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RESUMEN

La ficocianina (FC), es una proteina y pigmento accesorio azul que pertenece a las
ficobiliproteinas, su funcion principal es ampliar el espectro de absorcion de la luz de
los pigmentos primarios y servirle a los microorganismos que los producen como
sistemas de proteccion frente al exceso de luz (fotoproteccidn). Este tipo de pigmento se
utiliza ampliamente en las industrias, ya sea en la industria de alimentos como aditivo
nutricional, o como un anti-radical libre en la industria cosmética, pero principalmente
se usa en la medicina para tratar enfermedades de causadas por el estrés oxidativo y
como un posible agente anticancerigeno. El objetivo de este trabajo fue la evaluacion de
la produccion del pigmento azul ficocianina de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832,
microalga acidéfila aislada de un manantial termal acido ubicado en el Parque Nacional
Natural de los Nevados (PNN de los Nevados). Con el fin de analizar cuél es el efecto
de la concentracion de diferentes variables de cultivo en la produccién de biomasa y

ficocianina, se realizé un disefio factorial general.

A partir de esta metodologia, se establecié que el extracto de levadura a 1.5 g/L, la
glucosa a 5 g/L, y el sulfato de amonio a 1.3 g/L, son las concentraciones de dichas
variables en el medio de cultivo de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 que tienen una
mayor significancia (p<0,05) en la produccion de biomasa y ficocianina, con un valor
de 205,46 mg/ml y 3,85 mg/L respectivamente. Una vez identificadas las variables los
valores maximos de concentracion de biomasa y ficocianina, se procedio a realizar una
fotoinduccién partiendo de una siembra en heterotrofia con las condiciones de cultivo
anteriormente mencionadas a una siembra en autotrofia con condiciones establecidas de

luz.

La fotoinduccion de la cepa Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 demostrd que a mayor
incidencia de luz (110 Lux) la microalga producia mayor concentracion del pigmento

(ficocianina) con aproximadamente 4,35 mg/L.
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1. INTRODUCCION

En la unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA) de la Pontificia
Universidad Javeriana se llevd a cabo un proyecto de investigacion en compafiia de
GeBix, con el fin de aprovechar el potencial de los ambientes extremos en Colombia en
cuanto a diversidad microbiolédgica, y cuyo estudio se titula: “Conformacién de una
plataforma en metagenémica y bioinforméatica para la caracterizacion y el
aprovechamiento de recursos genéticos de ambientes extremos — GeBix”.

En el afio 2009 se aislaron diferentes microorganismos acidéfilos de un manantial
ubicado en el Parque Nacional Natural los Nevados (PNN los Nevados), dentro de estos
se encuentra la microalga acidofila Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832. Estudios
previos demostraron que Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832 tiene la capacidad de
producir un pigmento azul denominado Ficocianina (FC) tanto en condiciones de
autotrofia como en condiciones de mixotrofia y heterotrofia, en esta ultima utilizando

diferentes fuentes de carbono.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los pigmentos naturales propios de microalgas y cianobacterias como la ficocianina
(FC), que tiene propiedades fluorescentes y antioxidantes, se aplican hoy en dia como
productos de importancia biotecnoldgica en un gran nimero de industrias, entre las que
se encuentran, no solo la alimenticia, sino también la farmacéutica, textil, agricola y
cosmética, entre otras; estas industrias buscan reemplazar compuestos sintéticos con
aquellos de origen natural, con el fin de obtener productos con un mayor beneficio para
el ser humano. Especificamente, la FC se podria usar como aditivo nutricional, como
reactivo fluorescente en pruebas de diagnostico o como agente terapéutico para el
tratamiento de enfermedades asociadas al estrés oxidativo, entre otras (Diaz-Dominguez
etal., 2016).

Actualmente, la ficocianina es extraida de microorganismos como las cianobacterias
Spirulina sp. y Arthrospira sp., que producen el pigmento a escala industrial bajo
condiciones fotoautotroficas en cultivos al aire libre (estanques abiertos), para permitir
mayor incidencia de la luz solar (Lee 1997; Pulz 2001; Spolaore et al., 2006). Sin
embargo, este tipo de cultivos presenta algunos inconvenientes como: contaminacién
por agentes biologicos y fisicos al estar expuestos al aire libre; baja productividad en la
produccion de ficocianina, debido a que la luz solar penetra sélo los centimetros
superiores del cultivo (Eriksen, 2008); inhibicion de los centros fotosintéticos que
Ilevan a cabo la produccion de la FC debido a que las células cercanas a la superficie del
cultivo experimentan una intensidad de luz en exceso (Grobbelaar 2007). Frente a esto

se plantea como alternativa el cultivo heterotrofico de microalgas tipo Galdieria sp.

La microalga Galdieria sp. que crece en ambientes altamente acidos, en un rango entre
0.5 - 3.0, y temperaturas cercanas a 50°C puede sintetizar la ficocianina bajo
condiciones fotoautotréficas, mixotréficas y heterotroficas (Barbier et al., 2005; Reeb y
Bhattacharya 2010). Siendo la ultima condicion, la heterotrofia, la que mejor le favorece
a esta microalga para la produccion de la FC, ya que la produccion de biomasa puede
ser 100 veces mayor a lo reportado para las cianobacterias Spirulina sp. y Arthrospira
sp (Eriksen, 2008). Las condiciones de cultivo de Galdieria (pH 3.0; 50°C) permite
mantener cultivos axénicos incluso a escala industrial, permitiendo obtener una
ficocianina de mayor calidad y mas segura en los alimentos, nutracéuticos y productos

farmacéuticos (Eriksen, 2008). Adicionalmente, la ficocianina de Galdieria puede ser

2



estable hasta 73°C, siendo esta una gran ventaja frente a la producida por Spirulina cuyo

pigmento se inactiva a 46°C (Wan et al., 2016).

En el afio 2012, en la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA), se
aislé del parque Nacional Natural de los Nevados (Colombia) la microalga Galdieria sp.
cepa USBA-GBX-832, la cual crece bajo condiciones mixotrofia, fotoautotrofia y
heterotrofia, siendo esta ultima la mas favorable. De trabajos anteriores, se logrd
evidenciar por técnicas cromatograficas la presencia de pigmentos como la FC en esta
cepa. Por lo tanto, con este trabajo se quiere evaluar la produccion de la ficocianina en
la microalga Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 bajo diferentes condiciones de

cultivo.



3. MARCO TEORICO

3.1 Microalgas

Las microalgas son microorganismos que metabdlicamente son fotosintéticos, tienen un
rpido crecimiento (3,5 h), lo que conduce a cortos tiempos de duplicacion de la
biomasa durante el crecimiento exponencial; poseen un alto contenido lipidico, el cual
dependiendo de la especie y las condiciones en las que han sido cultivadas, puede
encontrarse entre el 20% y el 50% del peso seco; por ultimo, su caracteristica mas
importante, es que son los microorganismos con mayor capacidad para fijar el CO- (t
(S&nchez Mirdn et al., 2003; Chisti, 2007).

3.1.1 Metabolismo — microalgas

Las microalgas bajo condiciones fotoautotréficas, crecen en presencia de sales
minerales, utilizando la luz solar como fuente de energia, y el CO, como fuente de
carbono, acumulando la glucosa como producto de la fotosintesis cuando éstas, fijan
carbono inorganico de la atmosfera (Cortés-Castillo et al, 2012). ademas de este tipo de
condicion metabdlica, existen microalgas que crecen en condiciones mixotroficas,
donde el CO> y el carbono organico se asimilan simultaneamente (Kaplan et al., 1986;
Lee, 2004) o pueden obtener energia de la oxidacion de H2S y acoplar dicha generacion
a la asimilaciéon de la fuente de carbono orgéanico (Stanier et al, 1992); y por ultimo pero
no menos importante, existen algunas otras microalgas que pueden crecer en
condiciones heterotréficas, usando un sustrato organico como fuente de carbono,
cuando estos no pueden sintetizar los hidratos de carbono a partir de compuestos

inorganicos (Xu et al, 2006).

