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Resumen

Algunos microorganismos extremdfilos, denominados haloarqueas, que habitan
medios como las salinas costeras de las que se obtiene sal comun, producen unos
polimeros biodegradables denominados polihidroxialcanoatos como compuestos de
reserva, ademas de pigmentos carotenoideos. Los pigmentos, principalmente
bacteriorruberina (BR), protegen a las células de la radiacién solar y dan color rojo-
rosa a las salinas, particularmente en verano. Los microorganismos producen estos
compuestos de forma significativa bajo determinadas condiciones nutricionales. Para
preparar los medios de cultivo, utilizamos residuos de otras industrias como las
desaladoras (salmuera,) o industrias de caramelos (residuos de glucosa y almidoén). Asi,
se ha disenado un proceso de economia circular que podria paliar el problema
ambiental que sufre el Mar Mediterrdneo por vertidos de salmueras de plantas
desaladoras y de tratamiento de aguas, al tiempo que ofrece una alternativa
respetuosa con el medio ambiente para producir bioplasticos y pigmentos naturales
muy demandados por diversos sectores industriales (cosmética, nutracéutica,
alimentacion).

1. Introduccién

1.1. Dominio Archaea

En los afos 70 (s. XX), diversos estudios basados en el andlisis de las secuencias de
RNA ribosdmico mostraban que practicamente todos los seres vivos descritos hasta
ese momento podian ser agrupados en reinos primarios y que las arqueobacterias
podrian construir un grupo genuino de microorganismos procariotas diferente a las
bacterias, tanto desde un punto de vista fisioldgico y molecular, como desde un punto
de vista evolutivo (Woese y Fox, 1977, Woese et al., 1978; Woese y Gupta, 1981). A
comienzos de la década de los 90 (s. XX), Carl Woese y sus colaboradores propusieron
un nivel superior (taxon) para la clasificacién de los seres vivos, denominado
“Dominio”, de manera que se establecen tres dominios: Archaea, Bacteria y Eukarya
(Woese et al., 1990; Winker y Woese, 1991).

Asi, se postula que los organismos pertenecientes al dominio Eukarya estan
relacionados (o incluso descienden directamente) de agquellos microrganismos que
pertenecen al dominio Archaea (Woese et al., 1990; Forterre, 2015) (Figura 1). Aunque
la clasificacidn de seres vivos en dominios sigue vigente y totalmente aceptada por la
comunidad cientifica y académica, algunos estudios demuestran que las posibles
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relaciones filogenéticas entre arqueas y bacterias Gram positivas son mucho mas
estrechas de lo que se pensaba, dejando claro que las bacterias Gram negativas son
filogenéticamente diferentes. Estos estudios estan basados principalmente en la
comparacién de la morfologia de las células y de las secuencias conservadas de
proteinas (Gupta, 1998a; Gupta, 1998b).
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Figura 1: Arbol filogenético universal simplificado. Adaptado de Forterre, 2015.

El dominio Archaea esta constituido por microorganismos procariotas (es decir, el
material genético no estd aislado en un nucleo en el interior de la célula) que se
caracterizan por ser extremofilos (de extremo y la palabra griega @ia=afecto, amor,
es decir "amante de -condiciones- extremas"). Estos microorganismos presentan
adaptaciones metabdlicas que les permiten vivir en medios muy hostiles para la
mayor parte de seres vivos tales como volcanes, fumarolas ocednicas, fosas oceanicas,
salinas costeras y de interior o fuentes termales acidas, por citar algunos ejemplos.

Todos estos ecosistemas estdn caracterizados por presentar factores
fisicoguimico/ambientales extremos tales como temperatura elevada (incluso
superior a 100 grados centigrados) o varios grados centigrados bajo cero (interior de
los glaciares, por ejemplo), valores de pH extremos (extremadamente acido o bien
muy basico pudiendo ser superior a 10), estrés idnico debido a elevada concentracién
de sal, elevada radiacion UV por exceso de exposicion solar, elevada o muy baja
presion atmosférica etc.

