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Resumen en espanol

Arthrospira es una cianobacteria azul-verdosa con interés comercial para la
produccion de compuestos para el mercado alimentario de humanos y animales;
ademas del sector cosmético, de biorremediacion y en la biomedicina debido a los
compuestos que aporta, como el contenido proteico, de acidos grasos y vitaminas y
minerales. En la actualidad se conocen dos especies para la produccion a gran escala,
siendo A. platensis la mas usada y A. maxima, una cepa nativa de México. La
produccion a gran escala ha reportado diversos medios de cultivo para el crecimiento
de estas cianobacterias, pero algunos resultan de alto costo. Por lo tanto, en este
trabajo de investigacion se analizo el crecimiento de Arthrospira en el medio Zarrouk
(Z), el medio RM6 y el medio Zarrouk modificado (ZM), y se analizaron los
componentes principales de interés comercial (pigmentos y valor nutricional).
Primeramente se realiz6 la caracterizacidn molecular de la especie por medio de la
amplificacion de la porcion 16S de ARN ribosomal y el operdn de la ficocianina 3 (cpc-
B), con los cuales no se obtuvieron resultados concluyentes, por lo que, posteriormente
se llevo a cabo un analisis filogenético que indicd que la especie con la que se trabajé
en este proyecto corresponde a Arthrospira maxima. Una vez determinada la
especie, se evaluo el crecimiento de A. maxima en los tres medios, pero en el medio
Zarrouk y RM6 tuvo una duracién mayor a 33 dias para llegar a la fase de muerte,
presentando un contenido mayor de biomasa seca y pigmentos (clorofila, carotenoides
y ficocianina) en comparacion con el medio ZM. El porcentaje de proteinas fue de 29.4+
8.8% , 40.42+7.95% y 32.19+ 3.9% elmedio Z, RM6 y ZM respectivamente; el
porcentaje de carbohidratos fue de 48.21%, 35.61% y de 51.86% para los tres medios
en el mismo orden. Mientras que el porcentaje de lipidos fue de 5.05+ 7.34% para el
medio ZM, 6.1 £ 0.25% para el medio Zy 4.13 + 1.42% para el medio RM6. Respecto
al analisis del perfil de acidos grasos (AG), se registro un porcentaje mayor de acido
y-linolénico (C18:3 w-6), acido undecanoico (C11:0) y acido palmitico (C16:0) en los
tres medios de cultivo evaluados. El medio RM6 es 73% mas econdmico que el medio
Zarrouk, ya que presenté un contenido similar al medio Zarrouk con relacién a biomasa
seca, clorofila total, y clorofila A, ademas el contenido proteico fue de 40.42 + 7.9%, el
cual fue el valor mayor registrado entre los diferentes medios. Los resultados del
presente trabajo indican claramente que el medio RMG6, el cual es de bajo costo y es
comparable con el medio de Zarrouk en cuanto al rendimiento de biomasa y contenido
de AG de interés, asi como el contenido de clorofila en los cultivos de A. maxima.

Palabras clave: Espirulina, Athrospira, Zarrouk, Medio de Cultivo, RM6, Valor
nutricional, A. maxima



Summary

Arthrospira is a blue-green cyanobacterium with commercial interest to produce
compounds for the food industry of humar  ind animals; in addition, to the cosmetics,
bioremediation and biomedicine sectors due to the compounds it provides, such as
protein, fatty acids and vitamins and minerals content. Currently, two species are
known for large-scale production, being A. platensis the most used and A. maxima, a
native strain of Mexico. Large-scale production has reported a variety of culture media
for the growth of this cyanobacteria, but some are expensive. Therefore, in this
research, the growth of Arthrospira in Zarrouk medium (Z), RM6 medium and modified
Zarrouk medium (ZM) was analyzed, along with the main components of commercial
interest (pigments and nutritional value). The molecular characterization of the strain
was also determined through amplification of the 16S portion of ribosomal RNA and the
phycocyanin 3 (cpc-B) operon, but no conclusive results were obtained. Therefore, a
phylogenetic analysis was performed that determined that the strain corresponds to
Arthrospira maxima. The growth of A. maxima in the Zarrouk and RM6 medium was
evaluated, which lasted longer than 33 days to reach the death phase, presenting a
higher content of dry biomass and pigments (chlorophyll, carotenoids and phycocyanin)
compared to the ZM medium. The percentage of protein content was 29.4 £ 8.8% in Z,
4042 + 7.95% in RM6 and 32.19 * 3.9% in ZM medium; with a percentage of
carbohydrates for the Z medium of 48.21%, for the RM6 medium of 35.61% and the
medium ZM of 51.86%. While the percentage of lipids was 5.05 + 1.34% for the ZM
medium, 6.1 * 0.25% for the Z medium and 4.13 + 1.42% for the RM6 medium;
regarding the analysis of the fatty acid profile (FA), a higher percentage of y-linolenic
acid (C18:3 w-6), undecanoic acid (C11: 0) and palmitic acid (C16:0) was recorded in
the three-culture media. The RM6 medium presented a content of dry biomass, total
chlorophyll, and chlorophyll A higher than the other medium, in addition the protein
content was 40.42 + 7.9%. The present work clearly indicates that RM6 medium, which
is low-cost, it is comparable with the Zarrouk medium in terms of biomass yield and
content of interest, as well as the chlorophyll content in A. maxima.

Keywords: Spirulina, Athrospira, Zarrouk, Culture Medium, RM6, Nutritional value, A.
maxima



1. Introduccion:

La Espirulina es una cianobacteria azul-verdosa con filamentos no heterocisticos,
fotoautotrofa reconocible por la disposicion de los tricomas cilindricos multicelulares
de anchura de 3-13 ym, de largo de 100-200 um y gram negativa. Se reproduce cada
7 horas por fision binaria en un solo plano en angulo recto con el eje largo del tricoma.
En la actualidad se producen dos especies a gran escala: Espirulina platensis y E.
maxima, ambos estan incluidos en el género Arthrosphira. Aunque también se
conocen como Espirulina, una designacion que tiene un significado mas tradicional,
practico y tecnoldgico que el taxondmico, llegando a crear confusion. Durante el texto
nos vamos a referir como Espirulina al género Arthrosphira (Vonshak et al., 2002;
Ponce, 2013).

En el lago de Chad y Nigeria en Africa central, asi como en el este de Africa en los
valles de Rift se reproduce A. platensis de manera natural por lo que es utilizada para
combatir la desnutricion e inanicion de zonas cercanas. México fue una fuente natural
de E. maxima, las cronicas de los conquistadores espanoles mencionan que los
aztecas la recolectaban del lago de Texcoco, la consumian en forma de queso y le
atribuian efectos de resistencia y fuerza extraordinaria; pero desafortunadamente, los
cambios climaticos y explotacion por elaboracion de productos alternos, disminuyd y
extinguié su crecimiento, quedando su produccién y mantenimiento a cargo de
empresas externas para la comercializacién, mientras que en Africa sigue en
condiciones de crecimiento y mantenimiento de manera natural (Ponce, 2013).
Actualmente la industria produce ambas cianobacterias en estanques abiertos al aire
libre alrededor del mundo produciendo de 3000 a 12000 toneladas en peso seco de
diferentes partes del mundo. Actualmente, se produce en Tailandia, Japén, Israel,
Estados Unidos, Taiwan, India, China, Nueva Zelanda y Chile, recientemente en
Colombia y Peru. Mientras que México se reproduce en menor escala en estados como
Colima, Veracruz y Querétaro. Se destaca la produccioén en China de A. platensis por
convertirse en el principal productor del mundo desde los afios 90 y actualidad (70%)
(Shimamatsu et al., 2004; Yuan et al., 2019).

La Espirulina es un suplemento nutricional y en los ultimos afios se ha potenciado
su ingesta debido a los efectos nutracéuticos que presenta, por lo que la industria ha
mostrado un interés en la extraccion de pigmentos o metabolitos para la utilizacion
como ingrediente de productos procesados de diferente giro industrial como:
alimentario, cosmética y ciencias biomédicas. La produccion a gran escala se ha
convertido en un desafio para el crecimiento y mantenimiento de la cianobacteria por
los costos que representa. Por lo que en este trabajo se analizara el efecto de
diferentes medios de cultivo para conocer su efecto sobre el crecimiento, la calidad
nutricional y produccion de pigmentos de Espirulina maxima.



2. Marco teérico

2.1. Usos de la Espirulina
Los productos con Espirulina se pueden asignar en 5 mercados potenciales:

¢ En laindustria alimentaria como suplemento alimenticio.

e Enlaalimentacién de especies terrestres y acuaticas mejorando la calidad del
producto y la respuesta inmunoldgica a enfermedades en los peces, gallinas y
puercos (Sarada et al., 1999; Ramirez-Moreno et al., 20006).

e En la industria cosmética para la pigmentacion de diversos cosméticos
(Sarada et al.,, 1999; Ramirez-Moreno et al., 2006) y en formulaciones
dermocosmeéticas (Delsin et al., 2015). Son una fuente de protectores solares
naturales como los aminodacidos similares a las micosporinas y la escitonemina
(Rastogi et al., 2010).

e En la biorremediacion para remover NOs- (nitrato), NO2 (dioxido de nitrégeno)
y POu4.3 (peroxinitrato) en aguas residuales (Ortiz-Villota et al., 2018; Arias et al.,
2020). La acumulacion de polihidroxialcanoatos, que pueden utilizarse como
sustitutos de los plasticos no biodegradables de origen petroquimico (Abed et
al., 2009). Se consideran una fuente de biocombustibles, es decir, alcoholes e
hidrégeno (Angermayr et al., 2009). En la formacion de biopeliculas mezclada
con quitosano para remover colorantes anidnicos y catidnicos de tintes
efluentes en la industria cosmética (Silva et al., 2017).

e En la biomedicina; ha ganado atencibn como una nueva plataforma para
producir vacunas o proteinas farmacéuticas comestibles (Dehghani et al.,
2018).

Estudios clinicos apuntan que tiene efectos terapéuticos inmunoregulatorios,
antioxidantes, anticancerigenos, antivirales, antibacteriales, hepatoprotectores y
antitoxicos. En el tratamiento de patologias como hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia se ha evidenciado su disminucién a nivel sérico, en el incremento
de Lactobacillus intestinales, reduccion de neurotoxinas debido a metales pesados y
drogas, proteccion contra las radiaciones, protector cardiovascular y reduccion de
obesidad (Bermejo et al., 2008; Hoseini et al., 2013; Hernandez-Lepe et al., 2015;
Neyrinck et al., 2017; Bao et al., 2018; Hu et al., 2019; Rajasekar et al., 2019).

Por esta razon, la produccién comercial de Espirulina ha ganado interés mundial
para su uso como suplemento alimenticio y la creacidn de bioproductos para el
consumo humano y animal, ademas del uso farmacéutico. Actualmente, la produccion
a gran escala se enfrenta a los altos costos de los medios de cultivo, por lo que han
surgido medios alternativos u optimizables para su crecimiento, aunque también existe
la problematica del proceso de cosecha, secado y empaquetado que pueda afectar la



calidad del producto final, mismo que deberia considerarse en la industria (Soni et al.,
2017; Madkour et al., 2012).

2.2 Componentes de valor alimenticio para el consumo humano de la Espirulina

Las caracteristicas de valor nutricional y morfolégico suelen estar relacionados
con la calidad del producto y estas a su vez con el proceso de la cosecha (Desmorieux
y Decaen, 2005; Huarachi-Olvera et al., 2014). En la Tabla 1 se muestra la informacién
nutricional de E. maxima, E. platensis, y Chlorella vulgaris desarrollando la informacion
con mejor detalle en los proximos parrafos (Andrade et al., 2019).

2.21 Proteinas:

E. maxima contiene una alta cantidad de proteinas (60-71%), asi como todos
los aminoacidos esenciales, aunque en cantidades reducidas de metionina, cisteina y
lisina (Ponce, 2013). El valor biologico de las proteinas es 68%, comparado con las
fuentes basicas de proteinas de origen animal, como el huevo, carne o leche, supera
el porcentaje de proteinas biodisponibles (Garcia-Garibay et al., 2003).

2.2.2 Lipido:

Contiene lipidos saturados como el acido palmitico (C16:0), los cuales
representan el 44.2% de los lipidos totales, seguido del contenido de acidos grasos
(AG) polinsaturados (PUFA) que pueden alcanzar el 42.2% de los lipidos totales dentro
de los cuales se destaca el contenido de acido Y-linoleico (C18: 3, n-6) (23.4%)
(Ramadan et al., 2008).

2.2.3 Carbohidratos:

Rajasekar et al (2019) han identificado la presencia de polisacaridos sulfatados
que contienen residuos de azucar (glucosa, ramnosa, xilosa, fucosa, manosa y
galactosa), mismos que juegan un papel esencial en el control de enfermedades por
la actividad antioxidante y mejoramiento de la respuesta inmune, propiedades
antibacterianas y en el rendimiento del crecimiento de los peces y camarones
(Rajasekar et al., 2019).

2.2.4 Vitaminas:

Contiene vitaminas solubles como el complejo B y liposolubles, como la vitamina
A, E, y K. Se ha estimado que 10 g de E. maxima en base seca cumplen las
necesidades de la ingesta diaria recomendada proporcionando hasta 21 veces mas [3-
carotenos que las zanahorias, contiene 31.4 veces mas de vitamina B1 (tiamina) que
el higado, hasta 140 veces mas vitamina B3 (niacina) que el huevo, contiene hasta 5.7
veces mas vitamina B6 (piridoxina) que la sandia y el contenido de vitamina B12



(cianocobalamina) es hasta 3.2 veces mas que el huevo (Barros y Buenrostro, 1999;
Madhubalaji et al., 2019).

2.2.5 Minerales:

Destaca el aporte de hierro, magnesio, potasio, calcio, cobre, manganeso,
selenio, fosforo, sodio y zinc. Contiene hasta 1.26 y 8.4 mas calcio que el queso y la
leche, respectivamente; ademas de no contener colesterol. La E. maxima contiene
hasta 22 veces mas hierro que el higado de res, y hasta 83 veces mas que el filete de
res. Ademas de ser de facil su absorcion en el intestino delgado (Barros et al.,1999).

2.2.6 Pigmentos:

En los ultimos tiempos ha aumentado el interés de la E. maxima en la industria
por la produccion de pigmentos, tales como clorofila carotenoides (xantofilas
mixoxantdfilas, zeaxantina, criptoxantinas, entre otras) y muy especialmente las
ficobiliproteinas: ficocianina, alo-ficocianina y ficoeritrina (Challem, 1981; Glazer,
1985). Estos pigmentos realizan funciones especificas en la fotosintesis tanto de tipo
estructural como funcional; capturan energia de la luz y desempefian un papel de foto
proteccion, previniendo la fotoxidacidon, ya que atenua especies reactivas de oxigeno
o clorofila en estado de excitacion.

2.2.7 Ficobiliproteinas:

Son pigmentos accesorios verdes azulados que se encuentran en la region
visible del espectro de 620 y 650 nm, constituyendo una medida de ficocianina, alo-
ficocianina y ficoeritirina. Estas son proteinas que forman parte de polipéptidos
denominados ficobiliproteinas que se encuentra en las cianobacterias y algas de los
géneros Rhodophyta y Cytophyta, siendo la fuente mas utilizada para la extraccion la
ficocianina (Marin-Prida et al., 2015).

