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Introduccion

Los microorganismos fotosintéticos se agrupan en principio en dos
categorias: bacterias fotosintéticas y microalgas. Las primeras realizan fotosin-
tesis anoxigénica y poseen bacterioclorofila, quimicamente diferente de la
clorofila a presente en los otros organismos fotosintéticos (algas y plantas
superiores). Las “algas verde-azules” ocupan una posicion intermedia entre
estas bacterias y las algas eucariotas; no poseen bacterioclorofila, sino
clorofila a, y realizan fotosintesis oxigénica. Sin embargo, su estructura celular
procariota las sitda taxonémicamente dentro del grupo de las bacterias (Reino
Procaryotae), con la denominacion de cianobacterias (Staley ez al., 1989)

No obStante, enun sentido amplio y desde el punto de vista biotecnolégico,
el término microalga suele referirse a aquellos microorganismos que contienen
clorofila a y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar fotosintesis
oxigénica. Eneste contexto, las cianobacterias o algas verde-azules, procariotas,
se han considerado tradicionalmente dentro del grupo de las microalgas. De
hecho, algunas de estas cianobacterias, como las del género Spirulina, estan
entre las principales protagonistas de la biotecnologia microalgal (Rodriguez &
Guerrero, 1992). Recientemente, algunas especies de Synechococcus se han
revelado muy prometedoras en este sentido (Matsunaga ef al., 1991; Takano et
al., 1992). Por tanto, el término microalga no tiene sentido taxondémico alguno
y dentro del mismo se incluyen organismos con dos tipos celulares distintos:
cianobacterias, que tienen una estructura celular procariota, y las restantes
micrOalga§ con estructura celular eucariota.

Las cianobacterias tienen una fisiologia versatil y una amplia tolerancia
ecologica. Son comunes en todos los habitats naturales y la mayoria son
especies cosmopolitas, con una amplia distribucion. Se presentan como com-
ponentes casi permanentes del plancton y el bentos de oceanos y lagos de zonas
tropicales y templadas. Otras especies se encuentran adaptadas a habitats
terrestes y son especialmente abundantes en suelos tropicales y en terrenos
inundados. Suelen aparecer también en ambientes con condiciones extremas,
principalmente los que son calidos, secos o ambos. Algunas crecen incluso
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dentro de las rocas del desierto, en una capa delgada de la superficie (Friedmann
& Borowitzka, 1982).Todo esto contribuye a su éxito competitivo en un amplio
espectro de ambientes {Shilo, 1989).

. En la actualidad, existe un interés creciente en el desarrollo de técnicas
eficientes de cultivo de microalgas y cianobacterias, debido a que estos
microorganismos constituyen una fuente de sustancias de uso industrial y
farmacoldgico de gran valor econdémico. La utilizacién de estas especies en
biotecnologia se justifica por las importantes ventajas que les confiere la
diversidad y la combinacién de caracteristicas de plantas y Microorganismos
presentes en las microalgas y cianobacterias. El grado de diversidad se mani-
fiesta en sus habitats, tamafios y niveles de organizacion, ciclo de vida,
pigmentos fotosintéticos y su metabolismo.

Las cianobacterias poseen mas tipos de pigmentos fotosintéticos que
cualquier otro grupo de plantas y su clasificacion est4, en parte, basada en esta
diversidad. Un grupo de pigmentos encontrados sélo en cianobacterias, algas
rojas y criptoficeas, las ficobiliproteinas, recientemente han atraido la atencién
debido a su capacidad de formar conjugados altamente fluorescentes, con
moléculas que poseen especificidad de enlace, como por ejemplo los anticuerpos
(Glazer & Stryer, 1984; Glazer, 1994), y por otras multiples aplicaciones.

Ademas de ser autétrofos fotosintéticos, las cianobacterias tienen carac-
teristicas microbianas, tales como una alta tasa de crecimiento, un alto conte-
nido proteico y un metabolismo variable que responde rapidamente a los
cambios en las condiciones ambientales, caracteristicas de considerable valor
en biotecnologia (Myers, 1980). De esta forma, ademas de los cultivos
extensivos de la cianobacteria del género Spirulina y de otras microalgas que
se han desarrollado durante afios, principalmente en el sudeste asiatico, para su
utilizacion como alimento dietético y como aporte proteico en dietas de
animales (Shelef & Soeder, 1980), continuamente se amplia la busqueda de
nuevas fuentes naturales para la obtenciéon de compuestos quimicos de multi-
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Introduccion

ples aplicaciones y, en este sentido, las especies de Synechococcus ocupan cada
vez un lugar mas importante.

. Parametros ftsicos de crecimiento

En el ambiente natural las microalgas y cianobacterias son capaces de
crecer bajo requerimientos minimos y en diversas condiciones, lo cual explica
su amplia diversidad de habitats, sobre todo en el caso de estas ultimas. A pesar
de las grandes diferencias estructurales entre ambos tipos de células, son
fisiologicamente similares y presentan un metabolismo fotosintético parecido
al de las plantas superiores.

No obstante, para lograr un cultivo masivo de cianobacterias y microalgas
en crecimiento activo es necesario un indculo viable de tamafio minimo,
suministro de nutrientes y microelementos, adecuadas condiciones fisico-

quimicas (temperatura, pH, salinidad, etc.) y luz como fuente de energia.

La luz constituye un factor fundamental en todo cultivo masivo de
cianobacterias y microalgas, tanto por si misma como por sus interrelaciones
con otros parametros. La radiacion fotosintéticamente activa cae dentro del
~ espectro visible (400-700 nm). Representa la fuente de energia para la fotosin-
tesis y, por tanto, la intensidad luminosa, 14 longitud de onda y el fotoperiodo,
que marca el mecanismo para muchos ritmos circadianos, afectan al crecimien-
to y metabolismo de estas especies (Darley, 1982; Richmond, 1986a; Richmond,
1986b).

La temperatura es un parametro fisico, fundamental para el crecimiento
de las microalgas y cianobacterias. La temperatura Optima para el crecimiento
de la mayoria de las microalgas se sitila entre 18 y 25 °C (Dariey, 1982). Sin
embargo, el intervalo de temperatura adecuado para el crecimiento de las
cianobacterias es mucho mas amplio que para las restantes especies microalgales
(Fogg et al., 1973).
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La biomasa de las cianobacterias y microalgas responde continuamente
a la temperatura ambiental y, de hecho, la temperatura intracelular se iguala a
la del medio de cultivo. Adeinés de afectar a las reacciones celulares, la
temperatura también afecta 2 la naturaleza del metabolismo y a la composicion
de la biomasa (Richmond, 1986a). La interaccion entre la temperatura y la
intensidad de luz es muy acusada (Collins & Boylen, 1982). Por otra parte, si
la temperatura del cultivo es alta, sobre todo en la fase de oscuridad, se puede
producir una pérdida de biomasa considerable debida a una respiracion inten-
siva (Hall, 1986).

La salinidad es otro de los parametros a tener en cuenta, ya que puede
afectar al crecimiento de las microalgas y cianobacterias en cultivo bien en
funcién de su actividad osmotica o de su composicion elemental. La célula de
estos organismos se encuentra separada del medio por una membrana plasmatica
libremente permeable al agua pero no a los solutos; en respuesta a salinidades
altas, debe equilibrar su presion osmotica con el exterior aumentando la sintesis
de solutos o la incorporacion de éstos del medio circundante. Aparte de esta
respuesta osmorregulatoria, la adaptacion a salinidades altas implica algunos
cambios fisiologicos, tales como la pérdida de la actividad fotosintética
(Richmond, 1986a}).

 Generalmente, las salinidades altas no son favorables para el crecimiento
de las cianobacterias. En Aracystis nidulans se produce un descenso en la
fotosintesis con el incremento de la concentracion de sal (Tadros ef al., 1995).
Aquellas especies que toleran altos valores de salinidad no son capaces de fijar
el nitrégeno atmésferico, caracteristica tipica sélo de algunas cianobacterias.
De esto se deduce que la fijacién de mtrégeno es un proceso mas sensible a
cambios de salinidad que la fotosintesis (Tel-Or, 1980). En otro sentido, aitas
salinidades provocan un aumento en el contenido de los aminocacidos esenciales
metionina y fenilalanina de la cianobacteria Aphonethece halophytica (Brown
etal., 1989).
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El pH es otro de los factores importantes en el cultivo masivo de las
especies microalgales y de cianobacterias, pues determina la solubilidad del
CO y de los minerales, asi como la distribucion relativa de las formas
morga.mcas de carbono (CO H CO HCO CO 2) e influye directa o
indirectamente en su metabohsmo (Becker 1994) Cada especie tiene un
optimo de pH para su cultivo; un descenso de éste suele ser letal, en cambio
suelen soportar mejor los incrementos del pH (Richmond, 1986a). A su vez, el
pH de los cultivos masivos se ve afectado o puede ser influenciado por varios
factores como composicion y capacidad tampon del medio de cultivo, cantidad
de CO disuelto, temperatura (que a su vez controla la solubilidad del CO ) y
act1v1dad metabélica de las células en cultivo (Venkataraman, 1983); la fuente
de nitrogeno suministrada para el crecimiento juega un papel interactivo muy
importante (Raven, 1988).

Para un crecimiento optimo, el cultivo debe contener los nutrientes
necesarios y en las cantidades adecuadas. Los elementos necesarios para el
crecimiento de cianobacterias y microalgas pueden clasificarse en funcion de
la cantidad en que son requeridos. Los macronutrientes son los elementos que
forman parte de las moléculas estructurales: C, O, H, N, P, Sy, en funcion de
la especie, también pueden incluirse el Mg, Ca y K. Los micronutrientes se
requieren en concentraciones en el medio de pg I o menores y forman parte de
molé(;ulas esenciales como factores de crecimiento o enzimas, o bien son
necesarios como cofactores de enzimas: Fe, B, Mn, Cu, Zn, Mo, Co y vitaminas.
Los principales macronutrientes a tener en cuenta en el cultivo masivo de
cianobacterias y microalgas marinas son: C, N y P. Ademas, en la formulacién
de un medio de cultivo, no sdlo son importantes las cantidades totales de
nutrientes, sino también las proporciones entre ellos, por ejemplo la relacion de
N/P (Notiie & Pauw, 1988).

Satisfechos los requerimientos nutritivos y en condiciones ambientales
adecuadas, la agitacion constituye el requisito mas importante para la obtencion
de altos rendimientos de biomasa de cianobacterias y microalgas, dado que
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implica una serie de efectos positivos, tales como mejorar la distribucion de
nutrientes y luz a las células en cultivo, y evitar que éstas se depositen en el
fondo del recipiente de cultivo, produciendo ademas una estimulacion general
del metabolismo celular (Richmond & Becker, 1986).

Otro factor importante para iniciar un cultivo masivo es la densidad
inicial optima o tamafio de inoculo. Concentraciones demasiado bajas pueden
perderse por fotooxidacion u otras causas, mientras que si son demasiado altas
se producen pérdidas provocadas por la respiracion o una ineficiente utilizacién
de la energia luminosa, debido al propio ensombrecimiento (Becker &
Venkataraman, 1982).

Variacién en la composicion bioquimica

La diversificacion de las aplicaciones de los metabolitos de interés en las
cianobacterias y microalgas cultivadas ha provocado un incremento de los
estudios sobre el metabolismo, composicion y produccion de biomasa en estas
especies.

Las condiciones ambientales tales como la intensidad y calidad de la luz
(Falkowski & Owens, 1978; Kowallik, 1987, Sukenik & Wahnon, 1991),
temperatura (Tadros & Johansen, 1988; Thompson ez al., 1992), concentracion
y tipo de nutrientes (Shifrin & Chisholm, 1981; Fabregas e al., 1984, Fabregas .
et al., 1980b), (Herrero et al., 1991), salintdad (Tadros & Johansen, 1988), y
fase de crecimiento (Emdadi & Berland, 1989; Fernindez-Reiriz ef al., 1989,
Henderson & Sargent, 1989) afectan al crecimiento y metabolismo de las
cianobacterias y microalgas. No obstante, no pueden realizarse generalizacio-
nes sobre las respuestas de estos microorganismos a las alteraciones ambienta-
les dado que tales respuestas difieren segun la especie (Brown et al., 1989).

La modificacion del medio de cuitivo y la eleccion de diferentes puntos

del ciclo de crecimiento para la recogida es probablemente el modo menos
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costoso de obtener variabilidad en la composicion bioquimica de la biomasa de
cianobacterias y microalgas. En muchas de estas especies puede alterarse la
proporcion de los componentes celulares principales, proteinas, carbohidratos,
lipidos y pigmentos, modificando la composicion del medio de cultivo (Witt ez
al., 1981).

Entre los distintos componentes del medio de cultivo, la fuente y la
concentracion de nitrogeno son determinantes de importantes cambios en el
crecimiento y composicion bioquimica de las especies microalgales y de
cianobacterias en cultivo (Utting, 1985; Kaplanetal., 1986; Vieira & Klaveness,
1986; Vonshak, 1986, Wikfors, 1986). Tanto el contenido proteico (Boussiba
& Richmond, 1980; Rajasekaran e al., 1981; Fibregas ef al., 1989a; Fabregas
et al., 1989b) como el contenido de pigmentos (Talarico, 1996) y la fraccién
lipidica (Cohen, 1986; Fabregas et al., 1989a, Fabregas ez al., 1989b; Sriharan
et al., 1989) varian sustancialmente en funcion del nitrogeno (fuente y/o
concentracion) del medio.

En general, bajo limitacion o deficiencia de N 6 P, los niveles de proteina
y pigmentos fotosintéticos decrecen mientras que los niveles de carbohidratos
y/o lipidos tienden a aumentar (Wynne & Rhee, 1986).

Las ficobiliproteinas constituyen los pigmentos fotosintéticos mas im-
portantes en las cianobacterias; ademés de su funcion primaria en la fotosinte-
sis, pueden servir como reservade nitrogeno celular (Lauetal., 1977, Yamanaka
& Glazer, 1980; Grossman ef al., 1986). Bajo condiciones de limitacion de
nitrogeno en la célula, las ficobiliproteinas son degradadas y utilizadas para la
sintesis de otras proteinas esenciales y constituyentes celulares nitrogenados,
reapareciendo de nuevo cuando la disponibilidad de nitrégeno es adecuada
(Lau et al., 1977, Yamanaka & Glazer, 1980; Grossman ef al., 1986). En estas
ultimas condiciones, el contenido de ficobiliproteinas puede llegar a constituir
hasta el 60% de las proteinas solubles de la célula en el medio de cultivo (Gantt,
1981; Kana & Glibert, 1987). Un efecto similar ocurre con los compuestos de
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azufre (Collier & Grossman, 1992), aunque su influencia suele ser menor en las
cianobacterias debido a que la relacion azufre/nitrogeno es mas bien baja en la
ficoctanina Comparada con otras muchas proteinas (Gantt, 1981). De igual
forma, se sintetizan grandes cantidades de glucégeno durante periodos de
limitacion de nitrogeno y se movilizan cuando hay nitrégeno disponible (Fay,
1983).

Por otra parte, la presencia de los granulos de cianoficina en las
cianobacterias constituye también material de reserva nitrogenado y se acumu-
lan durante la fase estacionaria de los cultivos deficientes de N, siendo
degradados rapidamente al volverse a iniciar el crecimiento. Los granulos de
cianoficina son copolimeros de acido aspartico y arginina de alto peso molecular
y han sido caracterizados en Anabaena cilindrica (Simon & Weathers, 1976)
y Aphanocapsa 6308 (Allen et al., 1980, Allen & Weathers, 1980). De forma
general, estan presentes en todos los géneros de cianobacterias excepto en
Spirulina (Humm & Wicks, 1980).

La habilidad de incorporar rapidamente los nutrientes esenciales y su
inmediata acumulacion en forma de material de reserva concentrado y, final-
mente, la movilizacion controlada de dichas reservas es una adaptacion suma-
mente importante de las cianobacterias frente a los cambios en el medio donde
se encuentran. '

La composicion de los pigmentos en la célula es también controlada por
la intensidad (densidad de flujo fotdnico) y por la calidad (composicién
espectral) de la luz y sus variaciones producen efectos notables en los procesos
metabolicos celulares. Los organismos fotosintéticos pueden modular su
contenido relativo de pigmento en respuesta a cambios producidos en la
intensidad de luz o en la longitud de onda. Generalmente, se observa una
correlacion inversa entre la intensidad de luz y el contenido de pigmentos: a
menor energia luminosa disponible, se sintetizan mas pigmentos fotosintéticos
por las células (Tandeau de Marsac, 1983).
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En las cianobacterias se produce la regulacion de la sintesis de
ficobiliproteinas por la calidad espectral de la luz, lo que se denomina adapta-
cion cromatica complementaria (Tandeau de Marsac & Houmard, 1988). En
- este tipo de adaptacion, los cambios enla pigmentacion celular en respuesta a
una iluminacién espectral especifica provocan modificaciones en la cantidad
relativa de los pigmentos rojos (ficoeritrina) y los azules (ficocianina), predo-
minando la ficoeritrina en las células cuitivadas con luz verde y la ficocianina
en los cultivos expuestoé a la luz roja. Al constituir éstas ficobiliproteinas los
principales pigmentos captadores de la luz en el proceso fotosintético, el control
cromatico permite a las células captar la energia luminosa disponible con
maxima eficiencia (Tandeau de Marsac, 1983).

Se distinguen tres grupos de adaptacion cromatica en las cianobacterias
(Tandeau de Marsac, 1983; Tandeau de Marsac & Houmard, 1988). El grupo
I no presenta adaptacion cromatica, por lo que la sintesis de ficocianina y
ficoeritrina es independiente de la longitud de onda de la luz. El grupo II
presenta una adaptacion “unidireccional”, pues solo la sintesis de ficoeritrina
es regulada por la longitud de onda de la luz. El grupo III presenta una
adaptacion “bidireccional” o con adaptacion cromatica complementaria com-
pleta. Al adaptar cianobacterias del grupo III a luz verde y transferirlas

_posteriormente a luz roja, la sintesis de ficoeritrina se reduce o detiene
completamente, y lo mismo ocurre en sentido contrario.

Los cambios en la longitud de onda y la intensidad de luz no implican
procesos degradativos especificos y la disminucion en las concentraciones de
bilinas dentro de las células cominmente se considera como resultado de la
diluciéon producto de la divisién celular, de acuerdo con estudios de las células
en crecimiento exponencial, donde existe una notable estabilidad de las
ficobilinas in vivo (Gantt, 1981). Los procesos reguladores que intervienen en
la adaptacion cromatica complementaria son controlados por un sistema
fotorreceptor de pigmentos, los cuales presumiblemente actuan a nivel
transcripcional (Tandeau de Marsac & Houmard, 1988).
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Estudios realizados con mas de 100 especies de cianobacterias demues-
tran que el fenémeno de adaptacion cromatica esta presente en la mayoria de las
especies, pero no en todas (Bryant et al,, 1981; Tandeau de Marsac, 1983;
Tandeau de Marsac, 1991) y solo las cianobacterias capaces de sintetizar
ficoeritrina pueden realizar dicha adaptacion (Tandeau de Marsac & Houmard,
1988).

Caracterizacion de las ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas son los pigmentos fotosintéticos antena de mayor
importancia presentes en las cianobacterias, las algas rojas y criptoficeas. Se
aislan facilmente como complejos pigmento-proteina, solubles en agua e
intensamente fluorescentes (Glazer, 1981) y representan el constituyente
bioquimico fundamental de aquellos organismos en los cuales se encuentran;
su funcién primaria in vivo es como pigmento-proteina captador de la energia

luminica.

Seglin sus caracteristicas espectrales, las ficobiliproteinas se dividen en
tres grandes grupos: las ficoeritrinas (FE), que son de color rojo o naranja
fluorescente; las ficocianinas (FC) que son azules; y las aloficocianinas (AFC)
que son purpuras; ¢éstas dos ultimas tienen fluorescencia roja (Grossman et al.,
1993). Las FE predominan en las algas rojas, y las FC en las cianobacterias o
algas verde-azules. Las algas cﬁptoﬁceas contienen FC y FE pero no AFC, el
componente central del aparato captador de la luz de la mayoria de los
organismos que contienen ficobilinas. Se ha sugerido que el papel funcional de
las AFC en éstas algas puede ser reemplazado por una FC con un maximo de
absorcidn de 645 nm o tal vez por la clorofila ¢ , presente también en éstas algas
(Hill & Rowan, 1989; Rowan, 1989). i

Al analizar diferentes grupos de algas se observa que las caracteristicas
espectrales de la FE y FC varian ampliamente. Generalmente, las FE aisladas
de las algas rojas presentan tres picos de absorcion mayores, mientras que las
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aisladas de las cianobacterias y de las criptoficeas tienen uno solo. De igual
manera, las FC de las algas rojas y de las criptoficeas tienen dos maximos de
absorcion entre aproximadamente 550 y 650 nm; mientras que las FC de las

- cianobacterias tienen un pico de absorcion sencillo y amplio que varia entre 615

y 620 nm, dependiendo de la fuerza idnica del medio. Las AFC suelen tener uno
o dos maximos de absorcion, con el pico mayor alrededor de 650 nm. Estas
diferencias se atribuyen a que la composiciony conformacion de los cromoforos
no es siempre la misma en biliproteinas igualmente coloreadas aisladas de
grupos taxonémico diferentes (Glazer, 1988; Hall & Rao, 1994).

Estructura y organizacion de las ficobiliproteinas

Individualmente las ficobiliproteinas tienen una estructura nucleo cono-
cida como apoproteina, concromatoforos unidosa ella. Los tipos de cromatoforos
adheridos a la apoproteina y la forma en que ambos se enlazan determina el
color y las caracteristicas de absorcion de la ficobiliproteina (Gantt, 1981).
Existen cuatro tipos de croméforos en la familia de las ficobiliproteinas, que
suelen denominarse como ficobilinas, y dos de los mas frecuentemente encon-
trados en las ficoeritrinas, en las ficocianinas y en las aloficocianinas son los
isomeros ficoeritrobilina y ficocianobilina.

El estudio detallado de los croméforos de las ficobiliproteinas mostro que
su estructura es muy similar a los pigmentos biliares de los mamiferos e incluso -
su nomenclatura sigue un patron similar (Bryant ef al., 1979; Glazer, 1988).
Asi, el croméforo de la ficocianina y la aloficocianina es el mismo en ambos
pigmentos y se denomina ficocianobilina, mientras que el de la ficoeritrina es
diferentey se conoce como ficoeritrobilina (Glazer, 1988). Cuando el croméforo
se encuentra unido a su apoproteina, la absorbancia maxima de la ficocianobilina
se halla entre 590 y 670 nmy la de la ficoeritrobilina entre 535 y 567 nm (Bryant
et al., 1979). El maximo exacto de absorcion de cada cromoforo bilinico esta
fuertemente influido por la conformacion y la interaccion de los residuos de
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Ficocianina

Ficoeritrina

Pigmento terminal &

PSI PSilI

Figura 1.1. Modelo del ficobilisoma con el ordenamiento fundamental de las
ficobiliproteinas.Tomado de Gantt (1981).

aminodcidosen las proteinas de lamolécula, que asu vezestan considerablemente

afectados porel estado de agregacion de las subunidades proteicas.

Estructuralmente las ficobilinas son tetrapirroles de cadena abierta, y pertene-
cenalamisma familiaquimicade laclorofilayel grupohemo. Una o mas ficobilinas
se unen mediante enlaces covalentes alas cadenas polipeptidicas (cadenas o, By
v) de diferente tamafio molecular. En lamayoriade los casos el aminodcidoenlazante
es lacisteina, formandose un puente tioéter entre dicho aminodcido y laparte de la
cadenadeunanillo A. Asilaasociacién polipéptidos-ficobilinas formasubunidades

que se unen en dimeros, trimeros 0 hexdmeros (Kremer, 1988).

Enlas cianobacterias y las algas rojas las ficobilinas participan en el proceso
de fotosintesis en formade grandes agregados multiméricos llamados ficobilisomas,

los cuales estdn dispuestos en varillas espaciadas regularmente
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en la superficie protoplasmatica de la membrana tilacoidal; el modelo de esta
disposicion ha sido desarrollado después de extensos estudios bioquimicos,
biofisicos y de microscopia electronica (Figura 1.1) (Bryant et al., 1979,
Lundell & Glazer, 1981; Glazer, 1988). El bloque basico de construccion es un
mondmero que contiene dos subunidades apoproteicas: oy B. La subunidad o
contiene un croméforo por apoproteina mientras que las subunidades B tienen
dos (Chapman, 1973). Sus pesos moleculares dificren con el organismo, pero
los polipéptidos o son comunmente mas pequefios que los B (Grant, 1981).
Estas subunidades conforman un grupo de proteinas relacionadas, cuya secuen-
cia aminoacidica se conoce para algunas cianobacterias (Frank et al., 1978,
Cohen-Bazire & Bryant, 1982). Es interesante sefialar que la secuencia de
aminoacidos en las ficobiliproteinas se mantiene, sobre todo dentro de cada
grupo polipeptidico o o B mas que entre los grupos, lo cual sugiere una
divergencia evolutiva entre los a y P polipéptidos (Gantt, 1981).

Forman parte también del ficobilisoma los llamados péptidos de unién,
la mayoria de los cuales son incoloros y cuya funcién consiste en dirigir el
ensamblaje de las biliproteinas y mantener la estructura de los ficobilisomas
(Cohen-Bazire & Bryant, 1982).

El modelo propuesto consiste en un nucleo de aloficocianina presente .
* como trimeros de las subunidades a8, Como la aloficocianina esta presente en
cantidades trazas en todas las especies (Oi ef al., 1982) es posible que este -
micleo sea la estructura universal sobre la cual se construyen todos los
ficobilisomas. El niicleo esta rodeado por varias estructuras compuestas por
hexameros de subunidades de ficocianina y ficoeritrina, y se estabiliza por la
presencia de péptidos asociados que sirven también para modular las caracte-
risticas de absorcién de los pigmentos dentro de los ficobilisomas. La superpo-
sicion de los espectros de absorcion y emision de las biliproteinas en el
ficobilisoma da lugar a un flujo unidireccional de la energia luminosa de
pigmento a pigmento en el siguiente orden: ficoeritrina-ficocianina-

-25 -



Ficocianina producida por Synechoccacus sp. 109201

aloficocianina-clorofila a, en un proceso cuya eficiencia alcanza un 90% (01 et
al., 1982; Glazer, 1985; Glazer ]989)

Ademas, los ficobilisomas estan conectados al PSII a través de particulas
situadas en el exterior de la membrana del tilacoide, que se han observado en
'. preparaciones de criofractura (MacColl & Guard-Friar, 1987). Estas particulas
se consideran como complejos clorofila a-proteina que enlazan los sitios de los
ficobilisomas al PSII (Talarico, 1996).