Esta plasticidad metabolica de las microalgas les permite adaptarse facilmente a
diferentes ecosistemas y diferentes procesos biotecnoldgicos, generando mayor
concentracion de biomasa y asi mismo una mayor concentracion de pigmentos, los
cuales ayudan a absorber la energia luminosa y a su vez desarrollan una funcién de
fotoproteccion, previniendo la fotooxidacion al atenuar especies reactivas de oxigeno
(Siefermann-Harms, 1987; Yong y Lee,1991; Bidigare et al., 1993).



Los pigmentos de las microalgas pueden ser usados en la produccion de alimentos,
concentrados, aditivos nutricionales, compuestos bioactivos, biocombustibles, en la

biorremediacion, cosméticos y como fuentes de investigacion médica (Chisti, 2007).

3.1.2 Metabolitos de interés industrial — microalgas

Algunas especies de microorganismos se han utilizado como fuente de produccion de
pigmentos con el fin de ser usados por el ser humano, como es el caso de las
cianobacterias (Spirulina spp., Anabaena spp., y Arthrospira spp.), pero son las
microalgas los microorganismos productores de metabolitos con interés industrial, entre
las cuales se encuentran: las algas verdes: Chlorella spp., Y recientemente las algas
rojas del genero Galdieria sp. (Galdieria sulphuraria y G. partita). Los organismos
anteriormente mencionados son los que recientemente han llamado la atencién como
fuentes comercialmente valiosas de un amplio espectro de compuestos, incluyendo
vitaminas (B12, C y E), acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, glicolipidos,
sulfolipidos y otros compuestos fenolicos, pero, estos microorganismos se destacan
principalmente porque producen pigmentos como clorofila, carotenoides y ficocianina
(FC), este ultimo por ser un complejo pigmento-proteina, se extrae de dichos
organismos con el fin de ser usado principalmente como fuente de antioxidantes, anti-
radicales libres y antitumorales (Herrero et al., 2006; Abd El Baky et al., 2012; Guedes
etal., 2011; Abd El Baky et al., 2013).

3.2 Galdieria

La microalga Galdieria pertenece a la division Rhodophyta. Esta microalga se
desarrolla a altas temperaturas (50-55°C), ya que su hébitat natural es caliente
(manantiales acidos) (Gross y Schnarrenberger 1995) y a un bajo pH (0.5-1.5), ademas,
tolera altas concentraciones de sal y metales toxicos. Galdieria sp. se destaca por su
capacidad de crecer y sobrevivir heterotréficamente durante largos periodos de tiempo
en la oscuridad, esta microalga es de las pocas que puede crecer en presencia de mas de
50 fuentes de carbono (Barbier et al., 2005; Reeb y Bhattacharya 2010).

Galdieria sp. es un candidato para la produccion heterotréfica de FC, ya que sintetiza
concentraciones altas de FC y cantidades menores de A-FC, y las propiedades de la

ficocianina a partir de Galdieria sp. heterotréfica se asemejan a las propiedades de FC a
5



partir de fuentes de cianobacterias (Eriksen, 2008); ademas, con Galdieria sp. la
produccion de ficocianina es de 20-287 veces mayor que la de los cultivos
fotoautotrofos de la cianobacteria Spirulina platensis (Graverholt y Eriksen, 2007), y
dicho pigmento fotosintético puede tolerar temperaturas de hasta 73 ° C en esta
microalga, mientras que la ficocianina de la mayoria de cianobacterias como Spirulina

spp. se desactiva a temperaturas superiores a 46 ° C (Moon et al., 2014).

3.3 Pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos son sustancias captadoras de energia luminica, la cual es
transformada en energia quimica mediante la fotosintesis, dichos pigmentos se
diferencia en su composicion y estructura molecular, existiendo por ejemplo Los
pigmentos primarios, los cuales tienen como finalidad principal la captacion de la
energia luminica y estos estdn acompafiados de otros pigmentos accesorios, cuyas
funciones son: ampliar el espectro de absorcion de los pigmentos primarios y servir a
los microorganismos que los producen como sistemas de proteccion frente a la luz

excesiva (Manrique Reol, 2003).

3.3.1 Ficobilisomas

Las ficobilisomas son compuestos complejos supra-moleculares de ficobiliproteinas
(proteinas / pigmentos fotosintéticos) ensamblados en la superficie de la membrana
tilacoidal de rodofitas y cianobacterias, y en la membrana interna plasmatica de los
procariotas, cumple con la funcién de transferir la energia luminica que es absorbida por
las biliproteinas (ficocianina, ficoeritrina y aloficocianina) que forman parte de su
estructura, hacia el centro de reaccion en la membrana fotosintética (Minini-Rivas L,
2012).

Dos dominios estructurales son los que componen a los ficobilisomas, el primero,
organizado en forma de triangulo equilatero, la aloficocianina (AF) y la aloficobilina
(APB), denominado CORE, y el segundo dominio morfoldgico en forma de varilla que
surge desde el CORE, la cual esta constituida por dos tipos de biliproteina, la
ficoeritrina (PE), en la region mas externa de la varilla y la ficocianina (FC) en la region
mas interna (Minini-Rivas L, 2012) (Fig. 1).
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Figura 1. Estructura conformacional de los ficobilisomas. Adaptado de Sonani et al.
(2016).

3.3.2 Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas son proteinas solubles en agua, que funcionan como pigmentos
fotosintéticos en diferentes organismos como las cianobacterias, las algas rojas y las
Cryptomonada (Diaz-Dominguez et al., 2016), dichas proteinas estdn compuestas por
maultiples cromdforos, que les permite a su vez, tener altos coeficientes de absorcion de
luz y cubrir un intervalo amplio de espectro, ademas, presenta una elevada eficiencia
cuéntica, son fotoestables y su fluorescencia es constante ya que los cambios de pH o
las biomoléculas no afectan en absoluto esta propiedad (Cafizares-Villanueva et al.,
1998). Las ficobiliproteinas se dividen en dos, las ficoeritrobilinas y las

ficocianobilinas, encontrdndose en este ultimo grupo la aloficocianina y la ficocianina.

3.4 Ficocianina (FC)

El pigmento fotosintético azul ficocianina, es una proteina que pertenece a las
ficobiliproteinas y estd compuesta principalmente de dos clases de subunidades, la
primera: a (20,5 kDa) y la segunda: B (23,5 kDa), para formar 0i3f33, ademas, también
tiene en su estructura nueve moléculas de ficocianobilina, las cuales funciona como
cromoforo y se encarga de absorber luz a aproximadamente 620 nm y emitirla a
aproximadamente 640 nm (Boussiba et al., 1979; Fukui et al., 2004) (Fig. 2).
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Figura 2. Estructura conformacional de la Ficocianina. Adaptado de Fukui et al.
(2004).

3.4.1 Importancia y aplicacion actual de la ficocianina

La ficocianina puede ser utilizada en la industria alimenticia como un aditivo nutricional
0 como pigmento natural, ya sean en dulces, helados y en bebidas; en la industria de
cosméticos es usada como colorante y también como un agente anti-radicales libres. Por
ultimo, en medicina es empleada como un reactivo fluorescente altamente sensible en
pruebas de diagndstico, en analisis de células activadas- fluorescentes, o como posible
agente terapéutico por sus propiedades antioxidantes, inmunomoduladoras y
antinflamatorias para el tratamiento de enfermedades que estan asociadas al estrés
oxidativo (Diaz-Dominguez et al., 2016), y en inmunofluorescencia, como marcadores
fluorescentes conjugados a anticuerpos, en donde el pigmento se acopla a un anticuerpo
especifico que generalmente es monoclonal (Cafiizares-Villanueva et al., 1998).