La ficocianina es el pigmento mas estudiado y con mayor interés en la industria.
La conforman dos cadenas polipeptidicas unidas covalentemente, una subunidad a y
una 3, con pesos entre 17-20 kDa. Contiene grupos proteicos tetrapirrolicos lineales
(grupo bilin o cromoforo) que difieren en la presencia de sus dobles enlaces. Los
grupos cromoforos, denominados ficocianobilina, estan unidos mediante enlaces a
residuos de cisteina de las cadenas polipeptidicas (cisteina 84 en la cadena a y la
cisteina 84 y 155 en la cadena 3). La c-ficocianina es la principal ficobiliproteina de la
espirulina y constituye hasta el 20% de su DW (Cuellar-Bermudez, 2015)

Se han realizado diversos estudios en los que se comprueban las propiedades
antioxidantes (Bhat et al., 2000), antiinflamatorias (Romay et al, 1998)
inmunomoduladoras, citoprotectoras (Chiu et al, 2006), antitumorales (Subhashini et
al., 2004; Nishanth et al., 2010), hepatoprotectoras, neuroprotectoras y propiedades



de proteccion pulmonar (Marin-Prida, 2015) lo que ha originado un aumento en el
interés en la produccién a gran escala por la industria cosmética y biomedicina.

2.2.8 Clorofila:

Es un pigmento verde primario que participa en la fotosintesis y también es un
sistema de proteccion frente a la luz excesiva. Proviene del vocablo chloros que
significa verde y fylon que significa hoja (Ruiz et al., 2019). Existen diferentes tipos de
clorofila: Tipo A, presente en el cloroplasto de plantas y vegetales y es la encargada
de absorber la luz durante la fotosintesis. Tipo B, es pigmento secundario, se
encuentra en los cloroplastos y se encarga de absorber la luz de otra longitud y
transferir la energia a clorofila a. Tipo C, presente en los cloroplastos de las algas
pardas y las diatomeas. Tipo D, presente unicamente en algas rojas, y recientemente
tipo F que ha sido identificada solo en cianobacterias (Carmo, 2020). A la ingesta de
clorofila se le han atribuido propiedades quelantes, anticancerigenas, antibacterianas,
antioxidantes, antiinflamatorias y energizantes, ademas de desintegrar calculos y
reducir los niveles de colesterol en sangre (Rivera et al., 2005).

2.2.9 Carotenoides:

Son pigmentos accesorios liposolubles isoprenoides cuyo color va del amarillo
al rojo. Y se dividen en dos grupos principales: carotenos y xantofilas, que se
diferencian por la ausencia y presencia de 02 en sus grupos funcionales,
respectivamente. Capturan energia de la luz entre 400-500 nm. Se conocen mas de
600 carotenoides, pero solo el [(-caroteno, licopeno, astaxantina, cantaxantina,
criptoxantina, zeaxantina y luteina se utilizan comercialmente debido a la dificultad y
elevado costo de la extraccion. Se utilizan como colorantes industriales naturales,
ademas de destacar sus propiedades terapéuticas, como el efecto antioxidante en

diferentes patologias (Guerrero et al., 2013).
Tabla 1- informacion nutricional de E. maxima, E. platensis 'y C. vulgaris

Espirulina Espirulina Chlorella
maxima platensis vulgaris
Proteinas 55-71 (%) 60-71(%) 40-58 (%)
Lipidos 4-7(%) 6-7(%) 6-16 (%)
Hidratos de 13-16 (%) 13-16.5 18.5(%)
Carbono (%)
Minerales 4-9 (%) 8000 (mg) 6-9 (%)
Vitaminas Tiamina 5.5 0.8-15.4 0.6-2.3
(mg 100 g") Riboflavina 4 0.2-0.9 2-6
Piridoxina 0.3 0.3-4 0.1- 3.2
Acido nicético 11.8 0.4-5.3 10-22




Acido 1.1 - 1-10
pantoténico 0.05 0.2-0.6 0.1-4
Acido félico 0.04 - 0.015-0.064
Biotina 0.02 0.3-0.8 -
Cianocobalamina | - 18-370
Acido ascérbico | 0.17 42-195.3
B-caroteno 19 26-33
Alta- tocoferol

Aminoacidos | Alanina 5-6.1 6.91 4.2-7.4

(g/9) Arginina 45-9.3 6.24 5.8-10.2
Acido aspartico |6—-15.2 8.97 6.9-8.8
Cisteina 06-22 0.78 0.3-0.9
Acido glutamico |8.2-21.8 15.1 8
Glicina 3.2-4 4.63 4.9-5.5
Histidina 09-16 1.1 1.4-3
Isoleucina 3.7-45 4.930 3.1-6.4
Leucina 56-7.7 7.95 6.8-9.7
Lisina 3.0-4.5 4.34 4.9-9.4
Metionina 1.6-2.2 1.99 1-2
Fenilalanina 28-4 3.63 3.2-5.1
Prolina 2.7-3.2 2.2-6.4
Serina 3.2-4.3 3.65 3-4.1
Treonina 3.2-4.5 4.02 3.6-4.7
Triptéfano 0.8-1.2 0.88 1-1.5
Tirosina 3.9 2.6-4.1
Valina 4.2-6.5 5.7 4.8-6

Pigmentos Clorofila, Clorofila, Clorofila,

ficobiliproteinas, | ficobiliproteinas, | carotenoides
carotenoides carotenoides (luteina,
zeaxantina,

fucoxantina)

Referencias

(Garcia-Garibay
et al, 2003)

(Narasimha, 1982;
Badadzhanov et al,
2004)

(Garcia-Garibay et
al., 2003; Gouveia,
1996; Ho et al.,
2013).

2.3 Produccion de Espirulina
La Espirulina crece en condiciones acuosas caracterizadas por alta
concentracion de sales minerales y pH elevado entre 9-11. Asi, los medios de cultivo
deben contener los nutrientes inorganicos necesarios para el crecimiento, mismos que



estan relacionados con la produccion de biomasa. Aproximadamente el 15% del costo
total de produccion se gasta en nutrientes, siendo el medio de cultivo Zarrouk’s el mas
comun, sin embargo, también representa el mayor problema en la produccion a gran
escala, junto con las dificultades técnicas y costo de mantenimiento (Andrade et al.,
2019). Debido a esto han surgido alternativas de medios para disminuir el costo de
produccion considerando los siguientes nutrientes para su produccion:

231 Luz

La presencia de luz es un factor limitante en el cultivo de microalgas y
cianobacterias para la realizacion de la fotosintesis. Se han utilizado espectros de luz
blanca de diferente magnitud (de 300 a 3000 umol/m/s) pero no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas, pero cuando se usa la luz verde o roja se
evidencia una fotoestimulacion en el perfil lipidico y el contenido de pigmento (Prates,
etal.,2018). Se ha evidenciado que la radiacion UV influye negativamente en la calidad
y el rendimiento de la biomasa alterando la morfologia durante la aclimatacion o en
tiempo de adaptaciéon. El contenido de pigmentos depende en gran medida de este
parametro (Huarachi-Olvera et al., 2014).

2.3.2 Agua

Es un nutriente que suministra los electrones (H*) para la reduccion del CO2 y
medio de transporte. Se estima que la Espirulina consume 2.499 L por Kg seco que
aporta 65% de proteinas, comparando con el cultivo de soja, maiz y carne de res que
es 3.5, 4.97 y 41.6 veces mas, respectivamente, en el consumo de agua durante en la
produccion, ademas de un aporte proteico menor (Ponce, 2013).

2.3.3 Carbono:

La cianobacteria foto autotrofica tiene como unica fuente de carbono el COo. El
CO2 puede estar en el medio como alguna sal derivada, tal como bicarbonato de sodio,
pero su reduccion e incompatibilidad a la biomasa en el ciclo de Calvin siempre se
produce teniendo como sustrato al CO2 molecular. Por lo tanto, el CO2 es la mejor
fuente aprovechada desde el medio externo hasta el interior de la célula, para
posteriormente ser aprovechado en procesos metabdlicos de fijacion, acumulando
moléculas de O2 produciendo una saturacion y disminuyendo la produccién. Por tanto,
es necesario mantener siempre un suministro de CO2 suficiente y evacuar
eficientemente el Oz generado (Acosta, 2006).

2.3.4 Elementos indispensables
El nitrégeno es un elemento importante en el medio, ya que forman parte de las
proteinas y nucleotidos de la biomasa. Las principales fuentes de nitrogeno son el
nitrato (NOz.), el amonio (NHa) y la urea. El nitrato (NOs.) que debe ser reducido hasta



el estado de oxidacion del grupo amino (-NH2) que es como se encuentra en las
proteinas. La reaccion necesita gran cantidad de poder reductor (NADPH) y elevado
pH al consumir H*. Siendo el nitrato sédico mas usado y con buena tolerancia en
cantidades altas. La administracion de amonio (NH4) también es utilizado como fuente
de nitrogeno, aunque resulte toxico para algunas microalgas, pero en la Espirulina
tolera hasta 50 mg/L, pero no representa ventajas significativas en la concentracion de
nutrientes de la biomasa y los costes de produccion (Mora et al., 2002). El potasio es
un nutriente esencial y es requerido en grandes cantidades para la produccion,
afectando la forma, el tamafo, el color, sabor y otras medidas atribuidas a la calidad
de la biomasa. El potasio se administra en forma ionica K* y realiza diferentes
funciones: la produccion de adenosintrisfosfato (ATP), regula el contenido de agua
(osmorregulacion) permitiendo una tolerancia frente al estrés hidrico, participa en la
sintesis de proteinas y activacion de ciertas enzimas, y por lo tanto regula la absorcién
de COz. Las cianobacterias almacenan el fésforo como polifosfatos. Este elemento
es un importante intermediario metabdlico y es constituyente de moléculas
estructurales como los fosfolipidos, enzimas y multitud de especies bioquimicas,
tomando un papel fundamental en la mayoria de los procesos celulares. El fosforo es
suministrado como fosfato o fosfatos acidos (PO4, HPO4) que son insolubles en
presencia de otros iones (como el Ca?) (Markou et al., 2012). El hidrégeno es
proporcionado por el agua, es la fuente de electrones que permiten reducir del NADP+
a NADPH creando un poder reductor para ser usado posteriormente en el ciclo de
Calvin. La hidrolisis del agua tiene lugar en el fotosistema Il (PSIl) y la reaccion da
como subproducto el oxigeno, molécula que se libera al aire. Es muy importante que
nunca falte el agua para que no se detenga el PSIl. Otros minerales como el cloro,
sodio, calcio y magnesio son iones que aparecen en los medios, aunque a veces no
se consuman. Son importantes para mantener la presion osmotica, el equilibrio
quimico y en la produccion de la biomasa. El magnesio es el ion central que aparece
en el nucleo de porfirina de la clorofila.

2.3.5 Composicion de los medios de cultivo.

La produccion de la biomasa o metabolitos depende de diferentes factores
fisicoquimicos, como la intensidad de luz, la concentracion de nutrientes, la
temperatura (24-35 °C, con una temperatura optima de 33°C), la tasa de aireacion
(Ravelonandro et al., 2011), el pH, concentracién de COz, y la salinidad (Colla et al.,
2007; Ogbonda et al., 2007; Pandey y Tiwari, 2010). En la actualidad existen diversos
medios de cultivo para satisfacer los requerimientos nutricionales de la Espirulina,
entre ellos: Zarrouk’s, BG11, F/2, NRC, RAO, CFTRI, OFERR, George, entre otros
(Vonshak et al., 1997, Raoof et al., 2006). Buscando la necesidad de lograr un sistema
controlado de produccion, ademas del aseguramiento de calidad y que el costo se vea



disminuido, han surgido alternativas de los medios antes mencionados y que se

describen en la Tabla 2, 3y 4.
Tabla 2 - Medios de cultivo y sus componentes para el cultivo de Espirulina.

Medios seleccionados
ia’m“ meatcss |RM6 | BG11 | Conway |Rao’s | CFTRI | OFERR
Compuesto quimico Cantidad (g/L)
MgSO4-7H20 0.2| 0.2| 0.15 0'0; -1 0.04] 1.2 0.16
NaCl 1 5/ 0.5 -1 0.2 1 5
CaCl2-2H.0 0.04 -| 0.04 0.03 - 0.00) 0.0 -
6 8 4
NaNOs 25 -l 25 1.5/ 100| 25| 1.5 -
NaHCOs, NaCl 16.8 8 8 - 15| 4.5 8
FeS04-7H20 0.1 - - O'Og - O'? 0.05
K2HPO4 0.5 - -| 0.04 -1 0.5 05 -
EDTA 0.08 - -| 0.02 45 - - -
KNO3 - 2 - - - - - -
DAP (Fosfato di | o1 _ _ i ] i i
amonico) '
K2oSO4 -l 0.1 - - -1 0.6 1 0.5
CaO -1 0.07 - - - - - -
Acido citrico - - - O'Og - - - -
Na2CO3 - - - 0'0(1) - - - -
H3BO3 - - - -1 33.6 - - 0.052
mL
(NH,) :MoO,. - - - - 2.1 - - -
ZnCl, - - - - 2.1 - - -
MnCl2 - - - -1 0.36 - - -
CoCl2 - - - - 2.1 - - -
CuSOq4 - - - - 2.1 - - -
NaH2PO4 - H20 - - - - 20 - - -
0.89
KCI - - 3 - - - -
Super fosfato simple - -1 1.25 - - - -




Cianocobalamina
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mg
Tiamina - - - - 20 - -
mg
Hierro -l 0.1 - - - -
Oligoelementos -1 0.05 - - - -
Stock A5 1 - - - - -
Stock B2 1 - - - - - -
Atlas et al, 1997; Bhagyalakshmi, y Ravisshankar, 2005; Pandey et al., 2010; Madkour et al., 2012
Tabla 3- Elementos del Stock A5.
Elementos Nombre Cantidad (g/L)
H3BO3 Acido bérico 2.86
MnCl2 Cloruro de magnesio 1.81
ZnS04-7H20 | Sulfato de Zinc heptahidratado 0.22
CuSO0s- 5H20 | Sulfato de cobre pentahidratado 0.079
MoOs3 Oxido de monomio 0.015
Tabla 4- Elementos del Stock B2
Elementos Nombre Cantidad
(mg/L)
NH4VOs3 Meta vanadato de amonio 22.96
K2Ca2(S04)4- Sulfato calcico de potasio 96
24H20 vigesimocuarto
NiSO4-2H20 Sulfato de niquel hepta-hidratado 47.85
NaWO-2H20 Tugstatosodico 17.94
Te2(S04)3 Sulfato de Telurio 40
Co(NO3)2-6H20 Nitrato de cobalto hexahidratado 43.98

3. Justificacion

A. maxima es una cepa nativa de México y diversos estudios han demostrado el
potencial farmacéutico, alimenticio y benéfico para el medio ambiente. Se han
reportado diversos medios de cultivo para el crecimiento de esta cianobacteria,
desafortunadamente algunos resultan de alto costo, otros no son 6ptimos para el
crecimiento y lo que aun se desconoce es el efecto que pudiera tener la composicion
de un medio de cultivo en la generacion de algun componente(s) de valor nutraceutico.
Por lo tanto, en este trabajo de investigacion se analiz6 el crecimiento de A. maxima
en diferentes medios de cultivo y se analizaron los componentes principales de valor
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alimenticio para conocer la efectividad del medio cultivo y aplicacion biotecnolégica de
la Arthrospira maxima bajo condiciones controladas.

4. Hipoétesis
El uso de diferentes medios de cultivo permitira la produccion de biomasa con
distintas caracteristicas nutricionales y metabolitos en los cultivos de Arthrospira
maxima.

5. Objetivo general:
Evaluar el efecto de 3 diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento y el
contenido nutricional de Arthrospira maxima.