El espectro de un ficobilisoma intacto es una representacion compuesta
de sus cromatéforos componentes, las asociaciones individuales y la energia de
acoplamiento global. El espectro definitivo de las biliproteinas individuales
solo puede obtenerse después del aislamiento in vivo de sus estructuras.

Los espectros de absorcion y emision de las biliproteinas individuales
dependen de la fuente de la ficobiliproteina, el medio en el cual ésta ha sido
aislada y la forma de aislamiento. Las caracteristicas espectrales de una
ficobiliproteina individual dependen del estado de conformacion de la
apoproteina, por ejemplo, la transicién de agregado (hexdmero) a trimero o
monomero (Glazer & Stryer, 1983). Las bilinas isoméricas unidas a la
 ficobiliproteina son las responsables de su espectro de absorcién. Sus propie-
~ dades espectroscopicas distintivas provienen de.los diferentes ordenamientos
de sus dobles enlaces. Las propiedades de emisién y absorcion de las
ﬁcobiliprofeinas han sido extensamente utilizadas en investigaciones biomédicas
y de laboratorio.

Biosintesis de las ficobilinas

Las bilinas de las plantas se sintetizan a partir de la ruptura del anillo hemo
para formar un tetrapirrol lineal, en exacta analogia a la formacion de los
pigmentos bilinicos en mamiferos. La biosintesis de las clorofilas tiene lugar
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por la misma via que las bilinas hasta un punto determinado en el cual ambas
vias biosintéticas divergen. Un resumen de esta ruta se muestra en la figura 1.2.

La biosintesis de los tetrapirroles se produce en todos los organismos a
partir de un amino4cido que no se encuentra en proteinas, el acido 5-
aminolevulinico (ALA); esto se demuestra por la excrecion de porfobilinogeno,
porfinnas y ficocianobilinas por la rodofita Cyanidium caldarium cuando se
incuba con ALA, Existe, no obstante, una dicotomia en lo que respecta a la
biosintesis de ALA. En la mayoria de los organismos, ALA es producto de una
condensacion entre glicina y succinil-CoA, mientras que en las cianobacterias
se forma a partir del acido L-glutamico. Esto Gltimo se ha demostrado en
experiencias realizadas con Synechococcus 6301 mediante el empleo de las
técnicas de marcaje isotopico (*C) (Smith & Rogers, 1988).

La ruta biosintética de las ficobiliproteinas continia con la condensacién
de dos moléculas de AL A y forman porfobilindgeno, gracias a la actividad de
la d-aminolevulinico-deshidrogenasa. La sintesis del anillo porfirinico se
realiza por la condensacién de cuatro moléculas de porfobilindgeno, para
formar un tetrapirrol lineal unido 2 la enzima. Por cada puente metilo formado
se libera un ion amonio. Este tetrapirrol lineal se cicla por la pérdida de otro
amonio. El producto ciclado es el uroporfirindgeno 111, que tiene una disposi-
cién asimétrica de las cadenas lateraies. Estas reacciones requieren de una

sintetasa y una cosintasa.

La transformacion del uroporfirindgeno III en coproporfirinogeno III
implica la descarboxilacion de los cuatro restos etilo y su conversion en restos
metilo; este paso es catalizado por una descarboxilasa. La insaturacién del
anillo de porfirina y la conversion de dos cadenas laterales de propionato en
grupos vinilo, origina la protoporfirina IX, que constituye un intermediario de
la sintesis de las clorofilas en un sentido y en el otro, por quelacion del hierro,
da lugar a la formacion del grupo hemo, que representa el grupo prostético de
varias proteinas. La enzima ferroquelatasa es la que cataliza la incorporacion
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del hierro en forma ferrosa. El grupo hemo es el precursor de un compuesto
denominado biliverdina, un tetrapirrol lineal, a partir del cual se sintetiza la
ﬁtocfomobilina, que al reducirse da lugar finalmente a las ficobilinas (Beale &
Comnejo, 1991). |

Extraccion y purificacion de las ficobiliproteinas

Las ficobilinas han sido extraidas de las algas y purificadas de diferentes
formas, que van desde los ficobilisomas intactos hasta los cromoforos libres de
proteinas. Estas formas, por definicion, tienen diferentes propiedades de
absorcion, fluorescencia y estabilidad quimica por lo que es atil definir los
procedimientos de purificacion y la naturaleza de los productos bilinicos antes
de discutir sus caracteristicas individuales. El adecuado control de la fuerza
ionica y del pH durante el proceso de extraccion garantiza la estabilidad de la
asociacion del polimero y sus propiedades de fluorescencia (Glazer, 1982).

Tradicionalmente el problema de la pureza se ha solucionado por sepa-
raciones sucesivas de las ficobiliproteinas de los pigmentos celulares asociados
y de otras proteinas celulares. Este proceso se facilita por el hecho de que las
ficobiliproteinas son muy solubles en agua. Después de la ruptura celular es
posible separar las ficobilinas de las clorofilas y carotenoides por centrifugacion
del homogenizado a alta velocidad. Del sobrenadante coloreado obtenido un
40% pueden ser ficobilinas, que probablemente estan presentes como agrega-
dos derivados de la ruptura parcial de la estructura de! ficobilisoma. Posterior-
mente la purificacion del sobrenadante por precipitacién con sulfato de amonio
y cromatografia de intercambio iénico produce ficobilinas casi puras en la
forma de subunidades o y B (Rowan, 1989),

Las similitudes quimicas entre los diferentes tipos de ficobiliproteinas,
hacen relativamente dificil el aislamiento de dichos pigmento-proteinas por los
métodos comunes tales como la electroforesis y la cromatografia de intercam-
bic 16nico.
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Aplic_aciones de las ficobiliproteinas

Las propiedades de las ficobiliproteinas hacen de ellas un componente
importante de los reactivos fluorescentes especificos para anlisis de células y
moléculas (Glazer, 1988; Glazer, 1994). Contienen multiples croméforos
bilinicos y, por tanto, altos coeficientes de absorcion (Grabowski & Grantt,
1978) y altos rendimientos de fluorescencia (Funchs et al., 1988). Sus bandas
de absorcion comienzan a 440 nm y poseen una intensa emisién que comienza
desde 550 nmy se extiende hasta el rojo lejano. También son solubles y estables
en soluciones acuosas y pueden ser almacenadas largos periodos de tiempo.
Ademas, son estables en amplios intervalos de pH y su fluorescencia no se ve
afectada por la mayoria de las biomoléculas (Oi ef al., 1982).

Las ficobiliproteinas han sido explotadas inicialmente en los casos donde
ciertas sustancias a medir o identificar muestran autofluorescencia en aquella
region donde lo hacen los marcadores fluorescentes comiznmente uttlizados.
Por ejemplo, la aloficocianina se ha empleado para cuantificar los antigenos
superficiales en macréfagos alveolares en bajo nimero de células (Funchs et al.,
1988). El empleo de las ficobiliproteinas con un méaximo de fluorescencia
mayor de 600 nm ha ayudado a resolver el problema de autofluorescencia de los
macrofagos cuando se emplea tiocianato de fluoresceina, con un pico de
emision en 541 nm que se prolonga hasta 580 nm. La magnitud de la desviacion
de Stokes ‘es un determinante importante de la sensibilidad de un reactivo -
analitico fluorescente. Se ha encontrado que las ficobiliproteinas en particular
son especialmente qtiles como donadores de energia que pueden usarse para
ajustarse a la desviacion de Stokes (Funchs ez al., 1988).

Las ficoeritrinas también se han empleado como marcadores para analisis
cuantitativos, movilizacion del calcio después de simulacion con mitoégenos o
anticuerpos anti-CD3 (Sei & Arora, 1991). Nuevamente el uso de una
ficobiliproteina como marcador ha demostrado tener considerables ventajas
sobre otras técnicasusadas paramedir el calcio. Lostres tiposde ﬁcobiliproteinas
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se han usado ampliamente en citometria de flujo, principalmente en el marcaje
de anticuerpos (Jung & Dailey, 1989) en mediciones del tiempo de vida de la
fluorescencia en “phase-resolved” (Pinsky et a/., 1993), probando su ventaja
sobre otros marcadores fluorescentes tradicionales.

Las ficobiliproteinas también se han usado en la determinacién del
potencial autooxidativo y antioxidativo de los azucares simples (Wehmeier &
Mooradian, 1994). Estos ejemplos muestran su amplio espectro de su uso como
reactivos biomédicos de diagndstico. Sus propiedades de fluorescencia les
confieren ventajas adicionales que estan siendo constantemente aplicadas.

Actualmente, las ficobiliproteinas estan siendo utilizadas como coloran-
tes naturales en la industria alimentaria y de cosméticos. La ficocianina de
Spirulina es comercializada por la compafiia Dainippon Ink & Chemicals de
Japén; se sugiere como aditivo en preparados congelados, bebidas ligeras,
productos con leche, caramelos y helados. Esta compaiifa ha descrito el tampon
para la extraccion del pigmento de Spirulina y su tratamiento con un solvente
organico; el pigmento azul asi obtenido se utiliza en cosméticos, pues como no
es soluble en agua no se extiende por efecto de la humedad (Cohen, 1986;
Borowitzka, 1988; Richmond, 1990).

La ficocianina pura es comercializada por Cyanotech Corporation con
altos precios para su utilizacion en pequefias cantidades como trazador -

bioquimico en inmunoensayos, microscopia y citometria (Herrera et al., 1989).

Por otra parte, utilizando ficocianina extraida de Spirufina como dieta en
ratones previamente inoculados con células tumorales de higado, se demuestra
que la ficocianina puede estimular de forma generalizada el sistema inmunitario,
proporcionando proteccion frente a distintas enfermedades (lijima et al., 1982).
Estos resultados dieron lugar a dos patentes respecto al uso de ficobilinas como
agentes antitumorales, asi como para el tratamiento de Ulceras y hemorroides |
(Patente n° 79-138755, 1981, Patente n® JP58065216-A-830418, 1983).
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Experimentos in vifro mostraron que los extractos celulares de las
cianobacterias Lyngbya lagerhermii y Phormidium tenue protegian a las
células del sistema linfatico humano de los efectos citopaticos del virus HIV-
1, aislando un nuevo tipo de compuesto inhibitorio (Gustafson ez al., 1989).

La induccién de la metamorfosis en moluscos por ficobiliproteinas
extraidas de cianobacterias y algas rojas (Mianmanus, 1984; Morse etal., 1984)
es otra de las importantes aplicaciones de estos complejos pigmento-proteina;
al igual que el uso de dietas ricas en ficocianina, para potenciar el color de las
ostras perliferas (Mianmanus, 1984).

Los pigmentos fotosintéticos de las cianobacterias tienen aplicacion
practica en los estudios ecoldgicos por el papel que juegan estos elementos del
picoplancton en la alimentacion del zooplancton herviboro, a través de la
identificacion de pigmentos especificos de las cianobacterias en el contenido
estomacal de sus depredadores mediante HPLC (Sellner et al., 1994).

Para la determinacion de la concentracion de cianobacterias en el agua,
despues de sus florecimientos, se emplean también métodos basados en sus
caracteristicas de fluorescencia in vivo pues sus espectros de emision son
diferentes a los de las algas eucaridticas (Lee ef al., 1994).

Las especies de Synechococcus se han empleado en la obtencion de
compuestos reguladores del crecimiento vegetal para la germinacién de semi-
llas naturales (Wake ef al., 1992), la produccion de glutamato a partir de CO
enreactores biosolares con fibras opticas de difusion de la luz (Matsunaga et al.f
1991), la fotoproduccion de hidrogeno a partir de sustratos organicos (Luo &
Mitsui, 1994; Kumazawa & Mitsui, 1994), la- obtencién de compuestos
inhibidores de glicosidasas (Cannell et al., 1987) y proteasas (Cannell ef al.,
1988) de aplicacion biomédica; y sus pigmentos se han empleado como
colorantes fluorescentes en estudios citométricos (Marie et al., 1996). Ademas
tienen interés en biotecnologia marina para el aislamiento y caracterizacion de
enzimas (Murata & Higashi, 1993; Wadano et al., 1995) y en la ingenieria
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genética (Yu ez al., 1993; Nakamoto, 1995, Wood et al., 1995). Sin embargo,
dado que la mayor importancia de estas especies radica en su valor como
biomasa fototréfica, el principal interés de las investigaciones se ha dirigido a
sus pigmentos fotosintéticos, tanto desde el punto de vista estructural como
funcional. '

Hasta el presente se han estudiado en varias especies de S)mechoéoccus
los tipos de ficibiliproteinas (Wood et al, 1985), su estructura quimica
(Lagarias et al., 1987, Glazer & Fang, 1973), la concentracion del pigmento
(Wyman, 1992), su purificacion (Chapman ez al., 1968; Teale & Dale, 1970),
sus propiedades fotosintéticas (Kana & Glibert, 1987) y la composicion celular
(Kana et al., 1988).

No obstante, es necesario profundizar en técnicas y condiciones de
cultivo, asi como en metodologias para la purificacion, aislamiento y caracte-
rizacion de las ficobiliproteinas de estas especies, cuya importancia ya se ha
sefialado.
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Objetivo

Debido al posible interés de la cianobacteria marina Synechococcus sp.
109201, aislada enlas costas de Cuba, parala obtencion de ficocianina, se intenta
optimizar laproduccion de biomasa rica en este pigmento, en funcion de distintas
variables como: concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo, relacion
nitrogeno:fosforoy calidad espectral delaluz.

Unavez conocidoslos parametros 6ptimos parala producciénde ficocianina,

el objetivo tiltimo del trabajo es aislar, purificar y caracterizar la ficocianina producida

por Synechococcus sp. 109201,
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3.1.- ORIGEN Y DESCRIPCION DE LA ESPECIE UTILIZADA,
Synechococcus sp 109201

Laespecie utilizada fue aisladade aguas marinas cubanas recogidas enla costa
Norte deLaHabanay clasificada dentro del género Synechococcus. siendoincluida
en ¢l cepario de la coleccion del Instituto de Oceanologia de Cuba, con la
identificacion1(09201. Posteriormente fue trasladada al Laboratorio de Microbio-
logia del Departamento de Biologia Celular y Molecular de la Universidad de La
Corufia.

El género Synechococcus seincluye en el grupo de las cianobacterias en el
Orden Chroococcales (Waterbury & Rippka, 1989).

Se presentacomo células solitarias o en coloniasen formade cadenaque dan
lugar a pseudofilamentos cortos, generalmente de 2 a 8 células. Las células son
esféricas(2.37+0.46 pmde didmetro), cilindricasu ovales(2.34+0.43 pymdelargo
y 1.72£0.41 um de ancho) conun contenido celular homogéneo de color verde-
azul brillante y no presentan vaina mucilaginosa. Se dividenen un plano mas o menos
vertical o ligeramente oblicuo al ejelongitudinal dela célula, origindndosedos células
hijas morfoldgicamenteidénticas. -

Laorganizacion dela pared celular estipica delas bacterias Gramnegativas.
Lostilacoides formanuna serie de capasalrededor dela superficiede laperiferiade
la célula y su numero varia conlas condiciones de cultivo, y sobre todo con el nivel |
deiluminacidén. Lostilacoides contienen clorofilaa, carotenoides y zeaxantina. Unidos
alostilacoidesseencuentran losficobilisomasy que presentanficocianina, ficoeritrina
y aloficocianina.

Existen cuerpos poliédricos proximosalostilacoidesy generalmente visibles
einclusiones lipidicas, esfénicas y electronicamente densasenunaposicién periférica
enla célula, ocupando una parte importante del citoplasma.
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Foto 1. Microfotografia de Synechococcus sp. 109201 con microscopio electrénico de
barrido (20 KV 22.000x)

En el citoplasma hay asimismo granulos de polifosfato. Son generalmente
pequefiosy nonumerosos en células durantela faselogaritmica de crecimiento, pero
en otras etapas del crecimiento se destacan por su cantidad (Jensen, 1993). En
condiciones de estrés puedenllegar a ocupar una gran parte del volumen celular. Son
cuerpos esféricos y su composicion es basicamente fosfato, aunquetambién contie-
nen magnesio, potasio, calcio hierro, cobre, lipidos y RNA (Jensen, 1993); actuan,
no solo como reserva de fosforo, sino también como fuente de energia parala célula.
Pueden constituir reserva de metales esenciales, actuando como mecanismo de

destoxificacion.

Dentro del género Synechococcus se hapropuesto una subdivision fenotipica
(Waterbury & Rippka, 1989) que establece cuatro grupos basados en caracteris-
ticas morfologicas, fisiologicas y quimicas (Waterbury, 1992). Las caracteristicas
generales de nuestra cepala colocan dentro del “Grupo Marino C”, que comprende

especies halotolerantes no moviles de habitat marino costero, cuyo pigmento
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accesorio fundamental es la ficocianina por lo que no llevan a cabo adaptacion
cromatica complementaria y ademas no son capaces de fijar nitrégeno atmésférico.

3.2.- CULTIVO DE Synechococcus sp. 109201

Diversosestudios hanidentificado losrequerimientos nutritivosespecificos de
algunas microalgas y cianobacterias, particularmente en minerales y vitaminas.
Consecuentemente, se han desarrollado numerosos medios de cultivo, descritos en
la bibliografia especializada (Vonshak, 1986; Becker, 1994), cuya composicion
cualitativa suele ser similar. La relacién N/P varia entre 5/1 y 20/1 en peso. La
mayoria delos medios descritos se preparan en soluciones “stock” concentradas de
los nutrientes quimicos y después seafiaden al agua volimenes determinados para

darla concentracion adecuada en el medio de cultivo.

La composicién del medio de cultivo utilizado enlos cultivos “stock” esla

siguiente (Fabregaseral., 1984):

NaNO, 4.0mM
NaH,PO,.2H,0 0.2 mM
Citrato férnco 40.0 uM
ZnCl, _ 2.0 uM

~ MnCl, 4H,0 - o 20 uM
Na,Mo0O,.5H,0 20 uM
CoCl, ' 0.2uM
CuS0,.5H,0 02uM
Tiamina 70.0 ug.I!
Biotina 10.0ug I
VitaminaB, 6.0 pg.I!
EDTA 92.8uM
Tris - HCl (pH 7.4) 1.0 mM
agua de mar (*) 1000 ml

(*) agua de mar natural filtrada por 0.45 pmy esterilizadaa 120 °C, 20 min.
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Los nutrientes se esterilizan en autoclave a 120 °C durante 20 minutos, se
almacenan en oscuridad a 4 °C y se afiaden al agua de mar antes de inocularla.

Lascondiciones detemperatura, iluminaciony salinidad Junto conlaconcen-
trac:lon denutrientes, son factores fundamentales enla eficiencia delcultivo. Tras
pruebas preliminares, se han adoptadouna temperaturade 18+1 °C yunailumina-
cionde 3000 lux (58.5 uE m2s-') medidaalaaltura del recipiente, proporcionada
portubos fluorescentes Mazda Fluor C7 TF40, aplicada con ritmo nictimeral 12:12
enuna camarade cultivo.

Loscultivos serealizanen botellas de 1 litro con 900 ml de medio de cultivo.
Estos cultivos se doblan periodicamente, de manera que se mantengan en fase
exponencial. De estos cultivos se tomanlosinoculos para las distintas experiencias.

Laagitacion enlos cultivos serealiza mediante burbujeo de airea un flujo de
2 1 min’!, inyectado con un turbosoplador y filtrado a 0.25 pm mediante filtros
Millipore antes de la entrada en el cultivo. Esta agitacién constante impide que las
células sedimenten y permite que estén expuestas a la misma intensidad luminica
media, evitando asimismo la formacion de gradientes de nutrientes minerales o
gaseosos, obteniéndoseun crecimiento méas uniforme (Raven, 1988)). La aireacion
proporciona ademas un aporte de CO, (0.03% V'V en el aire) el cual actiia como
fuente de carbono y colabora en el tampoenamiento del medio de cultivo.

3.3.- DETERMINACION DE LA DENSIDAD CELULAR

El crecimiento delas microalgas se determina midiendo la densidad celular
diariamente por contaje de una alicuota del cultivo convenientemente diluida en
camara de Neubauer, empleando para ello un microscopio NIKON Labophot de
contraste de fases, a400 aumentos. El nimerode células de cada cultivo correspon-
de ala media de tres contajes. Con los datos de densidad celular se calcula la tasa
de crecimiento (W), expresada en doblajes por dia.
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Entérminos generales, el crecimiento deuna poblacién microalgal en condi-
ciones estaticas se caracteriza por ajustarse a una funcion logistica o sigmoide
(Schariz&Zahler, 1981). Lafuncionlogistica seutiliza en ecologia comomodelodel
crecimiento deuna poblacion. Se caracteriza poruncrecimiento exponencial, conun

- crecimiento proximo a cero cuando la poblacion se aproximaa sumaximo, loque se
conoce como capacidad de carga del medio (Odum, 1971).

Larepresentacion matematica de estafuncién es:
N=K/1+B exp (-zt)

_ donde N, representa la densidad de poblacion en el tiempo t, expresada en
células x 106 ml'!, K es la capacidad de carga del medio o tamaiio limite de la
poblacion, B esuna constante que carece de significado biolégicoy cuyo valor se
calcula a partir de la siguiente ecuacion: B=(K-N;)/N,. El parametro z esta
relacionado conla tasa de crecimiento ytes eltiempo expresado en dias. Todos los
parametros de laecuacion se calculan medianteunaregresionno lineal, utilizando el
algoritmo de Marquadt (Sailaezal., 1988).

3.4.- DETERMINACION DE PESO SECO Y CENIZAS

‘Parala determinacion del peso seco se sigue el protocolo de Vonshak (1986)
modificado. Serecogen volamenes conocidosde las suspensiones celularesentubos
previamente secados a 60 °C durante 6 horas y tarados. Las células se recogen por
centrifugaciéna 2500 gy a4 °C durante 20 minutos; posteriormente el sedimento
celular se resuspende en amonio formiato 0.9% (P/V) para eliminar las sales,
centrifugando de nuevo. Las muestras se secan a60 °C durante 24 horas y se dejan
enfriar a temperatura ambiente en un desecador antes dela pesada.

Paraladeterminacion de las cenizas, enlabiomasaliofilizada de Synechococcus
sp. 109201, se coloca una cantidad conocida de biomasa seca en pocilios de
porcelana previamente tarados, sometiéndose a incineracion en horno Mufla a
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550 °C durante 5 horas. Posteriormente se deja enfriar el horno hasta 100 °C, se
retiranlos pocillos y sedejan enfriar hasta temperaturaambiente enun desecador,
procediendo a su pesada. Este procedimiento permite determinar el porcentaje de
cenizas en la materia seca. '

Todas las determinaciones de peso se realizan por duplicado, utilizando
balanzas Bosh y AND con limite de precisionde 0.1 mg.

3.5.- DETERMINACION ‘ESPECTROFOTOMETRICA DE LOS
PIGMENTOS FOTOSINTETICOS

3.5.1.- Extraccién y cuantificacion de ficobiliprotetnas

Debido aque las ficobiliproteinas se producenintracelularmente, es necesario
realizar una operacionde extraccion conuna fase acuosayun tratamiento de ruptura
mecanica o enzimatica dela pared celular, para su obtencion. Por ello, partiendo de
unnumero conocido de células, recogidas por centrifugacion, se resuspenden en
4 ml de aguadestilada y se ensayan tres métodos de extraccion:

- Sonicacion prolongadaa 4 °C.

Las célulasresuspendidas en agua destilada se sonican durante 5 minutos, en
‘unSomniprep 150a 15 micrones. Posteriormente se centrifugan y el sobrenadante se
cuantificaespectrofotometricamente.

- Congelacion ydescongelacion ennitrogeno liquido.

Lascélulasresuspendidas en agua destilada se someten auna atmosfera de
nitrégeno liquido, congelandoy descongelando sucesivamente durantetres veces.
Posteriormente se centrifugany el sobrenadante se mide espectrofotométricamente.

-Congelacionydescongelacionreiteradaa 4 °C.
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Las células resuspendidas en agua destilada se congelan y desgongelan
sucesivamente durante tres veces a 4 °C, se centrifugan posteriormente y el
sobrenadante se mide espectrofotométricamente.

Con este ultimo método se ensayan diferentes soluciones de extraccion,
ademas del agua destilada. Las distintas soluciones de extraccion ensayadas son: ‘
tampon fosfato 10mM, pH7, cloruro de sodio 0. 15 M, tampén TRIS-HC10.05M,
pH7, clorurode calcio 10 g1 yuna fasealcalina compuestapor 0.5 g NaHCO,
y de CaCOj; a pH 10.5. Cada una de estas soluciones contiene 0.05% de azida
sadica para evitar cualquier posible contaminacidn.

Los sobrenadantes, obtenidos por centrifugaciona 2500 g durante 20 minutos
en cada una de las extracciones se leen en un espectrofotometro Shimadzu UV -
160A alaslongitudes de onda 652, 615 y 562 nm, utilizando como blancola solucién

deextraccion.

La concentraciondebiliproteinasse calculautilizando las ecuacionesbasadas
en los coeficientes de extincion especificos para pigmentos en cianobactenas,
propuestas por Siegelman & Kycia (1978):

FC (mgml1) = (A 55 - 0.474 (A ¢55)) / 5.34
AFC (mg ml') = (A g5, - 0.208 ( Ag;5) )/ 5.09
FE (mg mi) = A 5, - 2.41 (PC) - 0.849 (APC)) / 9.62

donde Ay, Ags Y Asgy Tepresentan las absorbancias (DO = log lo/l)
medidasa 652, 615y 562 nm Silos valores se multiplican por el volumende extracto
y se dividen por el nimerototal de células presentes en dicho volumen, se obtiene el
contenido de ficobiliproteinas en pg célula!.