Para mejorar la productividad en la produccién de pigmentos, en este caso de la
ficocianina, con el fin de ser usada por las diferentes industrias, es necesario optimizar
el crecimiento de las microalgas en funcién de la concentracion y naturaleza de las
fuentes de carbono, nitrégeno, temperatura, agitacion, pH etc., en condiciones de
laboratorio (Hoffmann 1988; Loreto et al., 2003).

3.5 Factores que afectan la produccion de ficocianina

Existen factores como la temperatura, fuente de carbono y nitrégeno, luz, pH, entre

muchas otras, que pueden estimular o inhibir la biosintesis y la acumulacion de



bioactivos especificos (ficocianina) en las microalgas, cuando estas crecen bajo dichas

condiciones ambientales controladas.

3.5.1 Factor de crecimiento - Autotrofia

La autotrofia es el procedimiento mas comun para el cultivo de microalgas hoy en dia,
debido a los bajos costos de su cultivo por el uso de estanques abiertos y una fuente de
luz natural, mas sin embargo estos cultivos presentan dificultad en cuanto a las
condiciones axénicas (Des Habbayes et a.l, 1989). Debido a que las microalgas son
conversores eficientes de energia solar, estas se cultivan en un ambiente natural o
artificialmente iluminado, para que las células recojan la energia luminosa y puedan
usar el CO2 como fuente de carbono (Perez-Garcia et al., 2011). El principal objetivo
del cultivo autotrdfico, es la introduccion de suficiente luz natural o artificial para
permitir un crecimiento masivo y tener asi poblaciones densas de microalgas; un factor
limitante del cultivo es: cuanta mas luz hasta un limite para el organismo, mejor, debido
a que no todas las microalgas tienen igual capacidad de aprovechamiento de
intensidades luminosas mayores, y el rendimiento en la célula se puede ver afectado al
aumentar dicho factor (Mandalam and Palsson, 1998; Yang et al., 2000, Suh and Lee,
2003).

3.5.2 Factor de crecimiento - Heterotrofia

La heterotrofia es definida como el uso de compuestos organicos tales como el metanol,
la glicerina y la glucosa entre muchos otros, con el fin de influir en el crecimiento
celular (Droop, 1974), en el cual, los organismos heter6trofos han suplido sus
necesidades energéticas al utilizar dichos compuestos organicos, los cuales pueden
haber sido sintetizados previamente por otros organismos o0 no son sintetizados del todo
(Kaplan et al., 1986).

Los procesos microbianos heterotréficos que no estan limitados por las intensidades de
luz, tienen un potencial mayor de produccion (biliproteinas) que aquellos procesos
dependientes de la luz, ademas, son mas faciles de escalar en relacion con el tamafio de
los bioreactores, la mezcla, la transferencia de gas, la productividad y la axenicidad del
medio de cultivo (Eriksen, 2008); para este ultimo (medio de cultivo), la composicion

basica para cultivos heterotroficos es similar al cultivo autotréfico con la uUnica
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excepcion de la adicion de una fuente de carbono organica, que puede ser desde glucosa
hasta acetato, dependiendo de la microalga y como ésta lo asimila (Tsavalos and Day,
1994).

Durante el cultivo heterotrofico, las células acumulan un porcentaje de ficocianina
inferior al 3% del peso de las células secas (Sloth et al., 2006), y esta baja relacion de
conversion del material a la ficocianina en el cultivo heterotréfico da como resultado un
contenido bajo de ficocianinas en las células, lo que trae una serie de problemas, tales
como alto costo de extraccion a escala industrial, muchos subproductos de bajo valor y
desperdicios, pero un cambio del crecimiento autotréfico a la nutricion heterotrofica en
Galdieria sp. conduce a la excrecion de coproporfirina (ogen) Il en el medio de
crecimiento, el cual es un precursor universal en la biosintesis de ficocianobilina para la

produccién de pigmentos (Stadnichuk et al. 1998).

3.5.3 Factor de crecimiento — Mixotrofia

La mixotrofia se define como el proceso para obtener energia tanto de la luz por medio
de la fotosintesis, como de compuestos orgéanicos e inorganicos (Perez-Garcia et al.,
2011); y solo aquellos microorganismos verdaderamente mixotroficos tienen que
invertir en la sintesis y el mantenimiento tanto de los sistemas fotosintéticos como de la

captacion y degradacion de sustratos organicos (Oesterhelt et al., 2007).

El crecimiento mixotrofico ofrece una posibilidad de aumentar en gran medida la
concentracion celular de microalgas y, por tanto, la productividad en sistemas
discontinuos, aun, cuando dicho proceso este limitado tanto por una fuente de carbono o
sustrato de carbono organico, como por la intensidad de la luz que reside en el medio de
cultivo (Richmond, 1988); el contenido de FC de cultivos mixtos de cianobacterias y
microalgas cultivados en interiores es mayor que en cultivos fotoautotréficos al aire
libre, sin embargo, pero este resultado presenta un problema en cuanto a la intensidades

de luz incidente, la cual es més bajas en los cultivos de interior (Eriksen, 2008).
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3.5.4 Fuente de carbono

La fuente de carbono y su metabolismo por parte de las microalgas depende
directamente de las rutas metabdlicas, las cuales pueden ser realizadas por mecanismos
mualtiples, y de los factores de crecimiento tales como la heterotrofia, en el cual los
organismo heterétrofos primero necesitan descomponer los compuestos complejos o
aquellos llamados materiales complejos como la glucosa, para luego utilizar los

productos resultantes con fines como el crecimiento celular (Des Habbayes et a.l, 1989).

De las diversas rutas metabolicas utilizadas por los microorganismos para la
descomposicion de la glucosa, solo dos han sido las vias metabolicas usadas por las
microalgas para la glicolisis aerébica: la via de Embden-Meyerhof (EM) y la via de las
pentosas fosfato (Neilson y Lewin, 1974). Las microalgas no pueden metabolizar la
glucosa en condiciones de oscuridad y anaerobiosis debido a que la energia insuficiente
es liberada durante la desasimilacion de la glucosa y también es retardada por los bajos

niveles de la enzima lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) (Neilson y Lewin, 1974).

Para Galdieria sulphuraria, asi como para otras especies de Galdieria sp. (G. partita),
se ha descrito que la glucosa como fuente de carbono, disminuye la cantidad de
membranas de tilacoides y pigmentos fotosintéticos, asi como la composicion
enzimatica del plastido (Stadnichuk et al. 1998, Tischendorf et al., 2007), es decir, que
en dicha pérdida de membranas tilacoides se acompafia de una reduccién del contenido
del pigmento primario: clorofila a. y a su vez de los pigmentos accesorios: C-
ficocianina y aloficocianina en las células heterotréficas, porque no existe una
transformacion de su precursor universal coproporfirinégeno Il en protoporfirinégeno

IX en la biosintesis de ficobilisomas (Stadnichuk et al. 1998).

3.5.5 Fuente de nitrégeno

Las fuentes de nitrdgeno que cominmente se utilizan en los cultivos son urea
suplementada y nitrato de sodio, debido a que el nitrégeno después del carbono, es el
nutriente mas importante para las microalgas formando parte de los nucleodtidos y
proteinas de la biomasa celular (Hernandez-Pérez et al., 2014); ademaés las adiciones
repetidas de sustrato organico pueden sostener el crecimiento mixotrofico vy

heterotréfico en cultivos de densidad muy alta (Cerén Garcia et al., 2005).
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El nitrégeno y la limitacion de hierro inducen la degradacion selectiva de la
ficobiliproteina: ficocianina, cuando la biomasa se expone a la limitacién de estos (Xing
et al., 2007).