5.1. Objetivos especificos:

a)ldentificar molecularmente la cepa de Arthrospira de estudio.

b)Obtener las cinéticas de crecimiento de Arthrospira maxima en los medios
Zarrouk, Zarrouk modificado, BG11 y RM6.

c) Cuantificar la biomasa producida.

d)Evaluar el contenido de carotenoides, clorofila y ficocianina.

e)Determinar el contenido de proteinas y carbohidratos.

f) Estimar el contenido de lipidos totales y el porcentaje de acidos grasos.

g)Establecer la relacion costo-beneficio entre los diferentes medios de cultivo
utilizados.

6. Metodologia:

6.1. Caracterizacion molecular de la especie:

Se realizo la extraccion de ADN utilizando tres diferentes protocolos: Jeffrey Doyle
modificado (JDmod), Allers y Lichten (AL) y Allers Lichten modificado (ALmod)
teniendo en comun el uso de CTAB al 2%, mientras que la concentracion de agente
quelante (EDTA), Tris-HCI, NaCl, y PVP fue diferente entre los 3. La composicion
detallada de cada solucion se muestra en la Tabla 6.

En todos los casos fue necesario agregar alcohol isoamilico para precipitar los

acidos nucleicos y RNAasa para eliminar el RNA.
Tabla 6.- Soluciones utilizadas en los diferentes métodos de extraccion de ADN

Solucion Jeffrey Doyle | Allers y | Allers y
modificado lichten Lichten
modificado
CTAB| | CTAB 2% 2% 2%
Tris — HCI 100 mM 200 mM 200 mM

11



EDTA 20 mM 50 mM 50 mM
NaCl 1.4 M 2M 2M
PVP 0.1% 0.5% 0.5%
2- 0.2% - -
Mercaptoetanol
0,2%
Metabisulfito de 0.1% - -
sodio
Buffer Acetato de sodio 0.12 mM - 0.12 mM
de Etanol al 96° 79% - 79%
lavado | Agua 2.1 mL - 2.1mL
CTAB CTAB - 10% 10%
NaCl - 0.7M 0.7M

Las muestras se sometieron a un proceso de sonicacion, evaluando dos
amplitudes (amp) (20% y 50% amp). Para cada procedimiento se recolecté biomasa
proveniente de 10 mL de un cultivo de 24 dias de crecimiento. Se centrifug6 para
concentrar la biomasa y se elimind el sobrenadante. Para el procedimiento descrito
por Jeffrey Doyle modificado se adicioné a la biomasa resultante 700 yL de la solucién
CTAB | para posteriormente incubar por 30 min a 65°C, mezclando cada 4 min en un
vortex. En seguida se centrifugd y se separo la fase acuosa. Se adicionaron 4.6 uL de
RNasa (20 mg/mL) y se mezclé por inmersion, para incubar 20 min a 37°C. La
precipitacion de proteinas se realizé con una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1 vlv), después de centrifugar a 13000 rpm a 4°C por 10 min, se recupero el
sobrenadante y se agregd un volumen igual de isopropanol frio (-20°C). Después de
incubar a -20°C durante 12 h se concentr6 el ADN mediante centrifugacién a 15000
rom a 4°C por 5 min. Se agregd 1 mL de buffer de lavado frio (-20°C) (Tabla 6) y se
mezcld por inmersion. Después de centrifugar se lavo la pastilla con 1 mL de etanol al
70% frio. Se centrifugé nuevamente a 13000 rpm por 5 min a 4°C y posteriormente se
seco la pastilla de ADN a 40°C por 10 min. Finalmente se suspendié la pastilla en agua
estéril (20 yL) y se conservo en congelacion (Doyle J,1991).

Para el método Allers Lichten, a la biomasa recuperada se agregaron 1.5 mL de
solucion CTAB I, se incubd por 30 min y después de centrifugar se separé la fase
acuosa. Posteriormente se agregé 1 mL de CTAB Il (ver Tabla 6) y se incubo por 30
min, después de centrifugar se precipitaron las proteinas con alcohol isoamilico (14:1
v/v). La precipitacion de ADN se realizd con isopropanol frio por 12 h y después de
centrifugar se lavo la pastilla con 1 mL de etanol al 70%. Finalmente se suspendio6 la
pastilla en agua estéril (20 pL) y se conservo en congelacion. El método Allers Lichten
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modificado se realizé del mismo modo que el método Allers Lichten, con la diferencia
de que se adicion6 4.6 uL de RNasa (20 mg/mL) y 1 mL de buffer de lavado (ver Tabla
6) al mismo tiempo que el método Jeffrey Doyle modificado. Se centrifugd y se precipitd
la pastilla para posteriormente secar la pastilla de ADN a 40°C por 10 min. Como ultimo
paso se resuspendio la pastilla en agua esteéril (20 pyL) y se conservd en congelacion.

A fin de visualizar la calidad del ADN extraido se realizdé una electroforesis en
geles de agarosa al 1% con TAE 1X (Tris-HCI 40 mM, pH 8.3, EDTA 2 mM, &acido
acético glacial 20 mM) a 100V por 30 min. El gel se tifio con una solucién de bromuro
de etidio (10 uyg mL") y se visualizé en un transiluminador con luz ultravioleta. La
concentracion (ug mL™") y pureza (relacion 260/280) del ADN extraido se determind
mediante cuantificacion espectrofotométrica utilizando el equipo NanoDrop.

El método con mejor rendimiento y calidad de ADN obtenido sirvio como plantilla
para amplificar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) al gen 16S
ARN ribosomal. Se probaron dos pares de oligonucleotidos universales, el 27F y
1463R, y el 803R y 363F (Tabla 7). La mezcla de reaccion se incluye en la Tabla 8 con
un volumen final de 25 pL. El ciclado para la PCR en el termociclador esta indicado en
la Tabla 9. También se amplificé una porcién de la subunidad beta de la ficocianina
(cpc-B) con un par de oligonucleodtidos disefiados a partir de la secuencia de operon
de ficocianina B (cpc) identificado en la base de datos Genbank (ID AJ401168.1).
Utilizando este identificador y la base de datos de NCBI, con la herramienta Primer
Blast, (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se diseid una pareja de
oligonucledtidos obteniendo los cebadores indicados en la Tabla 7 los cuales
amplifican aproximadamente 483 pares de bases. La mezcla de reaccion se describe
en la tabla 8 con un volumen final de 25 L, estos valores fueron estimados después
de realizar un gradiente de temperatura (50, 52, 54, 56 y 58°C) y un gradiente de
concentracion de Magnesio (1, 1.5, 2.33, 2.53 y 3 mM). El ciclado en el termociclador

se describe en la Tabla 9 para la porcion cpc-B.
Tabla 7.- Secuencia de oligonucledtidos

Nombre Direccién Secuencia (5’ a 3’)

803R Reverse CTACCRGGGTATCTAATCC
363F Forward CAATGGREGURASYCTGAHS
27F Forward AGAGTTTGATCMTGGTCAG
1463R Reverse TAACTTGTTACGACTT

FicR Reverse TTGGTCTGCCGCGTAGTTAG
Fic F Forward GCTGTCGGTGTTGGCAAAAT

Tabla 8.- Mezcla de reaccién de PCR para amplificar la porcion 16S y cpc-B
Mezcla de reaccion 16S Cpc-B
Buffer 5X (MgCl> 7.5 mM) | 5 uL 5uL
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MgCl2 50 mM Se incluye en el buffer 5x | 0.41 pL (concentracion
final de 2.3 mM)
dDNTP’s 0.5 L 0.5 L

Oligonucleotidos (10 uM)

27 foward y 1463 reverse

Fic forward y Fic reverse

0.5 uL 0.5 uL
Taq polimerasa 0.5 uL 0.5 uL
ADN extraido (>50 | 1 uL 1uL
pMg/mL)

Tabla 9.- Ciclos de PCR finales en el termociclador para amplificar la porcion 16S y cpc-B e
Ciclo de PCR 16S cpc-B
Desnaturalizacién 95 °C -3 min 95 °C -3 min
Ciclos Desnaturalizaciéon | 95 °C - 3 min 95 °C -3 min
35 ciclos Alineacion 50°C-30s 56 °C — 30 seg

Extension 72 °C -1.5min 72 °C -1 min
Extension final 72 °C -3 min 72 °C -3 min

Los amplicones obtenidos se purificaron con el kit de /Bl scientific: Gel/PCR
DNA fragments extraction, siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante. Una
vez obtenido una concentracién >50 ug/mL y una relacion 280/260 cercano a 2, se
llevé a secuenciar en el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y
Ambienta (LAMBAMA, IPICYT). La secuencia resultante se alined con el Software
Bioedit 7.2, para obtener una secuencia molde y se comparo con la base de datos del
NCBI para realizar un BLAST para identificar el género, especie y cepa de Arthrospira
con la que se estara trabajando.

Debido a que los resultados obtenidos del analisis por BLAST, tanto con la
secuencia obtenida para la amplificacion de la regiéon 16S y Cpc-B no fueron
concluyentes, se realizé un analisis filogenético utilizando secuencias
correspondientes a diversas especies del género Arthrospira y la secuencia problema
obtenida. Primeramente, se realizé una busqueda en la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando como palabras clave “phycocyanin beta
subunit Arthrospira”. Como resultado se encontraron 3 secuencias correspondientes a
Arthrospira maxima (ABYK01000002.1, AY244672.1, JQ926192.1) 4 secuencias de
Arthrospira platensis (JQ926189.1, AY672714.1, MH230794.1, EF380357.1), 2
secuencias de Arthrospira massartii (KF840316.1, EF680782.1), 2 secuencias de
Arthrospira fusiformis (AY575941.1, FN433881.1) y 2 secuencias de Arthrospira indica
(AY575946.1, AY575944.1). Estas secuencias se seleccionaron por la longitud
(maximo 500 pb, lo cual es un tamafo similar a la secuencia problema) y a que
incluyeran unicamente la subunidad beta de la ficocianina C.
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Para este analisis se utilizo el software MEGA X (Kumar et al., 2018) bajo el criterio
de optimizacién de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
[Método de grupo de pares no ponderados con media aritmética]) (Sneath et al., 2973);
el arbol consenso fue inferido de 1000 réplicas (analisis de Boostraping (Felsenstein
et al., 2985) y se expresan como porcentaje en cada rama. Este analisis es un soporte
estadistico del arbol, el cual se realiza mediante un submuestreo de los datos para
obtener réplicas de estos y construir arboles para cada una de las réplicas. Esta
metodologia permite determinar qué tan confiables son las relaciones deducidas a
partir de los datos. Todas las posiciones ambiguas fueron eliminadas para cada pareja
de secuencias (opcion de eliminacion de pares), el conjunto de datos finales incluyo
un total de 544 posiciones.

6.2. Medios de cultivo para la produccion de biomasa

El crecimiento y mantenimiento se realizé en matraces de 1000 mL. Iniciando con
un volumen de 250 mL donde se prepararon los medios Zarrouk, Zarrouk modificado
y RMG6 (Tabla 2) y se agregaron las sales con agitacion moderada en agua destilada
(200 mL). Posteriormente los medios se esterilizaron por 20 min a una presion de 15
Ib/in?. Se agregaron 200 mL de inoculo de la cepa de E. maxima y se incubd con una
intensidad de luz de 150 umol fotones/m?s. Se mantuvo una velocidad de bombeo de
120-150 rpm con fotoperiodo de luz 12 h de luz: 12 h de oscuridad y temperatura de
25°C. Se registraron los indicadores de crecimiento celular (absorbancia de 750 nm)
hasta que se llego a la fase estacionaria (Raoof, 2006).

6.3. Cinética y cuantificacion de crecimiento
Cada 24 h se tomo6 una muestra del cultivo para construir una cinética de
crecimiento por espectrofotometria para lo cual se registro la medicidn de absorbancia
a 750 nm para la evaluacion de la turbidez del medio (Vieira et al., 2002). Cuando los
cultivos llegaron a fase estacionaria se recuperd la biomasa.

6.4. Método de extraccién de biomasa
La biomasa se filtré a vacio en un embudo Buchner acoplado a una membrana de
celulosa. Se filtraron 20 mL de cada cultivo y el analisis se realiz6 por triplicado.
Posteriormente la membrana conteniendo la biomasa se deshidraté durante 5 h en una
estufa a 55°C para finalmente registrar el peso seco.

6.5. Extraccién y cuantificacion de pigmentos

6.5.1. Clorofila a y carotenoides
Para el analisis de clorofila y carotenoides se realizaron dos métodos
diferenciados por el tipo de disolvente empleado. En ambos métodos se utilizaron las
muestras de la cinética de crecimiento en fase estacionaria. Se tomaron 1.5 mL de las
muestras y se concentro la biomasa mediante centrifugacién a 10,000 rpm durante 10
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min. El primer método se inicié con la adicion de agua desionizada, resuspension de
la biomasa y centrifugacion para eliminar posibles contaminantes; posteriormente a la
pastilla de biomasa se le agregd 1.5 mL de metanol y se mezclé en vortex durante 5
min. Se transfirid la muestra a tubos perforados para calentar a 60°C durante 10 min
en un bloque caliente (Termoblock). Posteriormente la muestra fue transferida a otro
tubo para recuperar el solvente evaporado. Se mezclé en vortex durante 20 s y se
incubo por 24 h a 4°C en oscuridad. Enseguida una centrifugacion a 10,000 rpm por 5
min fue realizada, se recuperd el sobrenadante y se midio la absorbancia.

El segundo método implica el uso de acetona después de concentrar la biomasa,
después de agitar vigorosamente por 5 min en vortex, se centrifug6é a 5700 rpm a 4°C
por 10 min. Enseguida se calentdé a 60°C en un bloque caliente (Thermoblock) durante
30 min para la evaporaciéon de la acetona. Posteriormente se agregd 1 mL de
cloroformo y acetona (1:1, v/v) y se registré la absorbancia.

En ambos métodos la lectura de absorbancia se realizd usando un
espectrofotometro a longitudes de onda de 663 nm para clorofila A, 647 nm de clorofila
B y 470 nm para carotenoides. Los rendimientos de los pigmentos se expresaron como
pug/mL utilizando las siguientes ecuaciones:

Ecuaciones para determinar la concentracion de clorofila A (Ca), clorofila B
(Cb), clorofila total (Ca+b) y carotenoides totales (Cx+c)
Ca=16.72 Ae63-9.16 Ass7
Cp=34.09 As47-15.28 Ase3
Ca+b=1.44 As63+t24.93 Ass7
Cx+c=(1000A470 -1.63C4 -104.96 Cp)/221
Las concentraciones de pigmento obtenidas al insertar los valores de
absorbancia medidos son microgramos por mililitro de solucidén de extracto vegetal
(Lichtenthaler, 1987).

6.5.2. Ficocianina

La extraccidon de este pigmento se debe realizar en condiciones de baja
temperatura y con luz tenue para evitar la accion de las proteasas intracelulares que
pueden modificar la estructura primaria de las proteinas (Marin-Prida, 2015). Para la
estimacion cuantitativa de la ficocianina cruda (FC), se recuperd la biomasa de 1.5 mL
de cultivo para obtener biomasa fresca para centrifugar y eliminar el sobrenadante. La
pared celular de la biomasa se rompié mediante ciclos de congelacién/descongelacion
cada 12 h, una vez descongelado se agregé 1 mL de CaCl. al 1.5%, seguida de un
almacenamiento a 4°C durante 24 h. La muestra se centrifugé a 4400 rpm a 5°C
durante 15 min y se registré la absorbancia del sobrenadante a 615 nm (Ficocianina),
a 652 nm (aloficocianina) y a 565 nm (ficoeritrina) (llter et al., 2018). El extracto de
ficocianina se cuantifico utilizando la ecuacién reportada por Bennett y Bogorad (1973):
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0.474 * Ages

FCoj =Ae1s ——5 37

Donde, FC = concentracion de ficocianina bruta (g/L); A615 = Absorbancia del extracto
a 615 nm; y A652 = Absorbancia del extracto a 652 nm.