La eficiencia en la extraccion de la ficocianina y su pureza, medidacomo la
relacion Ag,y/Asg, S€ determinan por triplicado en cada una de las condiciones
ensayadas.
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3.5.2.- Clorofila a y carotenoides totales

Parala determinaciondela clorofilaa ylos carotenoidestotales serecogeun
volumen conocido decultivomicroalgal y se centrifugaa 2500 g durante 20 minutos.
Seresuspende en 5 ml de agua destilada y se centrifuganuevamente. Se desechael
sobrenadanteyal precipitado sele afiade 10 ml de metanol al 90%, agitandose bien
y centrifugando posteriormente. Enel caso de biomasaliofilizada, se pesan 20 mgy
se realiza la extraccion con 10 mi de metanol, agitandose y centrifugando a
continuacion. El sobrenadante obtenido en ambos casos se lee a 665 y 470 nm en
unespectrofotémetro Shimadzu UV- 160A.

Lasecuacionesutilizadasen loscalculos delas concentraciones de pigmentos
son (Sukenik ez al., 1989):

Clorofilaa (ugml)=(13.15x A (s x 10)/ V
Carotenoides totales (ngml'')=(4.4x A 5,x 10)/V

donde tanto la clorofila a como los carotenoides totales representan las
concentraciones en ug mi-! deextracto, A 4¢; y A 4o representanlas absorbancias
(DO=loglo/T) medidasa 665y 470 nmyV es el volumen de muestrarecogido. Si
los valores se multiplican por el volumen de extracto yse dividen por el nimero total
de células presentes en dicho volumen, se obtiene la concentracion de estos
pigmentosenpg célulal, '

3.6.- DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINAS

Las protetnas se determinan espectrofotométricamente mediante una modifi-
cacion del método de Lowry (Herbert et al., 1971). El método se basa en que el
reactivo defenol deFoliny Ciocalteau, que es esencialmente una solucionde acidos
fosfotugnstico y fosfomolibdico, es reducido por los fenoles (y por muchas otras
sustancias) a azul de molibdeno, que puede ser determinado colorimétricamente.

- 48 -



Material y Métodos

Las proteinas reducen el reactivo de fenol, por lo que este método se puede utilizar
para su determinacion. '

Unnumero conocido de células recogidas por centrifugacion sesolubiliza en
2 mlde NaOH 1N a una temperatura de 95-100°C durante 60 min. Se enfriay se
clarifica por centrifugacion (2500g)utilizindoseel sobrenadante. Se preparauna
curva patrén con diferentes concentraciones de seroalbumina bovina (BSA) yun
blanco de NaOH 1N, Para realizar las determinaciones se utilizan los siguientes
reactivos:

Reactivo A: 100g de Na,CO, disueltos en 1000 ml de NaOH 0.5N.
Reactivo B: 1g de CuSO,.5H,0 en 100 ml de agua destilada.

Reactivo C: 2 g detartrato de potasio disueltosen 100 ml deagua destilada,
Reactivo D: reactivo comercial de fenol Folin-Ciocalteu (Panreac).

Setoma 0.1 ml de cada una de las muestras, de las concentraciones de BSA
y del blanco y se le afiade 0.3 ml de NaOH. A continuacion se les afiade 15 ml del
reactivo A, 0.75 ml del reactivo B y 0.75 ml del reactivo C a todos los tubos. Las
muestras se dejan reaccionar durante 15 minutosantes de afiadirie 1.2 ml del reactivo
D diluido 10 veces conagua destilada. ‘

Se dejan reposar a temperatura ambiente durante 30 min. antes deleerla
absorbanciaa750nmenun espectrofotometro Shimadzu UV - 160A, utilizandouna
cubeta de vidrio de 1cm, frente alblanco tratado conlos mismbs reactivos. Conlos
resultados de absorbancia obtenidos conlas dilucionesde BSA serealizauna curva

-patron, obteniéndose asiuna recta de regresionlineal a partir de la cual se calculan
por interpolacion los valores de proteina de las muestras problema. Todas las
determinaciones de realizan por tnplicado.
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3.7.- ANALISIS ELEMENTAL (CNH)

Losanalisis dela composicion elemental (Carbono, Hidrogeno y Nitrogeno,
CNH) se realizaron por cuadruplicado sobre alicuotas de biomasa liofilizada de
Synechococcus sp. 109201 Se pesan entre 1 y 2 mg de muestra en una capsula
especial de estafio. Los anélisis son realizados por los Servicios Generales de Apoyo
ala Investigacion enunautoanalizador Carlo Erba CHNS-0 1108, acopladoaun
detector de conductividad térmica (DCT), unintroductor de muestras automatico
Autosampler AS 200y conuna unidad de procesado EAGER 200.

El método analitico se basa en la oxidacion instantinea y completa de la
muestraque convierte todaslas sustancias organicas einorganicas en productos de
combustion. Los gases resultantes de lacombustion pasana través deun horno de
reducciony sonbarridos alinterior dela columna cromatografica (Porapak PQS) por
el gastransportador, en este caso helio, donde son separados para su deteccion por
un detector de conductividad térmica que emite una sefial proporcional a la
concentracion de los componentes individuales dela muestra.

Elinstrumento se calibra con sulfanilamida, estandar aconsejado para mues-
trascon elevado contenido organico, y laconcentracion delas muestras se calcula
medianteunlogaritmo de regresion lineal enbase al areabajo los picos generados
poreldetector. Paralarealizacion de estos calculos el autoanalizador esta equipado
conunordenador. Noseaceptaron resultadosenlos quelas réplicas presentasenun
coeficiente de variacionmayor del 5%, aunque generalmente el error asociado ala
técnica se encontro en el intervalo de 0.5-2%.

3.7.1.- Contenido de protetnas derivado del contenido de
nitrégeno

Parael calculo del contenido de proteina delabiomasaliofilizada a partir del
contenido deN obtenido por analisis elemental (CNH) se utilizo el nuevofactor de
conversion 5.8 (Gnaiger & Bitterlich, 1984) en vez del clasico factorde conversion
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6.25(FAO/WHO, 1973) yaque seha demostrado que el primero es més ajustado
paradiversas muestrasde origen marino incluyendo algas, bacterias, protozoos e
invertebrados (Gnaiger & Bitterlich, 1984).

'3.8.-DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS

Todoslos métodos propuestos para la determinacion de carbohidratos totales
son colorimétricos y se derivan del Test de Molisch para carbohidratos, implican el
calentamiento del material con acido sulfurico concentrado yun desarrollante de
color que esusualmente una amina aromatica o un fenol (Herbert ezal., 1971).

El método del fenol sulfiirico (Dubois et al., 1956) contintia siendo el mas
utilizado y apenas ha sido modificado. Es muy insensible a la interferencia con
proteinasyel color producido es muy estable. El fenol esun alcohol muyreactivo con
los carbohidratos dandolugar aun complejo coloreado (deamarillo amarron segun
laconcentracion decarbohidratos). Estareaccion coloreadaeslinealalalongitud de
onda 485 nmy consume unaelevada cantidad de energia, lacuales proporcionada
por lareaccion entre el acido sulfurico y el agua.

- Unnamero conocido de células recogidas por centrifugacion se hidrolizan en
2 mlde NaOH 1IN a una temperatura de 95-100 °C durante 60 min. Las muestras
seenfrianyel extracto obtenido por centrifugacion se diluye convenientementey se
reparte 1 ml (por tripliczido) en tubos de cristal reforzado. Al mismo tiempo se
preparaun blanco con 1 ml de NaOH 1Ny una serie de patrones de glucosa. Alos
tubos seles afiade 0.5 ml de fenol al 4%, agitandose acontinuacion. Inmediatamente
se adicionan 2.5 mlde 4cido sulfitrico concentrado (Pe=1.84), dirigiendola caida
del 4cido hacia la superficie del liquido. Se deja enfriar 30 minutos a temperatura
ambiente, agitando las muestras dentro de este intervalo y se lee la absorbancia a
485 nmenun espectrofotémetro Shimadzu UV-160A. '
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Conlosvalores de los patrones de glucosa se calcula la ecuacion correspon-
diente alarecta deregresionlineal, de dondeporinterpolacién se deducenlos valores
de las muestras problemas.

Mediante este ensayo se cuantifican las hexosas, disacaridos, oligosacaridos, -
polisacaridosy derivados metilados que poseanun grupo reductor libre o potencial-
mentelibre. Las pentosas y metilpentosas también reaccionan, perola glucosamina
ylagalactosamina soninertes (Kochert, 1978).

3.9.- DETERMINACION DEL CONTENIDO DE LiPIDOS

Para su posterior determinacién, los lipidos se extraen por el procedimiento de
Bligh& Dyer(1959), segtinHolland & Gabbott (1971). Las células se recogen por
centrifugaciony seresuspendenenmetanol:cloroformo 2:1 V/V. Sesonica durante
60 segundos ytras agitar 30 segundos se protegenlos extractos delaluz dejandolos
reposar 20 minutosatemperatura ambiente. Traseste tiempo, se centrifugan S min
a 800g, recogiéndose el sobrenadante. A éste se adicionan cloroformo y agua
destilada para unarelacion final de solventes metanol:cloroformo:agua 2:2:1 V/V, se
agita hasta obtener una solucion homogéneay se centrifuga nuevamente. Coneste
segundo fraccionamiento seeliminan los contaminantesno lipidicos no eliminados en
la primeraextraccion. Seretiralafase acuosasuperior ya lafase organicainferior se
le afiade acetona para ayudar a eliminar las trazas de agua. Los solventes se retiran
delasmuestras delipidos por evaporaciéna 40-50 °C bajovacio o enatmésferade
N,.

Los extractos se almacenan a -20 °C en 300 ul de cloroformo conteniendo
butilhidroxitolueno (BHT) como antioxidante, en el caso de no ser analizados
inmediatamente.

La determinacionde lipidostotales se realiza siguiendo el método de estima-
cién gravimétrica. Para esto se utilizan pequefios viales de cristal previamente
secadosa 60°C durante 6 horas ytarados, dejandose enfriar atemperatura ambiente
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enun desecador antes de cada pesada. Las muestras resuspendidas en 300 pl de
cloroformo, se secan a 45 °C y finalmente se pesan de nuevo dichos viales enuna
balanzade+ 0.1 mg.

Partiendo de 20 mg de biomasa liofilizada de Synechococcus sp. 109201 se
realizo la extraccion de los lipidos totales, con las mismas proporciones descritas -
anteriormente, peroutilizando en este caso el soivente (CHCl,:CH;0H) acidificado
conunas gotasde HC! (Dubinsky & Aaronson, 1979). Estos extractoslipidicos se
fraccionaron en lipidos neutros y polares sobre cartuchos Sep-Pak (Waters, ref.
51900) (Sukenik ezal., 1989). Loscartuchos se acoplanaunajeringuilla de cristal
con extremo Luer y se equilibran con 10 mi de cloroformo; después de cargar la
muestra previamente resuspendidaen 300 ul de cloroformo, selavan sucesivamente
con cloroformo, cloroformo/metanol (85:15 V/V)ymetanol (20 ml en cada caso)
paraeluir los lipidos neutros, galactolipidos y fosfolipidos, respectivamente. Para
cuantificar cada una de las fracciones se utilizo también el método de estimacion
gravimétrica. Todas las determinaciones se realizan por triplicado.

3.10.- ANALISIS ESTADISTICO

Para el tratamiento estadistico de los datos analiticos se emplea el “software”
. estadistico SPSS/PC+ version 5.0 (SPSS Inc).

Los datosde lasdiferentes experiencias, se comparanmedianteunanalisisde
lavarianza de unavia(ANOVA). Cuando se observan diferencias significativas, se
analizan estosdatos mediante el test de rango multiple de Duncan, siempre paraun
nivel de significacionde0.05.
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3.11.- PURIFICACION DEL EXTRACTO DE FICOBILIPROTEINAS

3.11.1.- Cromatografia de interaccién hidrofébica

Lacromatografia deinteraccion hidrofobica (CIH) esunatécnica de purifica-
cionque sebasa enlainteraccionentre los grupos no polares de la superficie de las
biomoléculas accesibles a un determinado solvente y los ligandos hidrofébicos
covalentes fijos a una matriz gelatinosa. Esta interaccion se debe a las fuerzas de
atraccion de Van der Waals entre las proteinas y los ligandos inmovilizados
(Marshak et al., 1996).

Las proteinas tienen diferentes tipos y proporciones de aminoacidos
hidrofébicos y por tanto se enlazan con diferente fuerzaalos mediosdela CIH. Para
separar una mezcla de proteinas es necesario hallar la concentracién de sal que
produce que los grupos mas hidrofébicos se enlacen al medio, mientras que otras

- proteinas menos hidrofobicas se mantienen en solucién. Alternativamente se puede
utilizar unaalta concentracion de sal para asegurar que todas las proteinas se enlacen;
la concentracion salina puede disminuirse progresivamente para desplazar las
proteinas menos hidrofébicas mientras que las otras permanecen enlazadasal medio
deinteraccion hidrofobica.

Resinas de interaccion hidrofébica

Serealizaron pruebasde recuperacic’m delabiliproteinautilizandotresresinas
que soneluidas condiferentes soluciones. Se emplearonlostres grupos hidrofobicos
comunmente utilizados: butil sefarosa (Butyl Sepharose4-Fast Flow), octil sefarosa
(Octyl Sepharose CL-4B)y fenil sefarosa (Phenyl Sepharose 6 Fast Flow) (Pharmacia).

Se colocan entrestubos de ensayo 0.5 mlde cadatipo deresinay se equilibran
con tampén TRIS-HCI 0.05M, pH 7 con (NH,),80, 0.5 M. Seles afiade a cada
una de las resinas 2 ml de extracto de ficocianina con sulfato de amonio 0.5M. Se
agitan suavementelos tubos durante 10 minutos y posteriormente se centrifugan. Se
utilizaron como soluciones de elucion concentraciones decrecientes de (NH,), SO,
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(0.5,0.25,0.125 M) y sin sulfato de amonio (0M) con tampon TRIS-HCI0.05M,
pH 7y finalmenteuna solucién de etanol al 20% con este tltimo tampon. Cada una
de las resinas se lava sucesivamente con diferentes soluciones y después de
centrifugar se mide el sobrenadante en un espectrofotometro (PERKIN-ELMER
Lambda 5) a 620 nm. ‘

Una vez seleccionadala resina, la purificacion del pigmento se realiza enuna
columnacromatografica (Pharmacia XK 26)(2x 2.6 cm)conectada conunabomba
de HPLC (Pump Sistem 325 Kontron Instruments) y empacada con 10 mi de la
resinaseleccionada. Seutilizaundetector UV/VIS (Severn Analitical SA6500) auna
longitud de onda de 620 nm para obtener los cromatogramas.

Se obtiene el espectro de absorcion en ¢l intervalo de 250-700 nm, de las
fracciones de ficocianina eluidas después de cada cromatografia utilizando un

espectrofotometro PERKIN-ELMER Lambda 5.

3.11.2.- Cromatografia de intercambio i6nico

Lacromatografia deintercambio idénico esunmétodo de purificacion donde
la separacion dependede laadsorcionreversible de lasmoléculas del soluto cargado
enun grupo de intercambio idnico inmovilizado de carga opuesta. Estos grupos son
losdenominados intercambiadoresionicosy seutilizancominmente enel aislamiento
y phriﬁcacic')n de proteinas. Por ejemplo, una proteina cargada negativamente
(unanidn)seunira aunintercambiador anionico, el cual contiene gruposcon cérga
positiva. El empleo de una alta concentracion de sal para desplazar la proteina
‘provocauna competencia anionica parael intercambio con la proteina, liberandose

éstaen solucion (Harris & Angal, 1989).

Crearlas condiciones ptimas de este proceso mediante la seleccion adecua-
da del pH y la concentracion de sal son las bases fundamentales para separar una
determinada proteina de una mezclade proteinasy, por tanto, purificarla.
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Lascromatografias deintercambio ionico serealizanenunacolumna (Pharmacia
XK 16} de 2 x 1.6 cm, conteniendo una matriz de 5 ml Q-Sepharose Fast Flow |
(Pharmacia) e instalada con una bomba de HPLC (Pump Sistem 325 Kontron
Instruments)y undetector espectroscopico UV/VIS (Severn Analitical SA 6500)a
una longitud de onda de 620 nm.

Se mide el espectro de absorcion de las fracciones eluidas de ficocianina
después de cada cromatografia en un espectrofotémetro (PERKIN-ELMER
Lambda 5) en el intervalo de 250-700 nm y se calcula la pureza especifica de la
proteina como la relacion entre el pico maximo de absorcion en la region visible
(620 nm) y el de laregion UV (280 nm).

Tantoenlacromatografia deinteraccion hidrofébica como enla cromatografia
deintercambioidnicolaregeneracion dela columna se efectiamediante el lavado con
NaOH 0.5 M, seguido con agua destilada y tampén 0.05M TRIS-HCI, pH 7. El
volumen utilizado para cada una de las fases fue 50 ml aun flujo de 2 ml min-!.

3.12.- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA FICOCIANINA

3.12.1.- Estimacién del peso molecular de la ficocianina
purificada

Laestimacion del peso molecular del compuesto purificado serealiza mediénte
cromatografia de exclusion molecular, técnica que permite la separacién de las
moléculas en relacton con su didmetro. Debido a que las proteinas presentan un
ampliointervalo de pesos moleculares, esta técnica cromatografica se utiliza comun-
mente para separar, aislar y purificar proteinas, de modo que si se introducen
proteinas estandares de peso molecular conocido, puede determinarse el peso
molecular de una proteina de peso desconocido.

El calibrado de la columna se realiza con proteinas estandares de peso
molecular conocido: azul dextrano (2000000) (que es el marcador del volumende
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exclusion de la éolumna, apoferritina (443000), B-amilasa (200000), lactato
deshidrogenasa (140000), albumina (66000), anhidrasa carbonica (29000) y
citocromo ¢ (12400); diluidas hasta una concentracionde 0.5 mgmt*! contampon
TRIS-HC10.05M, pH7. Seinyectan enunacolumna cromatografica Superdex 200
- (Pharmacia) (28 x 1 cm) y se emplea como fase movil untampén de TRIS-HCI
0.05M, pH 7 conteniendo 0.1 M deNaCl, conunflujode 0.5 ml min!. Serealizan
tres réplicas para cada proteina y la muestra a analizar, utilizandose unabomba de
HPLC (Pump Sistem 325 Kontron Instruments) y detector UV/VIS (SEVERN
ANALYTICAL SA 6500) a una longitud de onda de 280 nmy I AUFS.

Elequilibrado de la columna se efectua mediante €l lavado contres volimenes
de columna, empleando tampén TRIS-HCI 0.05 M, pH 7 con 0.1 M de NaCl. Se
realiza laregeneracion dela columna mediante el lavado conNaOH 0.5 Maunflujo |
de aproximadamente 20 cm h*! durante 1 a 2 horas en flujo reverso.

Serealizaunaregresion lineal transformando previamente los valores del peso
molecular en logaritmo enbase 10, y teniendo en cuenta el volumen de elucion de
cadaunadelas proteinas, se calcula porinterpolacionel peso molecular delamuestra
problema.

3.12.2.- Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque es un método electroforético mediante el cual las
proteinas se separan en un gradiente de pH progresivamente creciente desde el
anodo hasta el catodo, que es estabilizado mediante determinadas sustancias
anfotéricas denominadas anfolitos. Bajo estas condicionesuna proteinamigrara a
través de un gradiente de pH modificando su carga de superficie y, por tanto, su
velocidad de migracion, hasta alcanzaruna zona de pHenla cual lacarganetadela
proteina sea cero. Este punto se conoce como punto isoeléctrico y en éllamigracion
esnula, permaneciendo la proteina“focalizada”. Losanfolitos hande teneruna alta
capacidad tamponante alrededor de su puntoisoeléctrico para que puedan mantener
las caracteristicas del gradiente de pH, incluso en presencia dealtas concentraciones
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de proteinas. Por otrolado, esnecesario quelos anfolitos poseantambiénuna buena
conductividad alrededor de su pI'y quela conductividad detodos los anfolitos que
generenundeterminado gradiente de pH sealo mas uniforme posible para evitarla
aparicion de zonas de baja conductividad que producirian un aumento de la
temperatura en dichasregiones conocidas como puntos calientes (hot-spots).

Para el isoelectroenfoque se utilizan geles comerciales de poliacrilamida,
Ampholine PAG plate de Pharmacia-Biotech, conunintervalode pHde 3.5-9.5.
Los geles se mantienena4 °C hasta su utilizacion.

Parallevar a cabo el enfoque se empleauna unidad electroforética Multiphor
II(Pharmacia Biotech ) conectada a unafuente de alimentacién conlos parametros
fijosa 50mAy30 W, recomendados para el empleo de ungel completo. Se mantiene
latemperatura del sistema a 10 °C mediante un circuito de refrigeracion conectado
adicha unidad.

Los geles, en su soporte plastico se colocan sobre la placa de porcelana del
Multiphor I de Pharmacia, depositandoseentre el plasticoyla placa0.5 ml deaceite
de parafina para facilitaruna temperatura homogénea entoda la superficie. Seguida-
mente se colocan unas bandas de isoelectroeﬁfoque‘de Pharmacia empapadas en
soluciones electroliticas, NaOH 1M parala bandadel catodoy acido fosférico IM
paralabandadel dnodo. A continuacionseaplican 10 ul de muestra sobrelos papeles
.deaplicacion de Pharmacia de 5 x 2 mmde tamafio, colocados encima del gel, y éstos
seretiranaproximadamente alamitad del tiempo de migraciéntotal. Portltimo, se
ajustalaaltura de los electrodos para que coincidan con las bandas, respetando ta
polaridad del sistema.

Elpuntoisoeléctricode laficocianina se determina conla ayuda de marcadores
proteicos(PhaﬁnaciaBiotech) quemigransimultaneamente conla muestra. El patron
de calibraciénempleado contienelas siguientes proteinas con sus correspondientes
valoresdepl;
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Proteina . pl
tripsinbgeno 9.30
lentillectil basica 8.65
lentillectil neutra : 8.45
lentillectilacida 8.15
mioglobinabasica 7.35
mioglobina acida 6.85
anhidrasa carbonicahumana B 6.55
anhidrasa carbénicabovinaB 5.85
B-lactoglobulina A 5.20
inhibidor de tripsina de soja 4.55
aminoglucoéidasa 3.50

Una vez finalizado elisoelectroenfoque se procede al revelado delas bandas
mediante la tincidn con azul de Coomasie. El primer paso es colocar el gel en 250 ml
de la solucion de fijacion durante 1 hora. Esta solucion esta compuesta por 29g de
acidotricloroacéticoy 8.5 g de acido sulfosalicilico disueltos con agua destilada hasta
unvolumen final de 250 ml. Esta solucion precipita las proteinas eimpidela difusion
de los anfolitos fuera del gel. A continuacion selava el gel durante 5 minutos con
250 ml de una solucién decolorante, preparada con 500 ml de etanol y 160 mide
- acido acético yllevada a un volumen final de 2 litros con agua destilada. .

Serealizalatincion colocandoel gel durante 10 min. en 250 ml deuna solucion
que se obtiene al disolver unatableta de PhastGel Blue R (Pharmacia Biotech) en
400 ml desolucion decolorante, calentandose a continuacion a 60 °C. A continuacion
selavael gel varias veces con la solucion decolorante hasta obteneruna adecuada
resoluciéndelasbandas. Finalmente, se colocael gel durante 1 horaenuna solucion
deconservante preparada con 25 ml de glicerol disueltos en la solucion decolorante
hasta obtener un volumen final de 250 ml. El gel se cubre conuna hoja de papel de
celofan previamente sumergido en la solucion conservante y se deja secar a
temperaturaambiente.
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La determinacion del punto isoeléctrico se realiza midiendo la distancia de
migracién desde el borde catodico del gel alas diferentes bandas correspondientes
a los marcadores proteicos y teniendo en cuenta sus pl se realiza un ajuste por el
meétodo de los minimos cuadrados obteniéndose asiuna recta de regresionlineal a
partir dela cual se calcula porinterpolacion el valor de pI de lamuestra problema.

Losresultados correspondena los valoresdetresréplicas para cada proteina
ylamuestraaanalizar. '

3.12.3.- Determfnacién del peso molecular mediante
electroforesis en gel de SDS - poliacrilamida.

Seempleaun gel homogéneo (250x110x 0.5 mm) de poliacrilamida (Excel
SDS Homogeneous 12.5, Pharmacia Biotech) que se coloca en una unidad
electroforéticaMultiphor II (Pharmacia Biotech) conectada auna fuente de alimen-
. taciéncon 30 Wy 50mA; y aun sistema de refrigeracion que mantiene la temperatura
a 10°C durante la electroforesis.

El gel se coloca en la superficie de la unidad electroforética evitando la
formacion de burbujas al expandir previamente 0.5 ml de aceite de parafina. A
continuacion se procedea colocar en losbordes del gel lostampones correspondien-
tes al anodo y al catodo. Dichos tampones son unas bandas de gel preparadas
comercialm_ente (_PhanhaciaBiotech), quecubrentodosuanchoy estanen contacto
conlos electrodosdel sistema.

Seutilizaun patron de calibracion (LMW Calibration Kit, Pharmacia Biotech)
gue contiene seis proteinas de peso molecular conocido (expresado en daltons),
envasadas en viales con 100 ug de cada proteina por vial y éstas son:
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Proteinas Peso molecular
fosforilasab 94 000
albiimina 67 000
“ovalbimina < 43000
anhidrasa carbonica | 30000
inhibidor de trypsina 20100 -
o-lactalbiimina 14 000

Cadavial para su utilizacion se disuelve en 100 pl del tampén de muestra que
se obtiene al disolver 0.5 ml de SDS, 77 mg de ditiotreitol y 5 mg de azul de
bromofenolen 5 mil deun tampon “stock”. Este tltimo se prepara con3 gde TRIS
en40 ml de agua destilada y ajustado el pH con aproximadamente 1.4 mlde acido
acético; llevado todo aun volumen final de 50 ml. El contenido del vial disuelto se
calientalentamente en un bafio de agua hasta 100 °C durante 10 min.

Lamuestra se diluye cuatro veces con el tampon de muestra, que en este caso
se preparaconel tampon "stock” concentrado cinco veces. Se calienta enunbaiio
deaguaa 100 °C durante10 minutos. Serealizan pruebas preliminares aplicando al
gel diferentes concentraciones del patron de calibracion y de la muestra a fin de

.conocer la cantidad adecuada para obtener una maxima resolucion en los geles
después desutincion. Unavezfinalizada la electroforesis se procede alrevelado de
las bandas, de la misma forma descrita en el IEF.