3.5.6 Agitacion

La agitacion es un factor que en el medio de cultivo favorece el intercambio de gases,
evita la sedimentacion de las células y la concentracion de nutrientes, pero su funcion
principal es permitir que todas las células puedan acceder a las zonas iluminadas o que
tengan contacto con la energia luminosa incidente, asi, se evita que las células que estan
expuestas sobre la superficie del medio de cultivo se foto-inhiban (Ogbonna y Tanaka,
2000; Ugwu et al., 2002).

El aumento en la fotosintesis por parte del microorganismo y la productividad de los
cultivos, se debe en parte al aumento en la frecuencia de los ciclos Luz/Oscuridad,
permitiendo obtener una mayor densidad celular y a su vez productos fotosintéticos
(Contreras et al., 2003), sin embargo, en estos procesos celulares se utilizan los niveles
Optimos de mezclado, los cuales dependen de la especie cultivada, en virtud de la
fragilidad celular (Gudin y Chaumont, 1991).

3.5.7 Temperatura

En algunas microalgas como Galdieria sp. y cianobacterias como Spirulina platensis,
cuanto mayor es la temperatura de trabajo, el valor de pH es mas bajo y por lo tanto el
extracto acuoso de ficocianina es més estable, lo que a su vez demuestra que la
temperatura de degradacion y pH son inversamente proporcionales con respecto a la
degradacion de la ficobiliproteina (PC) (Antelo et al., 2008), ademas, la vida media de
la ficocianina disminuye rapidamente a medida que aumenta la temperatura de 47 a 64 °
C (Chaiklahana et al., 2012).

3.5.8 Luz

La luz es un factor limitante que depende directamente de la densidad celular de la
microalga y la cantidad de energia luminosa incidente en los medios de cultivos

(Contreras et al., 2003), es decir, bajo ciertas condiciones, los cultivos con mayor
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densidad celular utilizan la luz incidente con mayor eficiencia en los procesos de
fotosintesis celular en comparacion con aquellos cultivos que estan diluidos (Hu et al.,
1996), pero, puede haber una foto-inhibicion si la densidad celular no se ajusta a la
intensidad de la fuente de luz (Ogbonna y Tanaka, 2000).

Contrario al efecto ocasionado por la fuente de carbono (glucosa) en Galdieria sp., se ha
descrito que la luz aumenta la cantidad de membranas de tilacoides y pigmentos
fotosintéticos como la ficocianina, asi como también, un aumento en la composicion
enzimatica del plastido (Stadnichuk et al. 1998, Tischendorf et al., 2007).

3.59pH

La produccion e inhibicion de las ficobiliproteinas, y en este caso en particular la
ficocianina, no sélo depende de los componentes del medio de cultivo sino también de
factores como el pH; dicho pardmetro esté establecido por el tipo especie microbiana y

su pH 6ptimo de crecimiento.

El pH optimo para el crecimiento y la capacidad fotosintética de algas acidofilas como
Galdieria sp. con el fin de producir las ficobilibroteinas, especialmente ficocianina, es
de pH 3 (Fukuda, 1958), debido a que la ficocianina se encuentra como una mezcla
compleja de monomeros, trimeros, hexameros y otros oligobmeros, moléculas cuya
estabilidad y degradacion dependen del estado de agregacién de la proteina,
influenciada por parametros como el pH (Chaiklahana et al., 2012).

En cianobacterias alcal6filas productoras de ficobiliproteinas como Synechocystis sp. el
contenido maximo de produccion de ficocianina es a pH 10 (Deshmukh et al., 2012), y
en otro microorganismo como Gloeotrichia natans que bajo pH 9,0 el cultivo se vuelve
de color negro pardo, el contenido de pigmentos se vuelve tan alto como el porcentaje
(%) de la proteina total, lo que indica que a pH neutros (7,0 — 8,0) se afecta el contenido
total de ficocianina en estos organismos, asi como el porcentaje de proteina total pero
sin influir en la tasa de crecimiento de estos (Boussiba, 1991), es decir que Galdieria sp.
al ser una microalga acidofila creciendo a pH de 0.5-1.5, el contenido de la ficocianina
puede ser limitada a pH alcalinos (8,5 — 10,0) (Barbier et al., 2005; Reeb y Bhattacharya
2010).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccién del pigmento azul ficocianina (FC) en la microalga Galdieria sp.
USBA-GBX-832.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analizar el efecto de la concentracion de glucosa y las fuentes de nitrogeno:
extracto de levadura y sulfato de amonio en el crecimiento celular y la
produccién de ficocianina en Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832.

» Evaluar la produccién de ficocianina en Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 en

un sistema de cultivo secuencial de heterotrofia / fotoinduccion.
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5. METODOLOGIA

5.1 Microorganismo
La cepa termoacidofila Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832, se obtuvo de la coleccion
de microorganismos de la Pontificia Universidad Javeriana y se mantuvo conservada a -

80 ° C con glicerol al 20% (v/v) (banco madre) y a -20°C (banco de trabajo).

5.2 Condiciones de cultivo

5.2.1 Medio de cultivo
El trabajo experimental llevado a cabo se realiz6 utilizando el medio de cultivo 991
(Itoh et al. 2003) (Anexo 1) a pH 2.5, y los cultivos heterotroficos se hicieron crecer en
Erlenmeyers de 500 ml en donde se evalu6 250 ml del medio de cultivo (Relacion 1/2).
Los in6culos de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 se realizaron bajo condiciones de

autotrofia.

5.3 Evaluacién de la produccién de biomasa y ficocianina de Galdieria sp. cepa
USBA-GBX-832 bajo un disefio factorial

Se realizé un disefio factorial general al experimento por medio del programa (Desing
expert 8.0.3) para evaluar tres factores: concentracion de glucosa, extracto de levadura y
sulfato de amonio. El primer factor, la fuente carbono (glucosa) con tres niveles:
concentracion 5 g/L, 15 g/L y 30 g/L. Se evalué un segundo factor, la fuente de
nitrégeno (extracto de levadura) con tres niveles: concentracion 0 g/L, 0,5 g/L y 1,5 g/L.
Se evalu6 un tercer factor, la fuente de nitrégeno (sulfato de amonio) con dos niveles:
concentracion 1,3 g/L y 2,6 g/L. La combinacién de cada uno de los niveles de los 3

factores dio como resultado 18 tratamientos a evaluar por triplicado (Anexo 2).

5.3.1 Evaluacion del efecto de la fuente de carbono y nitrégeno en la
produccion de biomasa y ficocianina en Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832.

Las concentraciones de glucosa evaluadas fueron: 5, 15, 30 g.L. Para su evaluacion y
su efecto sobre la generacion de biomasa, se realizaron curvas de crecimiento de
Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 a través de espectrofotometria en una longitud de

onda de 750nm, donde los pigmentos no son cuantificables. Para ello, Galdieria sp.
15



cepa USBA-GBX-832 se cultivo en 125 mL de medio 991 a 45°C, un pH de 2.5y 180
r.p.m; los cultivos se incubaron por un periodo de 10 dias. Se retiraron del cultivo 1.0
ml para cada lectura, las cuales se realizaron entre las 7 - 12 horas. Los datos se
transformaron a traves de una curva patron de peso seco (mg/ml) (Anexo 6), el cual se
realiz6 de acuerdo a los protocolos establecidos en la USBA. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

El consumo de glucosa se evaluo a través de la técnica de antrona por la metodologia de
Wan et al., (2016) y los datos se transformaron a través de una curva patron de glucosa
(mg/ml) (Anexo 3), el cual se realiz6 de acuerdo a los protocolos establecidos por Wan
etal., (2016).