9.6. Valor nutricional

9.6.1. Cenizas

Para la cuantificacion de cenizas se empleo la técnica establecida por la AOAC
(Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemist), que se
basa en un método gravimétrico por la pérdida de peso. Se realizé con 1 g de muestra
en polvo de Arthrospira crecido en el medio Zarrouk, Zarrouk modificado y RM6. La
muestra se agregd en un crisol con peso constante. Se quemo la muestra con mechero
bajo campana de extraccidn, esperando que el humo negro terminara para situarlo a
la mufla marca Lindberg SIB a 600°C durante 12 h o hasta que estuviera libre de todos
los compuestos que contiene carbono, es decir que presente una coloracion gris o
blanca. Posteriormente se registro el peso final del crisol con la muestra y se determin6
el porcentaje de cenizas con la siguiente ecuacion (Achour et al, 2014):

w - W
%C:% + 100

m

Donde %C es el porcentaje de cenizas, W,,,, es el peso de la muestra mas el peso
del crisol, W, es el peso del crisol y W, es el peso de la muestra.

9.6.2. Humedad

Para la determinacion de humedad, 1 g de muestra seca de los tres medios de
cultivo fue colocada en una termo-balanza (OHAUS MB45) a 100°C durante 10 min, lo
cual permite evaporar el agua para obtener el porcentaje de humedad de las muestras.

9.6.3. Proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método Micro Kjeldahl el cual
describe la AOAC (Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical
Chemist 2005) con un factor de conversion de 6.25 para microalgas, el cual se
fundamenta en la determinacion de nitrégeno organico total y su relacién directa con
el contenido proteico. La muestra en polvo fue pesada en un tubo Kjeldahl para agregar
1 g de catalizador para proteinas que contiene 6xido de mercurio y sulfato de potasio,
mas 2.5 mL de acido sulfurico concentrado, promoviendo la conversién del nitrégeno
organico a sulfato de amonio. Posteriormente, se introdujo al digestor marca
LABCONCO con calentamiento gradual hasta obtener un cambio de coloracién en la
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muestra. Enseguida la muestra se pasé al destilador Kjeldahl de marca LABCONCO
Rapid Kjeldahl system Rapid still Il y fue neutralizado con NaOH al 60% y destilado
hasta obtener 50 mL. El amoniaco presente se recuperd en seguida sobre un volumen
medido de disolucién valorada de base (5 mL de acido bdrico saturado y 2 gotas de
indicador azul metileno-rojo de metilo); permitiendo asi determinar el nitrégeno
contenido de la muestra a través de una titulacion con HCI al 0.1 N en agitacion
constante hasta obtener una coloracion rosa. El porcentaje proteico se determin6 con
el uso de la siguiente férmula (Achour et al, 2014):
_ (Yucr) Nuc) (Meqy ) (factor) .
Wm

Donde Vy; es el volumen utilizado de HCI en la titulacion, Ny; es la Normalidad
de HCI, Meqy son los miliequivalentes de Nitrogeno y es igual a 0.14, factor de 6.25
para microalgas (Murcia et al, 2018) y para convertir el contenido de nitrogeno a
contenido de proteinas y W, es el peso de la muestra.

100

%p

9.6.4. Lipidos totales

Se utilizd6 el método de Soxhlet referido por la A.O.A.C (Official Methods of
Analysis of the Association of Official Analytical Chemist 2005). Para este método se
pesd 1 g de muestra deshidratada (por duplicado) y se coloco en un cartucho hecho a
base de papel filtro del numero 5, colocandolo dentro del extractor Soxhlet al cual se
le anadid éter etilico hasta alcanzar el sifén, con presencia de calor se evaporo el
solvente en el matraz hacia el extractor donde se circul6 agua por el refrigerante para
provocar la condensacion del solvente y que entrara en contacto con la muestra seca.
cuando condense la cantidad suficiente, se alcanza nuevamente la vuelta del sifon y
regresara al matraz arrastrando las sustancias de naturaleza lipidica. Se realizaron 12
extracciones y posteriormente se realizé la prueba del punto final, la cual consiste en
dejar caer unas gotas del solvente que esta en el extractor sobre papel filtro y al
evaporarse el éter quedo una mancha de grasa, la extraccién continua, de lo contrario,
ha terminado. Posterior a esta etapa, el matraz se colocé en la estufa Felisa HORNO
a 100°C durante 4 horas, para finalmente pasar al desecador hasta llegar a peso
constante y se registré el peso. La cantidad de grasa se obtiene por diferencia de peso

por medio de la siguiente ecuacion (Achour et al., 2014):

%L = (Wm+m - Wm) - W
Donde % L es el porcentaje de lipidos, Wm+m es el peso del matraz mas el peso

de la grasa extraida, Wn, es el peso del matraz a peso constante y Wy es el peso de la
muestra colocado en el cartucho.

9.6.5. Perfil de Acidos grasos

El perfil de acidos grasos de la muestra de grasa extraida fue determinado por
Cromatografia de Gases de los metil-ésteres derivados de los acidos grasos de las
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muestras. El proceso de metilacion para la grasa se realiz6 mezclando 10 mg de
muestra con 0.25 mL de una solucién al 5% (p/v) de metoxido de sodio en metanol y
calentando a 60°C durante 30 min. La reaccion de metilacion se finalizé con la adicion
de 0.25 mL de una solucién saturada de NaCl. Los metil-esteres fueron extraidos con
0.5 mL de hexano (grado HPLC), y posteriormente analizados en un cromatografo de
gases Varian (modelo 3400) equipado con un sistema de inyeccion con Split ajustado
a 250°C y un detector de ionizacién de flama usando Hidrogeno como gas acarreador.
Se utilizé una columna capilar Stabilwax (Restek Corp) de 60 m de longitud x 0.25 mm
d.i. y pelicula de fase estacionaria de 0.25 ym, la cual fue calentada a temperatura
constante durante 45 min. Cada muestra fue analizada por duplicado. De cada muestra
se inyecto por duplicado 2 pL. Los acidos grasos fueron identificados comparando los
tiempos de retencion de un patrén comercial de ésteres metilicos de acidos grasos
(Supelco 37 Component FAME Mix) y cuantificados como el porcentaje del area del
pico correspondiente con respecto a la suma de las areas de todos los picos. Los
resultados se expresan en porcentaje con base a los acidos grasos encontrados.

9.6.6. Carbohidratos

La cuantificacion de carbohidratos se realizé con la diferencia de porcentaje final
con el resto de los resultados de proteinas, lipidos totales, cenizas y humedad.
Obteniendo asi la suma de todos los componentes nutricionales un total de 100%.

9.7. Evaluacion de la relacion costo-beneficio:

El analisis de costo-beneficio se realizd respecto al precio sefialado por los
proveedores con los que se adquirieron los reactivos necesarios para preparar los
medios de cultivo. Con base a los datos obtenidos se realizé una tabla para cada
medio, con lo cual se comparé el costo y relacion con la produccion de compuestos
proteicos y pigmentos de Arthrospira.

9.8. Anadlisis estadistico
Todos los resultados se analizaron a través de un ANOVA con la prueba de Tukey
(p<0,05) en el software MiniTab 2020 con la finalidad de identificar diferencias
estadisticamente significativas entre los medios utilizados.

10.Resultados

10.1. Identificacién molecular de la especie de Espirulina

La identificacion molecular de Arthrospira se realizé para conocer la especie de la
cianobacteria utilizada en el presente trabajo. Se realizé la extraccion de ADN
utilizando diferentes protocolos que se encontraron en la literatura y se seleccion¢ el
de mayor rendimiento. Se consideraron las caracteristicas de la pared celular, la
presencia de exopolisacaridos, la vaina, y los pigmentos de las cianobacterias. Se
obtuvieron 7 muestras diferenciando el método de extraccion y la sonicacion. Las
muestras que pasaron por la sonicacion generaron ondas y causaron dafio al ADN. La
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sonicacién que se aplico a una amplitud al 50% fue la que causé una mayor
degradacion en las muestras (Figura 1, carril 3, 4 y 7) independientemente del método
de extraccion. En el resultado de electroforesis en métodos sin sonicacion se observan
bandas definidas y con un ADN mas integro, representadas en el carril 1,2 y 5 (Tabla
10 y Figura 1) respecto al carril 6, en el cual se llevé a cabo una sonicacion al 20% de

amplitud.
Tabla 10.- Identificacién de muestras para el método de extraccion de ADN.

Jeffrey Doyle Allers y Lichten | Allers y Lichten
modificado modificado
Con sonicacion (50 3 4 7
amp)
Sin sonicacion 2 5 6
Con sonicacion (20 1 - -
amp)

1 2 3 4 5 6 7
Figura 1.- Gel de agarosa al 1% en donde se observa la calidad del ADN extraido. Carril 1: Método
Jeffrey Doyle modificado con sonicacion al 20% de amplitud. Carril 2: Método Jeffrey Doyle modificado
sin sonicacion. Carril 3: Método Jeffrey Doyle modificado con sonicacion al 50% de amplitud. Carril 4:

Método Allers y Lichten con sonicacion al 50% de amplitud. Carril 5: Método Allers y Lichten sin
sonicacion. Carril 6: Método Allers y Lichten modificado sin sonicacién. Carril 7: Método Allers y Lichten

modificado con sonicacion al 50% de amplitud.

Basandonos en la calidad del ADN observado en los resultados de la
electroforesis se seleccionaron las muestras 1, 2, 5 y 6; en estas muestras se evalué
la relacién 260/280 como parametro de calidad y se estimoé la concentracion de ADN.
Se seleccion6 el método Jeffrey Doyle modificado sin sonicacion que corresponde a la
muestra 2 (Tabla 10) por tener un valor mas cercano a 2 en la relacion 260/280,
asegurando mayor pureza y menor contaminacion. Aunque se obtuvo una
concentracion mayor en la muestra 1 con el método Jeffrey Doyle con sonicacion al
20% de amplitud (92.09 mg/yL) se selecciond la muestra 2 por obtener una mejor
relacion 260/280. Las muestras 5 y 6 registraron una menor cantidad de ADN y una
relacién 260/280 cerca de 1.5, por lo que se descartd su uso para procesos posteriores.
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Tabla 11.- Resultados de la cuantificacion (mg/iL) y relaciéon 260/280 en las muestras 1,2,5 y 6
de la extraccion de ADN.

ng / uL 260/ 280
1 92,09 1,48
2 79,48 1,71
5 9,8 1,32
6 34,81 1,64

Los resultados de la amplificacion por PCR se evaluaron en un gel de agarosa al
1%. Como se observa en la Figura 2, solamente con la pareja de cebadores
denominados 27F y 1493F se obtuvo un amplicon de 1500 pb, mientras que con la
pareja 363F y 803R no se obtuvo el amplicon esperado de 500 pb. El amplicon de la
PCR obtenido con los oligonucledétidos 27F y 1493F fue purificado y cuantificado en un
equipo espectrofotométrico por microgota (NanoDrop) y mandado a secuenciar al
Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LAMBAMA,
IPICYT).

Figura 2. — Gel de electroforesis del producto de PCR obtenido con el marcador de peso molecular
de 1 Kb (carril 1), el par de oligonucledtidos universales 363F y 803R (carril 2) y el par 27F y 1493R
(carril 3)

Con los resultados de la secuenciacion se realizé un alineamiento en el software
BioEdit 7.2 y posteriormente se comparo la secuencia resultante en la base de datos
del NCBI mediante la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12, en donde se observa un porcentaje
de identidad entre un 99 y 100%, un valor de E de 0 y una cobertura de 100% con la
cianobacteria A. platensis, A. maxima, Limnospira fusiformis, A. indica y Phormidium.
Estos resultados no son concluyentes debido a que el valor E en todos los casos es
igual a 0, lo que indica que la probabilidad de encontrar esta misma secuencia repetida
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en la base de datos es muy alta, lo cual se confirma con el alto % de identidad

encontrado con diversas cianobacterias (Tabla 12).
Tabla 12.- Resultados de la alineacion de la secuencia resultante en la base de datos del NCBI
mediante la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para oligonucleotidos 27F y

1493R.

Score Query cover (%) | E value | Per ldent. (%)

Arthrospira platensis 100 0,0 100
Arthrospira maxima 100 0,0 100
Limnospira fusiformis 100 0,0 99,76
Arthrospira indica 100 0,0 99,76
Phormidium cf. terebriformis 100 0,0 99,52

Diveros reportes en la literatura indican que no es suficiente amplificar la region
ribosomal 16S para determinar la especie de una cianobacteria (Papapanagiotou et al
1977, Ping, 2005, Dadheech et al. 2010, Choi et al., 2012., Nowicka-Krawczyk et al.,
2019), sino que es necesario amplificar una porcion del operén de la ficocianina (cpc),
por lo que en este trabajo se realizo la amplificacion de una porcion de 483 pb de dicho
operon con los oligonucledtidos mencionados en la seccion de metodologia para
posteriormente realizar el analisis filogenético, el resultado se presenta en la Figura 3.

-
-
-
-
-

Figura 3. - Gel de electroforesis al 1 % del producto de PCR, amplificacion de la porcioén cpc-B,
utilizando el marcador de peso molecular de 100 pb (carril 1) y el par de oligonucledtidos Fic-R y Fic-F
(carril 2)

Es importante mencionar que para obtener una amplificacién con esta pareja de
oligonucleadtidos se realizé un gradiente de temperatura y MgClz (Figura 4), obteniendo
la temperatura y concentracion de magnesio 6ptima en el carril 3.4, lo cual corresponde
a una temperatura de alineamiento de 56° C y 2.33 mM de MgCl2 (Tabla 8 y 9).
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2.1 2.2, 2.3 2. 475245 41 42 43 44 45

Figura 4.- Gel de electroforesis que muestra el resultado del gradiente de magnesio y de
temperatura para amplificar cpc-B. C: control. Numeros color rosado (1): 1 mM de MgCI2 a temperatura
de 50,52,64,56 y 58 C como avanza la numeracion. Numeros color amarillo (2): 1.5 mM de MgCl: a
temperatura de 50,52,54,56 y 568 C como avanza la numeraciéon. Numeros color azul (3): 2.33 mM de
MgCl2 a temperatura de 50,52,64,56 y 58 C como avanza la numeraciéon. Numeros color amatrillo (4):
2.53 mM de MgCl2 a temperatura de 50,52,64,56 y 58 C como avanza la numeracién. Nimeros color

rojo (5): 3.03 mM de MgCl. a temperatura de 50,52,64,56 y 58 C como avanza la numeracion.
Se utilizé6 nuevamente la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

para comparar la secuencia problema obtenida con los oligonucleotidos cpc-B con la
base de datos en NCBI. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 13, en
donde se observa un porcentaje de identidad entre un 95y 96.1%, un valorde E=0y
una cobertura por debajo de 82% con la cianobacteria A. sp. pK, A. platensis YZ, A.
nigrita, Spirulina subsalsa, A. maxima, Limnospira fusiformis, A. indica y Phormidium.
Nuevamente que la porcidon 16S de ARN ribosomal, estos resultados no son

concluyentes debido a que el valor E en todos los casos es igual a 0 (Tabla 13).

Tabla 13.- Resultados de la alineacion de la secuencia resultante en la base de datos del NCBI
mediante la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para oligonucleotidos Fic-F y Fic-
R.