El calculo del peso molecular serealiza através deunarecta de calibracion con
. ellogaritmo del peso molecular de las proteinas estandares ylos Rf. La posiciondel
azul debromofenol se utiliza como punto de referencia y se mide inmediatamente
finalizadala electroforesis, mientras quela posicion de lasbandas proteicas se miden
después de la tincion. Por interpolacion en la curva de calibracion del Rf del
pigmento-proteina se conoce el peso molecular de sus subunidades proteicas.
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3.12.4.- ANALISIS DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDOS

La composicion de aminoécidos de la fraccion de ficocianina purificada se
realiza segiin el método desarrollado por Barkholt & Jensen(1 989). Estemétodo
estabasado enlaconversiondecisteinay cistinausando el acido 3,3 - ditiodipropidnico
(DTDPA)enuncompuesto estable, la S-2-carboxietiltiocisteina. Finalmente, este
compuesto, junto con el resto de los aminoacidos, se analizan por HPLC tras su
hidrolisis.

Lametodologia seguida consiste enafiadir una solucion al 10%de DTDPA
en tampon borato pH = 10.4 a la fraccion de ficocianina purificada y dejar que se
produzcalareacciéndurante 1 hora, al cabo dela cual se realizala hidrélisisconuna
mezclade HCl6 Nyfenol al 0.1 % durante 24 horasa 110°C. Finalizada la hidrolisis,
las muestras se evaporan a vacio a una temperatura de 60 °C. A continuacién se
resuspenden entamponboratoy secentrifugana 12000 g durante 10 minutosa4 °C.
Por ultimo, se procede a su analisis por HPLC.

El anlisis por HPLC serealiza después de la derivatizacion en dos etapas.
Primero se derivatizanlos aminoacidos primarios conel reactivo OPA (o-fialaldehido);
y enla segunda etapa, los aminoacidos secundarios (los cuales no reaccionan con
OPA) se derivatizan con el reactivoFMOC (9 - fluorenmetilcloroformato).

La separacion de estos aminoacidos se realiza en un cromatégrafo Hewlett
Packard 1050 equipado con unmuestreador automatico Hewlett Packard 1 050,un
detector defluorescencia Hewlett Packard 1046 Ay conunacolumna de fase reversa
C18 ODS Hypersil 5 um (250 x4 mm) conun protector de columna LiChrospher
100RP-18, 5 pm (4 x 4mm). El protocolo de elucion es el siguiente:

eluyente A: 20 mM acetato sodico pH=7.2/0.3 % tetrahidrofurano (THF)
/0.018 %trietilamina (TEA)

eluyente B: 100 mM acetato sddico pH = 7.2 / acetonitrilo / metanol
20/40/40
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Tras la derivatizacion de los aminoacidos con los reactivos OPA y FMOC
estos fueron eluidos dela columna conlas siguientes condiciones:

Tiempo (min) ' % B . Flujo (ml min’)
0 . ' 0 1.63
17 60 1.63
18 100 1.63
18.5 100 2.50
28 100 2,50
282 100 1.63
30 0 1.63

Elreequilibrado dela columna se realizé durante 5 minutosutilizando como
fasemovil lacorrespondiente al eluyente A.

Ladeteccionserealizo mediante fluorescencia, en elcaso delos aminoacidos
primarios (OPA) conuna excitacion y emision a 340 y450 nm, respectivamente, y
paralos aminoacidos secundarios (FMOC) conuna excitacion de 266 nmy emisién
en 305 nm.
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Experiencias y Resultados

4.1.-EVALUACION DEDIFERENTES METODOS DE EXTRACCION
DE FICOCIANINA DE Synechococcus sp. 109201.

Los diferentes métodos de extraccién y cuantificacion de ficobiliproteinas
mostraron la presencia de ficocianina y aloficocianina en Synechococcus sp. .
109201. Esto se confirmé al hacer el espectro de absorciénde losextractos (Figura
4.1.1), en el que aparece un unico pico de absorcion centrado a 620 nm, que se
corresponde conlaficocianina(Yamanaka y Glazer, 1980). Este pico esta super-
puesto al pico menor delaaloficocianina, presente siempre enbajas concentraciones,
porloque no fue considerada en lasexperiencias posteriores. La total ausencia de
ficoeritrina qued6 demostrada por la ausencia del pico de absorcion que las
caracteriza(Rowan, 1989).

Conobjetode optimizar la extraccion dela ficocianina de Synechococcus sp.
109201 se ensayaron diferentes métodos de extraccion, utilizando agua destilada

Absorbancia

500 550 600 625 650 675 700

Longitud de onda (nm)

Figura 4.1.1. Espectro de absorcion de las ficobiliproteinas extraidas de Synechococcus
sp. 109201 .
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como solvente. La eficiencia de ios métodos se determind en funcioén de la
concentracion de ficocianina obtenida y de su pureza, expresada como larelacion

entre A /Ay,

Delos tres métodos ensayados, con el método de congelaéi_én y desconge-

laciéna 4 °C seobtuvola mayor concentracidn de ficocianina (13.42 uygm!)yla

mayor pureza (0.27) . Con los otros métodos se obtienen cantidades significati-
vamente menoresde ficoctanina y de menor pureza(Tabla4.1.1).

Tabla 4.1.1. Comparacién de diferentes métodos de extraccidén de ficocianina de
Synechococcus sp. 1098201, utilizando agua destilada como solvente

Método de extraccién Concentracion (ug mlt)  Pureza (AgfAs,)
Sonicacién prolongada a 4 °C 7.44 £0.02 0.10
Congelacién y descongelacion a 4 °C 13.42 £ 0.02 0.27
Congelacién y descongelacién en N liquido 941001 0.18

Una vez elegido el método de congelaciony descongelaciona 4 °C para la
extraccion de la ficocianina de las células de Synechococcus sp. 109201, se
ensayaron distintas soluciones de extraccion, conel fin de obtener mejores rendi-

- mientosy mayor pureza que con el agua destilada.

Delassoluciones de extraccion utilizadas, la extraccionen fase alcalina (0.5
gl deNaHCO,y de CaCO,, apH 10.5)esla que produce lamayor concentracion
de pigmento(27.11 pgmt'yylamayor pureza(0.43) (Tabla4.1.2),y, portanto,
eslaque seutilizd entodas las experiencias posteriores. Las restantes soluciones de
extraccion ensayadas dan todas menor rendimientoy menor pureza que las obtenidas
con agua destilada como solvente (Tabla 4.1 2), aunquelaextraccion con tampon
TRIS-HC! 0.05 M, pH 7 se aproxima a ésta, obteniéndose 12.91 pg mlide
ficocianina yunapureza de0.25. Contampon fosfato, cloruro desodio ycloruro de
calcio se obtienen concentraciones entre 9.42y9.76 pg ml! deficocianina y purezas
entre 0.18y 0.2.
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Tabla 4.1.2. Concentracién y pureza de ta ficocianina extraida de las células de
Synechococcus sp. 109201 por el método de congelacién y descongelacién a 4 °C con
diferentes soluciones de extraccién

Solucién de extraccion ~ Concentracién (ugmi)  Pureza (A
Agua destilada - 13.4211.46 0.27 '
Fase alcalina 27.11+36 0.43
Tamp6n TRIS-HC10.05 M, pH7 12.91 £ 1.91 0.25
Cloruro de calcio 976 +1.16 0.25
Tamp6n fosfato 10mM, pH 7 947 +1.32 0.19
Cloruro de sodio 0.15M 9.42 1 0.37 0.18
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4.2.- EFECTODELA CONCENTRACION DE NITROGENO SOBRE
EL CRECIMIENTO Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE
Synechococcus sp. 109201.

Diserio experimental

Lamodificaciondel medio de cultivo ha sidoun método ampliamente utilizado
paraincrementar la producciénde biomasamicroalgal o para variar su composicion.
A partirdeunmedio base se ha seguidola estrategia demodificar cuantitativamente
parte de los nutrientes suministrados. Asi, sehan obtenido variacionesimportantes
enla productividad y composicion bioquimica bruta. Uno de los parametros mas
utilizados esla concentraciénde la fuente de nitrogeno, yaque afectala composicion
bioquimica de microalgas y cianobacterias. Es por ello que estudiamos como afecta
laconcentracidndenitrégeno ala produccion de biomasa, composicion bioquimica
brutay produccién deficocianina en la cianobacteria Synechoccocus sp. 109201.

Se establece una serie de cultivos con las siguientes concentraciones de
nitrégeno: 1, 2, 4y 8 mM en forma de nitrato sédico, NaNQ,. Las experiencias se
realizan portriplicado. Entodoslos casoslarelacion N/P se mantiene constante en
una proporcion20:1. Elresto delos nutrientes son los que se indican en el apartado
de“Materialesy Métodos” asi como las condiciones de temperatura, iluminaciény |
- salinidad.

Los cultivos se realizanen botellas de 1 litro con 900 ml de medio de cultivo
yaireados. Laagitacionen los cultivos serealiza mediante burbujeo de airefiltrado
por0.25 umatravésdefiltros Millipore. La densidad inicial delos cultivos fue de
50 células ml' de Synechococcus sp. 109201, El desarrolio de los cultivos se sigue
hasta que éstos alcanzan la fase estacionaria, midiéndose diariamente la densidad
celular y el pH. Se determina asimismo el peso seco celular y la composicion en
pigmentos(clorofilag, carotenoides, ficocianina), proteinas, lipidosy carbohidratos
cada 48 horas. La toma de muestras serealiza en el periodo de luz, alas 3-4 horas
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Figura 4.2.1.- Crecimiento de Synechococcus sp. 109201 cultivada con distintas
- concentraciones de Na NO,,

del inicio de la fase de luz. El fotoperiodo de 12:12 horas permite mantener la
sincronizacionenladivision celular.

Crecimiento

Las curvas de crecimiento, expresadas en funcion de la densidad celular
respecto al tiempo, paralas diferentes concentraciones de nitrato muestran que el
crecimiento difiereen funciondela concentracién denitrogeno suministradaal medio
decultivo (Figura4.2.1).

En general, la fase de adaptacion fue muy similar entodos los casos, mientras
que la duracion de la fase exponencial fue mayor en los cultivos con 4 y 8 mM de
nitrato (11 dias) mientras que enloscultivos con 1 y2 mM de nitrato éstaduro 4y
5 dias. El valor maximo de densidad celular en la fase estacionaria se obtiene enlos
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Tabla 4.2.1. Parametros de la funcion logistica y tasa de crecimiento media (u__,) en
cultivos de Synechococcus sp. 109201 con diferentes concentraciones de NaNO,.
Concentracién

de NaNQ,(mM) k 4 r2 Mrmeq
1 . . 188.2 061 097 0.21
2 _ 362.3 . 051 099 0.35
4 . 8745 034 089 046
8 1288 0.29 0.99 0.40

cultivos con 8 mM denitrato, con 1007 x 108 células ml, seguido porlos cultivos
con4 mM denitrato, enlos que se obtienen 906 x 105células mi'. Estas densidades
celulares son muy superiores alas obtenidas enlos cultivos con 1 y2 mM de nitrato,
donde se obtienen 187.6 x 106y 354 x 106 células ml, respectivamente.

Entodoslos casos el crecimiento seajusta a una curva logistica, con r2siempre
mayor que 0.97. Los parametros de la funcion logistica junto con las tasas de
crecimiento medias en la fase exponencial para las diferentes concentraciones de
nitrato serepresentanenla Tabla4.2.1. Los valores dela capacidad de carga (k) son
muy similares a las densidades celulares maximas obtenidas, y sonuna funciéndela
concentraciénde nitratoutilizada. Larelacién es proporcional hasta8 mM de nitrato,
- siendoen los cultivos con 2 y 4 mM de nitrato doble y cuadruple, respectivamente,
que en los cultivos con 1 mM de nitrato. Sin embargo, en el cultivo con 8 mM de
nitrato, aunqué se obtiene la maxima ca;.)a'cid-ad de carga y la maxima densidad
celular, no se mantiene esta proporcionalidad. ' '

Encuantoalastasasmedias decrecimiento (u,_,)(Tabla4.2.1), aumentan con
la concentracionde nitrato hasta 4 mM, disminuyendo ala concentracion superior.
Elmaximo valorde u_, fue 0.46 doblajes dia'y se obtuvo enlos cultivos cond mM
de nitrato, seguido delos cultivos con 8 mM denitrato, conuna u__,de 0.40doblajes
dia'. Los cultivos con 1 y 2 mM de nitrato presentan tasas medias de crecimiento
mucho menores, con0.21y0.35 dobiajes dia”’, respectivamente.
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El tratamiento estadistico de los datos se realizo utilizando los valores de
densidad celular enfunciondela concentracion de nitrato, mediante un ANOVAy
el test de Duncan (p<0.05). El analisis estadistico indica que no existen diferencias
significativas enla densidad celular entre los cultivos con4 y 8 mM denitrato, y que
éstos dos son significativamente mayores que los cultivos con 1 y2 mM de nitrato,
entrelos que tampoco hay diferencias significativas.

El analisis estadistico y la tendencia general de las curvas de crecimiento
permiten establecer dos grupos de cultivos, en funcidn dela concentracion de nitrato
enelmedio:

® Cultivos de bajo crecimiento, debido a una menor disponibilidad de la
fuentede nitrogeno durante su desarrollo, como es el caso delas concen-
traciones de 1 y2 mM de nitrato.

® Cultivos dondese alcanzaun mayor crecimiento, debidoa que no existen
limitaciones de nitrato, enlos cuales se incluyenlas concentraciones de 4
y 8 mM de nitrato.

Peso seco

+ Losvaloresdel peso seco celularal final dela faselogaritmica son muy similares
en las células cultivadas con 1, 2 y 4 mM de nitrato, con valores entre 2.24 y 2.42
pg célula’’. Por el contrario, las células cultivadas con 8 mM de nitrato presentan
valores significativamente menores del peso seco, con 1.67 pg célula' (Figura 4.2.2).

Conrespecto al peso seco por volumen de cultivo, en los cultivoscon4 y 8
mM de nitrato se obtiene una produccién significativamente mayor debiomasa seca
porunidad de volumen de cultivo que enlos cultivos con 1 y2mM denitrato (Figura
4.2.2). Laproduccion de biomasa en peso seco al final de la fase logaritmica es de
1.85y 1.72 mg ml' enlos cultvos con4y 8 mM de nitrato, respectivamente, mientras
que enlos cultivos con 1 y 2 mM de nitrato se obtienen valores de 0.45 y 0.65 mg
ml", respectivamente.
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Synechococcus sp. 09201 al final dela faselogaritmica cultivada con distintas concentraciones
de NaNO,.
. 3

Pigmentos fotosintéticos

Elanalisis del contenido celular de pigmentos (expresado en pg célula')alo
largo del tiempo de cultivomuestra que los valores de clorofilaa (Figura4.2.3a) y
carbtenoidestotales (Figura4.2.3b), trasun descensoinicial, tiendena mantenerse
relativamente estables en todas las concentraciones de mitrato ensayadas y sin
grandes variacionesentre ellas, excepto el contenido en clorofilaaenloscultivos con
8 mM denitrato, que es mayor queen losrestantes a partir del décimo dia de cultivo.

Laevoluciéndel contenido celular de ficocianina es diferente en las distintas
concentraciones denitrato ensayadas (Figura4.2.3c). Enloscultivoscon 1 y2 mM
de nitrato el contenido celular deficocianina desciende durante la fase exponencial,
obteniéndose valoresde 0.0095y 0.0096 pg célula‘’, respectivamente, en el (iltimo
dia de esta fase de crecimiento, y se mantiene practicamente constante y en
cantidades minimas en la fase estacionaria (0.007y 0.005 pg célula‘!). Esta misma
tendencia se manifiesta en los cultivos con 4 mM de nitrato, pero en este caso el
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descenso es mas lento debido a que estos cultivos tienen una fase exponencial de
crecimiento mas larga; los valores minimos (0.004 pg célula') se obtienena partir
del dia 18 decultivo. Laevolucion del contenido celular de ficocianina fue diferente
enloscultivos con8 mMde nitrato. La concentracion celular de ficocianina desciende
alinicio delafase exponencial, hasta el octavo dia de cultivo, en el que se obtiene un
valorde 0.016 pgcélula’. A continuacion, aumenta drasticamentela concentracion
celular de este pigmento, hasta alcanzar un maximo de 0.07 pg célula* eldia 14 de
cultivo, disminuyendo abruptamente a 0.01 pg célula- el dia 14 decultivo.

Si se analizan estadisticamente los datos de concentraciones celulares de
pigmentos al final dela fase exponencial en funcion delas concentraciones de nitrato
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medianteun ANOVA ytest de Duncan, nio existen diferencias significativasenlas
concentraciones declorofila ay carotenoidestotales para ninguna de las concentra-
ciones denitrato ensayadas. Sin embargo, la concentracionde ficocianina por célula
enloscultivos con 8 mM de nitrato es significativamente mayor que las concentra-
ciones celulares de este pigmento obtenidas conlas restantes concentraciones de
nitrato, asimismo, la concentracion celular deficocianina enlos cultivoscon4 mMde
nitrato es significativamente mayor quela delos cultivoscon 1 y2 mM de nitrato, que
no difierenentre si.

La produccién de pigmentos por volumen de cultivo (Figura 4.2.4) varia en
funciondela concentracion de nitrato det medioy alo largo del tiempo de cultivo.
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Al final de la fase exponencial de crecimiento, las mayores producciones de
pigmentos por volumen de cultivo se obtienenen los cultivos con 8 mM de nitrato.
Los valores de clorofila a (Figura 4.2.4 a) y carotenoides totales (Figura4.2.4 b)
aumentan durante el crecimiento, obteniéndose los maximos valores en la fase
estacionaria. Los aumentos son mucho mayores en los cultivos con 4 y 8 mM de
nitrato que enlosde 1 y2 mMdenitrato. La produccionde ficocianina (Figura 4.2 4
c)disminuye conel tiempo de cultivoenlos cultivos con 1 y2 mM de nitrato; enlos
cultivos con 4 mM se produce un incremento inicial, obteniéndose la maxima
produccién durante la fase exponencial (14.60 pg ml'), para descenderal finalde Ia
mismay enla fase estacionaria. Enlos cultivos con 8 mM denitrato, la produccion
deficocianina presentaun pico el dia 14 de cultivo, coincidiendo con el maximo de
concentracion celular, obteniéndose una maxima produccion proximaa 60 pgml-,

El analisis estadistico delos datos de pigmentos por volumen de cultivo al final
de la fase logaritmica de crecimiento indico diferencias significativas entre las
" concentraciones de nitrato ensayadas. Los datos de produccidon de pigmentos
pueden ordenarse en funciéndel test de Duncan como sigue:

clorofilaa (ug mi'), ImM=2mM <4 mM <8 mM
carotenoides totales (pgml'): ImM<2mM <4 mM <8 mM
ficocianina (pg ml”): 1 MM =2 mM =4 mM <8 mM

A partirdelas concentraciones decada pigmento, se calcularonlasrelaciones
entre los mismos, expresandose en funcion de las medias para cada fase de
crecimiento encada concentracion de nitrato (Figura4.2.5). Larelacion clorofilaa/
carotenoides totales (Figura 4.2.5a) desciende enla fase estacionaria entodos los
cultivos excepto en el de 8 mM de nitrato, en el que se produce un ligero aumento
deestarelacionen estafase; los valores de estarelacion en lafase logaritmicano se
venafectados por la concentracion de nitrato, mientras que en la fase estacionana
aumentan a medida que se incrementala concentracion de nitrogeno del medio.
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Larelacion carotenoides totales/ficocianina aumenta en la fase estacionaria
i-especto alos valores obtenidos en la fase logaritmica en todas las concentraciones
de nitrato ensayadas (F igura 4.2.5 b). Los valores de esta relacion en la fase
logaritmica no se venafectados por la concentracionde nitrato, aunque hayuna ligera
tendencia a disminuir al aumentar la concentracion de nitrogeno. Por el contrario, la
relacion carotenoides totales/ficocianina en la fase estacionaria aumenta con la

' concentracionde nitrato hasta 4 mM, descendiendo acusadamente conla concen-
tracionde 8 mM. Larelacion clorofila afficocianina presentaun patron similar (Figura
4.2.5¢c).

Protetnas totales

Elcontenidocelular de proteinas totales, expresado en pg célula’, alolargo
del cultivo desciende en todas las concentraciones de nitrato ensayadas hasta el
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Figura 4.2.6. Contenido en proteinas durante el crecimiento de Synechococcus sp.
|08201cultivada con diferentes concentraciones de NaNO, expresado en: a) pg célula, b)
kg ml' de cultivo

octavo diade cultivo, y apartir deeste dia se mantiene mas estable (Figura 4.2 6a)
Al finalde la fase logaritmica, las concentraciones celulares de proteina enlos cultivos
con 1y2mM denitrato fueronde 0.22y0.20 pg célula’, respectivamente, mientras
que enlos cultivos con4 y 8 mM de nitrato estos valores fieron de 0.16y0.18pg
célula’, respectivamente.

- Laproduccionde proteina por volumende cultivo aumenta conla concentra-
cion de nitrato en el medio (Figura4.2.6b), obteniéndose lasmaximas producciones
conlos cultivos de 8 mM de nitrato, con 190.37 pg ml", seguidas delas obtenidas
enlos cultivos con 4 mM denitrato, con 134.63 pgml'. Los cultivoscon 1 y2mM
de nitrato presentan valores de 59.34y 73 .89 ug ml!, respectivamente.

Contenido de carbohidratos

Elcontenido de carbohidratos (expresado en pg célula’) aumenta durante el
crecimiento de Synechococcus sp. 109201, obteniéndose los maximos valoresen
lafase estacionaria (Figura4.2.7a). Enlos cultivos conla menor delas concentra-
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Figura 4.2.7. Contenido en carbohidratos durante el crecimiento de Synechococcus sp.
109201 cultivada con diferentes concentraciones de NaNO, expresado en: a) pg céiuia”, b)
yg mi de cultivo.

ciones de nitrato ensayadas{ 1 mM) el contenido celular de carbohidratos aumenta
desde el inicio del cultivo, mientras que enlos cultivos con las restantes concentra-
ciones de nitrato este aumento se produce al final de la fase exponencial de
crecimiento. La concentracion celular de carbohidratos es afectada porla concen-
tracion de nitrato del medio. Los valores maximos se obtienen enlos cultivos con
1 mM de nitrato, con 0.76 pg cél, seguidos delos cultivos con 2 mM de nitrato, en
los que el contenido celular de carbohidratos es de 0.60 pg cél.

La prbduccic’m de carbohidratos por volumen de cultivo (Figura4.2.7b) es
maxima enios cultivos con4 mM denitrato (382 ug ml') mientras queenlosrestantes
cultivos los valores maximos de produccion de carbohidratos estan entre
115.92 pgml'y 196,60 pg ml!.

Lipidos totales

El contenido lipidico celular de Synechococcus sp. 109201 desciende conel
desarrollo del cultivo paratodas las concentraciones de nitrato utilizadas (Figura
4.2 8a), sinque existan diferencias significativas entre las distintas concentraciones
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Figura 4.2.8. Contenido de lipidos durante el crecimiento de Synechococeus sp.
109201 cultivada con diferentes concentraciones de NaNO, expresado en: a) pg céiula™, b)
Hg mi* de cultivo.

denitrato. El contenido de lipidostotales por célula enla fase estacionaria presenta
valores entre 0.19y 0.30 pg célula! .

Laproduccion delipidos totales por volumen de cultivo aumenta en la fase
estacionaria de crecimiento alcanzando maximos de 180 y 300 pg ml' en las
concentraciones de4 y 8 mM de nitrato, respectivamente (Figura4.2.8b), mientras
que enlos cultivos con 1 y2 mM de nitrato se obtienen producciones maximas de

90y 120 pgml, respectivamente.

Relaciones entre las fracciones bioquimicas celulares

A partir de las concentraciones de cada componente, se calcularon las
relaciones entre los mismos, expresandose en funcién de las medias para cada fase
de crecimiento en cada concentracion de nitrato (Figura4.2.9). Larelacion proteina/
lipidos varia en funcién de la fase de crecimiento y de la concentracion de nitrato
utilizada (Figura 4.2.9 a). Esta relacion es mayor en la fase logaritmica que en la
estacionaria entodas las concentraciones de nitrato ensayadas, excepto en 1 mM,
endondeseinviertetotalmente estatendencia. Larelacion proteina/lipidos es similar
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en las concentraciones de 2, 4 y 8 mM de nitrato para cada fase, mientras que en
los cultivos con 1 mM de nitratoestarelaciénes menorenlafaselogaritmica y mayor

enla estacionaria.

Larelacion proteinafcarbohidratds es siempre mayor en la fase logaritmica
que enla estacionaria (Figura4.2.9b). Larelacion proteina/carbohidratos enla fase
logaritmica aumenta conel incremento del nitrogeno en el medio de cultivo, mientras
que en la fase estacionaria este aumento solo es claro enlos cultivos con 8 mM de
nitrato. Para todas las concentraciones de nitrato ensayadas la relacion proteina/
lipidos es inferior alarelacion de proteina/carbohidratos.

La relacion entre 1a proteina y los productos de reserva (carbohidratos y
lipidos) es mayor enlafaselogaritmica que enla estacionaria para todoslos cultivos
exceptoparalosde 1 mM denitrato, que presentan valores similares en ambas fases
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(Figura4.2.9¢). Estarelacion tiendea aumentar con la concentracion denitrato en
la fase logaritmica, mientras queen lafase estacionana presenta valores similares en
los cultivos con 1, 2 y 4 mM y aumenta en los cultivos con 8 mM de nitrato.
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4.3~ EFECTO DE LA RELACION INICIAL N/P EN EL CRECI-
MIENTO Y COMPOSICION BIOQUIMICA DE Synechococcus
sp. 109201. '

Disgerio experimental

Ademas de la concentracion de nitrogeno, la relacion nitrégeno/fosforo
(N/P)esotrode los factores importantesenlacomposiciondelos medios de cultivo.
Los distintos trabajos que se han publicado hasta el momento muestranun amplio
intervalo de valores para esta relacion, requiriendo cada especie de microalgas y
cianobacteriasun valor 6ptimo particular. Esta relacién afecta no sélo ala produccion
de biomasa, sino tambiéna la concentraciénrelativa de los distintos componentes
celulares de las microalgas ycianobaterias. Espor ello que se determiné el efecto de
esta relacion sobre la produccién de biomasa, composicion bioquimica bruta y
produccién de ficocianina por la cianobacteria Synechoccocus sp. F09201. A partir
de un medio base con suficiencia del resto de los nutrientes, se ha modificado
cuantitativamente el fosforo, para obtener de esta forma distintas relaciones de N/P
enel medio.