A los medios de cultivo heterotroficos anteriormente descritos, se les realizaron tres
ensayos para el extracto de levadura (YE: Yeast Extract) de acuerdo al disefio factorial
descrito en el item 5.3., los cuales consistian en: 1) la cepa cultivada en ausencia de
extracto de levadura 2) la cepa cultivada con 0,5 g.L* extracto de levadura; 3) la cepa
cultivada con 1.5 g.L ! de extracto de levadura; y se realizaron dos ensayos para el
sulfato de amonio de acuerdo al disefio factorial descrito en el item 4.3., los cuales
consistian en: 1) la cepa cultivada con 1.3 g.L! de sulfato de amonio; 2) ) la cepa

cultivada con 2.6 g.L de sulfato de amonio.

El efecto se evalud a traves de lecturas de DO7sonm y con la cuantificacion de la

ficocianina como lo describe Kursar & Alberte (1983) (Anexo 5).

5.4 Cultivo de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 en un sistema de cultivo
secuencial de heterotrofia / fotoinduccion.

La microalga Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 se cultivd bajo las condiciones
Optimas de cultivo, mencionadas anteriormente. El cultivo secuencial inicio bajo
condiciones de heterotrofia por un periodo de 7 dias en el medio 991 suplementado con
la glucosa y fuente de nitrogeno establecidos segun los resultados de los procedimientos
anteriores: numeral 5.3.1. Se realizaron determinaciones de DO7sonm diario y se verifico
por microscopia la pureza del cultivo. Transcurrido el tiempo de cultivo, las células se
concentraron a 3500g por 5 min a 8°C. El proceso de fotoinduccion (Anexo 4) se hizo

en 7 dias y se realizaron de la siguiente forma: de las células concentradas, se hicieron
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dos cultivos (Tto 1 y Tto 2) con dos intensidades diferentes de luz a 110 Lux y 30 Lux
respectivamente, y un tercer cultivo que correspondia al control para los otros dos
tratamientos mencionados, por lo tanto este se coloco en condiciones de oscuridad. El
medio para la fotoinduccion, fue el mismo medio de cultivo 991 en ausencia de la

fuente de carbono. Las variables que se midieron fueron biomasa y ficocianina.

5.5 Extraccion de Ficocianina

Las celulas del cultivo celular se centrifugaron a 5.000 xg por 10 min, y se llevaron a
congelacion a -80°C, luego estas se llevaron a liofilizar a 0.01°C y 4.5 mmHg con el fin
de obtener el peso seco de la biomasa en mg/ml; un vez liofilizadas las muestras, se
pesaron en una balanza analitica, se resuspendieron en un tampédn fosfato a una
concentracion de 50 mM, pH 7,2 y luego se le adicionaron perlas de vidrio (didmetro:
0.1 mm) en proporcion de 1: 1,1 (g de biomasa: g de perlas de vidrio). Las muestras se
agitaron en vortex y se llevaron a un bafio ultrasonico (50 kHz) durante 40 minutos;
transcurrido el tiempo en el bafio ultrasonico, las muestras se centrifugaron por 15
minutos a 2500 xg. El sobrenadante se denomina extracto de células crudas (Medeiros
et al., 2008).

Para la cuantificacion de la ficocianina se realizaron mediciones espectrofotométricas

del extracto a 618nm y a 650nm. La concentracion se determind como lo describe
Kursar & Alberte (1983) (Anexo 5).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Andlisis del efecto de la concentracion de glucosa, extracto de levadura y
sulfato de amonio en los medios de cultivo de la microalga Galdieria sp. cepa

USBA-GBX-832 para la produccién de biomasa y ficocianina.

6.1.1 Evaluacion de la produccion de biomasa y de ficocianina bajo un disefio

de factorial.

Con el fin de conocer los efectos de diferentes variables de cultivo sobre la produccion
de biomasa y de ficocianina en Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832, se realiz6 un
disefio factorial general para identificar cual (es) de los factores de cultivo entre la
fuente de carbono: glucosa, la fuente de nitrégeno orgénico: extracto de levadura, la
fuente de nitrégeno inorganico: sulfato de amonio ((NHs)2SOs4) tienen un efecto
significativo en sobre el cultivo de la microalga. Para lo cual se hizo el seguimiento del
aumento del crecimiento celular de la microalga y del aumento del pigmento en los

diferentes tratamientos (1-18).

El disefio se realiz6 bajo un cultivo discontinuo heterotréfico, debido a que la
ficocianina en heterotrofia no funciona como un sistema de fotoproteccion a la
microalga (Manrique Reol, 2003), lo que ocasiona que este pigmento se acumule y
genere una gran concentracion de proteinas y aminodcidos; ademas en heterotrofia se
promueve la obtencién de mayores concentraciones de la biomasa (Ip y Chen, 2005;
Benavente-Valdés et al., 2012).

6.1.1.1 Evaluacion de la fuente de carbono y nitrogeno en la produccion de

biomasa.

En el cultivo discontinuo heterotréfico de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832, los
tratamientos evaluados, permitieron evidenciar su efecto sobre el crecimiento de la
microalga en funcion del tiempo (dias) (Figura 3). Adicionalmente, se logro determinar
los pardmetros cinéticos de crecimiento como velocidad especifica de crecimiento
(umax), el tiempo de duplicacion (Td), el rendimiento de la biomasa sobre el sustrato
(Y Bx/S) y la productividad de la biomasa sobre el tiempo (P Bx/t) (Tabla 1).
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Figura 3. Crecimiento de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 bajo diferentes concentraciones de glucosa, extracto de levadura y sulfato de

amonio.
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En un estudio realizado por Wan y colaboradores (2016), alcanzaron la mayor biomasa
(17,8 g/L) de Galdieria sp. cuando se cultivé con una concentracion inicial de glucosa
de 35 g/L mientras que a una concentracion de glucosa de 15g/L fue la mas baja
produccién de biomasa (7 g/L), donde ademas concluyeron que a concentraciones de

glucosa mayores a 35 g/L se ve reducido el crecimiento celular.

Parece ser que a concentraciones mayores de glucosa hay una represién catabdlica por
metabolito, y es debido a que G. sulphuraria crece principalmente en esteras celulares y
utiliza el metabolismo heterotrofico solo para sobrevivir a condiciones de luz limitada
(Gross y Oesterhelt, 1999), utilizando como fuente de carbono la glucosa (derivado de
celulas en descomposicion dentro de la estera celular), la cual genera una represion del
transportador de Fucosa (FUC) y el transportador de la Ramnosa (Rha) para la
adsorcion de desoxiazucares (Oesterhelt C and Gross W, 2002), ademas, las altas
concentraciones de glucosa no permiten que el coproporfirindgeno 111 se transforme en
protoporfirindgeno 1X, generando una acumulacion de este precursor, que posiblemente

podria incurrir en el crecimiento celular (Stadnichuk et al. 1998).

De acuerdo, con los resultados arrojados en la curva de crecimiento de Galdieria sp
USBA-GBX 832 ), la mayor produccion de biomasa los presentan los tratamientos 5, 6,
11, 12, 17 y 18 (curvas de crecimiento de color azul), que corresponden a los
tratamientos con la mayor concentracion de extracto de levadura (1,5 g/L) pero a
diferentes concentraciones de glucosa, y los de menor crecimiento celular son los
tratamientos 1, 2, 7, 8, 13 y 14 (curvas de crecimiento de color azul), que corresponden
a los tratamientos sin extracto de levadura. El tratamiento 5 y 6 producen la mayor
cantidad de biomasa: 205,46 mg/ml y 208,38 mg/ml con desviacion estandar de: 3,96 y
11,90, el doble de produccion comparado con el tratamiento 14 de 101,66 mg/ml de

biomasa, con una desviacion estandar de: 11,91.
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Tabla 1. Datos correspondientes a la velocidad especifica de crecimiento, tiempo de

duplicacion, rendimiento y productividad de la biomasa de cada tratamiento.