Query cover (%) @ E value | Per Ident. (%)

Arthrospira sp. PK 98 0.0 96.1

Arthrospira platensis YZ 97 0.0 96.44
Arthrospira nigrita C1 96 0.0 96.63
Spirulina subsalsa 96 0.0 96.63
Arthrospira maxima 96 0.0 96.63

Debido a que la alineacidn de las porciones amplificadas (ARN ribosomal 16S y
cpc-B) no presentaron resultados concluyentes, se realizé un analisis con el software
MEGA X. De acuerdo con el arbol filogenético (Figura 5), se puede observar que la
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mayor cercania evolutiva de nuestra secuencia problema es con Arthrospira maxima
cepa CS-328 (UTEX #2342). Esta cepa fue aislada del lago Chad en Chad (Africa
Oriental) 'y su genoma completo fue publicado en el 2019
(https://genome.jgi.doe.gov/portal/artma/artma.home.html). De acuerdo con el arbol
filogenético (Figura 5), se puede observar que la mayor cercania evolutiva de nuestra
secuencia problema es con Arthrospira maxima cepa CS-328 (UTEX #2342).. De
acuerdo con esto y a los resultados obtenidos, se puede concluir que la especie con
la que se trabajé en este proyecto corresponde a Arthrospira maxima.

ﬁ{: Arthrospira indica PD1998/pus (AY575946.1)
Arthrospira indica PD2002/ana (AY575944.1)

Arthrospira fusiformis ESCP (FN433881.1)
Arthrospira fusiformis AB2002/05 (AY575941.1)
Arthrospira massartii H308 (KF840316.1)

2 Arthrospira masartii SC4 (EF680782.1)
99 — Arthrospira platensis CCC478 (JQ926189.1)
99 L—— Arthrospira platensis AICB49 (AY672714.1)
Arthrospira platensis Paracas PO (MH230794.1)
Arthrospira platensis CG590 (EF380357.1)
Arthrospira maxima CCC481 (JQ926192.1)
Arthrospira maxima OUQDSM (AY244672.1)

— Secuencia desconocida
46
—99‘:— Arthrospira maxima CS-328 (ABYK01000002.1)

100

100

95

92

Figura 5.- Analisis filogenético realizado por el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean [Método de grupo de pares no ponderados con media aritmética]) basado en
secuencias de la subunidad beta de la ficocianina C realizado para la identificaciéon de la especie de
Arthrospira utilizada en el presente proyecto. En el recuadro azul se muestra la especie que mostro
mayor cercania evolutiva con la secuencia obtenida. El arbol consenso fue inferido de 1000 réplicas y
se expresan como porcentaje en cada rama. El analisis involucré a 14 secuencias, con una longitud
promedio de 544 pb. El analisis se realizé utilizando el software MEGA X

El resultado anterior se corroboré con la morfologia observada al microscopio para
complementar la identificacion genética, ademas de observar la diferencia entre los
diferentes medios de cultivo. Los resultados se muestran en la Figura 6,7 y 8 para el
medio Zarrouk, RM6 y Zarrouk modificado respectivamente, es indispensable observar
la forma de los tricomas o filamentos (morfologia recta o helicoidal, Figura 6,7 y 8; A-
B), las helices abiertas a la izquierda, las vesiculas de gas (flechas amarillas) y la
forma de los apices (punta o extremo de filamentos). La Figura 6 representa al medio
Zarrouk donde se observan solamente filamentos rectos e iregulares de tamafro (figura
6-A, B) pero mas alargados que el medio RM6 (Figura 7) y el medio ZM (Figura 8),
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ademas se observa la presencia de aerotopos (vacuolas de gas), los apices alargados
en forma decreciente y (Figura 6-C) y cortos caracteristico del género A. maxima.

Figura 6.- Morfologia de los cultivos de Arthrospira observados al microscopio en el medio
Zarrouk. A:imagen a 4x que muestra filamentos rectos de diferentes tamarios, B:imagen a 10 X que
muestra filamentos rectos irregulares. C: imagen a 40 x con filamentos rectos. D: imagen a 100 X que
muestra la pared celular (flecha amarilla) y las vesiculas de gas (aerotopos en flecha azul).

En la figura 7 se observan las imagenes del medio de cultivo RM6 donde se
encontraron filamentos variables e irregulares, rectos y en aspiral (Figura 7-A, B) pero
mas cortos en relacion al Medio Zarrouk (Figura 6- A). Los tricomas disminuyen o se
ensancha a los extremos, ademas de la forma de los apices de manera decreciente
(Figura 7-B, C), asi como la presencia de vesiculas de gas (Figura 7-D) que en A.
maxima se presentan. Los apices alargados son caracteristicos de A. maxima.
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Figura 5.- Morfologia de los cultivos de Arthrospira observados al microscopio en el medio RM6.
A: imagen a 4x que muestra filamentos rectos de diferentes tamafios, B: imagen a 10 X que muestra
filamentos rectos irregulares. C: imagen a 40 x con filamentos rectos. D: imagen a 100 X que muestra
la pared celular (flecha amarilla) y las vesiculas de gas (aerotopos en flecha azul).

El medio Zarrouk modificado se muestra en la figura 8, observando filamentos
rectos y de tamarfo variable, pero mas corto que los del medio Zarrouk y mas largos
que medio RM6 (Figura 7- A). Se muestra nuevamente la forma de los apices de
manera decreciente (Figura 8-B, D), asi como la presencia de vesiculas de gas o
aerotopos y la pared celular, caracteristicas de A. maxima (Figura 8- D)
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Figura 8.- Morfologia de los cultivos de Arthrospira observados al microscopio en el medio
Zarrouk modificado. A: imagen a 4x que muestra filamentos rectos de diferentes tamafios, B: imagen
a 10 X que muestra filamentos rectos irregulares. C: imagen a 40 x con filamentos rectos. D: imagen a
100 X que muestra la pared celular (flecha amarilla) y las vesiculas de gas (aerotopos en flecha azul).

De acuerdo a la caracterizacién molecular de la porcidon 16 del ARN ribosomal, la
porcién del operdn de la ficocianina B y su analisis filogénetico, y la observacion
morfologica caracteristica de los diferentes medios se puede definir el uso de
Arthrospira maxima en este trabajo.

10.2. Cinéticas de crecimiento en los medios Zarrouk, Zarrouk modificado,
BG11 y RM6.

Los medios de cultivo se prepararon con las sales correspondientes indicadas en
la Tabla 2. De un preinoculo de 250 mL de Arthrospira maxima se recolecté la biomasa
para inocular en 1000 mL de cada uno de los medios, la DO (750 nm) inicial fue de
0.1, posteriormente se registraron las cinéticas de crecimiento (Figura 9). En ningun
medio se muestra una fase de latencia, si no que inician automaticamente con la fase
de exponencial (color blanco), aproximadamente a los 15 dias se inici6 la fase
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estacionaria de los cultivos en medio Zarrouk, Zarrouk modificado y RM6. En el medio
Zarrouk modificado no se muestra una fase de latencia, sino que inicid6 su fase
exponencial desde el dia 0. En el cultivo de Arthrospira creciendo en medio Zarrouk se
obtuvo una DO maxima de 0.43 en el dia 20. Creciendo en el medio Zarrouk modificado
se obtuvo una DO maxima de 0.4 y en el medio RM6 se obtuvo una DO maxima de
0.48.

08 1,0

0,6

04

Absorbancia (750 nm)
Absorbancia (750 nm)
°
e

0,2 4

0,0

Dias Dias
—e— RM6 —%— RM6
®— ZARROUK ®— ZARROUK
—w— ZARROUK MODIFICADO —¥— ZARROUK MODIFICADO

Figura 9.- Cinéticas de crecimiento de 1000 mL. del medio Zarrouk: circulo rojo, RM6:
circulo negro, Zarrouk modificado: triangulo en azul. Los colores blanco, verde y azul representan las
etapas de crecimiento del microorganismo: exponencial, estacionaria y muerte respectivamente. El
experimento se realiz6 por duplicado (A y B)

10.3. Cuantificacion de Biomasa

En la extraccion de biomasa seca no se observan diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes medios de cultivo.
Tabla 14.- Biomasa seca obtenida en diferente medio de cultivo. Los datos que comparten la

misma letra no son estadisticamente diferentes (ANOVA p<0.05 prueba de Tukey)

Medio de cultivo n g/L
Zarrouk 8 0.75+0.217 2
RM6 8 0.63+0.3¢°
Zarrouk modificado 8 0,585+ 0,3¢

10.4. Analisis del contenido de carotenoides, clorofila y ficocianina.

10.4.1. Clorofila y carotenoides

Se determiné el contenido de clorofila y carotenoides siguiendo la metodologia
previamente descrita. Basandose en los resultados se selecciond el protocolo que
incluye el uso de acetona, debido a que presentd un mejor rendimiento. Con este
procedimiento se obtuvieron los resultados indicados en la Tabla 15, 16 y 17. La
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biomasa obtenida del medio Zarrouk registr6 una mayor cantidad de clorofila A, sin
embargo, no mostro diferencias estadisticamente significativas con la biomasa de
medio Z, modificado y RM6. En el contenido de Clorofila total se encontro diferencias
estadisticamente significativas entre el medio Zarrouk, y RM6, registrando la menor
cantidad en este ultimo medio. En relacion con el contenido de carotenoides de la
biomasa obtenida de los diferentes medios de cultivo, el medio RM6 mostré6 mayor
cantidad y el medio Z. modificado el menor. Se encontré diferencias estadisticamente

significativas con la biomasa del medio Zarrouk (Tabla 14).
Tabla 15.- Contenido de clorofila total entre los diferentes medios de cultivo. Los datos que
comparten la misma letra no son estadisticamente diferentes (ANOVA p<0.05 prueba de Tukey)

N mg/L
Zarrouk 18 21.22+5.2¢
RM6 18 21.17 £ 9.68°¢
Zarrouk modificado 18 11.61 + 3.365°

Tabla 16.- Contenido de clorofila A de muestras de Arthrospira maxima cultivada en medio
Zarrouk, Zarrouk modificado y RM6 a 25°C con aireacion y fotoperiodo de 12h de luz y 12 h de
oscuridad. Los datos que comparten la misma letra no son estadisticamente diferentes (ANOVA p<0.05
prueba de Tukey).

Medio de cultivo N mg/L
Zarrouk 18 13.954 £ 2.680 ¢
RM6 18 13.38+4.45¢2
Zarrouk modificado 18 7.563 + 2.530°

Tabla 17.- Contenido de carotenoides de muestras de Arthrospira maxima cultivada en medio
Zarrouk, Zarrouk modificado y RM6 a 25°C con aireacién y fotoperiodo de 12h de luz y 12 h de
oscuridad. Los datos que comparten la misma letra no son estadisticamente diferentes (ANOVA p<0.05
prueba de Tukey).

Medio de cultivo N mg/L
Zarrouk 18 2.713+ 1.632¢
RM6 18 2.233+2.233¢
Zarrouk modificado 18 1.438+ 1.050°

10.4.2. Ficobiliproteinas
El contenido de ficocianina obtenido a partir de la biomasa del medio Zarrouk es
estadisticamente superior en comparacion al contenido de ficocianina de la biomasa

obtenida del medio Zarrouk modificado y RM6 (Tabla 18).
Tabla 18.- Contenido de ficocianina de muestras de Arthrospira maxima cultivada en medio
Zarrouk, Zarrouk modificado y RM6 a 25°C con aireacién y fotoperiodo de 12h de luz y 12 h de
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oscuridad. Los datos que comparten la misma letra no son estadisticamente diferentes (ANOVA p<0.05
prueba de Tukey) .

Medio de cultivo N mg/L

Zarrouk 18 0.7812 £ 0.3698 @
RM6 18 0.3742 + 0.2218 "
Zarrouk modificado 18 0.2642 + 0.2265°

10.5. Componentes nutricionales y residuos inorganicos

Los resultados del valor nutricional y residuos organicos se muestran en la Tabla

19, donde se destaca el contenido de carbohidratos, seguido de las proteinas y

cenizas. Los lipidos y proteinas se realizaron por triplicado y no se mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre los tres medios de cultivo. Mientras

los carbohidratos, humedad y cenizas no se realizaron en duplicado por lo que no se
hace la evaluacion estadistica.

Tabla 19.- Valor nutricional y residuos inorganicos de los diferentes medios de cultivo de

Arthrospira. Todos los valores estan representados en porcentaje. Los datos que comparten la misma
letra no son estadisticamente diferentes (ANOVA p<0.05 prueba de Tukey).

Zarrouk RM6 Zarrouk modificado
Lipidos 6.1+0.257 413+ 1.42% 5.05+ 1.342
Proteinas 29.4+ 8.89 40.42 +7.957 32.19 £ 3.92
Carbohidratos 48.21 35.61 51.86
Humedad 6.5+053 438207 8.81+0.52
Cenizas 9.79 15.47 8.81

*Muestras por triplicado

10.5.1. Perfil de Acidos grasos
Respecto al contenido de acidos grasos en los diferentes medios de cultivo
fueron 3 acidos grasos los que se encontraron en mayor porcentaje: acido y-linolénico
(C18:3 w-6), acido undecanoico (C11:0) y acido palmitico (C16:0). De acuerdo con
cada medio de cultivo se presentaron los siguientes AG con diferencias
estadisticamente significativas:

e En cuanto al medio Zarrouk, el contenido de acido y-linolénico (C18:3 w-
6 — 53.66%) se destaca, seguido del acido undecanoico (C11:0 —
23.47%), el acido palmitico (C16:0 — 5.01%), el acido pentadecanoico
(C15:0—3.9%) y el acido caprilico (C8:0 — 3.01%) con mayor porcentaje,
a diferencia del acido oleico (C18:1 w-9 — 0.64%) y el acido linoleico

(C18:2 w-6 — 1.49%) que se presentaron en menos cantidad.
e En el medio RMG6, el acido y-linolénico obtuvo un resultado superior
(C18:3 w-6 — 63.84%). En los subsecuentes acidos grasos con mayor
porcentaje encontramos nuevamente el acido undecanoico con un
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resultado alto (C11:0 — 12.27%) y al acido linoleico (C8:0 — 5.77%); en
cambio, los que ocuparon el ultimo lugar, con menor porcentaje fueron el
acido pentadecanoico (C15:0 — 1.29%), acido caprilico (C8:0 — 0.96%) y
el acido elaidico (C18:1 w-9 - 0.57%)

e Con relacién al medio ZM, presenté de la misma manera, un mayor
contenido de acido y-linolénico (C18:3 w-6 —47.16%), seguido de acido
linoleico (18:2 w-6 - 6.17%) y el acido tridecanoico (C13:0 — 5.21%);
finalmente con menos contenido se encontré al acido elaidico (C18:1 w-
9 — 2.11%). El contenido de acido oleico (C18:1 w-9) fue mayor en el
medio RM6, pero con un porcentaje menor a 1.5% por lo que no se
considera una fuente rica en este AG.

Por otro lado, el contenido de acido caprico (C10:0), acido linolelaidico (C18:2
w-6), acido palmitoleico (C16:1) y el acido estearico (C18:0) presente en los 3 medios
no presentaron diferencias estadisticamente significativas.

La Tabla 20 muestra que se obtuvieron mayor concentracion de acidos grasos
poliinsaturados en los tres medios de cultivo, siendo los de mayor concentracion el
acido y-linolénico (C18:3 w-6), acido linolénico (C18:2 w-6), y acido elaidico (C18:1 w-
9), seguido de acidos grasos saturados principalmente, el acido undecanoico (C11:0)
y palmitico (C16:0).