Estos microorganismos constituyen las poblaciones predominantes en ambientes
extremos y por ello, juegan un papel muy importante en la dinamica y ecologia de
dichos ecosistemas, asi como en los ciclos biogeoquimicos, balance de nutrientes y
de gases atmosféricos emitidos y fijados. Ademas, recientes investigaciones
demuestran que son mas abundantes de lo que inicialmente se preveia y algunas
especies mas moderadas o con mayor plasticidad para adaptarse a cambios, habitan
también ecosistemas que a priori no son considerados “extremos” para el desarrollo
de la vida (Adam et al.,, 2017; Eme y Doolittle, 2015).
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En funcidén de las condiciones 6ptimas de crecimiento en las que viven estos
microorganismos en sus ecosistemas naturales, se establece la siguiente clasificacion
de microorganismos extremdafilos (Tabla 1):

Tabla 1: Clasificacion
Espinosa, 2020).

general de los microorgasnimos extremofilos (Martinez-

concentracion de sal

Nombre Factor Limites
Acidofilo pH >3
Alcalofilo pH >9
Halofilo Elevada 1-4 M

Hipertermofiloy

High temperatures

Hipertermofilo: temperaturas

denominados Cridfilos)

Termdfilo superiores a 80 °C (176 °F)
Termdfilo: entre 45-122 °C (113-
252 °F)

Piezdfilo (también High pressures ~ 1,100 bar

denominados

Bardfilos)

Psicroéfilo (también Low temperatures < -15°C (5 °F)

Radioresistentes

UV radiation, cosmic
rays, X-rays

1,500-6,000 Gy

Xerofilos

Desiccating
conditions

<50% de humedad relativa

Por otro lado, teniendo en cuenta las particularidades de su metabolismo y su
capacidad para sobrevivir en condiciones tan extremas y cambiantes, estos
microorganismos estan centrando la atencién de investigadores de todo el mundo
por dos cuestiones relevantes:

i) se estan empleando como modelo de estudio del origen de la vida o de la
vida en entornos como la Luna o Marte, lo que dio origen a disciplinas como
la Astrobiologia y a la Exobiologia, hacia la segunda mitad del siglo pasado
(Rummel, 2014; Moissl-Eichinger et al., 2016).

i) son fuente de moléculas de gran interés para procesos biotecnolégicos e
industriales. En ese sentido, destacan las enzimas de microorganismos
extremdfilos, catalizadores biolégicos capaces de acelerar la velocidad de
las reacciones varios ordenes de magnitud para conseguir asi procesos
industriales que operan en condiciones extremas (sobre todo altas
temperaturas y pHs acidos) mas eficientes en términos de coste y tiempo
(Singh y Singh 2017).
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1.2. Haloarqueas

En lineas generales, cualquier ser vivo que requiere elevadas concentraciones para
vivir, recibe el nombre de “haldfilo” (amante de la sal). Dentro del grupo de
microorganismos que pertenecen al dominio Archaea, la arqgueas que se caracterizan
por presentar altos requerimientos de sal para vivir reciben el nombre de haloarqueas.
Las concentraciones 6ptimas para su crecimiento oscilan entorno a 1-4 M, o en otras
palabras, unos 116 gr/L de sal en el caso de una concentracién de 2M, lo que supone
una concentracién de sal tres veces superior al agua de mar. Desde un punto de vista
taxondmico (ciencia que se ocupa de clasificar los seres vivos), las haloarqueas se
agrupan basicamente en dos grandes familias: Halobacteriaceae y Haloferacaceae
(Gupta et al, 2015), y entre las adaptaciones moleculares y fisiolégicas que han
desarrollado para vivir en presencia de altas concentraciones de sal destacan las
siguientes: acumulacioén intracelular de elevadas concentraciones de cloruro potasico
(KCl), alto contenido de residuos de aminoacidos acidos en sus proteinas, sintesis de
determinados moléculas denominadas solutos compatibles (modulan la presién
osmotica de las células debido a |la elevada concentraciéon de sal en el exterior celular)
y alto contenido en las bases nitrogenadas guanina (G) y citosina (C) en la composiciéon
quimica del material genético (adcido desoxirribonucleico o ADN) (Andrei et al., 2012;
Oren, 2013).