Se ensayarondiferentesrelaciones N/P, utilizandose NaH,PO,como fuente
_ de fosforo en concentraciones de 100, 200, 400, 800 y 1600 mM. La fuente de
nitrégeno se mantuvo constante a8 mM de NaNO, para obtener relaciones N/P
de80:1,40:1,20:1,10:1 y5:1, respectivamente, incluyéndose, ademas, uncultivo -
sin fosforo. Elresto de los nutrientes afiadidos sonlos que seindican enel apartado
de “Materiales y Métodos” asi como las condiciones de temperatura, iluminaciony
salinidad. Las experiencias se realizan por duplicado.

Para estudiar el efecto de larelacion N/P, se mantienen constantes el resto de
los parametros de cultivo, pues la variacion de mas de un parametro produce
interrelacionesen larespuesta de la especie en estudio.
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Los cultivos serealizan en botellasde 1 litro con 900 ml de cultivo y aireados.
Laagitacion enlos cultivos se realiza mediante burbujeo de aire filtrado mediante
filtros Milliporede0.25 um . Ladensidad inicial delos cultivos fue de 50x 106 células
ml"'. El desarrollo de los cultivos se sigue hasta que éstos alcanzan la fase de
crecimiento estacionaria, midiéndose diariamentela densidad celular. Cada48 horas
se determina la composicién de pigmentos (clorofila a, carotenoides totales y
ficocianina), el peso seco yel contenido de proteinas, carbohidratos ylipidostotales.
Latoma de muestras serealiza en el periodo de luz y a las 3-4 horas del inicio del
mismo. El fotoperiodo de 12:12 horas permite mantener una sincronizacion en la
divisioncelular, indispensable para conocer el estado fisiolégico deun microorganis-
mo.

Crecimiento

Las curvas de crecimiento Synechococcus sp. 109201, expresadas en
funcion dela densidad celular frenteal tiempo, paralas diferentes relaciones N/P y
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Figura 4.3.1.- Crecimiento de Synechococcus sp. 08201 cultivada con distintas
relaciones de N/P.

o
N
-
(-2}

- 86 -



Experiencias y Resultados

Tabla 4.3.1. Parametros de la funcién logistica y tasa media de crecimiento (p__.) en los
cultives de Synachococcus sp. 109201. con diferentes relaciones de N/P.

Relacion N/P k z r Mimea
SinP 2031 - . 019 0.88 0.15
80:1 ' 701.3 0.3 0.98 028"
401 781.1 0.22 0.99 0.30
201 993.5 0.26 0.99 0.33
10:1 648.1 0.26 0.97 0.18
5:1 401.6 0.24 0.97 0.18

parael cultivo sin fosforo serepresentanenlafigura4.3.1. El crecimientodifiere en
funcion de la relacion N/P del medio de cultivo. Los menores crecimientos se
obtienen enlos cultivos sin fésforo y enlos que contienen las mayores concentracio-
nes de fosforo (relacionesN/P 10:1y 5:1) . Los cultivos conrelaciones N/P 80:1,
40:1y20:1 presentaron un crecimiento similar, aunquelos cultivos conla relacion.
N/P 80:1 entraron antes en fase estacionaria.

Ladensidad celular maxima en la fase estacionaria se obtuvoenlos cultivos con
una relacion N/P de 20:1, con 830x 10¢ células ml"!, seguidos de los cultivos con
relaciones N/P 40:1 y 80:1 con valores de 757 x 106 y 721 x 106 células ml",
respectivamente. Laminima dgnsidad celular se obtuvo enlos cultivos sinfosforo,
con 197 x 106 células ml'. Las densidades celulares en los cultivos conrelaciones
N/P 10:1y5:1 fueron 634 x 105y 523 x 108 células ml, respectivamente.

El crecimiento de los cultivos se ajusta en todos los casos a una funcion
logistica, cuyos parametros sepresentanenla Tabla4.3.1, junto con lastasas medias
decrecimiento (1 ,). Lacapacidad de carga (k) varia enfunciéndelasrelaciones
N/P, siendo maxima enlos cultivos conuna relacion N/P 20: 1, igual que la densidad
celularméaxma.

Latasamediade crecimiento (u,_ ;) aumentaa medida que desciedelarelacion
N/P en el medio hasta una relacion 20:1, disminuyendo para relaciones menores
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(Tabla4.3.1). El valormaximo seobtieneenlos cultivos conunarelacion20:1 (0.33
doblajes dia'). Los cultivos con mayores concentraciones de fosforo, y, por tanto,
conlasrelaciones N/P menores, presentan tasas medias de crecimiento similares a
los cultivos sin fosforo, aunque se obtienen mayores densidades celularesdebido a
una mayor duracion de lafase logaritmica.

Elanalisis estadisticodelos datos de la densidad celular medianteun ANOVA
ytestde Duncan{p<0.05), indicé que la densidad celular obtenida conla relacion
20:1 es significativamente mayor que las obtenidas en las restantesrelaciones N/P;
sololas densidades celulares obtenidas enlasrelaciones 80: 1 y40:1 no presentaron
diferencias significativas entre si, aunque fireron significativamente menores quela
densidad celular obtenida enlarelacién 20:1. '

Enfuncion delas densidades celulares se pueden ordenar los cultivos como
sigue:

20:1>80:1=40:1>10:1>5:1>sinP
Peso seco celular

"Los valores del peso seco celular al final de la fase logaritmica son muy
similares paralas células cultivadasenrelacionesN/Pde80:1, 40:1,20:1y10:1, con
vajores entre 1.46y1.77 pgcélula®; ligeramente superioresenloscultivosconuna
relacion N/P de 5.1 (2.16 pg célula'), y mayores en los cultivos sin fosforo (3.84
pgcélula)(Figura4.3.2).

" Con respecto alos valores del peso seco por volumen de cultivo al final de
lafaselogaritmica, todoslos cultivos conlasrelaciones N/P ensayadas presentaron
una produccionsimilar debiomasa seca (entre 0.8y 1.03 mg/ml), exceptolos cultivos
sin fosforo que presentaronun valor ligeramente menor (0.4 5 mg/ml) (Figura4.3.2).
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3.5 O pg/célula

Peso seco
[ %)

SinP 80:1 40:17 20:1 1001 51

Relacion N/P

Figura 4.3.2.-Biomasa en peso seco{expresada enmg/ml y en pa/célula)de Synechococcus
sp. 109201 &l final de la fase logaritmica cultivada con diferentes relaciones N/P.

Pigmentos

Los contenidos celulares de clorofilaa (Fig. 4.3.3.a) y carotenoides totales
(Fig. 4.3.3b), expresado enpg célula’, tienden amantenerse relativamente estables
alolargo del crecimiento paratodaslasrelaciones N/P, convaloresentre0.02y0.03
pg célula! paralaclorofilaa yentre 0.007 y0.01 pg célula’ paralos carotenoides.
Los cultivos sin fosforo presentan estamisma tendencia. Sinembargo, las concen-
traciones celularesde ficocianinapresentanlos valores maximosen la fase logaritmica
decrecimientoytiendenadisminuir conlaedad del cultivo. Lamaxima concentracion
se obtiene en los cultivos con las relaciones N/P 20:1 y10:1 (0.15y 0.11 pg
célula’ respectivamente).

E! analisis estadistico de los resultados de la concentracion de pigmentos
celularesal final dela faselogaritmica decrecirmento indico que no existen diferencias
significativas (p<0.05) entre los valores analizados paralaclorofilaa. Sinembargo,
los valores de carotenoidesen los cultivos sinfosforo sonssignificativamente mayores
que enlosrestantes cultivos; los valores en los cultivos conlas relaciones N/P 80: 1
y 5:1 no difieren entre si, pero son significativamente mayores con respecto a los
cultivos conlas relacionesde 10:1,20:1y40: 1, queno difierenentre si. Con respecto
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alaficocianina, loscultivos conrelaciones N/Pde20:1 ,10:1y5:1 sonsimilaresentre
si y significativamente superiores al resto.

clorofilaa (pg cél'): 0=80=40=20=10=5
carotenoides (pg cél'): 10=20=40<80=5<0
ficocianina (pg cél'); 0=80=40<20=10=5

La produccion de pigmentos por volumen de cultivo (Fig. 4.3.4) varia en
funciondelarelacion N/P del medioy alo largo del tiempo de cultivo. Los valores
de clorofila a (Fig. 4.3.4 a) y carotenoides totales (Fig. 4.3.4 b) por volumen de
cultivo aumentandurante el crecimiento, obteniéndoselos maximosvaloresal final de
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* lafaseestacionaria. La méaxima produccidnde clorofila a se obtiene enlos cultivos
conrelacionesN/P20:1y40:1, convaloresde17.44yy 16.52 ug ml', respectiva-
mente. Los valores minimos se obtienen enlos cultivos conunarelacionN/P 5:1 ,con
10.99 ug ml-!, mientras que los cultivos sin fosforo tienen un contenido en clorofila a
de3.31 pugml’. Elanalisisestadistico de estos resultadosal final dela fase logaritmica
de crecimiento revelé las siguientes diferencias significativas: '

Clorofilaa (pgml'): 0<5<10=80<40=20

Lamaxima produccidn de carotenoides totales se obtiene enlos cultivos con
una relacion N/P de 20:1, con 6.24 ug ml', valores menores se obtienen en las
relaciones 80:1y 40:1 (5.52 y 5.86 ug ml", respectivamente). Los cultivos con
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relaciones N/P 10:1y 5:1 presentan valores similares de carotenoidestotales (4.27
y4.82 ug mb, respectivamente). Los cultivos sin fosforo tienen un contenido en
carotenoide totalesde 1.47 pg ml', El analisis estadistico de estos resultados al final
delafaselogaritmica decrecimiento reveld las siguientes diferencias significativas:

Carotenoides totales (ug ml): 0<5=10<80=40<20

Conrespecto a la produccién de ficocianina (Figura 4.3.4c) se produce un
incremento en el inicio de la fase logaritmica descendiendo posteriormente. La
producciénmaxima seobtiene enlos cultivosconunarelacion N/P 20: 1 conunvalor
maximo en fase logaritmica de 37.09 ug ml! Los descensos son menores en las
relaciones 80:1, 40:1y 5:1, enlas que los maximos también son menores (17,44,
19,67y 21.40 pgmi, respectivamente). Enlos cultivos sin fosforo se obtuvieron
contenidos maximos deficocianina de 5.60 pgml’. Elanalisis estadistico de estos
resultados al final de la fase logantmica de crecimiento reveld las siguientes diferencias
significativas;

Ficocianina (ugml): 0<80=40<5=10<20

Relacioén entre los pigmentos

~ Apartir delas concentraciones de cada pi gmento, se calcularonlas relaciones
entre los mismos, expresandose en funcion de las media para cada fase de
crecimiento en cadarelacion N/Py enlos cultivos sin fosforo . Larelacion clorofila
a/carotenoides totales (Figura 4.3.5a) es muy similar en ambas fases de
crecimientotiende en todaslas condicones ensayadas, ytiende amantenerse estable
con todas las relaciones N/P ensayadas, obteniéndose valores menores en los

cultivos sin fosforo.

Larelacion carotenoidestotales/ficocianina aumenta en la fase estacionaria
respecto a lafase logaritmicaentodaslas relaciones N/P ensayadas(Figura4.3.5b).
Durante la fase logaritmica estarelacion tiende a descender al descenderlarelacion
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N/P hasta 20:1. En la fase estacionaria los maximos valores de esta relacion se
presentan en los cultivos con relaciones N/P 80:1 y 40:1 y el valor minimo enla
relacién 20:1. Enlos cultivos sin fosforo se presentan los maximos valores de esta
relacion enambas fases. '

Larelacion clorofilaa/ficocianina (Figura 4.3.5c) muestra un comporta-
miento similar aunque en este caso se obtienen valores mayores en la relacién
anterior.

Protetnas

Elcontenido celular de proteinas tiende a descender conel desarrollodelos
cultivos, conla excepcion delos cultivos con fosforo (Figura 4.3.6a). Las maximas
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Figura 4.3.6. Contenido en proteinas durante el crecimiento de Synechococcus sp.
109201 cultivada con distintas refaciones N/P, expresado en; a)pg célula™, b) pg ml' de cultivo.

concentraciones de proteina se producen en los cultivos sin fosforo (0.73 pg
célula'). Los cultivos con relaciones N/P 80:1, 40:1 y 20:1 presentan valores
similares, entre 0.25y0.37 pg célula’, e inferiores alos delos cultivos con relaciones
N/P5:1y10:1(0.30a0.54 pg célula).

Laproduccion de proteinas porvolumen de cultivo (Figura4.3.6b) aumenta
durante el tiempo de cultivo, con valores muy similares para todas la relaciones
N/P ensayadas. Lamaxima produccion se obtieneen los cultivos conuna relacion
N/P20:1 conuna produccionde 223.73 pgml?. Enlosrestantes cultivoslos valores

maximos se encuentran entre 170 y 193 ugmlt.
Carbohidratos

El contenido de carbohidratos, expresado enpg célula', apenas varia durante
¢l crecimiento ni con las distintas relaciones N/P (Figura 4.3.7a) aunque con
tendencia adisminuir, excepto en los cultivos sinfosforo enlos quelos carbohidratos
aumentan con el desarrollo del cultivo presentando el maximo al final de la fase

estacionaria (0.41 pgcélula!).
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Figura 4.3.7. Contenido de carbohidratos durante el crecimiento de Synechococcus sp.
108201 cultivado con distintas relaciones N/P, expresadoen: a) pg célula’, b) pgml* de cultivo.

0.3 180

=)
T

]

T

Lipidos (pg ml™)

o
-3
1

i —~O-- 8InP
o —m— 80:1
- --o-- 40:1
—e— 20:¢

Lipidos (pg celula®)
(=]
-9

el
Y
h

Sl |13 ]
—a— 51

T - 1 T T T { L] T T G 1 1 1 1 1 1 T | T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 b 2 4 €& & 10 12 14 16 18
Tiempo (dqas) : Tiempo (dias)

Figura 4.3.8. Contenido de lipidos durante el crecimiento de Synechococcus sp.
109201 cultivado con distintas relaciones N/P, expresado en: a) pg célula™, b) ug mi* de cultivo.

La producciénde carbohidratos por unidad de volumen de cultivoes maximo
en los cultivos sin fosforo, con 86.89 pg ml! (Figura 4.3.7b), mientras que tiene
valores muy similares en los cultivos conlas distintas relaciones N/P.
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Lipidos

Elcontenido celular de lipidos tiende a mantenerse practicamente constante
entodaslasrelaciones de N/P ensayadas, excepto en los cultivos sin fosforo donde
se produce un aumento durante el crecimiento exponencial y se alcanzan valores
estables y muy superiores (0.46 a 0.69 pg célula') en la fase estacionaria con
respecto alasrestantes condiciones (Figura 4.3 .8a).

La produccion de lipidos por unidad de volumen de cultivo aumenta durante
la fase logaritmica en las distintas relaciones N/P ensayadas (Figura 4.3.8b), con
valoresentre80y 150 ug ml?. Cuandoel crecimiento dela poblacionse detienela
concentracion de lipidos tiende a alcanzar valores relativamente estables en los
cultivos con las diferentes relaciones (Figura 4.3.8b).

Relaciones entre las fracciones bioquimicas celulares

A partir de las concentraciones de cada componente, se calcularon las
relaciones entre los mismos, expresandose en funcion delasmedias paracada fase
de crecimiento en cada condicion N/P (Figura 4.3.9). La relacion proteina/
carbohidratos es mayor en la fase estacionaria excepto paralos cultivos sin fosforo
(Figura4.3 9a). Enlafaselogaritmica los cultivos sin fosforo presentanun valor de
3.51; enlosrestantes cultivos larelacion tiende a aumentar al disminuir la relacion
N/P, alcanzando el valor maximo enlos cultivos conlarelacion N/P de 5:1(4.85).
En la faseestacionaria la relacion proteina/carbohidratos aumenta al descender la
relacion N/P hasta20:1, a partir dela cual los valores se mantienen estables entre
4.94a5.15. El valor minimo se obtiene en los cultivos sin fosforo (1.47).

Larelacion lipidos/carbohidratos es similar en ambas fases de crecimiento
excepto enlos cultivosconrelacionesN/P 10:1y 5:1y los cultivos sin fosforo (Figura
4.3.9b).
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La relacion entre la proteina y los productos de reserva (carbohidratos y
 lipidos) (Figura4.3.9c) es mayor erila fase estacionariaqueen la logaritmica excepto
enlos cultivos con una relacion N/P 10: 1y enlos que no presentan fosforo). Enla
fase logaritmica todos los cultivos presentanvalores similares de esta relacion (0.80
a 0.94), a excepcion de los cultivos sinfosforo que presentan un valor ligeramente
mayor(1.07). Enlafase estacionariaios cultivos sin fosforo presentan el menor valor
delarelacion (0.56) ylos cultivoscon larelacion N/P 5:1, el valor mayor (1.29); el
resto de los cultivos presentaron valores muy similares e intermedios, entre 0.90y
1.1.
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- 44.- EFECTO DE LA CALIDAD ESPECTRAL EN EL
CRECIMIENTO Y PIGMENTACION DE Synechococcus sp.
109201.

Diserio experimental

Se ensayo el efecto dela calidad espectral delaluz sobre el crecimiento y la
composicion de pigmentos de Synechococcus sp. 109201 . Paraello se realizaron
cultivos en condicionescontroladas y con luzde diferenteslongitudes de ondas (roja,
azul y verde) obtenidas con tubos fluorescentes especiales (SILVANIA F18W/
RED, BLUE AND GREEN). Para cada calidad espectral el flujo de densidad
fotonico (medido con un luxémetro) se mantuvo constante a 58.5 PUE m? s,
utilizando el factor de conversion citado por Ginzburg (1987).

Lafuente de nitrégeno utilizada fue nitrato sddico, NaNO, enuna concentra-
cionde 8 mMy como fuente defosforo, fosfato monosodico NaH,PO, manteniendo
en todos los casos la relacion N/P 20:1. Los restantes nutrientes que componen
el medio de cultivo corresponden a los que se citan en el apartado de "Cultivo".

Los cultivos se adaptaron a cadauna de las calidades espectrales a ensayar
durante siete dias antes del inicio de cada experimento, realizdndose tres réplicas
para cada calidad espectral.

Las experiencias se realizaron en botellas de un litro con 900 m! de medio
cultivo. Las condiciones detemperaturay salinidad correspondenalas delos cultivos
"stock". Los inoculos se toman a partir de un Gnico cultivo "stock” en fase
exponencial, adicionando el volumen necesario para obtener una densidad celular
inicial de 50 x 106 células ml! en cada una de las experiencias realizadas.

El desarrolio de los cultivos se sigue hasta que €stos alcanzan la fase de
crecimiento estacionaria, midiéndose diariamentela densidad celular y el contenido
de pigmentos (clorofilaa, carotenoides totales y ficobiliproteinas).
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Crecimiento

Las curvas de crecimiento de Synechococcus sp. 109201, expresadas en
funcién de ladensidad celular frente al tiempo, conlas diferentes calidades deluz
muestran diferencias en el crecimiento en funcion de lalongitud de onda dela luz
utilizada (Figura4.4.1). Elmejor crecimiento se obtuvo enlos cultivosconluz blanca;
lascélulas expuestasalaluzrojay verdepresentaronun crecimiento similar y superior
al obtenidoconlaluzazul.

Las maximas densidades celulares en la fase estacionaria de crecimiento se
obtuvieron enlos cultivos con luzblanca (967 x 105células ml!). Enlos cultivos con
luzrojay luz verde se obtuvieron valores similares (246.3 x 108y 248 x 106 células
ml!, respectivamente). Lamenor densidad celular se obtuvo enlos cuitivos con luz
azul (129 x 106 células mi-),

El crecimiento se ajusta a una funcién logistica en todos los casos, con r2
siempre mayor de 0.96. Los parametros de la funcion logistica, junto conlas tasas

12004
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- 1000 --0-- L 1
3 b e ¥
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Figura4.4.1.- Crecimiento de Synechococcus sp. 108201 cultivado con distintas calidades
espectrales de luz.
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Tabla 4.4.1. Parametros de la funcion logistica y tasa de crecimiento media (p__} en los
cultivos de Synechococcus sp. 109201 con diferentes longitudes de onda.

Tipo de luz k z 7 Hmea
roja 3752 0.16 0.99 0.18
azul 2223 0.11 . 086 - 014
verde 3726 0.20 099 0.21
blanca 1260 0.54 0.99 0.37

de crecimiento medias en la fase exponencial (p,,,) paralas distintas calidades
espectrales se representan en la Tabla 4.4.1. La mayor capacidad de carga (k) se
obtiene para los cultivos conluz blanca; los cultivos con luz rojay verde presentan
valores similares (375.2 y 372.6, respectivamente), y el menor valor (22.3) se
obtiene enlos cultivos con luzazul. Elvalor dek paralos cultivos conluzblancaes
tres veces mayor que paralos de luz rojay verdey cinco veces mayor que paralos
deluzazul.

La menor tasa de crecimiento media (y,,.,) se obtuvo para los cultivos
expuestos alaluzazul (0.14 doblajes dia), mientras quelos cultivosconluzrojay
verde presentan valores similares (0.18 y 0.21 doblajes dia!, respectivamente). La
mayor tasade crecimento media se obtiene asimismo enlos cultivos conluz blanca,
con valores de 0.37doblajes dia.

- Elanalisis estadistico delos datos dela densidad celular medianteun ANOVA
y el test de Duncan (p<0.05) teniendo en cuenta el vitimo diade lafase logaritmica
de crecimientoindica quelos cultivos con luz verde yroja no presentan diferencias
significativas entre si. Sin embargo, éstos dos difieren significativamente de los
cultivos conluzblanca, que presentan valores superiores. Los cultivos conluzazul
difieren significativamente delas anteriores calidades deluz, presentando los menores
valores de densidad celular.
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Peso seco

Los valores del peso seco celular al final de la fase logaritmica fueron muy
similares en las células cultivadas con luz verde, roja y azul(1.65,1.81y1.95mg
ml*!, respectivamente), mientrasque este valor esmenor en las células cuitivadas con
luzblanca (1.29 mg mi) (Figura4.4.2).

La produccion de biomasa por volumen de cultivo, expresada enmg ml-!, al
final de la faselogaritmica (Figura4.4.2) fue mayor enlos cultivos conluzblanca
(1.01 mgml). Los cultivos con luzverde y roja presentan valores semejantes (0.40
y 0.42mg ml, respectivamente), mientras que los cultivos expuestos ala luzazul
alcanzanunvalor menor (0.25 mg ml?).

Pigmentos fotosintéticos

Clorofila a y carotenoides totales

Laconcentracion celulartanto de clorofilaa como de carotenoides totales,
expresada en pg célula! (Figura 4.4.3a y4.4.4a, respectivamente) varia poco en las
distintas fasesdel cultivo paratodaslas condiciones ensayadas. Losmayores valores

i

X

Pesoseco

§ 3

.

luz verde  luz roja luz azul  luzblianca

Dias de cultivo

Figura 4.4.2.- Biomasa en peso seco de Synechococcus sp. [08201 cultivado con distintas
calidades de luz en el Gltimo dia de la fase logaritmica.
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Figura 4.4.3.- Concentracién de clorofila a en cultivos de Synechococcus sp. i09201 con
diferentes calidades de luz, expresado en: a) pg celuia™ b) yg mi'.

de clorofila a por célula se obtienen enlos cultivos conluz roja, con valores entre
0.025y0.03 pg célula‘!, durantetodo el tiempo de cultivo. Enlos cultivos expuestos
alaluz azul se obtienen valores ligeramente menores de clorofilaa durantetodo el
tiempo de cultivo (entre 0.018 y 0.020 pg célula!). Con las restantes calidades
espectrales se obtienen valores similares de clorofila a. Por el contrario, en el caso
delos carotenoideslos cultivos expuestos ala luzazul sonlos que presentaron las
mayores concentraciones celulares, conun valor maximo de0.013 pgcélula al final
delafaselogaritmicade crecimiento, Lascondentraciones declorofilaasonmayores
alo largo del ciclode crecimientoque los carotenoidestotales. |

Laproduccion declorofilaay decarotenoides totales por unidad de volumen
aumenta amedida queavanzala edad delos cultivosentodaslas longitudes de onda
ensayadasy los valores maximos se obtienen al final dela fase estacionaria (Figura
4.4 3by4.4.4b, respectivamente). Enlos cultivos con luzblanca se obtuvieron las
concentraciones mas elevadas de clorofila a y carotenoides totales al final del
crecimiento, con valoresdel7 44y 6.34 ugml”, respectivamente. Enlos cultivos con
luz verdey roja se obtienen valoresde 7.46 ug mity 7.08 pg mi, respectivamente,
para la clorofila a y de 3.03 y 2.54 ug mi' para los carotenoides totales,
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Figura 4.4.4.- Concentracién de carotencides totales en cultivos de Synechococcus sp.
108201 con diferentes calidades de luz, expresado en: a) pg celula-' b) pyg ml-.

respectivamente. Las menores producciones de estos pigmentos se obtienen en los
cultivos conluz azul.

Ficocianina

Elcontenido celular deficocianina, expresado en pg célula-!, varia en funcién
delaluzutilizaday del momento del cultivo (F igura4.4.5 a). Enlascélulasexpuestas
aluz blanca y roja el contenido celular de ficocianina aumenta al inicio de la fase
logaritmica, obteniéndose un maximo enlosdias 6y 8, respectivamente, ydescen-
diendo a continuacién. Los maximos valores de ficocianina en las células de
Synechococcus sp. 109201 expuestas a luz blanca y luzroja son 0.15 y 0.07 pg
célula’, respectivamente. Enlos cultivosconluzazul y verde, los contenidos celuiares
de ficocoanina son minimos; en las células expuestas a luz verde el contenido de
ficocianina desciende con el tiempo de cultivo, mientras enlos cultivos conluz azul
semantiene constante.

Laproduccionde ficocianina, expresada en pg mi* conrespectoal tiempo de
cultivo se representa en la figura 4.4.5b. Las células expuestas a la luz blanca
presentan valores mayores conrespecto al resto delas calidades de luz, alcanzando
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Figura 4.4.5.- Concentracién de ficocianina en cultivos de Synechococcus sp. 108201 con
diferentes calidades de luz, expresado en: a) pg celula-' b) ug ml.