Tabla 20.- Perfil lipidico de las muestras de biomasa seca de Arthrospira maxima cultivada del
medio Zarrouk, RM6 y Zarrouk modificado Los datos que comparten la misma letra no son
estadisticamente diferentes (ANOVA p<0.05 prueba de Tukey).

Nombre Zarrouk (%) | RM6 (%) Zarrouk
modificado (%)
Ac. caprilico C8:0 3.01+0.102 0.95+0.11° 2.06+0.16 °
Ac. caprico* C10:0 0.63 +0.28 0.29 + 0.01 0.71 +0.46
Ac. undecanoico C11:0 2347 +3.49°% | 1227+04° 2172+1.27°2
Ac. tridecanoico C13:0 2.69 +0.63 2 2.80 + 0.04 2 521+0.71"
Ac. pentadecanoico | C15:0 3.90+0.39° | 1.29+0.4101°2 2.99 +0.16 2
Ac. palmitico C16:0 501+ 0272 | 7.48+041" 7.41+0.08°
Ac. palmitoleico* C16:1 1.035 + 0.63 0.77 +0.08 1.28 +0.34
Ac. estearico” C18:0 0.85+ 0.16 1.09 £ 0.10 0.72 +0.21
Ac. elaidico C181w-9| 149+007° 0.57 £ 0.01° 2.11+0.18°
Ac. oleico C18:1w-9| 064+0422 1.21+0.03° 1.15 +0.04 °
Ac. linolelaidico* C182w-6| 073+051°2 1.63+0.082 149 +0.152
Ac. linoleico C182w-6| 149+165° 5.77 £0.17° 6.17 +0.15°
Ac. y-linolenico C18:3w-6 | 5366+2.322 | 63.84+1.16" 4716 £0.24 ¢
AG por saturaciéon de enlaces (%)
Saturados 39.9 26.2 40.58
Monoinsaturados 2.54 2.56 3.22
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[Poliinsaturados 57.56 | 71.25 | 56.2
*No hubo diferencias estadisticamente significativas (ANOVA p<0.1 prueba de Tukey). Aquellos sin
asterisco (*) son estadisticamente significativos

10.5.2. Costo de produccion de Arthrospira:

La Tabla 21 representa el costo de los medios de cultivo por litro, determinando
que el medio mas costoso es el medio Zarrouk con 2.9 pesos / L, seguido por el medio
RM6 es de 0.8 pesos/L y el medio Zarrouk modificado de 0.43 pesos/L vy;
representando 7 y 4 veces mas respectivamente su propio precio a comparacion del

medio Zarrouk que medio mas usado en la industria.
Tabla 21.- Costo de los medios de cultivo Zarrouk, Zarrouk modificado y RM6 para la produccion
de 1 L de Arthrospira platensis.

Zarrouk Zarrouk modificado RM6
(pesos mexicanos/L) (pesos mexicanos/L) (pesos mexicanosiL)
MgSO4-7H20 $0.0148 $0.0111
NaCl $0.022 $0.11 $0.011
CaCl,-2H20 $0.00276 $0.00276
NaNOs3 $0.5625 $0.5625
NaHCO3s, NaCl $0.3864 $0.184 $0.184
FeSO4-7H20 $0.0199
K2HPO4 $0.125 $0.0464
EDTA $0.01752
DAP $0.0044
CaO $0.002058
KClI $0.01347
Super fosfato simple $0.0075
Hierro $0.013
Oligoelementos $0.067
Elementos traza $1.77
TOTAL (pesos) $2.90 $0.43 $0.79

El medio Zarrouk ha sido el medio estandar para la produccion de Arthrospira
durante muchos afios, debido a que provee los nutrientes necesarios para la
produccion y mantenimiento de A. platensis (Zarrouk, 1966), sin embargo, como se
observa en la Tabla 21, representa el de mayor costo para el mantenimiento del cultivo,
por lo que han surgido diversas alternativas, como el medio RM6 (Raoof et al, 2006)
y Zarrouk modificado, los cuales incluyen reactivos mas econémicos y de facil acceso
como los fertilizantes (DAP, Superfosfato simple) e ingredientes como la cal, el
NaHCOs3y NaCl de grado comercial para proveer principalmente los elementos traza
y micronutrientes (fosforo, calcio, hierro, potasio, azufre),
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En el medio RM6, la utilizacion del fertilizante Superfosfato simple y en el medio
ZM el fertilizante DAP y el uso de cal de grado comercial, suple el aporte de fosfato y
micronutrientes como el EDTA y elementos traza, como el calcio (19-25%) y azufre (8-
12%) (Becker, 1994).

11. Discusion

11.1. Identificaciéon molecular de la especie Arthrospira

Para la identificacion molecular de la especie fue necesario el proceso de
extraccion de ADN donde se utilizé una solucién buffer o tampdn de extraccion que
agregan agentes quelantes en diferentes concentraciones, siendo el método Joffrey
Doyle modificado como el mejor método para obtener acidos nucleicos de Arthrospira
maxima. Se usaron soluciones de baja o alta fuerza i6nica (conteniendo Tris-HCI,
NaCl, PVP) y EDTA, el cual se emplea para proteger el ADN de la accion de
endonucleasas, capturando los iones magnesio evitando asi que actue como cofactor
de las endonucleasas. El NaCl se emplea para prevenir la contaminacién de la muestra
con polisacaridos que afectan la pureza del ADN, pudiendo inhibir la actividad de
algunas enzimas como polimerasas, ligasas y endonucleasas de restriccion; la base
para la separacién de los polisacaridos de los acidos nucleicos es su solubilidad
diferencial en presencia de NaCl. Para prevenir que el ADN extraido presente
coloracién gris o parda, se agrega PVP (polivinil pirrolidona), un compuesto con
capacidad de enlazar hidrogeno con los compuestos fendlicos evitando la accién de
enzimas polifenoloxidasas, enzimas que inician la reaccion para ceder electrones
libres, combinandose y enlazandose covalentemente, conduciendo a la formacion de
polimeros marrones, conocido como pardeamiento enzimatico (Cariel et al., 2014). El
protocolo de extraccidn emplea también 2-Mercaptoetanol, un antioxidante que
escinde enlaces disulfuro ayudando en la desnaturalizacion de estructuras ricas en
GC, en general es usado como agente antioxidante, reductor y estabilizador de
enzimas. Para desnaturalizar proteinas, se agreg6 buffer CTAB | y se incub6 a 65°C
para retirar las proteinas desnaturalizadas y para los polisacaridos se agrega acetato
de sodio, que junto con la centrifugacion permite la separacion de la membrana,
polisacaridos y proteinas de los acidos nucleicos, los cuales quedan en el
sobrenadante. Finalmente se separa el ADN de la fase acuosa, para lo cual se debe
precipitar el mismo, usando un alcohol como el isopropanol. También el ARN se
remueve adicionando la enzima RNAasa a la solucion. Después de precipitado el ADN
se disuelve en agua estéril. Se han propuesto varios métodos que hacen uso de
lisozima para la lisis celular, esta enzima hidroliza el enlace glucosidico entre el
carbono 1 del residuo de acido N-acetilmuramico (NAM) y el carbono 4 (C4) de la N-
acetilglucosamina de los peptidoglucanos presentes en la pared celular de bacterias
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gram negativas y de cianobacterias pero en los métodos probados en este trabajo no
se utilizo la lisozima (Eykelenburg et al., 1977; Margheri et al., 1999; Wu et al., 2000;
Saha et al., 2005; Morin et al., 2010; Dorado et al., 2010).

También se evalud la sonicacidn en la muestra, evaluando dos amplitudes, 50 y
20 % de amp por 15 s. La sonicacion se utiliza en cianobacterias que tienen la
capacidad de producir microcistinas, utilizando hasta un 60% de amplitud durante 5
min (Rajasekhar et al., 2012). En las muestras analizadas se observo degradacion a
una amplitud de 50% por lo que se descarté en este protocolo, se realizd un intento
con una amplitud de 20%, obteniendo ADN de buena calidad, pero con posible
contaminacién de proteinas que se comprobd con la relacion 260/280.

En el método de extraccion de ADN se debe considerar la interferencia de posibles
contaminantes como pigmentos, proteinas o carbohidratos, ya que se busca la
separacion de estos contaminantes y asi obtener un ADN de calidad para continuar
con el protocolo de amplificacion a través de PCR (reaccidn de cadena de polimerasa),
la especificidad de los oligonucledtidos y que no exista una interferencia con el ADN
no blanco.

Para la identificacion molecular de la especie de Arthrospira utilizada en este
proyecto se utilizaron dos pares de oligonucleotidos universales para amplificar la
region 16S de ARN ribosomal y un par de oligonucledtidos del operdn de ficocinina R.
En la porcion 16S de ARN ribosomal, la diferencia entre ambos pares es el sitio de
alineamiento, mientras que para la pareja 27F y 1493R se espera un amplicon de
1503 pb, para los cebadores 363F y 803R se esperaba un tamafio de 530 pb, logrando
solamente una amplificacion con los primeros oligonucleétidos haciendo que la
secuencia amplificada sea de una longitud ideal para mejorar la precision en la
determinacion taxonomica, ya que es una macromolécula que evidencia la evolucion
conservada y en algunos casos permite conocer el reino, la familia y algunos casos, el
género, ademas de que se encuentra en las células procariotas o cianobacterias. En
la porcion 16S de ARN ribosomal hay 10 regiones conservadas que son utiles para el
disefio de oligonucledtidos universales y 9 regiones variables logrando un total
aproximado de 1500 pb (Figura 10). Lo que se busca es lograr amplificar la mayor
cantidad de regiones variables posibles para encontrar con mayor precision la
taxonomia del microorganismo, por lo que los oligonucleotidos 27F y 1493R amplifican
todas las regiones (Ortiz-Estrada et al., 2017). La porcion ribosomal 16S es un método
insuficiente para la distincion de la especie por lo que se ha optado por la amplificacion
de la porcion ITS 16S-23S ARNr o genes pertenecientes del operon de la ficocianina
A y B (cpcBA-16S) para la identificacion taxonomica de especies de Arthrospira,
considerando también la observacion a microscopio y su morfologia (Choi et al., 2012)
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V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

1-66 314-368 638-806 1043-1114 1295-1432
104-120 506-547 879-985 1177-1247 1465-1500

Figura 10.- Representacion esquematica del gen 16s de ARN ribosomal. Existen 10 regiones
conservadas que flaquean las 9 regiones variables (V1-V9). Es una estimacién que corresponde
representativa.

La taxonomia tradicional de cianobacterias depende de los caracteres
morfoldgicos, sin embargo, la morfologia de las cianobacterias a menudo cambia
notablemente del original en diferentes condiciones ambientales y ecoldgicos.
Actualmente, muchos marcadores moleculares, como el gen rbcL, el hoxH
(hidrogenasa de niquel-hierro), el espaciador intergénico de ficocianina (PC-IGS), el
rRNA 16S vy la region ITS, se aplican en los estudios de filogenia y taxonomia en
grandes cantidades de organismos (Zhang et al., 2005) incluidas las cianobacterias,
pero en el presente estudio se analiz6 la porcion 16S del ARN ribosomal y el operdn
de ficocianina 3 (cpc-B) para determinar que es Arthrospira maxima la cianobacteria
con la que se trabajo en esta investigacion. Los oligonucleotidos usados en la porcion
cpc- 3 necesitaron la adecuacion de la concentracion de MgCl, a 2.3 mM, ya que es
un cofactor relevante para la actividad de la polimerasa y asi generar la amplificacion
esperada.

La morfologia del tricoma no se considera una caracteristica morfolégica
permanente y es por eso, que se debe realizar en conjunto con el analisis genético, ya
que puede variar cada tricoma evidenciando que este género cambia los tricomas
completamente rectos o en espirales. En la literatura se han evidenciado tres géneros
que siguen creando incertidumbre entre los taxénomos y se ha buscado la
diferenciacion mas significativamente entre A. fusiformis, A. jenneriy A. maxima, ya
que siguen en tema de discusion para poder diferenciar a nivel morfologico, ya que
ambas son plactonicas y se diferencian levemente por el grado en que sus tricomas
estan enrollados, pero en la figura 4, 5 y 6 se observan tricomas isopolares, cilindricos,
en su mayoria rectos, y en aspiral en el medio RM6 (figura 5-B), no ramificados, mas
o menos fusiforme, ligeramente contraidos en las paredes transversales, coloracion
verde-azulada o verde oscuro. Celdas mas cortas que anchas. Células con terminales
redondeadas y la ausencia de la pared celular externa engrosada o caliptra,
caracteristica que permite diferenciar con el género Limnospira (Nowicka-Krawczyk et
al., 2018). En el medio Zarrouk presenta hélices con mayor longitud cualitativamente,
mientras que en el medio RM6 y Zarrouk modificado no hubo diferencias. Aunque no
es una caracteristica para considerar con relevancia, ya que la longitud varia en las
diferentes etapas de crecimiento de Arthrospira.
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Se debe considerar también la observacion de la presencia o ausencia de
vesiculas de gas, asi como la forma de los apices para diferenciar con A. maxima. Se
ha reportado que Arthrospira maxima tiene una amplia variacion en la forma de los
tricomas, es decir, pueden estar en forma recta o en espiral, mientras que Arthrospira
platensis tiene filamentos mas regulares. La disminucion o ensanchamiento de los
apices, asi como la presencia de vesiculas de gas, son caracteristicas de A. maxima.
De acuerdo con la division taxondmica de cianobacterias propuesta por Nowicka-
Krawczyk et al (2018), A. maxima tiene hélices helicoidales, regularmente recta y
agrupados, mientras que A. platensis junto con A. jenneri, no contiene vesiculas de
gas ademas de tener morfologia helicoidal mas pronunciada. Mencionado esto, se
observa que las muestras presentes en el trabajo en el medio Zarrouk, RM6 y Zarrouk
modificado tienen las caracteristicas morfologicas de A. maxima.

Es importante mencionar que el género “Spirulina’ es el nombre comercial ya que
es mas facil de recordar y pronunciar, pero ya esta confirmado que no es lo mismo el
género Limonspira, Spirulina 'y Arthrospira. Hoy en dia, una amplia gama de estudios
ha confirmado que Arthrospira y Spirulina representan dos géneros independientes,
cada uno clasificado en diferentes 6rdenes, y ademas de poseer tricomas enrollados
helicoidalmente, los dos comparten una semejanza morfolégica minima, diferenciando
también la presencia de una pared celular externa mas gruesa respecto al género
Limonspira. (Wang, 2005; Nossa et al., 2010; Nowicka-Krawczyk et al., 2018).

Debido al escaso estudio morfoldgico presente en la bibliografia entre A. maxima
y A. platensis se le tom6 mas relevancia al analisis genético, encontrando que la
cianobacteria con la que se trabajo en el presente trabajo es Arthrospira maxima.