Estos microorganismos constituyen parte de las poblaciones microbianas en
ambientes naturales salinos como lagos, lagunas y estanques salados de superficie,
depdsitos salinos subsuperficiales, domos salinos submarinos o marismas, siendo las
comunicades principales cuando las concentraciones de sal en el suelo o en cuerpos
de agua aumentan por evaporacion del agua (Oren, 2002; de la Haba et al., 2011; Andrei
et al,, 2012). Ejemplos bien caracterizados de estos ecosistemas son: el Mar Muerto
(Israel-Palestina y Jordania), el Lago Magadi (Kenia) o el Gran Lago Salado (EE. UU.).
Otros ambientes hipersalinos creados artificialmente como las balsas de precipitacion
usadas para obtener sal comun (NaCl en particular), normalmente cerca del mar,
también son ecosistemas 6ptimos para el desarrollo de poblaciones de haloarqueas
(DasSarma et al.,, 2019). Ejemplos de estos ecosistemas pueden ser encontrados en la
peninsula Ibérica, tanto en el interior como en la costa, siendo buenos ejemplos de
ellos salinas costeras y de interior del litoral Mediterraneo en el sureste de Espana
(provincias de Alicante y Valencia, Murcia, por citar algunos ejemplos). (Figura 2).

El posible papel de las arqueas en general, y de las haloarqueas en particular, en los
ciclos biogeoquimicos de la naturaleza ha sido escasamente estudiado hasta la fecha
en comparacidén con bacterias, hongos u organismos eucariotas. Asi, aunque la
produccion y consumo del gas metano por parte de arqueas ha sido ampliamente
descrito, sélo existian hasta comienzos del siglo XX| unos pocos estudios sobre los
ciclos biogeoquimicos del nitrégeno, el hierro, el carbono y el azufre en arqueas,
siendo la mayoria de ellos sobre asimilacion de nitrato, nitrito y amonio, o bien sobre
reduccidén anaerébica de nitrato a nitrito en el caso de las haloarqueas (Martinez-
Espinosa, 2020).
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Figura 2. Fotografias de salinas artificiales para la obtencién de sal (NaCl). A. Salero
Viejo y Salinas de Penalva en el término municipio del Villena (Alicante, Espana):
salinas de interior en las que las balsas se llenan con agua salina subterranea
bombeada a la superficie. B. Salinas de Santa Pola (Alicante, Espana): salinas costeras
de las que junto con C: Salinas de Torrevieja (Alicante, Espafa), también costeras, se
extrae la mayor parte del NaCl para consumo humano de Europa. D. Salineras de
Maras (Cusco, Peru): salinas a 3.380 metros de altura sobre el nivel del mar. Fotografias
libres de derechos obtenidas en busquedas a través de Google.

Teniendo en cuenta que: i) las areas salinas e hipersalinas estan creciendo en
tamano y prevalencia en el suroeste europeo (Torregrosa-Crespo et al. 2019) debido a
los procesos de desertificaciéon actuales causados por el cambio climatico y la
intensiva explotacidn de los recursos hidricos (Martinez-Espinosa et al., 2011; Delgado-
Baquerizo et al., 2013; Maestre et al., 2016); ii) que las concentraciones de nitrato (NOx)
y nitrito (NOy) en estos ecosistemas esta creciendo anualmente debido al uso de
fertilizantes en la agricultura y al vertido descontrolado de aguas residuales urbanas
e industriales (Torregrosa-Crespo et al., 2018); v, iii) considerando la baja solubilidad de
oxigeno en suelos y aguas salinas e hipersalinas, se puede concluir que los
microorganismos extremofilos, y en particular las haloarqueas, podrian estar jugando
un papel relevante en los ciclos biogeoquimicos naturales.