Elanalisisestadistico delos resultados obtenidos en el contenido de pigmentos
por volumen de cultivo revelo diferencias significativas entre las calidades de luz

ensayadas:

clorofila a (ug ml!): blanca > verde = roja < azul
carotenoides totales (ug ml!): blanca > verde = roja < azul
ficocianina (ug ml-): blanca > roja > verde =azul

Si comparamos los resultados obtenidos en la cantidad de pigmentos por
célula al final de la fase logaritmica de crecimiento mediante el analisis estadistico
aplicado anteriormente, se muestran diferencias significativas entre las distintas

calidades deluzensayadas:

Clorofilaa (pg célula-1): roja>blanca=verde >azul
Carotenoides (pg célula-1): verde =roja =blanca <azul
Ficocianina (pg célula™'): blanca > roja > azul=verde -
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3

Clorofila alcarotenoides
o

luz verde luz roja luz azul luz blanca

Calidad de luz

Carotenoides/ficocianina

luz verde Iz reja luz azul luz blanca

Calidad de luz

DO media log
‘B media est

Clorofila afficocianina
o

luz verde luz roja luz azul luz blanca

Calidad de luz

Figura 4.4.6. Relaciones entre los componentes celulares en las fases logaritmica y
estacionaria de crecimiento de Synechococcus sp. 109201 cultivado con calidades de luz .
a)clorofila a/carotencides totales, b) carotenoides totales/ficocianinay c) clorofila afficocianina.
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Relacion entre los pigmentos

A partir delas concentraciones de cada pigmento, se calcularonlas relaciones
entre los mismos, expresandose en funcion de las medias para cada fase de
crecimiento en cada calidad de luz ensayada. Larelacion clorofila a/carotenoides
presenta valores muy similares paralos cultivos conluzverde, rojay blancatanto en
la faselogaritmica como en la estacionaria. Deigual forma, los cultivos expuestos a
laluz azul presentaron valores menores en ambas fases (Figura 4.4.6a).

Larelacién carotenoides/ficocianinaaumenta enla fase estacionaria respecto
alosvalores obtenidos enla faselogaritmica entodas las calidades deluz ensayadas
(Figura4.4.6b). Los valores de estarelacion enla fase logaritmica se ven afectados
por la calidad de la luz, los cultivos expuestos a la luz azul presentan los valores
mayoresy los cultivos conluzblancalos menores. La relacion carotenoides totales/
ficocianina en la fase estacionaria presenta el maximo enlos cultivos conluz verde;
valores relativamente similares se presentan en los cultivos conluzrojay azul, y
menores enla luzblanca. Larelacidn clorofilaa/ficocianina presentaun patron similar

(Figura4.4.6¢).
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45.- COMPOSICION BIOQUIMICA DE LA BIOMASA
LIOFILIZADA DE Synechococcus sp. 109201.

- Disefio experimental

Se realizaron cultivos de Synechococcus sp. 109201 enmatraces de 6 litros.
La fuente de nitrogeno utilizada fue nitrato soédico auna concentracionde 8 mM de
nitrogeno y una relacion de N/P de 20:1, que son las condiciones de maxima
produccién de ficocianina. Los restantes nutrientes asi como las condiciones de
cultivo corresponden alas descritas en el apartdo de "Cultivo". Cuando los cultivos
se encuentran enfase logaritmica se retirala biomasa por centrifugacion, se congela
yliofiliza. Se caracteriza labiomasa determinando carbono total, nitrogeno total,
hidrogeno total, cenizas, carbohidratos, lipidos totales y fraccionamiento de sus
componentes; ficocianina, clorofilaay carotenoidestotales.

Resultados

Latabla4.5.1 muestrala composicionbioquimica, expresadaen porcentaje
de peso seco, de la biomasa liofilizada de Synechococcus sp. 109201. El compo-
nente principal de esta biomasa es la proteina, que supone mas del 50% del peso
seco. Los principales productos de reserva sonlos lipidos, que constituyenel 18%

' de la biomasa seca, mientras qﬁe los carbohidratos contituyen solo el 3.69%. El
fraccionamiento delos lipidos muestra quela mayor proporéién correspbnde alos
galactolipidos, seguidos delos fosfolipidos yloslipidos neutros, éstosdos tltimos
convalores proximosentre si.

En cuanto a los pigmentos, los carotenoides totales suponen un minimo
porcentaje de la biomasa seca (0.05%), mientras que las clorofilas representan el
0.39% dela biomasa seca. El pigmento mayoritario fue laficocianina, que suponeun
4.40% dela biomasa seca en estas condiciones de cultivo.
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Tabla 4.5.1. Composicién bioquimica de células liofilizadas de Synechococcus sp.
109201. ‘

Componentes % de peso seco *
cC 37.26 %+ 0.160
N ' 866 + 1.045
H 6.53 + 0.091
Proteinas (derivadodel contenido de N) 50.23 + 0.2
Carbohidratos 369 £ 40
Lipidostotales 18.00 £ 0.0
Lipidos neutros 360 £ 0.0
Galactolipidos _ 6.33 £ 0.0
Fosfolipidos 417 = 0.0
Ficocianina 440 = 00
Clorofilaa 039 ¢ 22
Carotenoidestotales 005 + 03
Cenizas 17.94 t 0.1

* Corresponde a los valores medios + desviaciones estandares.
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4.6.- PROCESO DE PURIFiCACION DE LA FICOCIANINA

Evaluacion de resinas de cromatografta de interaccién
hidrofébica o

Lacromatografia deinteraccion hidrofobica se utilizo parala purificacion de
la ficocianina de Synechococcus sp. 109201, aunque previamente se realizo un
experimento con el finde escogerla resina més adecuada para el trabajo especifico
con el pigmento-proteina. Se ensayaron lostres grupos hidrofébicos comunmente
utilizados: butil sefarosa, octil sefarosa y fenil sefarosa (Butyl Sepharose4-Fast Flow,
Octyl Sepharose CL-4B y Phenyl Sepharose 6 Fast Flow, Pharmacia), para
seleccionar el que permita no s6lo una mejor separacion sino también una mayor
recuperaciondel pigmento-proteina.

Para la seleccion de la resina se utilizo un extracto crudo de ficocianina de
Synechococcus sp. 109201 extraido por congelacion y descongelacion a 4°C
utilizando fasealcalina como solucion de extraccion, por ser elmétodo ylasolucion
de extraccion mas efectivos (Tablas 4.1.1y 4.1.2). Este extracto se diluy6 con
tampon TRIS-HCI10.05M apH7,comenzando las experiencias conuna densidad
Optica a 620 nm de 0.73.

Se colocaron entres tubos de ensayo 0.5 ml de cada tipo deresina, éstas se
equilibraron con tampon TRIS-HCI 0.05M, pH 7 con (NH4)2804 0.5 M; y se
centrifugaron a 700 g durante 2 minutos, eliminando el sobrenadante. A cadauna de
lasresinas sele afiadieron 2 ml del extractode ficobiliproteinas con sulfato de amonio
0.5 M, agitandose suavemente durante 10 minutos. Enesta primera fase selogréla
adsorcidn del pigmento en lasresinas cuya eficiencia se deseaba determinar.

Para evaluar la recuperacion del pigmento, a cada uno de los tubos se
afiadieron concentraciones decrecientes de (NH4)2804(0.5,0.25,0.125y O M)
preparado en solucion tamponada de TRIS-HCI 0.05 M, pH 7. Cada uno de los
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Figura 4.6.1. Absorcién de ficocianina obtenida de Synechococcus sp. 109201 por
diferentes resinas de cromatografia interaccién hidrofébica en concentraciones
decrecientes de sulfato de amonio.

tubos se mezcld lentamente durante 10 minutos y se centrifugd a 700g durante
2 minutos. La misma operacion se repiti6 finalmente con etanol al 20% en tampon
0.05 M TRIS-HCI, pH 7 con el fin de alcanzar mayor recuperacion del pigmento-
proteina. Los sobrenadantes obtenidos en cadauna de las resinas con las distintas
soluciones se miden espectrofotométricamente.

Los valores de absorcion a 620 nm de la ficocianina de Synechococcus sp.
109201 eluidacondistintas concentraciones de sulfato de amonio encadaunadelas
resinas enséyadas serepresentanenlafigura4.6.1. Conunaconcentracion0.5M -
de (NH4)7 S04 la mayor recuperacion se obtiene con la butil sefarosa (3.56 %),
aumentando la recuperacion con esta resina en as concentraciones decrecientes
sulfato amoénico, 0.25M (10.1%), 0.125M (15.34 %)y 0M (28.5 %), dandoun
valortotal derecuperacion del 60 %, mientrasque en las otras dosresinas ensayadas
larecuperacion fueinferior al 20%.

Losdatos obtenidos conlafenly octil sefarosa indican que su utilizacién no
esadecuada parala purificacion de estabiliproteina, puesto que la proteina queda
muy fuertemente enlazadaalaresina y surecuperaciones muyescasa, alcanzandose
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soloun 19y 8.9% derecuperacion, respectivamente. Con la fenil sefarosala mayor
recuperacion se obtuvo conla fase de etanoi al 20 %, y conla octil sefarosa conla
solucidn 0.125 M de sulfato de amonio entampén TRIS-HC10.05M, pH 7.

Cromatografia de interaccioén hidrofébica

Una vez seleccionada la resina mas adecuada para la recuperacion del
pigmento-proteina, se procede a su purificacion mediante la cromatografia de
interaccion hidrofébica. Se utiliza un extracto crudo de ficocianina extraido de
Synechococcus sp. 109201 por congelaciony descongelaciona 4°Cutilizando fase
alcalina como solucion deextraccion. Esteextractose diluy6 contampon TRIS-HCI
0.05 M a pH7, hasta obtener una densidad optica a 620 nmde 0.73.

Parala purificacion, el extracto del pigmento-proteina se cromatografid enuna
columna de butil sefarosa con las condiciones citadas en Material y Métodos. La
recuperacion del pigmento-proteina serealizé reduciendola fuerzaionica dela fase
mévil en los sistemas por gradiente o mediante sistemas isocratico. Se ensayaron
cinco condiciones experimentales con respectoalas condiciones deelucion, afinde
determinar la mas eficiente parala purificaciony recuperacién dela ficocianina:

- sistema de gradiente partiendo de 0.5 M hasta 0 M de (NH4)2S804. Las
 soluciones serealizan entampén TRIS-HC10.05M, pH 7.

- sistema de gradiente de 0.5 M de (NH4)2S04 en tampén TRIS-HCI
0.05M, pH 7 a 0'M de (NH4)2SO4 en tampon TRIS - HC1 0.05 M,
pH 7; estatiltima solucion contiene 50 % de etanol. -

- sistemaisocratico utilizando como fase moviltampon 0.05 M TRIS-HCI,
pH 7, con 25 % de etanol.

- sistema isocratico desplazando el pigmento con una solucion de 10% de
etanol entampén 0.05 M de TRIS-HCI, pH 7.
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- sistemaisocratico en solucionamortiguadora de 0.05 M TRIS-HCL, pH 7
como fase movil.

Encadacaso, seaplicaronalacolumna20ml deextracto crudode ficocianina
con 0.5 M de (NH4)2804 y se lavan a continuacién con el tampén inicial. Se
caracterizaron todas fracciones eluidas a través de sus espectros de absorcion
medidos enunespectrofotémetro (PERKIN-ELMER Lambda 5) enelintervalo de
280 a 700 nm.

La pureza especifica dela proteina se calculé después de cada cromatografia
como larelacion entre el pico maximo deabsorcion enlaregion visible (620 nm)y
el delaregion UV (280 nm).

Laregeneracion de la columna se efectud después de cada cromatografia
mediante el lavado conNaOH 0.5 M, seguido con aguadestiladay tampén 0.05M
TRIS-HCI, pH 7, acondicionandola columna finalmente contampon enlas mismas
condiciones que el extracto de ficocianina. El volumenutilizado para cadaunadelas
fases fue 50 ml, aun flujo de 2 ml min-1.

Losresultados obtenidosen lascinco cromatografiasrealizadasenla columna
debutil sefarosa, con diferentes sistemas de eluciony fase movil, se resumenenla
tabla4.6.1. Los valores de pureza de la proteina, estimadaa partir de larelacionde
Ag20/Aag0 nm, fueron bastante similares, aunque el valor mayor (3.8) se obtuvo
cuando se utilizé en la elucion del pigmento-proteina el sistema de gradiente de
0.5Ma0Mde (NH4)2S04 entampon TRIS-HCL0.05 M, pH 7. Sin embargo,
el porcentaje de recuperacion en este caso fue bajo (43.1%)respecto alas restantes
condiciones de elucion (60.7-72.4 %), ain cuando éstas tuvieronmenores valores
de pureza, esto indica que una parte considerable de la muestra cargada quedo
enlazada alamatriz, porlo que no resultael sistema mas adecuado para estetipo de
biliproteina.

El porcentaje de recuperacion en los sistemas isocraticos fue entre 61.2 y
72.2%. Elsistemaisocratico cuya fasemévil fue tampéon TRIS-HC10.05 M, pH 7
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Tabla 4.6.1. Sistemas de elucién, fase movil y datos obtenidos en los distintos ensayos
de purificacion de la ficocianina de Synechococcus sp. 109201 mediante cromatografia de
interaccién hidrofébica en una columna de butil sefarosa, en diferentes condiciones
experimentales.

Sistema Fase moévil Relacibn  Recuperacién

de elucién (A g2/ A 260) de FC (%) .

gradiente 0.5-0Mde (NH,),SO,en 3.8 431
tampoén TRIS-HCI0.05 M pH7

gradiente 0.5 Mde (NH4),S0,a0Mde 29 60.7
(NH4),S0,con 50% de etanol

isocratico tampén TRIS-HCI0.05 MpH 7 28 61.2
con 25 % de etanol

isocrético tampén TRIS-HCI0.05 MpH 7 31 64.5

isocratico tampén TRIS-HCI0.05 M con 31 72.2

10% de etanol.

conun 10% deetanol fueel escogido finalmente pararealizar la eluciondela proteina
en este paso del proceso de purificacion, ya que presento el mayor porcentaje de
recuperacton (72.2%).

Cromatografia de intercambio i6nico

'Lacromatografiadeintercambio ionico se seleccioné como segundaalterna-
tivade purificacion del pigmento-proteina. Seutilizo una columna de Q-sefarosacon
las condiciones previamente descritas en Material y Métodos. Elextracto aplicado
ala columna fue la fraccion eluida enla cromatografia de interaccion hidrofébica
mediante un sistema isocratico con tampon TRIS-HC10.05M, pH7 con 10% de
etanol, previamente dializado endicho tampon.

La elucion de las muestras aplicadas a la columna se realizo mediante un
sistema de gradiente, aumentando la fuerzaionica de la fasemovil, o con sistemas
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Tabla 4.6.2. Sistemas de elucidn, fase movil y datos obtenidos en los distintos ensayos
de purificacién de la ficocianina de Synechococcus sp. 109201 mediante cromatografia de
intercambio idnico en una columna de Q-sefarosa en diferentes condiciones experimentales.

Sistema Fase movil Relacion  Recuperacién

de elucién (Ag/Ar) de FC (%)
Gradiente 0-0.4 M NaCl entampén 41 34.7
TRIS-HCI0.05M,pH 7
Isocrético 0.2 M NaClentampén 4.2 458
TRIS-HCI0.05M pH7
Isocratico Cargade extractode FC 4.5 48.2
en tampon acetato 50 m,

pH5. Elucién con 0.2 M NaCl
entampon 0.05 M TRIS-HCI, pH 7

isocraticos. Paralaevaluaciondelaeficienciadepurificacionutilizandola cromatografia
de intercambio idnico en Q-sefarosa se ensayaron tres condiciones de elucion
diferentes:

- sistema de gradiente de 0 a 0.4 M de NaCl, las soluciones se realizaron en
tamp6n TRIS-HC10.05 M, pH 7.

- sistema isocratico con tampon TRIS-HC10.05 M, pH 7 con 0.2 M NaCl

comofasemovil.

" _sistemaisocraticodonde e equilibro lacolumna contampon acetato 50 mM,
pH 5 y se aplicé la muestra previamente dializada en dicho tampoén; a
continuacion se lavé la columna, primero con tampon acetato, pH S y
después con tampon TRIS-HCI 0.05 M, pH 7; 1a muestra se eluyo en
tampon TRIS-HC1 0.05 M, pH 7 con 0.2 M NaCl como fase movil.

Tantoen la cromatografia deinteraccion hidrofébica como enla cromatografia
deintercambio idnico el flujo utilizado fue de 2 mimin-1 ylassoluciones tamponadas
contenian 0.05% de azida sddica para evitar cualquier posible contaminacion. La
regeneracion de la columna se realizé con el mismo procedimiento que en la
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cromatografia deinteraccion hidrofobica.

Losresultados obtenidos enlascinco cromatografiasrealizadas enla columna
de Q-sefarosa, con diferentes sistemas de elucion y fase movil, se presentan enla
tabla4.6.2.

La pureza dela ficocianina, estimada a partir de larelacion Ag2g/A2g0 . en
el sistema de gradiente de 0 a 0.4 M NaCl en tampon TRIS-HC1 0.05 M apH 7,
fuede4.1, ligeramente inferior alaobtenida enlos otros dos sistemasisocraticos; el
porcentaje de recuperaciontambién fuemenor (34.7 %) conrespecto alas restantes
condiciones ensayadas. Losresultados de este sistema de gradientemostraron que
aproximadamente a una concentracion de 0.2 M de cloruro sédico comenzaba la
eluciondelabiliproteina de Q-sefarosa, porio que fuela concentracion utilizada para
los sistemas isocraticos ensayados posteiionnente.

En los dos sistemas isocraticos la elucion de la ficocianina se realizo con
0.2 M de NaCl en tampon TRIS-HCI1 0.05 M, pH 7, pero la carga del extracto se
efectud encondiciones diferentes. En el primer sistema el extractoestabaen el mismo
tampén de elucion. Sin embargo, en el segundo sistema se cargd el extracto en
tampon acetato SO mM, pH Sy seeluyo el pigmento-proteina en tampén TRIS-HC]
0.05M, pH 7 con0.2 M de NaCl. Eneste ultimo sistema se obtuve lamayor pureza
(4.5)y elmayor porcentaje de recuperacion dela ficocianina (46.2%).

Purificacién del extracto de ficobiliprotetnas mediante
cromatografia de interaccién hidrofébicay cromatografia de
intercambio ibnico

Tras los resultados de las experiencias de purificacion realizadas con la
cromatografia deinteraccion hidrofébica y cromatografia de intercambio idnico se
procedié a la purificacion de 100 ml del extracto crudo de biliproteina de
Synechococcus sp. 109201 diluido con tampon TRIS-HCI 0.05M a pH 7, hasta
obtenerunaabsorbancia de 1.1 medida espectrofotométricamente a620 nm.
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- Figura 4.6.2.- Cromatograma obtenido en |a cromatografia de interaccién hidrofébica con
la resina butil sefarosa de la fraccion de ficocianina de Synechocoecus sp. 108201,
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Figura 4.6.3.- Cromatograma obtenido en la cromatografia de columna de intercambio
ionico con Q-sefarosa de la fraccion de ficocianina de Synechococcus sp. 109201,
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La cromatografia de interaccion hidrofobica se realizo en una columna
(Pharmacia XK 26) de 20 ml de butil sefarosa equilibrada en tampon TRIS-HCI
0.05M apH 7 con0.5M de sulfato de amonio. Seaplicaronlos 100 mlde extracto
crudoy, a continuacion, se lavo la columna enlas mismas condiciones que durante
el equilibrado y se eluy6 lamuestra entampon TRIS-HC10.05MapH 7 con10%
deetanol.

La fraccion eluida se dializé adecuadamente en tampén acetato SO mM,
pH 5 y se procedio a la segunda etapa de purificacion mediante cromatografia de
intercambio iOnico conlafraccion dializada.

La cromatografia de intercambio i6nico se realizé en una columna con
Q-sefarosa (2 X 16), equilibrada con tampén acetato 50 mM, pH 5. Seaphicéd la
muestray se lavo lacolumna con el mismo tampén deequilibrio. A continuacidn, se
cambié la fase mévil a tampon TRIS-HC10.05M a pH 7, realizando finalmente €l
desplazamiento de la muestra con el tampon TRIS-HC1 0.05SMapH 7 con0.2M
de NaCl.

Las fracciones eluidas se caracterizaron mediante sus espectros de absorcion
segun se indico en Material y Métodos.

~ Elcromatograma obtenido enla cromatografia deinteraccion hidrofébica,
registrando simultaneamente la ab.sorbancia 2280y 620nm, serepresenta enlafigura
462 El axﬁplio pico a280 nmindica la presencia de proteinas contaminantes en el
extractoutilizado, fraccion que esnecesario eliminar con el objetivo deobtener una
mayor purezade la proteina de interés; estacorresponde al inico pico detectado a
620nm, conun volumende elucionde 28 ml. Como resultado deesta cromatografia
se consiguid una importante reduccion de contaminantes, obteniéndose tras este
pasoun factor de purificacionde 3.1, habiendo partido de unextractoinicial conuna
pureza de 0.3; la recuperacion obtenida fue de 83.4 %.

El cromatograma obtenido dela cromatografia de intercambio idnico, regis-
trando simultaneamente la absorbancia a280 y 620 nm, se representa en la figura
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Figura 4.6.4, Espectro de absorcién de biliproteinas de Synechococcus sp. 109201 (A)
extracto bruto; (B) y (C) fraccidn de ficacianina eluida después de la cromatografia de
interaccién hidrofébica y cromatografia de intercambio iénico.

4.6.3. En este caso se obtuvo un unico pico caso, tanto a 280 como a 620 nm,
correspondiente alaficocianina. Esta cromatografia permitio reducir considerable-
mente la cantidad total de proteinas contaminantes, elevando la pureza de la
ficocianina, medida como la relacidon de Agao/Aog0, a 4.85, obteniéndose un
porcentaje derecuperacion de 76.56% conrespecto al extracto inicial.

Enlatabla4.6.3 seresumenlos pasosseguidos enel proceso de purificacion
yelfactor depurificaciony el rendimiento obtenido encada unode ellos. Se consigui¢
reducirla cantidad total de proteinas contaminantes, lo que nos ha permitido obtener

Tabla 4.6.3. Resumen del proceso de purificacion

Etapa del proceso Factor de purificacién  Rendimiento
de purificacion (Relacion A, /A,q) {%)
Extracto crudo 0.3 100
ClIH sobre butil sefarosa 31 834

Cll sobre Q-sefarosa 4.85 76.56
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unalto factor de purificacion.

Lacaracterizacidn espectrofotométricatanto del extracto crudo del pigmento-
. proteina como de las fracciones eluidas en cada paso de purificacion mostraron
claramente la ausencia de aloficocianina y de ficoeritrina y corroboraron los
resultados obtenidos durante la purificacion(Figura4.6.4). |
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4.7.- ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR DE LA FRACCION
DE FICOCIANINA PURIFICADA

La estimaciondel peso molecular delafraccion de ficocianinapurificada se
reahzo utilizando cromatografiade exclusionmolecular enuna columnade Superdex
200, en condiciones no desnaturalizantes, tal como se indica en el apartado de
Material y Métodos.

| El peso molecular obtenido para la ficocianina pura fue de 102 960 + 670
daltons. Enlafigura4.7.1 serepresentala rectade calibrado dela columna obtenida
con los patrones proteicos de peso molecular conocido y el punto de elucién,
indicado conuna flecha, correspondiente ala ficocianina.

2.50-

2.251

Ficocianina

1.25

1 -00 1 T T 1
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

log,, peso molecular

Figura 4.7.1.- Gréafico de calibracién para la determinacién del peso molecular de la
ficocianina obtenida de Synechococcus sp. 109201 mediante cromatografia de exclusién
molecular. -
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4.8.- DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Enladeterminacién del puntoisoeléctrico se utilizaron geles comerciales de
poliacrilamida, conunintervalode pHde 3.529.5, seginlas condiciones indicadas
en«Materialy Métodos».

La fraccion de ficocianina purificada se localizé enuna inicabanda (Figura
4.8.1) cuyo punto isoeléctrico fue de 4.6. Enlafigura 4.8.2 serepresentalarecta
de calibrado obtenida con los patrones proteicos de peso molecular y el punto de
migracion delaficocianina, indicado conunaflecha.

pH (pl)
+ ANODO
35
46 — e « om——
52 — -
59 — o
6.6 — e
6.8 — ——
74 — -
8.2 — -—
8.5 — —
8.7 — s
9-3— ey
- CATODO
A B

Figura 4.8.1.- Isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida conunrangodepHde3.5a9.5
de ficocianina obtenida de Synechococcus sp. |09201. Se sefiala ¢l patrén de las proteinas
estandares (A) y la ficocianina (B).
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Figura 4.8.2.- Céleulo del punto isoeléctrico de la ficocianina de Synechococcus sp.
109201.
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4.9.- DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA

Conelobjetivo dedeterminar las subunidadesde labiliproteina, serealizo una

" electroforesisengel de SDS - poliacrilamida con la fraccién deficocianina purificada.

Se observé la presencia de tres bandas (A, B y C) cuyos pesos moleculares se

calcularon a partir de lainterpolacion de sus Rfen unarecta de calibrado teniendo

en cuenta patrones proteicos de peso molecular conocido (Fig4.9.1). Los valores

obtenidos para cada banda fueron: 40 880+ 1280, 21 360+ 980y 18 980+ 870
respectivamente.

20
1.8 -
j =
8
-
]
o 16- <+ Banda A
E
o
th
QD
2 1.4
g +—Banda B
«—Banda C
1.2
1.0 . ,

T T
0 02 04 06 08 1
Rf (cm)

Figura 4.9.1. Grafica de calibracion para la determinacién del peso molecular de la

ficocianina obtenida de Synechococeus sp. 109201 mediante electroforesis en get de SDS-
poliacrilamida.
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4.10.- ANALISIS DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE
LA FRACCION DE FICOCIANINA PURIFICADA

EnlaTabla4.10.1 se muestran los aminoacidos presentes enla fraccion de
ficocianina purificaday suproporciontomando el valor de la histidina comolaunidad.
Destacan losaltos valores de alaninay de cisteina en comparacion conel resto de los
aminoacidos.