11.2. Cinéticas de crecimiento:

En las cinéticas de crecimiento de la cianobacteria en el medio Zarrouk, RM6 y
Zarrouk modificado se observa la fase exponencial, la fase estacionaria y la fase de
muerte a excepcidn de la fase de latencia y esto se podria deber a que previamente el
cultivo de Arthrospira se habia aclimatado al medio de cultivo para continuar a 1 L,
donde se realizaron las lecturas de absorbancia a 750 nm para medir la turbidez del
medio y realizar las cinéticas de crecimiento. En el medio Zarrouk modificado y el RM6
lograron llegar a la fase de muerte mas pronto que el medio Zarrouk ademas de lograr
una disminucion de la tasa de crecimiento obteniendo una densidad 6ptica menor, esto
se puede deber a que las células comienzan a presentar deficiencias nutricionales, y
también debido a la sombra de la propia célula por sobrepoblacién (autosombreado),
lo que reduce aun mas la tasa de crecimiento. En el medio Zarrouk no fue posible
establecer la fase estacionaria, ya que sigue en crecimiento hasta observarse la fase
de muerte en la cinética de crecimiento con valores de hasta 0.7, manteniendo la fase
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exponencial, y después la fase de muerte, mientras que en el medio Zarrouk
modificado y RM6 se observa la fase estacionaria a partir del dia 26. Ambos medios
lograron llegar a una DO de 0.6 en su fase maxima. La fase de crecimiento estacionario
se caracteriza por una tasa de crecimiento equilibrada con la tasa de muerte, por lo
que no hay mas crecimiento de la poblacion.

Se ha evidenciado que el pH 6ptimo para el crecimiento de Spirulina platensis es
pH 9-11. Aunque las células a un pH de 9 tienen la densidad mas alta en comparacion
con otro pH y se activan varias enzimas para funcionar de manera Optima (Kalsum,
2019).

11.3. Biomasa

La extraccién de biomasa de cultivos de Arthrospira se realiza por métodos de
centrifugacion, coagulacion, filtracion, flotacion o una combinacion de ambas, pero en
este trabajo se utilizd la extraccion al vacio para separar lo mas posible de agua
presente en la biomasa. Los resultados obtenidos entre los diferentes medios de
cultivo no son estadisticamente diferentes, obteniendo un rango entre 0.1 hasta 1 g
por medio de cultivo a pesar de tener el tiempo de crecimiento similar. En el medio
Zarrouk Modificado se obtuvo el valor maximo de biomasa que fue de 1.07 g/L,
mientras que el menor valor se registré en el medio RM6 con 0.18 g/L (Tabla 14). En
el estudio de Fadel et al., (2012) se obtuvo 0,591 + 0,018 y 0,813 + 0,018 mg/L en
medio Zarrouk con fase exponencial de 33 dias, similar a estos resultados (34 dias).
Diversos estudios han demostrado que la concentracion de nutrientes y sus formas
afecta la morfologia (tricomas rectos y sin helicoidal) y actividad metabdlica, también
influye en la productividad de biomasa, asi como en la composicion celular (Markou y
Georgakakis, 2011). También afecta el contenido proteico y de pigmentos con un
aumento de carbohidratos (Olguin et al., 2001; Markou et al., 2014) que se reporta
similar a este trabajo.

Se ha evidenciado que una relacion 16:1 de nitrégeno / fésforo es adecuado para
lograr un alto rendimiento, también conocida como proporcion de Redfield.
Conviritiéndose el fosforo y nitrogeno en elementos importantes para el crecimiento
optimo de microalgas y Arthrospira maxima, asi como la forma quimica de agregacion
de estos nutrientes que es diferente en los medios de cultivo utilizados en el presente
trabajo (Tabla 18) (Li et al., 2010; Cai et al., 2013; Zhang et al., 2014; Moheimani et
al., 2015).

De igual manera un factor a considerar es la utilizacion y absorcion de nutrientes
a un pH optimo, la temperatura y el rango de intensidad de luz, lo cual afecta la
productividad de biomasa. El pH 6ptimo descrito por Zhai et al., (2017) es de 7.5-8.9,
en el presente trabajo se comenzé en los 3 medios de cultivo con un pH entre 8.1-8.5
estableciendo un pH ideal para su crecimiento (Zhai et al., 2017).

No hay datos en la literatura para comparar el resultado del medio Zarrouk
modificado, pero se ha evidenciado que el medio Zarrouk es él medio con mayor
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rendimiento y mas usado, reportando una extraccion de biomasa seca mayor en este
trabajo que lo indicado por Raoof et al., (2006), mientras que la biomasa obtenida del
medio RM6 fue similar a la reportada en el dia 15 por el mismo autor, siendo de 0.565
+ 0.314 mg/mL.

Las diferencias de los medios de cultivo que se seleccionaron en el presente

trabajo se muestran en la tabla 6.
Tabla 22.- Diferencias en los medios de cultivo de los nutrientes Carbono, Nitrogeno y fosforo

Carbono Nitrégeno Fésforo Diferencias
Zarrouk NaHCOs;, NaNO3 KoHPO4

NaCl
Zarrouk NaHCOs;, DAP (Fosfato di amoénico) CaO,
modificado NaCl KNO3, K2S0O4
RM6 NaHCOs;, NaNO3 Super fosfato  Super fosfato

NaCl simple simple

KCI

ElI MgS04-7H20, NaCl, CaCl>-2H:0 se agregan en todos los medios a diferente concentracion, el
CaCl2 se agrega solo a Zarrouk y RM6, EDTA en Zarrouk.

Considerando que la cianobacteria Arthrospira tienen capacidad mixotréfica, es
decir, realizar fotosintesis autotrofa y de asimilacion heterétrofa de compuestos
organicos, concentrando carbono inorganico del entorno externo (CO2) y carbono
inorganico del carbonato que usan preferentemente, ya que esta en el medio de cultivo
en forma de NaHCO3 (Andrade y Costa, 2007; Chaiklahan et al., 2010; Markou y
Georgakakis, 2011; Markou et al., 2016), pero cuando este se ve disminuido se activan
mecanismos de utilizacion de CO2 (Larsdotter et al., 2007). Aunque en las cinéticas de
crecimiento del presente trabajo a partir del dia 26 se podria sospechar de la activacion
de este mecanismo en el medio RM6 y ZM (dia 15) (Figura 7). Aunque el carbono
inorganico puede dominar la forma util, evitando pérdidas de nitrégeno y fosforo y asi
producir mas nutrientes, esto influye en su crecimiento oxidativo y por lo tanto en el
crecimiento celular, haciendo que el medio Zarrouk, que provee 16.8 g/L de
bicarbonato, tuviera un mejor rendimiento o llegara a una DO mayor a comparacién de
los otros medios (ZM y RM6) que contienen 8 g/L y que las cinéticas de crecimiento
tuvieron una duracion de 33 dias para el medio RM6 y 25-33 dias para el medio ZM
(Zhai et al., 2017). La cantidad de NaHCO3 mantiene el pH alcalino para una mayor
eficiencia de fijacion de CO., ya que el burbujeo en el medio reacciona con la base
para formar iones de bicarbonato que podrian usarse como fuente de carbono, por lo
que el medio ZM y RM6 tienen la cantidad suficiente para el mantenimiento del pH (Cui
et al., 2005) haciendo que el NaHCO3 sea la forma dominante de carbono inorganico
dentro del rango de pH 9 a 10. Las cianobacterias y microalgas tienen una enzima
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llamada anhidrasa carbdnica externa (CA) que cataliza la conversion reversible de
HCO3 a CO2 y H* proporcionado suficiente CO2 para entrar en la célula y servir como
sustrato para la fotosintesis (Moroney et al., 1985; Husic et al., 1987).

El cultivo mixotrofico posee muchas ventajas sobre otros tipos de metabolismo,
incluyendo un aumento de la productividad y crecimiento de cianobacterias, la
capacidad de reproduccion en altas concentraciones de células pero varia el contenido
de proteinas, lipidos y carbohidratos (Andrade y Costa, 2007; Markou y Georgakakis,
2011; Zhai et al., 2017). Cuando se inicia el crecimiento mixotréfico hay dos procesos
distintivos dentro de las células de las cianobacterias, la fotosintesis y la respiracion
aerobica, influenciados por la intensidad de la luz y la concentracion de sustrato
organico, respectivamente, y la temperatura, asi como la utilizacion de nitrégeno y
fésforo en procesos abidticos, pero que en el presente trabajo no se modificaron y se
mantuvieron constantes en los diferentes medios de cultivo (Zhai et al., 2017).

Se sugiere que para conseguir una mayor produccion de biomasa y de bajo costo
se podria usar la alimentacion de manera continua que consiste en reemplazar
periédicamene una parte del medio base con medio nuevo para mantener el volumen
de cultivo, asi como una cosecha constante para que no haya un autosombreado y
deficiencia en la produccién en el medio de cultivo seleccionado.

11.4. Contenido de pigmentos

Los pigmentos naturales como la clorofila, carotenoides y ficocianina extraidos en
el presente trabajo tienen un papel importante en el metabolismo fotosintético y
pigmentario de Arthrospira, y también exhiben actividades bioldgicas beneficiosas al
consumo alimentario como antioxidantes, anticancerigenos, antiinflamatorios,
antiangiogénicos, neuroprotectores, estimulan el crecimiento de los tejidos y acelera
el proceso de cicatrizacion de heridas (Halim et al., 2010).

La extraccion de clorofilas debe realizarse a temperatura baja y en condiciones de
luz tenue para evitar la isomerizacion y oxidacion de los compuestos de interés. Los
resultados de extraccion dependen de la lisis de la pared celular, de las propiedades
del disolvente seleccionado, y de la duracion de extraccion (Jacob-Lopez et al., 2020),
ademas de hacer mas estable el ion Mg* y no ser desplazado por un acido débil. El
meétodo seleccionado en este trabajo implico el uso de sonicacidn para el rompimiento
de la pared celular y disolvente acetona para penetrar en la membrana celular y lograr
disolver los lipidos y lipoproteinas de la membrana de cloroplasto, facilitando la
extraccion de clorofila y carotenoides (Halim et al., 2010). Se ha reportado que la
acetona es el mejor solvente para extraer clorofilas (Jacob-Lopez et al., 2020; Wright
et al., 1997; Perez et al., 2018). Es posible realizar la extraccion a partir de biomasa
fresca, eliminando la mayor cantidad de agua posible para evitar que la enzima
clorofilasa degrade las moléculas de clorofila, pero es mejor cuando la biomasa esta
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seca, o tiene un rendimiento mejorado cuando es congelada con nitrégeno liquido
seguido de liofilizacion, posteriormente almacenarla a -182C (Jacob-Lopez et al.,
2020).

El contenido de clorofila total depende de la etapa de crecimiento en la que se
haga la cosecha de la biomasa, obteniendo una cantidad mayor en la fase estacionaria
que en la fase exponencial (Halim et al., 2010). En el presente trabajo se recolectd
justo después de la fase estacionaria por lo que se esperaria una disminucion de la
cantidad, ya que se encuentra en su fase de muerte. Los resultados mostraron que el
contenido de clorofila total y clorofila a en el medio Zarrouk y el medio RM6 tuvieron
mayor rendimiento a comparacion del medio Zarrouk Modificado. Cabe mencionar que
las clorofilas son pigmentos fotosintéticos verdosos solubles en lipidos con un anillo
de porfirina en su estructura, esenciales para el proceso de la fotosintesis, proceso
que utiliza esta energia luminosa recolectada junto con agua y didxido de carbono para
producir oxigeno y carbohidratos; como tal, convierte la energia solar en energia
quimica. Las clorofilas se encuentran en algas, plantas superiores y cianobacterias.
Se han encontrado clorofila A, B, C, D y F, siendo en el presente trabajo medido las
primeras dos, las cuales tienen una absorbancia maxima a 660- 665 nm para clorofila
A, mientras que para clorofila B es de 642 — 652 nm. El contenido de clorofila F se ha
evidenciado en cianobacterias, pero no se evalué en el presente trabajo, ya que no se
ha determinado la propiedad fotoquimica y foto fisica en Arthrospira, ademas de tener
una limitacién luminica >700 de DO por vivir en cuevas con poca luz. La clorofila D se
ha descubierto en organismos procariotas fotosintéticos, pero tiene un espectro de luz
en la luz del infrarrojo cercano (700—-750 nm) (Jacob-Lopes, 2020).

La sintesis de las clorofilas depende de los requerimientos de luz en las
reacciones, aunque también es posible en la oscuridad y es necesario el uso de
enzimas. En el caso de la clorofila A, esta presente en la antena y los centros de
reaccion realizando la captacién de luz y transferencia de electrones, mientras que
clorofila B esta en la antena PSII, en antenas periféricas como pigmento secundario
que capta luz, pero también estabiliza los complejos de luz. Ambas se diferencian por
su peso molecular de 907 g/mol la clorofila B y 839 g/mol para clorofila A, ademas la
presencia de grupo aldehido (formilo) en clorofila B y grupo metilo en clorofila A en la
tercera posicion de su anillo de cloro, como se muestra en la Figura 11 (Jacob-Lopes,
2020)
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CH, *(—CHO)

Figura 11.- Representacion de la molécula de clorofila A y clorofila B (*)

La biosintesis de la clorofila se realiza en el cloroplasto y tilacoides e inicia por
compuestos intermediarios que provienen del ciclo de Krebs para obtener Succinil A'y
durante este proceso se necesita de la enzima alfa-cetoglutarato deshidrogenasa y la
coenzima A y 2 acetatos. Se unen Succinil A y glicina por la enzima ALA sintasa,
proceso dependiente de una molécula Fe+, una vez obtenido el compuesto S-acido
aminolevulinico se realiza la formacion de las porfirinas por enzimas como la
porfobilinogeno sintasa y protogeno oxidasa para obtener porfobilinogeno y
protoporfirina IX respectivamente, a partir de aqui se puede afadir una molécula de
Mg+ para la formacion de clorofila o Fe para hemoglobina. La enzima magnesio
quelasa realiza la agregacion de Mg* con porfirina IX y obtener protoclorofilida para
agregar fitol y obtener protoclorofilida A. A partir de aqui la formacion de clorofila sera
dependiente de la presencia o ausencia de luz por la enzima LPOR (presencia de luz)
y DPOR (ausencia de luz) respectivamente para obtener la molécula Clorofilliada y asi
agregar una molécula de fitol y obtener clorofila A (Bogorad, 1976). Las vias
dependientes e independientes de la luz se han confirmado aun mas (Jacob-Lopes,
2020).

El contenido de clorofila A en las cianobacterias en el presente trabajo fue de
13.95 pg/mL en medio Zarrouk y 13.38 ug/mL en medio RM6, valores que superaron
al medio ZM con 7.5 pg/mL. El medio RM6 y el medio Zarrouk son similares que los
reportados de 11,08 + 0,006 pg/mL crecido en fotobiorreactores y 10.8 + 1.1 pg/mL
crecido en biorreactores con condiciones controladas con medio Zarrouk (Streit et al.,
2015; Romero et al., 2017), mientras que en el medio RM6 se reporté 0.2320 ug/mL,
menor que la presentada en este trabajo (Raoof et al., 2006). No existe en la literatura
algun reporte para comparar la produccion en el medio Zarrouk modificado, ya que es
el primer trabajo en que se utiliza este medio. Pero considerando todo lo anterior, el
contenido de clorofila A se ve afectado por la falta de nitrégeno y hierro, componentes
importantes del aparato y proceso fotosintético. El nitrdgeno es administrado en forma
de NaNOs en el medio Zarrouk y RM6 en las mismas concentraciones, mientras que
en el medio Zarrouk modificado se administra como un fertilizante ampliamente
utilizado en los cultivos de plantas, el DAP, considerando que una disminucion del
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contenido de pigmentos se podria deber a la disminucion de la actividad fotosintética
después de la deficiencia de nitrogeno durante la etapa de crecimiento.