En este sentido, diversas investigaciones recientes han puesto de manifiesto que
las haloarqueas son los microorganismos responsables de las principales reacciones
de dichos ciclos en medios hipersalinos. En paralelo, se ha descrito con cierto detalle
la capacidad que tienen ciertas haloarqueas para crecer y eliminar compuestos
téxicos de las salmueras tales como nitratos, nitritos, percloratos, cloratos, petrdleo,
compuestos aromaticos etc., lo cual hace de las haloarqueas unos microorganismos
de gran interés para el desarrollo de procesos de biorremediacion vy
descontaminacién de salmueras y aguas residuales urbanas o industriales con una
salinidad media/alta (Shrivastava et al., 2022).
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2. Haloarqueas como fuentes naturales para la produccién de compuestos de alto
valor anadido

Diversas investigaciones realizadas empleando haloarqueas como modelo de
estudio han demostrado que producen biomoléculas de gran interés biotecnoldgico
como hidratos de carbono, enzimas, antibidticos, polimeros de naturaleza plastica
biodegradables y pigmentos carotenoides (Torregrosa-Crespo et al., 2017).

De entre estas moléculas, los carotenoides y los plasticos biodegradables tienen
considerable valor anadido en determinados sectores industriales (agroalimentacion,
cosmética y farmacéutica, entre otros) y son muchas las iniciativas actuales a nivel
nacional e internacional que abogan por la sustitucién de pigmentos y plasticos de
sintesis quimica por andlogos de origen natural mas bioasimilables y totalmente
biodegradables. En las secciones siguientes se ofrece detalle del tipo de pigmentos
carotenoides y bioplasticos que son producidos por haloarqueas y que en estos
momentos se encuentran en fase de estudio a escala de laboratorio y piloto con el
objetivo de determinar la viabilidad del uso de haloarqueas como factorias celulares
a gran escala para la sintesis de estos compuestos.

2.1. Carotenoides en haloarqueas: bacteriorruberina

Los carotenoides son pigmentos naturales que desde un punto de vista quimico
se consideran compuestos isoprenoides (ya que la molécula precursora que se
requiere para su sintesis es el isopreno). Estos pigmentos son fabricados por plantasy
otros organismos fotosintéticos como algas, algunas clases de hongos y bacterias.
Actualmente se han descrito mas de setecientos compuestos carotenoideos. En
funcidn de su composiciéon y estructura quimica, los carotenoides pueden clasificarse
en dos grandes grupos: carotenos y xantofilas. Los carotenos son carotenoides no
oxigenados (no tienen oxigeno en su composicion) y las xantdfilas son derivados
oxigenados de los carotenos. Estos pigmentos son los responsables de los colores rojo,
naranja, rosa y amarillo que en la naturaleza muestran la mayor parte de las flores,
frutos, etc.

La mayor parte de las especies de haloarqueas caracterizadas hasta la fecha
presentan una coloracidén que puede variar entre el rosa claro y el rojo intenso y que
resulta de la sintesis de carotenoides (como el B-caroteno, el licopeno y la
bacteriorruberina), y de ciertas proteinas de membranas implicadas en los procesos
que controlan la bioenergética de las células (bacteriorrodopsinas, por ejemplo)
(Lanyi, 2004; Calegari-Santos et al., 2016; Verma et al.,, 2019). La bacteriorruberina y sus
derivados son con diferencia, los carotenoides mayoritarios en la mayor parte de las
haloarqueas que han sido caracterizadas hasta la fecha (Rodrigo-Banos et al., 2015)
(Figura 3).