Ttos Bx inicial Bx* Desviacion| p max Td Y Bx/S P Bx/t
(ug/ml) | (ug/ml) | estandar | (h-1) (h-1) (ne/g) (ng/ml*dia)
1 9,60 127,43 15,75 0,82 0,85 25,18 17,33
2 7,55 120,07 10,58 0,63 1,10 25,09 16,55
3 4,63 152,37 3,72 0,62 1,11 31,70 21,73
4 7,89 155,87 6,21 0,62 1,12 34,00 21,76
5 6,82 205,46 3,96 0,75 0,93 44,19 29,21
6 9,16 208,38 11,90 0,72 0,96 44,64 29,30
7 6,14 126,60 19,70 0,58 1,19 9,58 17,72
8 6,97 114,13 9,14 0,61 1,13 8,94 15,76
9 7,16 136,63 1,30 0,57 1,21 12,15 19,04
10 10,38 129,91 5,96 0,52 1,32 7,55 15,73
11 7,31 185,54 0,95 0,69 1,00 12,21 23,45
12 9,55 189,00 1,26 0,64 1,08 10,41 23,61
13 5,41 136,39 4,02 0,61 1,14 4,66 13,89
14 6,23 101,66 11,91 0,51 1,37 3,83 12,56
15 7,99 113,59 8,53 0,52 1,33 4,31 17,23
16 8,52 116,47 12,29 0,50 1,40 3,45 14,20
17 8,82 198,25 13,41 0,68 1,03 6,29 24,93
18 7,94 188,12 0,80 0,75 0,93 7,87 23,71

* Mayor produccion de biomasa (ug/ml).

Los mayores rendimientos de la biomasa sobre el sustrato con respecto a cada uno de
los tratamientos (Ttos), corresponde a los tratamientos 5 y 6, con valores de 44,19 ug/g
y 44,64 ugl/g, dichos tratamientos coinciden con el menor valor en cantidad de glucosa
(5 g/L) y el mayor valor en cantidad de extracto de levadura (1,5 g/L), ademas, son los
que mayor productividad de biomasa tuvieron con respecto a los otros tratamientos, con
valores de 29,21 pg/mil*dia y 29,30 pg/ml*dia respectivamente. Los tratamientos 13,
14, 15, y 16 tuvieron el mas bajo rendimiento con valores de: 4,66; 3,83; 4,31 y 3,45
mg/g respectivamente, pero es la productividad de los Ttos 13 y 14 la de menor valor
(13,89 y 12,56 pg/ml*dia), dichos tratamientos tienen la mayor concentracion de
glucosa (30 g/L) y la menor concentracion de extracto de levadura: 0 g/L. Segun un

realizado por Graverholt y Eriksen (2007) donde evaluaron la concentracion celular de
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G. sulphuraria en un cultivo heterotréfico, reportaron que la productividad maxima de

biomasa en un volumen de reactor de 2.5 L era de: 50,0 g/L*dia.

Lo expuesto anteriormente se corroboro con los resultados arrojados del anélisis de
varianza (ANOVA), para establecer cual de las tres variables (glucosa, extracto de
levadura y sulfato de amonio) era significativa o no era significativa, los datos se
ajustaron a un modelo de regresion lineal en donde se identificaron al extracto de
levadura y a las combinaciones glucosa-extracto de levadura y glucosa-sulfato de
amonio como estadisticamente significativas (p < 0,05) para la produccion de biomasa
del cultivo de Galdieria sp. USBA-GBX 832, mientras que la glucosa, el sulfato de
amonio y la combinacién extracto de levadura-sulfato de amonio no presentaron un
efecto significativo (Tabla 2); ademas, el porcentaje del coeficiente de variacion dio

menor al 20% (7,2073%) al tratarse de una prueba bioldgica.

La mayor concentracion de biomasa no depende directamente de la glucosa, debido a
que esta ultima (fuente de carbono) no tiene un efecto significativo sobre el modelo
realizado, sin embargo, se observa que esta variable estd fuertemente relacionada con
las variables de fuente de nitrogeno. Se logr6 identificar un efecto significativo con la
variable extracto de levadura, siendo los tratamientos con el mayor extracto de levadura

(1,5 g/L) los que obtuvieron la mayor produccion de biomasa (Figura 3y 4).

Tabla 2. Andlisis de varianza (ANOVA) de la concentracion de biomasa de los
diferentes tratamientos del cultivo de Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832.

Variable SC Gl MC Valor F Valor P
Modelo 65626,146 13 5048,165 48,973 <0.0001*
A-Glucosa 171,464 2 85,732 0,832 0.4427
B-Extracto de levadura 61771,716 2 30885,858 299,629 <0.0001*
C-(NH4)2s04 25,690 1 25,690 0,249 0.6204
AB 2484,244 4 621,061 6,025 0.0007*
AC 701,706 2 350,853 3,404 0.0431*
BC 471,326 2 235,663 2,286 0.1148
Residual 4123,216 40 103,080

R?: 0,9408, R? Adjust: 0,9216, R? Predict: 0,8922, Adeq Precision: 19,4316, CV %: 7,2073, Std Dev:
10,1528

SC: Suma de cuadrados, gl: Grados de libertad, MC: Media cuadratica.
* Significancia a p < 0,05.
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Con el fin de observar las combinaciones entre las variables extracto de levadura y
glucosa, y corroborar los resultados de la tabla 1, se graficaron los datos de peso seco
por medio del programa estadistico Desing expert 8.0.3 (Figura 4), en donde se observa
que la combinacion ideal para el aumento de la biomasa es la de mayor concentracion
de extracto de levadura (1,5 g/L) y la de menor concentracion de glucosa (5 g/L),
mientras que a una concentracion de 15 g/L de la fuente de carbono sin presencia de la

fuente de nitrégeno orgénica, se obtiene la mas baja produccion de biomasa.

Design-Expert® Software

Factor Coding: Actual

Peso seco

+ Design points above predicted value
o>

A1 = A Glucosa 220
¥2 = B: Extracto de levadura

Actual Factor
C: (NH&2504 =26

Peso seco
&

B: Extracto de levadura

o 5 A: Glucosa

Figura 4: Evaluacion de la concentracion en peso seco (ug/ml) de la biomasa frente a

las tres variables (glucosa, extracto de levadura y sulfato de amonio).

El resultado anteriormente mencionado con respecto al aumento de biomasa por la
presencia de una concentracién mayor de extracto de levadura puede deberse al hecho
de que esta fuente de nitrégeno organica tiene un elevado contenido de proteinas y
aminoacidos libremente disponibles, ademas de una fuente rica de minerales y
vitaminas del complejo B y en los medios de cultivo, complementa las peptonas para
proveer de nutricion suficiente a los microorganismos exigentes [1], dicho de esta
manera, esta fuente al por proveer de nutrientes a la microalga genera un efecto positivo

en la produccién de biomasa.
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Para establecer si Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832 consumi6 toda la glucosa
presente en los diferentes medios de cada tratamiento, se calculd la concentracion de
glucosa presente en los tiempos establecidos del cultivo (0, 2, 5, 7, 8, 10 dias) a partir de
la ecuacion de la recta Y = 0,0108x + 0,0878 con un R2 = 0,9931 de la curva patrén de
Glucosa (Anexo 3), y cuyos resultados obtenidos se observan en la Figura 5, donde se
observa que en los tratamientos donde hubo menor concentracion de la fuente de
carbono (5 g/L) esta fue consumida totalmente por parte de la microalga, pero para los
tratamientos donde la concentracion de carbono era alta (15-30 g/L) hubo glucosa

residual de aproximadamente de 2-4 g/L.

