especificas de algin cromosoma informacién
genética, ademas de ser un tipo de edicion
indispensable para trabajos de ingenieria
metabdlica y biologia sintética.

Las principales NP incluyen a las
nucleasas “proteina de dedo de zinc’, las
meganucleasas (del inglés ZFN y MN,
respectivamente), la NP del tipo activador de
la transcripcion (TALEN, por sus siglas en
inglés), y el sistema de repeticiones
palindromicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas (CRISPR-Cas). El evento de
escision inducido por las NP provoca procesos
de reparacion celular que a su vez median la
modificacion eficiente del ADN blanco.

El sistema ZFN es una endonucleasa
artificial que consiste en una proteina de dedo
de zinc (ZFP) fusionada al dominio de escisién
de la enzima de restriccién Fokl (Urnov et al.
2010). Las meganucleasas son
endonucleasas naturales que se pueden
modificar para reconocer sitios especificos de
entre 12 y 30 nucledtidos en el ADN blanco y
se ha analizado su efectividad en la edicion
del genoma de diatomeas (Huang and
Daboussi 2017).

Uno los sistemas mas populares
empleados para la edicién mediante NP es la
del tipo activador de la transcripcién (TALEN,
por sus siglas en inglés). Este sistema esta
constituido por enzimas de restriccion
disefiadas especificamente para cortar
secuencias de ADN. Se construyen
fusionando un dominio de unién al ADN
efector una regi6on activadora de la
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transcripcion TAL (del inglés: transcription
activator-like), con un dominio de escision
del ADN. Los efectores de tipo activador de
la transcripcién (TALE) se pueden disefar
para unirse a practicamente cualquier
secuencia deseada del ADN, editando en
ubicaciones especificas y se han reportado
algunos ejemplos de su uso en algas
(Razzag et al. 2019).

Otro de los sistemas NP con gran
popularidad actualmente es el sistema
CRISPR-Cas. Biolégicamente hablando, es
un sistema inmunoldgico procarionte que
confiere resistencia contra elementos
genéticos extrafios, como regiones de
plasmidos y fagos; en los procariontes
evolucion6 para proporcionar una forma de
inmunidad adquirida. CRISPR (repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas
regularmente interespaciadas, por sus
siglas en inglés) es una familia de
secuencias de ADN que se encuentran en
los genomas de bacterias y arqueas. Estas
secuencias se derivan de fragmentos de
ADN de bacteriéfagos que previamente
habian infectado al procarionte. Se utilizan
para detectar y destruir el ADN de
bacteriéfagos similares durante infecciones
posteriores. Cas9 (o "proteina 9 asociada a
CRISPR") es wuna enzima que utiliza
secuencias CRISPR como guia para
reconocer y escindir cadenas especificas de
ADN que son complementarias a la
secuencia CRISPR. Las enzimas Cas9 junto
con las secuencias CRISPR forman la base
de una tecnologia conocida como CRISPR-
Cas9 que se puede utilizar para editar genes
dentro de organismos, incluidas las algas
(Razzagq et al. 2019).

En el 2013, Sisova et al,
demostraron la utilidad del sistema ZFN
para editar los genes del canal de protones
de apertura por luz de rodopsina (COP3 y
COP4) de C. reinhardtii (Sizova et al. 2013).
Méas adelante, se demostré que mediante
las NP MN y TALEN la edicién del gen de la
uridil difosfato (UDP)-glucosa pirofosforilasa
mejord la acumulacion de lipidos en la
diatomea Phaeodactylum tricornutum
(Daboussi et al. 2014). También, en P.
tricornutum se exploré la edicion del gen de
la uridina monofosfato sintasa (UMP) con
TALEN, para su uso como marcador de
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seleccion, pero la eficiencia para la
obtencion de mutantes nulas se consideré
baja, de alrededor del 16% (Serif et al.
2018).

El sistema mas exitoso para la
edicion de genes en microalgas es
CRISPER/Cas9, sobre todo en C.
reinhardtii. Sin embargo, se han enfrentado
varios retos, principalmente evitar el efecto
citotéxico de la expresién constitutiva de
Cas9. Con tal fin, se implementaron
métodos que incluyen su expresion
transitoria y el uso de homoélogos como Cpfl
(CRISPER/Cpfl) (Ferenczi et al. 2017). La
eficiencia de transformacion obtenida por
varios grupos empleando diferentes
estrategias para evitar la toxicidad de Cas9
va de 3 a 30% dependiendo de la estrategia
empleada (Razzaq et al. 2019).

La adaptabilidad del sistema
CRISPER se ha demostrado en P.
tricornutum. Optimizando el uso de codones
de Cas9 de Staphylococcus pyogenes al de
P. tricornutum, se logré la disrupcién del gen
de la proteina cloroplastica SRP54
(CpSRP54), con una eficiencia de
transformacién del 30% y sin una aparente
toxicidad por la expresién de Cas9 para esta
diatomea (Nymark et al. 2016). Otro ejemplo
exitoso del uso de CRISPER/Cas es la
disrupcion del gen de Ila ureasa de
Thalassiosira pseudonana, otra diatomea,
con una eficiencia del 60% (Hopes et al.
2016). El sistema CRISPER también se ha
empleado para la disrupcién del gen de la
nitrato reductasa de Nannochloropsis
oceanica, una microalga marina de uso
biotecnoldgico para la produccion de lipidos,
sin embargo la eficiencia reportada es de
apenas el 1% (Wang et al. 2017).
Interesantemente, se ha desarrollado una
linea de N. gaditana que produce lipidos
eficientemente y que expresa
constitutivamente Cas9 sin intoxicarse.
Ademas, su eficiencia de transformacion es
de cerca del 78% (Ajjawi et al. 2017). La
diferencia en la eficiencia de la edicion
genética de los sistemas NP muy
probablemente depende de la diversidad de
este grupo de organismos, por lo tanto, se
requiere de ingenio y trabajo intenso para
lograr el impacto biotecnolégico deseado.
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Conclusiones

En poco mas de una década, los
avances reportados acerca de la
transformacion de algas son significativos y en
algunos casos impactantes, no solo por
investigar el comportamiento basico de estos
importantes organismos, sino también por la
generacion de herramientas biotecnoldgicas
especificas. Como se menciond al inicio de
esta revision, las algas incluyen una gran
diversidad de organismos, desde
cianobacterias hasta algas macroscépicas, y
por lo tanto no hay métodos o sistemas
generales aplicables para su mejoramiento
genético. Sin embargo, en estos afios, se han
descrito una serie de “bloques” con los que se
ha logrado construir vectores con promotores
regulables, métodos de seleccién, de
transformacion, la transformacion de nucleo o
cloroplasto y sistemas de edicién del genoma
muy diversos, y métodos mas accesibles para
estudios de gendmica, transcriptbmica y
protedmica. Con todo el desarrollo cientifico y
biotecnolégico, seguramente en los afios por
venir veremos la generacion de tecnologia y
conocimiento basico novedoso para la
transformacion genética de las microalgas.
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