Estudios bioinformaticos recientes empleando las secuencias de los genomas
(secuencia de genes de un organismo) de haloarqueas disponibles en las bases de
datos han permitido dilucidar las rutas de sintesis de los carotenoides
(carotenogénesis) en haloarqueas. Asi, se ha identificado que la carotenogénesis en
haloarqueas cuenta con reacciones similares o incluso idénticas a las descritas en
plantas, hongos y levaduras, pero otras reacciones son totalmente novedosas (Giani
et al, 2020), siendo la bacteriorruberina el pigmento mayoritario producido por
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haloarqueas (Figura 3C). La bacteriorruberina se considera un carotenoide raro ya que
contiene 50 atomos de carbono em su estructura, en lugar de 40 como ocurre en la
mayor parte de pigmentos carotenoideos de la naturaleza (Gianiy Martinez-Espinosa,
2020). Este avance en el conocimiento, junto con estudios de caracterizacién de
dichos pigmentos, han permitido plantear el uso de haloarqgueas como fuentes
naturales para la produccién biotecnoldgicas de pigmentos. En cuanto a la
bacteriorruberina producida por haloarqueas, recientemente se ha descrito su papel
como protector antioxidante en células de la haloarquea Haloferax mediterranei
utilizando stress oxidativo provocado por adicion de perdxido de hidrogeno (H20,),
comunmente conocido como “agua oxigenada” (Giani y Martinez-Espinosa, 2020).
Este resultado puso en evidencia la gran actividad antioxidante de |Ia
bacteriorruberina de las haloarqueas, lo que ha permitido el planteamiento de
investigaciones actualmente en curso y financiadas por convocatorias de
investigacion del plan nacional (MINECO 2018), el plan autonémico de la Comunidad
Valenciana (Convocatoria Prometeo) y convocatorias europeas (H2020 y H2027), en
las que se estd cuantificando el potencial antioxidante, antitumoral e
inmunomodulador de la bacteriorruberina en lineas celulares humanas.

Figura 3. Produccién de carotenoides por parte de las haloarqueas. Panel A. colonias
de Haloferax volcanii crecidas en medio complejo sdlido. Panel B: Cultivos de
Haloferax mediterranei en presencia de concentraciones de sal total que varian entre
5y 25 % (p/v). Panel C. Estructura guimica de la bacteriorruberina, carotenoide
mayoritario en las haloarqueas.

2.2. Haloarqueas como factorias celulares para la produccién de bioplasticos

El segundo tipo de compuestos objeto de estudio en materia de biotecnologia de
haloarqueas, son plasticos biodegradables del tipo poli-B-hidroxialcanoatos (PHAS),
como el poli-B-hidroxibutirato (PHB) y el poli-hidroxivalerato (PHV). Este tipo de
compuestos son sintetizados por diverso tipo de microorgasnimos, por tanto, Nno son
exclusivos de haloarqueas.

Desde un punto de vista quimico, la mayor parte de estos bioplasticos son
poliésteres alifaticos constituidos por unidades (mondmeros) como las que aparecen
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en la figura 4. Diferentes variables en el proceso de unién de los mondmeros (proceso
que recibe el nombre de polimerizacion) determinan finalmente la masa molecular,
la longitud y las ramificaciones de los polimeros, dando lugar asi, a una familia de
compuestos con diversidad de propiedades en términos de rigidez, resistencia
térmica, cristalinidad, etc. (Shah et al., 2008; Farah et al., 2016). Estos compuestos son
totalmente biodegradables y por sus propiedades fisicoquimicas, son sustitutos
perfectos respetuosos con el medio ambiente de los plasticos fabricados a partir de
derivados del petréleo (que no son biodegradables) (Muhammadi et al, 2015,
Rameshkumar et al., 2020).

Figura 4. Estructura quimica de los polihidroxialcanoatos (PHAS).

Tanto las reacciones quimicas de sintesis de los mondmeros, como el proceso
posterior de unidon de monémeros para formar las largas cadenas gque constituyen
estos compuestos, tienen lugar en el interior de las células cuando estan sujetas a
determinadas condiciones nutricionales como exceso de fuente de carbono, de
manera que estos bioplasticos en realidad son una forma de almacenamiento de
fuente de carbono para las células y la usan cuando detectan escasez de nutrientes
(Winnacker, 2019).

Diversos estudios han descrito la produccién de estos polimeros por parte de
haloarqueas cuando éstas son crecidas en exceso de fuente de carbono y limitacién
de fésforo (Simod-Cabrera et al,, 2021) (Figura 5).