Tabla 4.10.1. Composicién de aminoacidos de la fraccién purificada de ficocianina de
Synechococcus sp. 108201

Aminoacidos Synechococcussp. 109201
Lisina 23,50
Histidina 1,00
Arginina 16,99
Acido Aspartico - 27,85
Treonina ' 18,30
Serina 21,93
Acido Glutamico 24,76
Prolina 13,42
Glicina ' 32,02
Alanina 530,82
Cisteina ' 49,66
Valina 18,13
Metionina 9,66
Isoleucina 12,07
Leucina 31,07
Tirosina 15,62
Fenilalanina 9,64
Triptéfano ND

ND: no determinado
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Discusién

Entrelos requisitos mas importantes parala obtencionde ficobiliproteinas a
. partirde cianobacterias esta, en primer lugar, la seleccion deunacepa queposeaaltas
" concentracionesdeestos pigmentos-proteina, lograr su 6ptinia extraccion, disponer
de adecuadas condiciones de cultivo y, dependiendo del destino final del producto,
optimizar un eficiente proceso de purificacion.

Lasespeciesdel género Synechococcus se consideran las cianobacterias méas
ubicuasdel picoplanctonneritico y oceanico. En ambientes costeros predominanlas
formas pigmentadas verde-azules, abundantes en ficocianina, mientras que enel
ambiente pelagico predominanlas formasrojas abundantesen ficoeritrina. Por tanto,
las cepas de Symechococcus pueden separarse en dos grupos en base a la
composicion de sus cromoforos (Glover, 1985).

Las condiciones ecologicas en que se recogit la especie Synechococcus sp.
109201, aislada dela zonalitoral somera, sugieren que podria seruna ceparicaen
ficocianina; esto se comprobo con medidas espectrofotomeétricas del extracto de
ficobiliproteinas, con resultados muy similares a los obtenidos por Yamanaka &
Glazer (1980) para una especie de Synechococcus (Figura 5. 1). A partir de estos
resultados, se orient6la invetigacion hacia la evaluacion del potencial aprovecha-
" miento de ésta especie para la produccion de ficocianina. El primer paso fue la
extraccion y cuantificacion de éste pigmento. '

Algunas especiesde Synechococcuscarecen de ficoeritrinas y contienen sélo
ficocianinay aloficocianina como principales pigmentos accesorios, cuyos maximos
de absorcion se encuentran en 620 y 650 nm, respectivamente. La constante
aparicion de un pico maximo de absorcion a 620 nm en los extractos crudos o
purificados de Synechococcus sp. 109201 demuestra la presencia de ficocianina
(Figura 4.1.1), que puede clasificarse como C-FC del tipo I (Rowan, 1989). Sin
embargo, en ningun caso se observé el pico correspondientea la aloficocianina (650
nm). Distintasrevisiones hansefialado lapresencia de aloficocianina y ficocianina en
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Figura 5.1. Comparacion del espectro de
absorcidn del extracto crudo de ficocianina de dos
especies de SynechoCoCCUS. | = ) presente
estudio, ( Yficocianina y(........ }aloficocianina
{Yamanaka & Glazer, 1980)

los ficobilisomas de cianobactenias (Gantt, 1981, Glazer, 1981; Glazer, 1984;
Glazer, 1985; MacColl & Guard-Friar, 1987), pero en algunos trabajos no se
detectan uno u otro pigmento en los extractos (Hirose etal., 1969; Honsell etal.,
1984) debido asus bajas concentracidnes, loque sugiere que los pigmentos pueden
detectarse mejor aistando previamente los ficobilisomas.

Parala extraccion delos pigmentos esnecesario, en primer lugar, la ruptura
de la pared celular, lo cual puede lograrse a través de métodos mecanicos y/o
enzimaticos, liberandose de este modo las ficobiliproteinas en solucion (Rowan,
1989).

Lascianobacterias pueden concentrarse por filtracion y/o centrifugacion. La
pared celular puede destruirse mecanicamenteutilizando unhomogenizador (Stewart
& Farmer, 1984), aunque larecuperacionno suele ser compieta, especialmente en
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las pequefias cianobacterias cocoides, que suelen ser resistentes a esta ruptura
mecanica (Geider & Osborne, 1992). No obstante, el empleo de una prensa de
French, precedido en ocasiones por homogenizacion, se hautilizadoenelcaso de
lascianobacterias con resultados satisfactorios (Glazer & Bryant, 1975; Bryanter
al., 1976, Nies & Wehrmeyer, 1980, Bryant, 1982); pero ambos métodos sorimuy
laboriosos, requieren de un gran aporte de energia y, por tanto, son de dificil
aplicaciénindustrial. '

Larupturadela pared celular paralaliberacidndelasficobiliproteinas también
se puede realizar por sonicacion prolongada (Siegelman & Kycia, 1978) o mediante
ciclosde congelacidny descongelacionreiterados, métodosque seutilizan funda-
mentalmente en los cultivos de microalgas y cianobacterias en condiciones de
laboratorio (Alberte et al., 1984).

Porotraparte, ¢l tratamiento conlisozima constituyeuna alternativade ruptura
enzimatica de la pared celular (Stewart & Farmer, 1984) que se ha utilizado con
cepas de Synechococcus sp. (NKBG042902-YG1116), enlas que ha provocado
salida delaficocianina (Matsunagay Takeyama, 1995).

Elmétodode congelaciony descdngelat:iéna 4°C esunmétodo econdmico
cuyosresultados estan avalados enlaliteraturay que, ademas, proporciono el mayor
rendimientoy lamayor purezacomparado conotros tambiéncomunmente utilizados
(Tabla 4.1.1). Los ensayos con sonicacion no fueron satisfactorios debido a la
resistencia de la pared celular de Synechococcus 109201, vy la utihzacion de
lisozimas se descartd no s6lo perquerequiere reactivos que encarecenla extraccion
sino también para mantener las propiedades espectrales y la estabilidad de las
biliproteinas enlos extractos crudos.

Las ficobiliproteinas se extraen entampones fosfato o acetatoapHdesde 5.5
a8(Bryantetal., 1976; Bryantetal., 1978; Nies & Wehrmeyer, 1980; Fuglistaller
et al., 1981). Recientemente se han utilizado soluciones con diferentes sales

-135-



Ficocianina producida por Synechoccocus sp. 109201

inorganicas en lugar de los tampones fosfatos cominmente empleados en los
procesos de extraccion (Herreraeral., 1989).

~ Alcompararlosresultadosde extraccionde ficobiliproteinas en Synechococcus
sp. 109201 con los obtenidos con Spirulina maxima (Herrera et al., 1989) se
observan resultados similares con las soluciones de cloruro de sodio y de calcio,
aunque existen diferencias con el resto delas soluciones ensayadas. Esto se explica
porquelosresultados de extraccion conestas y otras salesinorganicas normalmente
utilizadas en el proceso de extraccion de los pigmentos pueden variar en funciénde
su concentraciony su pH, ademas del estado de la biomasa a utilizar.

Elestado delabiomasa depende delas condiciones de cultivo dela especie,
puesto que el contenido del ficobilisoma de una célula ylas cantidadesrelativas de
loscomponentes captadores de laluzdependen de lacalidad e intensidad de la luz,
la edad del cultivo y su estado nutricional {Yamanaka & Glazer, 1980), dada la
estrecharelacionque existe entre el contenido de pigmentos-proteinas yla concen-
tracidndenitrégeno.

Elnitrégeno esunode los constituyentes principales de labiomasa fototrofica
yconfrecuenciaes el primer factor limitante del crecimiento microalgal en ambientes
acuaticos (Eppley & Peterson, 1979, Wurtsbaugh et al., 1984). Por ello, la
utilizacion de distintas fuentes o concentraciones de esteelemento tiene gran interés

enel cultivo de microalgasy cianobacterias.

El nitrogeno se encuentra disponible en los medios acuaticos naturales en
variasformas(Syrett, 1981) pero el nitrato (NO,"), elamonio (NH4+) ylaureason
las fuentes dominantes, con variaciones espacio-temporales en su importancia
relativa(Kaufmaneral., 1983; Priceetal., 1985; Kristiansen & Lund, 1989). Estas
son las fuentes denitrégeno paralas cianobacterias, aunque algunas especies pueden
fijar el nitrogeno atmosférico.

Encondiciones de cultivo, el nitrdgeno es cuantitativamente el elemento mas
importante enla nutricion de las microalgas y cianobacterias, yun factoresencialen
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la preparacion del medio de cultivo es la fuente de nitrogeno. Las cianobacterias son

capaces deutilizar nitrato, nitrito y amonio como tnica fuente de mtrogeno parael

crecimiento (Fogg etal., 1973), asi como otras fuentes de nitrogeno organico como

laurea (Collier & Palenik, 1996) y varios aminoacidos (Wallen & Allan, 1987); sin

embargo, si hay varias fuentes a la vez, puede ocurrir un efecto de antagonismo
quimico tal como ocurre conel nitrato y el nitrito (Maduefioetal., 198 7) o el nitrato

en presencia del amonio (Romeroetal., 1987) enAnacystisnidulansola inhibicion

del nitrato en presencia de algunos aminoacidos (Romeroet al., 1985).

Cuando el objetivo esla producciondeficocianina, la utilizacion del nitrato
parece ser la mejor alternativa. De hecho, es la fuente de nitrégeno generalmente
utilizada enlos cultivos de Synechococcus spp. con distintos fines experimentales
(Omata, 1995; Kana ef al., 1992); ademas, es la fuente de nitrégeno del medio
BG11, ampliamenteutilizado enlos cultivos de Synechococcus (Stanieretal., 1971,
Levi & Preiss, 1976) y de varios medios de cultivo propuestos para cianobacterias
(Becker, 1994).

En cultivos masivos laproductividad delabiomasaaumenta enrelaciéoncon
la concentracidon de nitrogeno hasta un maximo dondela produccion puede verse
limitada por varios factores, entre ellos la luz (Fabregaset al., 1985), aunque esta
limitacion se ha solucionado recientemente en cultivos de Synechococcus spp. en

reactores biosolares con fibras opticas difusoras de luz(Matsunagaetal., 1991).

Losresultados obtenidos en los cultivos de Synechococcus sp. condistintas
concentraciones de nitrogeno demostraron que concentracionesentre 1 y2mMde
nitrato son insuficientes para obtener un buen crecimiento de esta cianobacteria
(Figura4.2.1), concentraciones de este orden se consideraronun medio limitante de
nitrogeno para las cianobacterias Oscillatoria agardhii'y O. redekei (Foy, 1993).
O. rubescensy Spirulina platensis no crecen con una concentracion de nitrato de
0.03 mM (Becker, 1994).
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Elmayor crecimiento de Synechococcus sp. 109201 se obtuvo con8 mM de
nitrato (Figura 4.2.1), aunque latasa de crecimiento media en esta concentracion fue
ligeramente menor (1, ~0.405 doblajes dia'') quela obtenida con4 mM de nitrato
(M,,.=0.462 doblajes dia) (Tabla4.2.1). Ademas, en loscultivos con 8 mM de
nitrato se obtuvolamayor concentracion de ficocianina (Figuras4.2.3 y4.4.4), cuya
produccion erael objetivo principal. Medios con concentraciones de nitrato de 10
mM se han considerado suficientes para el cultivo de cianobacterias (Foy, 1993).

Laconcentracion delos pigmentosfotosintéticos serelaciona conla concen-
tracion de nitrogeno. De hecho, la retirada de nitrégeno del medio de cultivo
generalmente causa clorosis (Allen & Smith, 1969) debido a una drastica reduccion
delasficobiliproteinas. Este fendmenc esbastante rapido, degradandose deun 80
aun95 % delasficobiliproteinas durante las primeras 24 horas de limitacion (Allen
& Hutchison, 1980; Boussiba & Richmond, 1980). La pérdida de la pigmentacion
especifica de las ficobiliproteinas es debida auna proteinasa que esactivada durante
las etapasiniciales delalimitacion (Wood & Haselkorn, 1980). Enlos cultivos de
Synechococcussp. 109201 con 1 y 2 mM de nitrato se produjo-clorosis durantela
fase estacionaria, conpérdidas claras de la pigmentacion celular. Asi, enlos cultivos
con 1y 2mM denitrato se obtuvieron valores muy bajos de ficocianina (Figuras 4.2.3
cy4.2.4¢), aunqueestos sonsuperiores alos obtenidosen cultivosconSynechococcus
spp. en condiciones limitantes de nitrégeno (concentraciones menores de 1mM)
(Kanaetal.; 1992). Conel resto de las concentraciones (4y8mM denitrato) este
fenémeno no se manifesto debidoa las mayores concentraciones de nitratoinicial en

el medio.

Estos resultados, asimismo, confirman que Synechococcus sp. 109201 no
tiene capacidad para fijar el nitrégeno atmosférico, delo contrario podria continuar
su crecimiento sin necesidad de la presencia de nitrégeno combinado en el medio de
cultivo. Conlos datos de que se dispone actualmente, ninguna especie del género
Synechococcus perteneciente al picoplancton es capaz de fijar el nitrogeno atmos-
férico (Stanieretal., 1971, Glover, 1985) ylatnicareferencia deuna especie de este
genero fijadorade nitrogeno corresponde auna cepa denominada BG0011 de vida

- 138 -



Discusion

epifita(Phlipsezal., 1989), que es capaz de prolongar su crecimiento hasta 80 dias

en unmedio sinnitrégeno combinado.

Una respuesta comun de las microalgas y cianobacterias a la escasez de
“ nitrogenoes lapérdida selectivade las proteinas asociadascon el aparato fotosintético
(Hipkin& Syrett, 1977, Perryetal., 1981; Colemanetal., 1988). Ungran nimero
de estudios han demostrado que la movilizacion del nitrégeno delos componentes
fotosintéticos permite continuar la sintesis de proteinas esenciales para el manteni-
mientocelular yel crecimiento durantelos periodos de deficienciade nitrégeno (Perry
etal.,1981)ylas ficobiliproteinas, ademas de constituir un pigmento fotosintético
accesorio, tienen el papel funcional de compuestos dereserva de nitrogeno (Carr,
1988).

Ademasde éstos pigmentos comoreserva denitrogeno, enlas cianobacterias
pueden existir granulos de cianoficina, que consisten enun copolimero de aspartato
y arginina, y que realizan la misma funcién. Sinembargo, estudios realizados con
varias especies de Synechococcus, tanto de origen marino como de agua dulce,
indican que la cianoficina esta completamente ausente en este género, porloquela
funcion dereserva denitrogeno seleatribuye especificamente alas ficobiliproteinas
{(Newman ef al., 1987, Carr, 1988).

En Anacystis nidulans se ha demostrado quela sintesis de la ficocianina es
reprimida selectivamente en un medio deficiente en nitrogeno (Lau etal., 1977).
Ademas de la reduccién en su tasa de produccion, las cianobacterias son capaces
dedegradarlas ficobiliproteinas presentes enla célula cuando el organismo se halla
enunestrés de nitrogeno (Laueral., 1977, Yamanaka & Glazer, 1980) y en éstas
condiciones sonlasresponsables de una parte significativadel contenido de nitrégeno
celular (Kana & Glibert, 1987). Ladegradacion de las ficobiliproteinas es, por tanto,
el mecanismo de movilizacion del nitrogeno para aquellos procesos que mantienen
el crecimiento celular o el metabolismo durante el tiempo en que el suplemento
exogeno de nitrogeno se agota (Lewitus & Caron, 1990).
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Los cambios en el contenido de proteinas celulares apoyan la posibilidad de
que en Synechococccus sp. 109201 la ficocianina se movilice para otros usos
celulares enlos cultivos carentes denitrogeno (Figura 5.2). Las proteinas celulares
apenas varianen las fases exponencial tardiay estacionana temprana de crecimiento;
sinembargo, laconcentracion de ficocianina decrecio significativamente enlas células
durante la fase exponencial tardia de crecimiento, lo cual fue mas evidente en los
cultivos con 8 mM de nitrato. Esto indica que 1a movilizacion del nitrégeno de la
ficocianina permitio alas células mantenerel contenido proteico duranteeste periodo,

- produciéndose de este modo unretraso enla disminucion del contenidode proteina
celular total, que ocurrid enla faseestacionaria tardia, como se observatantoenla
produccion por volumende cultivocomo a mivel celular (Figura 5.2). Lamovilizacion
dela ficocianina como una fuente de nitrégeno end6gena parece seruna respuesta
adaptativa de esta cianobacteria a las etapas tempranas de la deficiencia de

nitrogeno.

Enla mayoria de las especies de cianobacterias el descenso en el contenido
delasficobiliproteinas enrespuesta al estrés denitrégeno ocurre antes dela pérdida
del contenido de clorofila a y la disminucidn de la tasa de crecimiento (Allen &
Hutchison, 1980, Boussiba & Richmond, 1980; Bayer & Schenk, 1986, Schenk ef
al., 1987). '

Como ya se ha sefialado, existe una relacion, a nivel celular, entre la
concentracionde nitrégenoinicial en el medioy.el contenido deficobiliproteinas. Sin
embargo, los carotenoides y la clorofila a presentan poca variacion a lo largo del
cultivo paralas concentraciones de nitrato ensayadas (Figuras4.2.3a,by4.2.4a,b).
Estosresultados coinciden con los obtenidos en Synechococcus PCC 6301, enla
que el estrés de nitrogeno provoca un descenso de las ficobiliproteinas y menores
cambios en las clorofilas y los carotenoides totales (Biswal et al., 1994).

Engeneral, lascianobacterias reaccionana lalimitacion denitrégeno disminu-
yendo su tasa de produccion de ficobiliproteinas (Grossman et al., 1986). Lastasa
decrecimientoy produccion declorofilaa se mantienen constantes mientras que el

- 141 -



Ficocianina producida por Synechoccocus sp. 109201

contenido de ficobiliproteinas disminuye durante las primeras etapas de limitacion de
nitrégeno en cultivos de Cyanophoraparadoxa(Schenk et al., 1987), Spirulina
Platensis (Boussiba & Richmond, 1980), Anacystis nidulans (Bayer & Schenk,
1986) y Agmenellum quadruplicatum (Stevensetal., 1981). Lacaptacionde luz
asociada con las ficobiliproteinas requiere cantidades sustanciales de nitrogeno
(Raven, 1984); no obstante, la fotosintesis puede funcionar en ausencia de
ficobiliproteinas (Lemassonetal., 1973; Amonetal., 1974).

Los cultivos con8 mM de nitrato alcanzaron la fase estacionaria sdlo después
que el contenido de ficocianina celular disminuyé considerablemente (de 0.07 a
0.007 pg célula™). Enrelaciénalaclorofilaa, la ficocianina disminuy6 bruscamente
durante este periodo, conlo que larelacion clorofilaa/ficocianina aumentd una vez
alcanzada €sta fase (Figura 4.2.5), lo que indica una pérdida preferencial de la
ficocianina enrelacion ala clorofilagantes del cese def crecimiento. Debe destacarse
que la disminucion en el contenido de ficocianina comenzo durante la fase
exponencial decrecimiento. Las adaptaciones fisiologicas alareduccion del nitré-
geno enlos cultivos estaticos microalgales ocurren durantela fase exponencial de
crecimiento (Prézelin, 1982).

Con respecto al comportamiento de las sustancias de reserva, en todas las
concentracionesdenitrato ensayadaslacantidad celular de glucidosaumenta cuando
loscultivos comienzan lafase estacionana de crecimiento, dondeladisponibilidad de
nitrogeno es escasa. Las mayores concentracionesde glucidos se obtuvieronenlos
cultivos conmenores concentraciones de nitrogeno, lo cual demuestra quela sintesis
de este producto de reserva se produce cuando disminuye la disponibilidad de
nitrogeno en el medio (Figura4.2.7). Estamisma tendenciase observaen el caso de
los lipidos aunque con menores variaciones (Figura 4.2.8). Se ha sefialado que la
deficiencia deN 6 P, necesarios para la biosintesis de proteinas y acidos nucleicos,
conduce auna desviaciondel carbono fotoasimilado haciala biosintesisde productos
dereserva, carbohidratos y/o lipidos (Myers, 1980).
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Varios estudios handestacado los efectosde la concentracion de nitrégeno en
las concentraciones delipidos. Elagotamiento denitrogenoincrementael contenido
total de lipidos y acidos grasds en algunas especies de diatomeas y algas verdes
(Shifrin & Chisholm, 1981; Ben-Amotzezal., 1985). Sinembargo, no se encontra-
ron cambios significativos enla composicion lipidica de cianobacterias, incluida
Spif‘ulina platensis, con los cambios de la concentracion de nitrégeno del medio
(Piorreck et al., 1984; Tedesco & Duerr, 1989). Estudios con Anacystis nidulans,
Microcystisaeruginosay Oscillatoriarubencensindican el mismo comportamien-
to (Alvarez Cobelas, 1989).

Se ha sugerido que larelacion proteinas/carbohidratos (PRO/CHO) puede
serunindicador delalimitacionde nutrientes considerando relaciones menores que
0.8dedeficiencia «extrema», de0.8 a 1.2 deficencia «<moderada» y valores mayores
de 1.2 «no deﬁcienci@(Healey, 1975). Estas relaciones se han utilizado como

indicadores del estado de nutrientes en cianobacterias plancténicas (Foy, 1993).

Si se aplican estos valores a los resultados obtenidos del efecto de la
concentracion de nitrogeno sobre el crecimiento y composicion bioquimica de
Synechococcussp. 109201, se observa quea medidaque aumentala concentracion
de nitrégeno en el medio los cultivos 'se mantienen mas dias en la escala de no
deficiencia; asi, en los cultivos con 8 mM de nitrato solo en el dia 18 se produce
moderada deficiencia, mientrasque los de 1 mM a partir del cuarto dia se encuentran
en estado de moderada deficiencia y en el sexto dia en extrema deficiencia (Figura
5.3).Esto confirmala utilizacionde la concentracion de 8 mM de nitrégeno para un

mejor crecimientoy obtencionde ficocianina.

De los nutrientes principales requeridos para el crecimiento algal nosolo es
importante el nitrégeno, como se ha sefialado anteriormente, sino que el fosforo
también esesencial, particularmente por su papel en procesos celulares claves como
la biosintesis de los acidos nucleicos, sintesis de membranas y transferencia de
energia (LaRocheeral., 1993; Becker, 1994) yaquetieneun papel predominante
enla energética celular como ATP yforma parte de muchos componentes estructu-
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Sin deficiencia

Deficiencia moderada

Alta deficiencia

14 .
Dias de cultivo 18 1 Concentracion de N (mM)

Figura 6.3. Variacion de la relacion PROT/CHO como indice de la cantidad de nutrientes
en el medio para diferentes concentraciones iniciales de N. Alta deficiencia (< 0.8), Moderada
deficiencia (0.8 - 1.2), Sin deficiencia (> 1.2)

rales y bioquimicamente funcionales que requiere lacélula(Ahlgren, 1988) e incluso
enel funcionamiento del aparato fotosintéticode microalgas y cianobacterias (Funteu
etal., 1997).

Pero mas importante que el nitrégeno y el fésforo porseparadoes larelacion
entre ambos (Noiie & Pauw, 1988), sobre todo en cultivos discontinuos o con
tiempos de retencion largos (Alvarez Cobelas & Gallardo, 1989). En este sentido,
un concepto importante es larelacion 6ptima de nutrientes, aunque se ha sefialado
que siestos elementos estan en exceso con respecto a los requerimientos del algao

cianobacteriasurelaciones irrelevante (Grobbellary House, 1995).

Cadaespecie, segun su velocidad de crecimiento, precisade un valor propio
de estarelacion (Rhee & Gotham, 1980). Unarelacion 16:1 de N/P se considera
optima (Alvarez Cobelas & Gallardo, 1989; Grobbellar & House, 1995); mientras
que unarelacion de 24:1 se considera como un medio conexceso de nutrientes (La

Rocheetal., 1993). Enlas experiencias realizadas conSynechococcussp.109201
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los mejores resultados se obtuvieronconunarelacion N/P 20:1 (Figura4.3.1). La
concentracionde ficocianinaen las células y, por tanto, su produccion fué afectada
por larelacion N/P, obteniéndose maximos durante lafase logaritmica decrecimiento
enlarelacion20:1. Sinembargo, no se observo ningiinefecto dela variacionendichas
- relaciones sobre el contenido clorofila a y carotenoides, excepto para aquellos
cultivos queno contenian fosforo inicial (Figuras4.3.3y4.3.4).

La clorosis, ademas de manifestarse enrespuesta a la escasez de nitrégeno
como se indicé anteriormente, se observa también en respuesta a la limitacion de
varios elementosesenciales como el fosforoy elazufre (Kolberetal., 1988; Herzig
& Falkowski, 1989; Collier & Grossman, 1992; L.a Roche ef al., 1993). Enlos
cultivos de Synechococcus sp. 109201 con distintasrelaciones N/P este fenémeno
se observod claramenteenlos cultivos carentes de fosforoinicial ya partir del décimo
dia de cultivo (Figura 4.3.3). Los cultivos con las menores concentraciones de
fosforo (relaciones N/P 80:1, 40: 1) también presentan un descenso del contemido en
ficocianina a partir de este dia. Esto coincide con otros resultados que sefialan que
laclorosis enlas cianobacterias es menos pronunciada bajo la limitacion de fosforo
quebajo lalimitacionde nitrogenoy deazufre (Colliery Grossman, 1992), fenémeno
que tambiénse describio en los cuitivos de laclorofita Dunaliella tertiolecta, pero
no asi enlos de la diatomea Phaeodactylum tricornutum (LaRocheetal., 1993).

Con respecto a la'c_o_mposicién bioquimica en proteinas, carbohidratos y
lipidos de Synechococcus sp. 109201 con diferentes relaciones N/P hay pocas
variaciones a nivel celular para cada relacion N/P ensayada, excepto enlos cultivos
carentes defosforoinicial, donde se produce unaumento delas sustanciasdereserva
apartirdel sextodia de cultivo (Figuras4.3.7y4.3.8). Estos datos coincidenconlos
obtenidos por otros autores que observan que durante el crecimiento de microalgas
y cianobacterias los cultivos deficientes en fosforo tienden a acumular grandes
cantidades delipidos (Terryetal., 1985; Becker, 1994), mientras que el contenido
deproteinas, clorofilay acidos nucleicos disminuye (Becker, 1994),
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Figura 5.4.- Variacin del contenido de ficocianina y proteinas totales (expresado en Jg
mi'} y de la densidad celular (células x10° mi') en funcion de la concentracién de fésforo en
los cultivos de Synechococcus sp. 109201, teniendo en cuenta el dltimo dia de la fase
" logaritmica.