Correlacionado los resultados de la curva de crecimiento en peso seco de la microalga
(Tabla 1) con el consumo de glucosa, las concentraciones de 30 g/L y 15 g/L son
consumidas hasta la mitad de su concentracién cuando Galdieria sp. cepa USBA-GBX
832 alcanza el punto maximo de la fase de crecimiento exponencial en el dia séptimo y

comienza la fase estacionaria (Figura 5).

e Tto 1
el Tt0 2
e Tt0 3
e T10 4
== Tto 5
=@ Tt0 6
== te oTto7
= = +Tt08
== ¢Tt09
==& <Tto 10
= -Tto1ll
Tto 12
s T10 13
i Tto 14
Tto 15
e TtO 16
Tto 17
Tiempo (dias) Tto 18

Concentracion de glucosa (g/L)

Figura 5. Seguimiento de glucosa residual de cada uno de los tratamientos.
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ficocianina.

6.1.1.2 Evaluacion de la fuente de carbono y nitrégeno en la producciéon de

Las variables en los diferentes tratamientos evaluados permitieron evidenciar su efecto

sobre la produccion de ficocianina en la microalga en funcion del tiempo (dias) (Figura

6). Adicionalmente, se logré determina los parametros cinéticos del rendimiento de la

ficocianina sobre el sustrato (Y FC/S) y la productividad de la ficocianina sobre el

tiempo (P FC/t) (Tabla 3).

FicocianinaG. sulphuraria USBA-GBX832 (mg/L)

3,00

2,50

2,00

Tiempo (dias)

Figura 6: Concentracion de ficocianina de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 bajo

diferentes condiciones de cultivo.

Teniendo en cuenta los resultados arrojados en la produccién de ficocianina de
Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832 en funcion del tiempo (Figura 6), la mayor

concentracion del pigmento lo presenta el tratamiento 5, llegando a su punto maximo de

produccion en el dia séptimo de incubacién con un valor cercano a los 4 mg/L, contrario

a lo arrojado por los tratamientos 14 y 15, que tuvieron la menor concentracion de

ficocianina y se observa un cambio insignificante de la produccion del pigmento desde

la primera muestra a las 48 horas hasta el dia 8.
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Tabla 3. Datos correspondientes al rendimiento y productividad de la ficocianina de
Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832 en cada tratamiento.

Ttos FC inicial FC* P FC/t Y FC/S

(mg/L) (mg/L) |(mg/L*dia)| (mg/g)
2 0,73 1,33 0,09 0,13
3 0,63 2,45 0,27 0,39
4 0,63 1,64 0,15 0,23
5 0,95 3,85 0,43 0,65
6 0,81 2,56 0,26 0,39
7 0,80 1,28 0,07 0,04
8 0,48 1,24 0,11 0,06
9 0,65 2,17 0,22 0,14
10 0,78 1,14 0,05 0,02
11 0,77 1,77 0,13 0,07
12 1,00 1,45 0,06 0,03
13 0,78 1,18 0,05 0,01
14 0,71 0,92 0,03 0,01
15 0,68 0,96 0,04 0,01
16 0,58 1,29 0,09 0,02
17 0,94 1,54 0,08 0,02
18 0,88 1,32 0,06 0,02

*Punto méaximo de produccion de ficocianina.

Asi mismo, la mayor productividad del producto (ficocianina) con respecto al tiempo y
el mayor rendimiento de la ficocianina sobre el sustrato con respecto a cada uno de los
tratamientos (tabla 3), corresponden al tratamiento 5, con valores de 0,43 mg/L*dia y
0,65 mg/g respectivamente, quien comparado a los otros tratamientos obtuvo los
resultados mas altos. Los tratamientos 2, 7, 10, 12-18, tuvieron las cifras mas bajas de
productividad (< 0,10 mg/L*dia), pero solo los tratamientos 7, 8, 10-18, tuvieron las
cifras mas bajas de rendimiento (< 0,10 mg/g), precisamente tratandose de los

tratamientos con las mas altas concentraciones de glucosa: 15 g/L y 30 g/L.

Graverholt y Eriksen (2007) reportaron en un estudio realizado con Galdieria
sulphuraria en cultivos heterotroficos que el rendimiento maximo de ficocianina para
un volumen de reactor de 2.5 L era de 0,016 gramos de producto sobre 1 gramo de
biomasa, pero tuvieron una productividad alta comparada con el anterior resultado, de
0,86 g/L*dia.
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Los resultados anteriormente expuestos se corroboraron con los resultados arrojados del
andlisis de varianza (ANOVA) de la produccién de ficocianina en cada uno de los
tratamientos. Para establecer cuéal de las variables (glucosa, extracto de levadura y
sulfato de amonio) era significativa o no era significativa, los datos se ajustaron a un
modelo de regresion lineal en donde se identificaron que tanto las tres variables como
las combinaciones de estas: glucosa-extracto de levadura, glucosa-sulfato de amonio y
extracto de levadura-sulfato de amonio son estadisticamente significativas (p < 0,05) en
el modelo para la produccion del pigmento en el cultivo de Galdieria sp. cepa USBA-
GBX 832 (Tabla 4); ademas, el porcentaje del coeficiente de variacion dio menor al

20% (8,6301%) al tratarse de una prueba bioldgica.

Tabla 4. Andlisis de varianza (ANOVA) de la produccién de ficocianina de los

diferentes tratamientos del cultivo de Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832.

Variable SC gl MC Valor F Valor P
Modelo 3,198 13 0,246 22,042  <0.0001*
A-Glucosa 1,447 2 0,723 64,814  <0.0001*
B-Extracto de levadura 1,042 2 0,521 46,702 < 0.0001*
C-(NH4)2s504 0,112 1 0,112 10,043 0.0029*
AB 0,335 4 0,084 7,510 0.0001*
AC 0,182 2 0,091 8,158 0.0011*
BC 0,079 2 0,040 3,557 0.0379*
Residual 0,446 40 0,011

R2:0,8775, R2 Adjust: 0,8376, R2 Predict: 0,7767, Adeq Precision: 20,1759, CV %:
8,6301, Std Dev: 0,1056

SC: Suma de cuadrados, gl: Grados de libertad, MC: Media cuadratica.

* Significancia a p < 0,05.

Posterior a los resultados obtenidos del ANOVA, con el fin de observar los cambios
significativos entre las variables glucosa, YE y sulfato de amonio, y corroborar los
resultados de la tabla 4, se graficaron los datos de ficocianina por medio del programa
estadistico Desing expert 8.0.3 (Figura 7), en donde se observa que las concentraciones
ideales de glucosa y extracto de levadura (5 g/L, 1,5 g/L) para producir la mayor
cantidad de ficocianina, siguen siendo las mismas que la de los resultados arrojados en
la Figura 4; pero el aumento de sulfato de amonio de 1,3 g/L (figura 7.A) a 2,6 g/L

(figura 7.B), disminuye aproximadamente una decima la concentracion del pigmento.
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Figura 7: Evaluacion de la concentracion de Ficocianina (mg/L) frente a las tres
variables (glucosa, extracto de levadura y sulfato de amonio). A) Efecto del sulfato de
amonio 1,3 g/L en la concentracion de ficocianina. B) Efecto del sulfato de amonio 2,6

g/L en la concentracién de ficocianina.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriormente mencionados de crecimiento de la
biomasa (pug/ml) y produccion de la ficocianina (mg/L), se graficaron los resultados de
peso seco, glucosa residual y produccion de ficocianina de Galdieria sp. cepa USBA-
GBX 832 correspondiente al tratamiento 5 (Figura 8), donde se observa que la
ficocianina, que es el pigmento de Galdieria sp. esta directamente asociado al
crecimiento de la microalga, y es a partir del cuarto dia de incubacion del organismo
que este (FC) se empieza a producir en masa alcanzando su méximo de concentracion
en aproximadamente el sexto o séptimo dia, que es cuando Galdieria sp. entra a fase
estacionaria. Después de estos dias en dicha fase, se observa una disminucion de la
concentracion del pigmento, ademas de que no hay glucosa residual, debido a esta
fuente es consumida en su totalidad hasta cuando la microalga deja de crecer, es decir

pasa de la fase exponencial a la fase estacionaria.