Figura 5. Fotografia a de microscopia electréonica de células de la haloarquea
Haloferax mediterranei en las que se pueden observar los granulos de PHB de
distinto tamano en el interior de las células. Esta haloarquea fue aislada por primera
vez de muestras de agua de las salinas de Santa Pola (Alicante, Espana) y es el
microorganismo en el que se describid por primera vez el sistema CRISPR-Cas.
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Estos compuestos suponen una alternativa al plastico de sintesis quimica mucho
mMas respetuosa con el medio ambiente, ya que son biodegradables. Sin embargo, su
produccidon a media y gran escala sigue siendo problematica actualmente debido a
tres factores fundamentales:

i) la cantidad de PHAs producida por gramo de células es baja si se compara con la
produccidon que seria deseable para su explotacion comercial,

ii) la composicién del medio de cultivo (agua de sales con una concentracidn total
de sales entorno al 20 % y exceso de fuente de carbono) hace que éste sea
relativamente caroy los tiempos de incubacidon suelen ser largos en comparacion con
otros microorganismos productores de estos biopolimeros,

iii) el procesamiento de la biomasa (procesamiento downstream) para el
aislamiento de los biopolimeros plasticos requiere el uso de grandes cantidades de
disolventes organicos, lo que encarece la produccidn y genera una gran cantidad de
residuos.

Cualquier avance técnico que minimice el impacto negativo de cualquiera de estos
tres factores, permitiria abordar el uso de haloarqueas como fuente natural para la
produccion de PHAs a escala industrial. Asi, desde hace varios afios, en el grupo de
investigacion “Bioquimica Aplicada” de la Universidad de Alicante (Espana)
(https://cvnet.cpd.ua.es/curriculum-breve/grp/es/bioguimica-aplicada-applied-
biochemistry-(appbiochem)/659), se trabaja en una linea de investigacién que plantea
el uso de la biomasa obtenida durante los estudios de tratamiento de salmueras y
aguas residuales como materia prima para la obtencién de estos compuestos (Figura
6). Determinadas salmueras obtenidas durante los procesos de desalacién de agua de
mar o bien como residuos de determinadas actividades industriales, tienen una carga
de compuestos organicos e inorganicos ricos en carbono y nitrégeno, aspecto que
permite el crecimiento éptimo de las haloarqueas al tiempo que se favorece la
induccién de la sintesis tanto de los pigmentos, como de los bioplasticos, sin
necesidad de suplementar los medios con fuentes de carbono adicionales. En
paralelo, los estudios se hacen tanto con las cepas silvestres de las haloargueas, como
con cepas modificadas genéticamente para optimizar la produccién de los
bioplasticos en unos casos, y los pigmentos (bacteriorruberina en particular) en otros.

Ademas, en esta estrategia, se platea el uso de DESs (Deep eutetic solvents)
sistemas de dos componentes quimicos en fase liquida que ademdas de otras
aplicaciones, han demostrado su efectividad para la extraccidon de compuestos de
diversa indole y con distintas propiedades quimico-fisicas. Resultados preliminares
han mostrado que estos DESs se pueden emplear como sustitutos de los disolventes
organicos para el aislamiento de los polimeros plasticos y los carotenoides de las
células. Esta aproximacion supone alternativa respetuosa con el medio ambiente al
uso de los disolventes organicos como acetona o éter, disolventes habitualmente
utilizados a escala industrial en el procesado de la biomasa con el consecuente
impacto negativo en términos de contaminacién (Zuo et al.,, 2019).


https://cvnet.cpd.ua.es/curriculum-breve/grp/es/bioquimica-aplicada-applied-biochemistry-(appbiochem)/659
https://cvnet.cpd.ua.es/curriculum-breve/grp/es/bioquimica-aplicada-applied-biochemistry-(appbiochem)/659
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Haloarqueas como fuentes naturales de
compuestos de alto valor afiadido en el
mercado (carotenoides, bioplasticos
degradables: PHA y PHB). \

X

Procesamiento de la biomasa

respetuoso con el medio
ambiente para la extraccion de
bioplasticos y pigmentos

Figura 6. Marco conceptual del proyecto de investigacién resumido en este articulo.
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