El analisisconjunto delos resultados de los experimentos de concentracion de
nitrato y relaciones N/P, referidos al ultimo dia de lafase logaritmica (Figura 5.4),
permitio determinar la variacion en la densidad celular y en la produccion de
ficocianinay proteinas enrelacion conla concentracion de fosforoenelmedio. Tanto
la densidad celular comola producciéndeficocianina y proteinas aumentancon el
incremento de la concentracion de nitrogeno y fosforo hasta 8 mM y0.4mM, de
nitratoy fosfato, respectivamente. A partir de aqui, elincremento dela concentracion
de fosforo, manteniendo constante el nitrogeno a 8 mM de nitrato, provocé un
descenso del crecimiento y de la produccion de ficocianina, mientras que se
mantienen constantes las producciones de proteina. Este punto de inflexion, por
tanto, indica la relaciéon éptima de nutrientes (N/P= 20) para el cultivo de
Synechococcus sp. 109201.

Elefecto delosnutrientes no debe separarse de otrofactor fundamental: laluz.
Laluzeslafuerzaconductora dela fotosintesisy, comotal, sucantidad, composicion
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espectral y susfluctuaciones dentrodel cultivo controlan lastasas de produccionde
biomasa y pueden causar variaciones en la respuesta fotosintética, las tasas de
crecimientoy el metabolismo celular de las microalgas y cianobacterias (Sanchez-
Saavedra & Voltolina, 1996).

" Lasactividades relacionadas conla luz son fuertemente dependientesdelas
longitudes de onda, ya que sebasan enlas reacciones fotoquimicas delos pigmentos,
cadauno delos cuales absorbe en regiones determinadas del espectro visible.

Elespectrodelaclorofilaatieneuna fuerte banda de absorcionen elrojo (620
a700 nm, conun maximo en 660 nm)y otra mucho més fuerte enlaregion del azul
(400 a 450 nm con un maximo en 455 nm), junto con otras pequefias bandas
adicionales. Sin embargo, presentauna baja absorcién aunque no nula enlaregién
delverde.

Los carotenoides constituyen otra clase de pigmentos fotosintéticos que
absorben hacia longitudes de onda mas cortas del espectro visible y sus colores
caracteristicos sonamarillo, naranja o rojo. Absorben aproximadamente entre 420
yy 480 nm, con maximos en 425, 450 y 480 nm, seglin la especie.

Por su parte, lasbiliproteinas sonlos llamados pigmentos accesoriosy pueden

- considerarse tres tipos fundamentales atendiendo a sus espectros deabsorcion: las -
~ ficoeritrinas, conmaximos.de absorcidona 490 - 570 nm, que se correspondeconla
' banda azul del espectro visible, las ficocianinas que absorben entre 612 - 645 nm
con maximos en 620, que se corresponde con la region roja del espectro, por eso
sus colores proximos al azul; y las aloficocianinas que, engeneral, estan presentes en
menores concentraciones y constituyen el pigmento central del ficobilisoma, y su
espectro de absorcion varia entre 550 y 670 nm con maximos en 650 nm.

Las cianobacterias, al tener varios tipos de pigmentos, poseen un amplio
intervalo deabsorcion efectiva en diferentes longitudes de onda del espectro visible
(Kirk, 1994), que va practicamente desde 400 hasta 700 nm, contres picos que se
corresponden conlos maximos ligeramente solapados delaclorofilaa, carotenoides
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yficoeritrina, el de ficocianina y aloficocianina y otro de clorofila a. Estas caracteris-
ticastienenun gran valor adaptativo para explotarambientes con diferente grado de
iluminacion(Figura 5.5). '

_ La especie Synechococcus sp. 109201 pertenece al grupo carente de
ficoeritrina y, por tanto, posee una estructura y composicion relativamente mas
simple, con elevadas concentraciones de ficocianina y mucho menores de
aloficocianina, ademas de clorofila ay carotenoides en menores proporciones.

Laausencia de ficoentrina hace quelabanda espectral correspondienteal azul
no quede cubierta (450 - 550 nm). Ello explica su escaso crecimiento conluz azul,
al estar ausente el pigmento antena clave para laabsorcion en ésta longitud de onda.

Lapresenciade clorofila g, que tiene su capacidad de absorcion enlabanda
del azul, podria asumir el papel total de la fotosintesis enausencia de los pigmentos
accesorios, ya que se sabe que, en ausencia de mitroégeno, la clorofila a, el unico
pigmento que semantiene después de ladegradacion delas biliproteinas, asume el
papel de receptor primario de la luz para el funcionamiento de los fotosistemas
(Cohen-Bazire &Bryant, 1982). Esta podria ser la causa de que el cultivo de
Synechococccus sp. 109201 mantenga su crecimiento conluz azul (Fi gura4.4.1),
‘aunque este crecimiento es muy bajo porque el papel de los pigmentos accesorios
‘es fundamental para que el proceso dé lafotosintesis sea eficiente; conla ausencia
deficoeritrinaylaincapacidad dela ﬁcocianina de absorberenelazul, el proceso de

transferencia de energia es mucho menos eficiente que con otras longitudesde onda.

Losficobilisomas pueden ser excitados através de cualquiera de sus pigmentos
componentes, dando comoresultado quelaenergia setransfiera hastala aloficocianina
y de ésta al fotosistema IT (PSII) (Gantt, 1981).

Dentro del ficobilisoma, la ficoeritrina y la ficocianina son los pigmentos
fundamentales captadores deluz. Estal suimportancia que muchas cianobacterias
realizan lo que se ha denominado adaptacion cromatica complementaria, donde
ajustan su contenido de pigmentos accesoriosa condiciones espectrales especificas.
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Lasintesis deficoeritrina es estimulada conluz verde-azul ylade ficocianina en luz
roja, yeste control cromatico permiteala célula captar la energia luminosa disponible
conmaxima efictencia(Tandeau de Marsac & Houmard, 1988). Lascepasricasen
ficocianina dominan en aguaseutroficas o distréficas donde predomina laluz roja,
mientras quelas ricas enficoeritrinas abundan en aguas azules o verdes oligotroficas,
marinas o de agua dulce (Hauschild ezal., 1991).

Sélo las cianobacterias que sintetizan ficoeritrina pueden llevar a cabo la
adaptacion cromaticacomplementaria (Tandeau de Marsac & Houmard, 1988) y
por ésta razon Synechococcus sp. 109201, que sélo sintetiza ficocianina, no es
capaz de adaptarse a la luz azul y presenta con ésta longitud de onda los peores
resultadosen cuantoa crecimiento.

La concentracion de pigmentos por célula en los cultivos con luz azul fue
también menor que la obtenida con otras calidades de luz (Figuras4.4.3,4.4.4y
4.4.5}, exceptolos carotenoides, posiblemente debido a su mayor absorcionen ésta
region del espectro o a su menor eficiencia fotosintética respecto a la clorofilaa
(Kirk, 1994).

Loscultivos conluz verdey luzroja presentaron, sinembargo, crecimiento muy
similar ymayor que el delaluzazul. Conluzrojay verdelas células crecen utilizando
aquellas partes del espectro donde la absorcidn de la clorofilaay laficocianina se
solapan. Enelcasodelaluz Verde, esto ocurre aproximadamenteen el intervalo entre
500 - 550 nm, lejos delos maximos de absorcion delos pigmentos que contiene la
célula, por ello no sélo el crecimiento es bajo sino también ia concentracion celular

' delos pigmentos fotosintéticos.

Losresultados decrecimiento conluzroja fueronmuy similaresalosdelaluz
verde, aun cuando en ésta banda del espectro la ficocianina tiene su optimo de
absorciony, de hecho, se ha sefialado que, aunque cada cepa responde de manera
unicaalas calidades espectrales, las que presentan ficocianina crecen mejor conluz
rojaquelas que contienen ficoeritrinas (Hauschild etal., 1991).
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Como laclorofila atiene su pico de absorcion menorenla regiondelrojo, es
posible que en ésta longitud de onda la eficiencia fotosintética sea relativamente
menory, portanto, el crecimiento. Sinembargo, la concentracion deficocianina se
increment6 notablemente con luz roja (Figura 4.4.5). Anacystis nidulans y
Synechococcus 6301 creciendo en luz roja incrementan también su relacion

ficocianina/clorofilaa(Kirk, 1994).

Existe cierta diversidad de resuitados cuando se cultivan cepas de
Synechococcus con distintas calidades espectrales. En tres cepas de esta especie
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Tabla 5.2. Composicién bioquimica de Synechococcus sp. 108201 y Sprrulma maxima,
expresada en porcentaje de peso seco.

Componentes celulares Synechococcussp.l09201  Spirulina maxima'

Proteina 5023 52.02
Lipidostotales ' 18.00 3.27
Ficocianina 4.40 7M1
Clorofilaa ' 0.3¢ 0.67
Carotenoidestotales 0.05 0.57

1 Herrera ot a/., 1989

productoras de ficocinina se encontro que enuna de ellas latasa de crecimiento no
varia significativamente con luz blanca, verde y roja; en otra, hay diferencias
significativas enretodas ellas, mientras queen latercerael crecimiento enluz blanca
y roja es el mismo y difiere del de la luz verde (Hauschild ez al., y colaboradores
(1991).

Synechococcus sp.109201 crecid mejor con luzblanca (Figura4.4,1)yaque
esta ofrece una mayor amplitud de longitudesde onda paralaabsorcion detodos sus
pigmentos. Con esta luz se obtienen también las mayores concentraciones de
ficocianina, mucho mayores quelas obtenidos conotras calidades deluz.

Optimizadaslas condiciones parala produccion de biomasade Synechococcus
sp. 109201, se compard su composicion bioquimica con la de otras especies de
cianobacterias, como Spirulinamaxima, dereconocidointerés nutricional (Herrera
etal., 1989)(Tabla 5.2). El contenido en proteina en Synechococcus sp. 109201
es muy similar al de S. maxima, y ademas no se encuentra ninguna referencia de
toxicidad para las especies de éste género niaparecenincluidascomo productoras
decianotoxinas (Carmichael, 1992). Aunquelos valoresde ficocianina sonmenores
que los de §. maxima (Herrera et al., 1989), son lo suficientemente altos para
considerar esta especie deinterés en la produccion de este pigmento.
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En cuanto a la purificacion de las ficobiliproteinas, recientemente se han
propuesto varios métodos que se utilizan en funcién del objetivo final de su
produccion. Ficocianina puraconunarelacion A, /A, de 4 seutiliza en pequefias
cantidades como marcador bioquimico eninmunoensayos, microscopiay citometria
(Cianothec Corporation, 1988) debidoa sus propiedades fluorescentes. LaDainippon
Ink & Chemicals, Inc. comercializa ficocianina como colorante conunarelacién de
purezade 0.52. Herreray colaboradores(1989) sefialanun gradode purezade0.72
paralautilizacion de ficocianina con este mismo objetivo.

Entre losmétodostradicionalesutilizadosparala purificacion delasbiliproteinas
se encuentra la precipitacion repetida con sulfato de amonio en concentraciones
variables combinada conla cromatografia deintercambioionico en diferentes resinas
y la filtracién en gel con Sephadex (Rowan, 1989). Se ha utilizado, ademas, la
adsorcionen carbonoactivado y la ultrafiltracion para la obtencidndela ficocianina
de Spirulina (Herrera et al., 1989)

Paralapurificacion dela ficocianinade Synechococcus sp. 109201 se utilizo,
como primer paso, la cromatografia de interaccion hidrofébica con resina de butil
sefarosa, ya quefue conla que se obtuvo lamayor recuperacion del pigmento. Tras
determinar las condiciones Optimas de purificacion enla cromatografia deinteraccion
hidrofébica se obtuvouna ficocianina conunapurezade3.1(Tabla4.6.1), superior
a la pureza estimada como Optima para grado de colorante y muy cercana a la
i’equerida para grado de reactivo tHerrera et al., 1989). El seguhdo paso de
purificacién mediante cromatografia de intercambio ionico dié un valor de pureza
4.85 (Tabla 4.6.3), superior a la pureza requerida para la ficocianina con grado
reactivo (Herreraezal., 1989), quees, de hecho, la purezautilizada por Sigma Co.
confines comerciales.

Lasvanacionesdela fuerzaionica delos eluyentesconstituyen unmétodo para
separarlaficocianina dela aloficocianina, pues éstaultima sélo eluye entampones con
una alta fuerza idnica, en los que es estable (Rowan, 1989). Debido a esto, en el
proceso de purificacion no se detect6 la presencia de aloficocianina ya que las
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concentraciones del tampon empleado son bajas respecto a las necesanias para la
elucidndelaaloficocianina (250 mM de tampénfosfato con 100mM NaCl), aunque
laaloficocianina siempre esta presente aunque sea en muybajs concentraciones.

La estructura basica de todas las ficobiliproteinas es un monomero af},
conipuesto por dos cadenas polipeptidicas desiguales que, en general, difieren
ligeramente en sus pesos moleculares; las subunidades « sonmenores quelas By
ambas se encuentran en un intervalo entre 12000 y 23000 daltons (Gantt, 1981,
Cohen-Bazire & Bryant, 1982)

Los diferentes estados de agregacion en los extractos de ficobiliproteinas
dependen de la fuerza idnica, la concentracion, la fuente de biliproteina y el pH
(Glazer & Stryer, 1984). A un pH entre 6.5 y 8.0, la C-FC existe en solucion
predominantemente en forma de trimero (ap),, con un peso molecular total de
aproximadamente 1 10000 daltons (Cohen-Bazire & Bryant, 1982), queresulta muy
similar al obtenido en la C-FC de Synechococcus sp. 109201 102 955 daltons

(Figura4.7.1).

Laelectroforesisen gel de SDS-poliacrilamida dela C-FC de Synechococcus
sp. [09201 reveld 1a presencia de tres bandas, con pesos moleculares de 19 000,
21000y41000D (Figura4.91). Basados enla estructuramonomeérica o3, citada .
~ parala C-FC, y en los 1ntervalos de pesos moleculares para cada una de las
. subunidades, las dos primeras bandas corresponden a las subunidades o y B,
respectivamente, mientras que la tercera banda, con un peso molecular mucho

mayor, no se corresponde con los intervalos descritos para éstas subunidades.

Analizando la composicién polipeptidica de los ficobilisomas de varias espe-
cies de cianobacterias en gel de poliacrilamida se encontraron bandas correspon-
dientesa polipéptidos deunion{no coloreados) que arbitrariamente se dividieronen
dos grupos en funcion de su peso molecular: grupo I entre 70000y 120000 Dy
grupo II entre 25 000 y 70 000 D (Tandeau de Marsac & Cohen-Bazire, 1977).
Estos polipéptidos son verdaderos componentes del ficobilisoma segun se demostrd
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en experiencias basadas en el fenomeno de adaptacion cromatica; existen en
conjuncion conla C-FC, migran conella cuando se separanlos componentesdeun
extractode ficobiliproteinas; ademas, suscarapteﬂsticas espectrales, de sedimenta-
ciénydefluorescencia sonlasmismas, io que demuestra su fuerte integridad funcional
(Gantt, 1981).

En funcionde estosresultados, latercera banda de la electroforesis dela C-
FC de Synechocaccus sp. 109201 es un polipéptido de unién (no coloreado) del
grupoll, por supesomolecular de41000D. Seha demostradola presenciade estos
peptidos en losficobilisomas de Synechococcus sp. 6301 (Yamanakaetal., 1978),
dedonde seaislaron ypurificaron, determinandosela secuencia de aminoacidos ysus
pesos moleculares, estando estos tltimosentre 27000y 75 000 D. Por otra parte,
enestudios sobre laestructura y composicién delos ficobilisomas de Synechococcus
sp. 6301 se han observado dos unidades en el nucleo, en vez de tres, y slo C-FC
en las varillas radiales y no C-FE. En cuanto a los componentes del ficobilisoma,
analizados por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, se demostré que Ia
estructura delas varillas consistia enlas subunidades oy By, ademiias, se detectéd
la presenciadetres polipéptidos no coloreados (Glazer, 1983; Glazer, 1984; Glazer,
1985),

Separar las biliproteinas puras delos polipéptidosincoloros es dificil y se han
citadocasos en que éstos pigmentos retienen parte deéstos polipéptidos de enlace
(Glazer, 1984). Se ha extraido C-FC de Mastigocladus laminosus sinla presencia
de éstospolipéptidos mediante filtraciénen gel en 50% de acido formico (Fuglistaller
etal., 1986). Realizando la extraccion delas biliproteinas tanto en tampon fosfato
0.75MapH 7 como entampén acetato de sodio 20mMa pH 5.5 los polipéptidos
deunidn se mantienen especificamente asociados a las ficobiliproteinas e incluso
modificanligeramente sus propiedades espectrales (Tandeau de Marsac &Houmard,
1988).

Los polipéptidos del grupo Il se encuentran en las varillas radiales del
ficobilisomay facilitan su enlace al niicleo o controlany estabilizan las interacciones
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entre lasmoléculas deficocianina. Ademas, pueden sernecesarios parala formacion
delas estructurasperiféricas (Cohen-Bazire & Bryant, 1982).

Aunguetodaslasficobiliproteinas son proteinasacidas conpuntosisoeléctricos
en el intervalo de pH entre 4 y 5.5, todos los polipéptidos incoloros de los
ficobilisomas de.Synechococcus 6301 sonbisicos, lo cual sugiereque lasinteracciones
entre los polipéptidos basicos y las biliproteinas acidas podrian estabilizar
significativamente el ensambiaje del ficobilisoma{Cohen-Bazire & Bryant, 1982).

Elpunto isoeléctrico detectado parala C-FC de Synechococcus sp. 109201
fuede 4.6 (Figuras4.8.1y4.8.2), ycoincide conelintervalo descrito anteriormente,
lo que demuestrael caracteracido de nuestra biliproteina.

El peso molecular de la C-FC de Synechococcus sp. 109201, 102 000 D,
es mayor que la simple suma del peso molecular de sus tres bandas; un resultado
similar se obtuvo conla ficoeritrina de Cryptomonas maculata, lo que seinterpretd
como que alguna de las subunidades o 6 B aparecia repetida en la secuencia
(Morschel & Wehrmeyer, 1977). De hecho, se ha sefialado quela C-FC puede estar
compuesta por n subunidades oy B, connentre 1 y 6 (Rowan, 1989).

Seha propuesto paralas C-FC delas cianobacterias un peso molecular total
de 120000, conuna estructura constituida porunaunidad oy dos B (Gantt, 1981;
Rowan, 1989). Enel caso de la C-FC de Synechococcus sp. 109201, teniendo en
cuenta los pesos moleculares de las subunidadesy el peso moleculartotal, se obtiene
una buena aproximacion i se consideraunaunidad oy dos B. Si se sumanlos pesos
moleculares en funcién del modelo propuesto, considerando una subunidad o (18
975), dos subunidades B (42 716) mas el aporte de los polipéptidos de union (40
875), elresultado final se ajusta al valor de 102 000 del pesomolecular dela proteina
total.

Sehaestablecido una nomenclatura paralas subunidades delas ficobiliproteinas
y suspolipéptidos asociados querepresentalas subunidades oy 8 conun supraindice
que corresponde al pigmento que sedescribe, eneste caso PC por ser ficocianina,

- 155 -



Ficocianina producida por Synechoccocus sp. 109201

f{( Al M3 ey -—" #4 f'f?r‘ union
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Figura 5.6.- Modelo estructural de la membrana tilacoidal con los ficobilisomas y sus
componentes. Realizado a partir de Rowan, 1989.

incluidasambasentre paréntesis, conun subindice que indicael niimero de subunidades;
a continuacion va una L, que identifica al componente de los polipéptidos no
coloreados (“rod linker polypeptydes”), conun supraindice que indicael valor del
pesomolecularexpresadoenkilodaltons y unsubindice que indicasusituaciénenla
estructura, R siesenlas varillasradiales (“rods™), Csiesenel nucleo (“core”) 6 M
siesenlamembranatilacoidal (thylakoid membrane) (Glazer, 1985). Utilizando esta
nomenclatura, el ordenamiento de los componentes del ficobilisomadeSynechococcus
sp. 109201 es: (OLPCI.?)"C)BLR41 . Un modelo del ficobilisoma para esta especie se
representaen laFigura5.6 (Rowan, 1989).

Se sabe que los puntos isoeléctricos y los pesos moleculares de la proteina
globulary de sus subunidadesen las ficocianinas son muy similares. Estas caracte-
risticas estdn de acuerdo con el alto grado de conservacion de las propiedades
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moleculares en esta clase de proteinas e incluso se extiende a la composicion de
aminoacidos (Rowan, 1989). '

Una caracteristica interesante. a sefialar respecto a la composicion de
aminoacidos es la ausencia de histidina de las subunidades B de la ficocianinas,
mientras que esta siempre presente en las subunidades o (Glazer & Fang, 1973).
Esto explica las bajas concentraciones de histidina, enrelacion con el resto de los

aminoécidos, enla ficocianina de Synechococcus sp. 109201 (Tabla 4.0.1).

Debidoala considerable similitud entrela composicionde aminoacidosdelas
subunidades oy B dela ficocianina, se sugiere un origen evolutivo comun de éstas
cadenas, como en el caso de las cadenas a y B dela hemoglobina (Glazer & Fang,
1973).

Estassimilitudes nosolo existenentrelasficocianinas deorganismos procanoéticos
sino, sino también en las de algas rojas, eucaridticas. Similitudes paralelas se han
encontrado paralas AFCylasFE (Glazeretal., 1971b; Glazeretal., 1971a). Esto
probéblemente puedeatribuirse alos requerimientos estructurales parala agregacion
delas subunidades enlos ficobilisomas (Brownetal., 1979).

Al aislarlos polipéptidos no coloreados de Synechococcus 6301 ydeterminar
su composicion deaminoacidos seencontro quetres deellos, con pesos moleculares
enire27 y 33 kD, tenian una composicion deaminoéacidos similar aunque sus mapas
peptidicos diferian, mientras que el polipéptido de mayor pesomolecular, 45kDno -
tenia ningunarelacion con los anteriores (Yamanakaezal., 1978).

La presencia de un polipéptidono coloreado enla C-FC de Synechococcus
sp. 109201 puede serla causa de las diferencias enla composicion de aminoacidos
respecto a de la C-FC de Synechococcus sp. (Glazer & Fang, 1973); los valores
de algunos aminoacidos, particularmentela alaninay la cisteina son mucho mayores
(Tabla 5.3). Estasecuencia de aminoacidos guarda relacion con el papel que cada
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Tabla €.3. Comparacién en la proporcién de la composicién de aminoacidos de la C-FC
de Synechococcus sp. 109201 y Synechococcus sp.

Aminoacidos Synechococcussp.109201  Synechococcussp.!

Histidina 1 1

Cisteina : 496 13
Metionina 96 48
Prolina 134 10.0
Fenilalanina 96 - 103
Lisina 235 12.0
_Tirosina 156 : 15.8
Isoleucina 121 16.3
Arginina 16.9 16.7
Valina 18.1 18.4
Treonina 18.3 206
Acido glutamico 247 21.0
Glicina 320 239
Serina 21.9 26.8
Leucina 311 29.3
Acido aspartico 279 384
Alanina 530.6 57.0
Triptéfano ND 14

' Segin Glazer y Fang (1873)
ND: no determinado

proteinajuega en el ficobilisomay, en este sentido, los polipéptidos no coloreados
contribuyen fundamentalmente a la estabilidad dela estructura.

A pesar de estas diferencias, la composicion de aminoacidos de laC-FC de
Synechococcus sp. 109201 se ajusta en lo fundamental al mapa peptidico citado
para otrasespecies de este género, tanto en el tipo de aminoacidos presentes como
en sus proporciones relativas. Esto concuerda con el alto grado de conservacion
citado paralas secuencias de aminoacidosenlasficobiliproteinas delas cianobacterias. |

Losresultados obtenidos intentan proporcionarunabase parael estudiodelos
pigmentos de esta cianobacteria marina como punto de partida de futurostrabajos,
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ya que conseguir la utilizacion 6ptima demicroalgas y cianobacterias marinas para la
produccion de cualquier compuestorequiere de un gran esfuerzo deinvestigacion.

Enesteaspecto, sisetomacomoejemplo la ya clasica Spirulinaplatensis se
- observa que desde la revision de Vonshak y Richmond (1988) hace ya casi una
década, losestudios para ampliar y mejorar su utilizacion no han cesado, atn cuando
esta especie se cultivacomercialmenteen varios paises conuna producciénanual de
varios cientos de toneladas. Sin embargo, el esfuerzo de investigacion sobre esta
cianobacteria ha continuadoy, séloteniendoen cuentalos resultados mas recientes,
se puedencitarlasinvestigaciones con S. platensisenla caracterizacion, aislamiento
y producciénde nuevos exopolisacaridos (Filalimouhimet al , 1993); elestudio de
los efectos de laacumulacion de oxigeno en sucrecimiento (Marquezetal., 1995)
enconjunciénconlaluz (Vonshak et al., 1996), los efectos del sustrato de carbono
ylaintensidad luminosa en el crecimientoy laformacion deficocianina (Chenetzal.
1996), los efectos del nitrogeno (Schlesinger et al., 1996) e, incluso en el presente
afio, se continuan estudiando los efectos de ia luz, el pH, la temperatura y los
nutrientes enen su metabolismo lipidico(Funteu etal., 1997).

‘Las especies de Synechococcus son objeto de una atencion cada vez mayor
y no hay duda de que muchas de ellas encierran potencialmente un extraordinario
valor. Eneste sentido, esta tesis supone unacontribucion al estudio deuna especie
marina de Synechococcus (Synechococcus sp. 109201) aislada en aguas cubanas,
cuya explotlacién puede ser de particular importancia parala economiade Cuba.
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Conclusiones

La mayor producciéon de biomasa.de la ciancbacteria marina
Synechococcus sp. 109201 y lamaxima concentracion de ficocianina se obtienen .
con valotresde nitrégeno de 8mM, unarelacion N/P de 20:1 eiluminacion conluz
blanca.

Se ha conseguido obtener ficocianina con un alto grado de pureza
utilizando extraccion en soluciénalcalina por congelacion y descongelacion sucesiva
y posterior purificacion mediante cromatografia de interaccion hidrofébica y
cromatografia deintercambio iénico.

Synechococcus sp. 109201 pertenece al grupo de las cianobacterias
que no poseen ficoeritrina, por lo que en las varillas radiales del ficobilisoma se
encuentra solo la ficocianina en su forma C-FC del tipo I. Esta ficocianina tiene una
estructura (oP°PBPC),L #, es decir, esta constituida una subunidad « de peso
molecular 19000 D, dos B de 21000 D y al menos un polipéptido de enlace (no
coloreado) con41000D.
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