De todos los tratamientos evaluados, se selecciond las variables del medio de cultivo del
tratamiento 5, porque se logro tener la mayor concentracion de biomasa (205,46 mg/ml)
e igualmente de ficocianina (3,85 mg/L). Teniendo en cuenta que la concentracion de
ficocianina puede aumentar de acuerdo a la cantidad de biomasa producida y que a su
vez esta se puede aumentar cuando se expone a la microalga a condiciones de luz, se

decidio evaluar la ficocianina en un sistema de cultivo secuencial de heterotrofia / foto-

Peso seco G. sulphuraria USBA-GBY 832 (mgfml)

induccion.
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Figura 8: Grafica del crecimiento, produccion de ficocianina y consumo de glucosa por
parte de Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832 en funcion del tiempo (dias).
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Segun estudios realizados por Lépez y compariia (2016), se sabe que la microalga
(Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832) no crece favorablemente en condiciones
autotroficas, ademas de que al cultivarla desde un comienzo con glucosa, esta inhibe de
cierta forma la produccion de ficocianina, es por esto que se decidio cultivar primero en
condiciones de heterotrofia para favorecer de cierta forma el crecimiento de la
microalga con el fin de obtener una produccion mayor de biomasa, y después si
someterla a una condicién que favorezca la produccion de la ficocianina como lo es la

incidencia de luz.

6.2 Evaluacion de la concentracion de ficocianina en el cultivo secuencial

heterotrofia/fotoinduccion de la microalga Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832.

De acuerdo a los resultados obtenidos anteriormente, los cuales corresponden al
objetivo 1, se seleccionaron las concentraciones ideales pertenecientes al tratamiento 5:
glucosa 5 g/L, extracto de levadura 1,5 g/L y sulfato de amonio 1,3 g/L y se adicionaron
a los medios inoculados con Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832, bajo un cultivo

discontinuo heterotréfico.

6.2.1 Evaluacion ficocianina del cultivo foto-autotrofico.

Los tratamientos evaluados permitieron evidenciar el efecto de la luz sobre el
crecimiento de la microalga en funcion del tiempo (dias) (Figura 9). Los dos
tratamientos y el control, iniciaron el crecimiento a una concentracion de biomasa en
peso seco de aproximadamente 15,000 mg/ml. Durante los 5 primero dias el
crecimiento fue igual para las tres curvas, pero a partir de este dia hasta el séptimo dia
que es cuando la microalga entra en fase estacionaria, segun los resultados
anteriormente evaluados, se observa un ligero cambio en la concentracion de peso seco,
siendo el tratamiento 1 con incidencia de luz de 110 lux, la mayor productora de
biomasa con aproximadamente 190,000 mg/ml, seguido del tratamiento 2 con 175,000

mg/ml y por ultimo el control.
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Figura 9: Crecimiento de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 bajo diferentes

intensidades de luz, en funcion del tiempo (dias).

Se realizd un muestreo en los medios foto-autotroficos cada 12 horas a partir de las 72
horas de crecimiento de Galdieria sp. USBA-GBX 832 por un tiempo total de 10 dias.
Las variables de incidencia de luz en los dos tratamientos evaluados (1 y 2), permitieron
evidenciar el efecto de estas sobre la produccion de ficocianina en la microalga en
funcion del tiempo (dias) (Figura 10). El tratamiento 1 con incidencia de luz de 110 lux,
tuvo la mayor produccién de ficocianina con aproximadamente 4,35 mg/L, seguido del
tratamiento 2 que produjo aproximadamente 2,75 mg/L y por altimo el control (sin

fuente de luz) con una concentracion del pigmento de 2,00 mg/L.
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Figura 10: Concentracion de ficocianina de Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832 bajo

Ficocianina Galdieria sp. cepa USBA-
GBX 832 (mg/L)

diferentes intensidades de luz, en funcion del tiempo (dias).
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Wan y colaboradores (2016) realizaron un estudio de fotoinduccién con cultivos de
Galdieria sulphuraria con el objetivo de aumentar la biomasa y producir mas
ficocianina; en dicho estudio obtuvieron como resultado 1,14 g/L de peso de las células
secas y el contenido de ficocianina alcanzé 12,22% después de los 7 dias de
fotoinduccion debido a que le adicionaron CO2 al medio de cultivo, lo que aumento su
produccion por el aumento de la biomasa, que segin como lo argumentan los autores, el
peso de las células secas puede aumentar 18 veces durante la etapa de fotoinduccion con
CO2 adicional.
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7. CONCLUSIONES

Basado en los analisis de las variables fuente de carbono y fuente de nitrégeno
de los medios de cultivo de la microalga Galdieria sp. cepa USBA-GBX-832, se
identifico que la concentracion mas alta de extracto de levadura es significativa
para el aumento de la concentracion de biomasa y la produccién de ficocianina

en funcion del tiempo.

Las variables de cultivo sulfato de amonio y glucosa no son significativas en la
produccion de biomasa, pero lo son para la produccion de ficocianina
(significancia p<0,05); la menor concentracion de estas permitieron obtener la

mayor produccion del pigmento.
El sistema de cultivo secuencial de heterotrofia / fotoinduccion, aument6 la

produccién de ficocianina de la microalga Galdieria sp. cepa USBA-GBX 832,

cuando esta se expuso a una incidencia de luz mayor (110 Lux).
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9. ANEXOS

Anexo 1.

Medio 991 o Caldisphaera lagunensis modificado (Itoh et al. 2003)

COMPONENTES

(NH4)2 S04

KH2 PO4

Mg SO4 x 7 H20
CaCl2 x 2 H20
FeSO4

Extracto de levadura

Anexo 2.

g/L

1,3
0,28
0,25
0,07
0,02

0,1

Disefio de factorial general (Desing expert 8.0.3) con tres factores a evaluar.

tratamiento
1

o =~ O h B L M

11
12
13
14
15
16
17
18

glucosa (g/L)

h th h " "

15
15
15
15
15
30
30
30
30
30
30

42
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Anexo 3.
Curva patrén de glucosa (mg/ml) de acuerdo a los protocolos establecidos por (Wan et
al., 2016).

Concentracion glucosa )
Absorbancia 620 nm

mg/mi
5 0,125
20 0,343
40 0,496
50 0,627
60 0,741
70 0,852

y =0,0108x + 0,0878
Curva patron glucosa R? = 0,9931

0,9
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Anexo 4.

Disefio experimental Heterotrofia/foto-induccion.

Tratamientos | Variables de cultivo- Intensidad de luz (Lux) Variables de
Heterotrofia Fotoinduccion cultivo-
Fotoinduccidn
1 Glucosa 5 g/L 150 Sin glucosa
2 E. de levadura 1.5 g/L 60 180 rpm
3 (control) (NH4)2S04 1.3 g/L Sin Lux 45 °C por 7 dias
Anexo 5.

Ecuacion para la cuantificacion de ficocianina, establecida por Kursar & Alberte (1983).

C-PC = 166As18— 108As50

Anexo 6.

Curva patron de peso seco (ug/ml).

dilucion /10
01
0,5
1
2
3
4
5
0
16
14
g 12
=
o 1
i
=
E 08
=4
8 06
[=]
ao
a 04

abs1 abs 2
0,069 0,062
0,164 0,147
0,335 0,336
0,587 0,581
0,811 0,802
0,978 1,051
1,212 1,198
1,652 1,6

abs3 promedio Abs  ug/mL

0,037 0,0655
0,187 0,1755
0,375  0,343606667
0,616  0,594606667

0,92 0,8065

0,93 0986333333
1,243 1,217666667
1627 1,6395

concentracion Vs Absorbancia

3 4 5

Concentracion (ug/mL)
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0,0298
0,149
0,298
0,596
0,894
1,192

1,49
2,98

—— Ug,/mL

Lineal {ug/mL)