Segun Jacob-Lopes et al. (2013), hay una relacion entre la cantidad de biomasa
obtenida, el contenido proteico y el contenido de pigmentos, siento la disponibilidad de
nutrientes (carbono organico, nitrogeno y fosforo) un factor principal para el contenido
de estos compuestos. La productividad global del pigmento esta dada por la relacion
entre el contenido de clorofila A de la célula y la productividad de biomasa (Tabla 12),
obteniendo asi una productividad mayor en el medio RM6 de clorofila A en
comparacion del medio Zarrouk, haciéndolo un medio barato y con productividad alta
en clorofila A (Bassi ef al., 2018). La luz es otro parametro para considerar, ya que en
el presente trabajo se usé luz blanca, pero se ha evidenciado que la luz en diferente
rango de amplitud puede influir en su productividad y crecimiento de Arthrospira como
lo evidenciado por Niangoran et al en 2018 donde se observa un crecimiento similar
con luz roja (660 nm).

La legislacion en el mercado por el uso de colorantes naturales, evitando la
agregacion de colorantes artificiales ha hecho que la demanda crezca en fabricantes,
asi como el propio consumidor en exigir mas productos naturales por lo que la
extraccion de pigmentos como la clorofila, carotenoides y ficocianina debe hacerse en
cantidad y calidad para esta exigencia.

Los carotenoides son pigmentos con estructura de polienos lineales que actuan
como recolectores de energia luminosa, aumentando las propiedades de captacion al
pasar la excitacién a las clorofilas y también son antioxidantes, que inactivan las
especies reactivas de oxigeno (ROS) formadas por la exposicion de las células al
estrés ambiental (Larkum et al, 2005. Loannou et al, 2009), y estan presentes en los
tilacoides, formando complejos proteicos con la clorofila tanto en el PSl y PSII. La
presencia de carotenoides en el PSI| y en el PSIl son carotenoides mas conocidos y
otros son intermediarios de la carotenogénesis. La sustitucion por una gran variedad
de grupos que contienen oxigeno y su combinacion conlleva la existencia de mas de
600 xantofilas (Lemoine et al, 2010. Cuellar-Bermudez. S., 2015) pero dependeran del
microorganismo y los factores ambientales. Los carotenoides también se pueden
clasificar en carotenos, que son hidrocarburos insaturados, y xantofilas, que presentan
uno o mas grupos funcionales que contienen oxigeno.

Cuando hay una produccion de ROS por el exceso de captacidon de luz en la
reaccion fotoquimica de la fotosintesis, se forma el radical superdxido (O:), el
hidrégenoperoxido (H202), el radical hidroxilo (OH) y oxigeno singlete causando la
escision de la proteina D1 en PSIl y puede inhibir la reparacion de PSII fotodafio que
da como resultado la foto inhibicion de la fotosintesis. Se ha descrito que la iluminacién
a 150 pmol de fotones causo aumentos de 5.3, 2.2 y 2.8 veces el contenido de
zeaxantina, cantaxantina y astaxantina, respectivamente en Chlorella Zofingiensis,
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Dunaliella spp., Haematococcus pluvialis y Euglena gracilis. (Li et al., 2009), mientras
que otras microalgas necesitaban una intensidad de luz mayor a 150 ymol de fotones
para registrar un aumento en el contenido de carotenoides. En el presente estudio se
utilizé una iluminacion de 150 ymol de fotones en un fotoperiodo de 12:12 horas de luz
y oscuridad (Demming-Adams et al., 2002).

La temperatura es otro factor para considerar en el contenido de carotenoides y
es que la temperatura usada en este protocolo fue de 25°C, siendo la temperatura
ideal mayor a 30°C. Se ha evidenciado que en microorganismos como E. gracillis
sometidas a un estrés por disminucion de temperatura ademas de estrés inducido por
la luz y un aumento de carotenoides podria participar en la reduccion de la presion de
excitacion en PSII (Kato et al., 2019).

En el proceso de extraccion de carotenoides no se evitd la temperatura de 55° C
para la extraccion de clorofila, por lo que se pudo obtener carotenoides con oxidacion
e isomerizacion. Ademas de la elevacion de temperatura en el proceso de extraccion,
en el cultivo también afecta las altas y las bajas temperaturas, la salinidad y el estrés
oxidativo, pueden aumentar el grado de fotoinhibicion en los organismos fotosintéticos
y también pueden inducir la acumulacion de carotenoides en las microalgas.

Los carotenoides son reactivos a la luz, la temperatura y el oxigeno, lo que se

debe considerar para la extraccion y cuantificacion de estos pigmentos. No hay datos
en la literatura para comparar el contenido de carotenoides producidos en el medio
Zarrouk modificado y RM6. Pero los resultados en los medios de cultivo utilizados en
este trabajo no reflejaron una diferencia estadistica significativa obteniendo el de
menor productividad el medio Zarrouk modificado, a comparacion de los otros dos
medios (RM6 y Zarrouk). En el estudio de Park et al., (2018) se realiz6 la estimacion
de carotenoides presente en biomasa seca obteniendo 4.43 mg/g seca en condiciones
similares a las presentes, pero con 130 pmol/m?s durante 10 dias. Se ha evidenciado
resultados reportados por Sujatha y Nagarajan (2013) que sometieron a los cultivos a
estrés salino (NaCl) y limitacion de nitrogeno, en tales condiciones, se incremento el
contenido de carotenoides debido al efecto protector hacia los radicales libres
(3.124 pg/mg), pero se obtenian valores similares a los presentados en este trabajo
cuando no habia un estrés por déficit de NaCl y con 0.01 M de nitrogeno.

No fue posible determinar el tipo de carotenoides, pero en la literatura se ha
evidenciado que las cianobacterias contienen (-caroteno, zeaxantina, equinenona y
mixolpentosidas (mixoxantofila), composicion diferente a los carotenoides de las algas
y esto se debe a que, durante la simbiosis de las cianobacterias con las células
eucariotas, los carotenoides pueden reestructurado considerablemente (Takaichi et
al., 2007).

Otra manera que tienen las cianobacterias de neutralizar los ROS es la presencia
de la proteina carotenoide naranja (OCP), una proteina foto sensorial soluble en agua
para la foto proteccién, la OCP contiene un cromoforo fotoactivo y desencadena la
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extincion no fotoquimica inducida por la luz que interactua con ficobiliproteinas,
pigmentos también evaluados en el presente trabajo (Kerfeld et al. 2003; Wilson et al.
2006; Harris et al. 2016). La OCP puede también funcionar como extintores de oxigeno
singlete en cianobacterias (Sedoud et al., 2014).

Las ficobiliproteinas son pigmentos accesorios que estan presentes en el
ficobilisoma, un complejo presente en la membrana de los tilacoides. En las
cianobacterias esta presente la ficocianina, aloficocianina y la ficoeritrina; estas
ficobiliproteinas son solubles en agua y de interés principal comercial para su
extraccion en la industria de alimentos, biopolimeros, colorantes, farmacéutico,
cosmeético, biologia molecular y ciencias biomédicas (Mishra et al., 2012). En el
presente trabajo se ha seleccionado el método descrito por llter et al., (2018) utilizando
CaCl2 al 1.5% vy la lisis celular por congelacion y descongelacion. Se han usado
diversos métodos de extraccion de ficocianina de la biomasa de Arthrospira platensis,
tanto fisicos como quimicos, destacando la dificultad del rompimiento de la pared
celular que esta compuesta de 4 capas de peptidoglucano, fibrilla, proteinas y
analogos de bacterias gram negativa. Los métodos que se han utilizado para la
extraccion de ficobiliproteinas incluyen homogenizacion, sonicacion, ondas de
microondas, agregacion de lisozima y extraccion con fluidos supercriticos. Se
selecciond el método de congelacion y descongelacion en el cual se usa biomasa
fresca, ya que existen reportes que indican que el uso de biomasa fresca mejora la
eficiencia de extraccion respecto al uso de biomasa seca, incluso se ha sefialado una
perdida aproximada de 50% de este pigmento debido a la posicidén periférica de los
ficobilisomas y su sensibilidad a la temperatura del proceso de secado (Abalde, 1998;
Doke, 1998; Minkova et al., 2003; Soni et al., 2006). También se ha realizado la
utilizacién de soluciones tampon (tampon fosfato) con sonicacion o ultrasonido como
pretratamiento de disrupcion celular. Sin embargo, los tiempos de pretratamiento no
deben ser prolongados para evitar la desestabilizacion de las proteinas, resultados
obtenidos en las muestras de este proyecto, descartando su implementacién. Como
se menciono, el extracto de ficocianina no es por mucho tiempo estable, ya que las
condiciones como la luz, la temperatura y otros microorganismos inducen la
descomposicidon de las proteinas por lo que la extraccion se realizé a luz tenue, a
temperatura ambiente y con biomasa recién extraida. Los registros indican que la
ficocianina era estable en un rango de pH de 5 a 7,5 a 25 ° C para su almacenamiento
(Cuellar-Bermudez, 2015).

El contenido de ficocianina también depende de la presencia de luz, en Prates et
al., (2018) se utilizaron factores similares a las de este trabajo, pero controlando la luz
blanca (3200 pmol/m?/s) que fue mayor que el presente trabajo (150 pmol/m?/s) con
contenido de ficocianina en 46.36 mg/g de biomasa seca; aunque también se ha
registrado que el uso de luz LEDs en diferente espectro de luz a la luz blanca,
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obteniendo que la luz verde (126,39 mg/g de biomasa seca) permite potenciar el
contenido de este pigmento por ser fotosensible y aumentar las proteinas cromoforas,
incrementando la cantidad de ficobilisomas por célula (llter et al., 2018). Estos datos
no son comparables a los reportados por Silveira et al., 2007 donde utilizan biomasa
seca, mientras que en este trabajo se utilizé biomasa humeda y extraida directamente
del cultivo sin cuantificar la biomasa disponible, utilizando la formula descrita por
Bennet y Bogorad (1973).

No se evaluo el contenido de aminoacidos en el presente trabajo mismo que esta
relacionado con el contenido de proteinas y compuestos proteicos como la ficocianina,
el cual depende del contenido de nitrégeno disponible. Kathiresan et al., (2006)
estudiaron el efecto de los macronutrientes presentes en los medios de cultivo sobre
la produccion de la ficobiliproteina ficoeritrina en P. cruentum, y encontraron que la
produccion se ve afectada también por la concentracion de fosfato, cloruro y sulfato.

11.5. Contenido de Nutrientes

11.5.1. Proteinas

El contenido de proteinas resultante en Arthrospira maxima en los diferentes
medios de cultivo no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes medios de cultivo: en el medio Zarrouk fue de 29.4 + 8.85%, el medio RM6
en 40.42 = 7.95%, y el medio ZM de 32.19 + 3.9%. Un contenido por debajo de lo
descrito por Practes et al., (2018) que registro valores de 54.53 + 0.5 % en medio
Zarrouk en condiciones similares a las del presente trabajo, pero con 18 dias de cultivo,
ademas de ser el analisis en biomasa seca liofilizada de Spirulina LEB 18. Para el
medio RM6 se ha evidenciado un porcentaje de 60% después de 18 dias de
crecimiento, mientras que la el medio Zarrouk modificado no se muestran resultados
para comparaciones debido a que es la primera vez que se analiza el valor nutricional.
Los datos del presente trabajo se muestran por debajo del contenido nutricional
caracteristico de Arthrospira o Espirulina y esta diferencia se le puede atribuir a la
posible deficiencia de Nitrogeno y posible utilizacion de COx. La utilizacion de nitrégeno
en este microorganismo tiene preferencia por el amoniaco o urea, y el consumo de
nitrato solo cuando no hay amonio disponible, como lo citdé anteriormente Becker
(1994) para Chlorella, Scenedesmus y Spirulina, esta facil asimilacion del amoniaco
es debido a la simplicidad de su molécula e inhibicion de la actividad nitrogenasa. La
urea es una buena fuente de nitrogeno, segun Meeks et al. (1983), ya que es
metabolizada por cianobacterias a través de la actividad de enzimas como la ureasa y
la urea almidon liasa, produciendo dos atomos de nitrégeno, mientras que el nitrato
solamente produce uno, lo que contribuye a una asimilacion mas productiva. La
Espirulina todavia es capaz de utilizar nitrogeno del nitrato porque segun Odum (1983)
esta estructura es la mas comun en la naturaleza, molécula que se usaron en el
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presente trabajo, pero que todavia no se ha establecido una via metabdlica y su
regulacion que este responsable con el contenido de proteico (Viera et al., 2001; Ali et
al., 2008; Lochab et al., 2009.)

Se han encontrado resultados similares a los descritos en el presente trabajo con
un contenido de proteinas de 16 a 21% por Silva et al., (2018) en cultivos con
modificacion de CO2 y control de pH, mostrando que la limitacion de nitrégeno y
carbono se relaciona con una concentracién decreciente en el contenido de proteinas,
aumentando el contenido de carbohidratos y lipidos. Resultados que se detallaran en
los siguientes parrafos.

11.5.2. Lipidos

El contenido de lipidos totales en el presente trabajo no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre el medio Zarrouk (6.1 £ 0.25%), el medio RM6
(413 = 1.42%) y el medio ZM (5.05 = 1.34%). El contenido de lipidos en Spirulina
platensis segun Kalsum et al., (2019) puede ir de 4-16% rango reportado en el presente
trabajo y esto depende de la asimilacion de fosfato de microalgas, el pH, la
concentracion de sodio, la concentracion de potasio, la concentracién de magnesio y
la presencia de metales pesados en el medio, que puede afectar el desarrollo de los
resultados de dependencia de la concentracion.

El método de extraccion es un determinate del contenido de lipidos extraido. El
meétodo Soxhlet fue utilizado en la extraccion de lipidos, ya que es el mejor método
para obtener una gran cantidad de lipidos por la repeticion del proceso de extraccion,
pero también depende del disolvente o0 mezcla de estos utilizado. La técnica se basa
en la naturaleza de la grasa que no es soluble en agua ni en disolventes polares, pero
que solo se puede disolver en disolventes no polares (Kalsum et al., 2019).
Ryckebosch et al., (2011) probaron diferentes disolventes para la extraccion de lipidos
en cuatro especies de algas (N. salina, S. obliquus, C. vulgaris y A. platensis) y
encontraron que el cloroformo-metanol 1: 1 (% v / v) permite una extraccién mas alta
de lipidos totales (13.2% en A. platensis), mientras que en el presente trabajo se utilizé
éter etilico, ya que es el protocolo sugerido por A.O.A.C (Official Methods of Analysis
of the Association of Official Analytical Chemist) en la industria de alimentos. El éter
etilico es un solvente muy eficiente para lipidos totales (polares, fosfolipidos, AG de
cadena corta y no polares) y se ha evidenciado la absorcion de casi el 10% de agua,
extrayendo también compuestos hidrosolubles como azucares y sales de una fuente
alimentaria, pero se sugiere la utilizacion de biomasa seca para eliminar los peroxidos
y evitar el enranciamiento de los lipidos extraidos previamente. También se ha
evidenciado que el uso de éter dietilico en microalgas se ha obtenido una mayor
cantidad de lipidos polares y un rendimiento menor comparado con otros solventes
organicos como el hexano, cloroformo, etanol, metanol o la combinacion (Perez et al.,
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2018). El uso de biomasa seca también permite que no se realice un pretratamiento
de biomasa, pero disminuyendo del contenido de humedad podria afectar el
desempefio de la extraccidbn, a mayor contenido de agua podria adicionarse
isopropanol o antioxidantes para inactivar las lipasas para evitar la oxidacion, pero en
este trabajo se utilizO biomasa seca por lo que no fue necesario agregar estos
compuestos (Cuellar-Bermudez, 2015).

Las microalgas pueden acumular entre 20-30% de lipidos totales cuando se
cultivan en condiciones ideales para su crecimiento, mientras que si se cultivan bajo
condiciones de estrés y falta de nutrientes, las microalgas pueden acumular mayor
porcentaje de lipidos o carbohidratos como en el presente trabajo, cabe mencionar que
el nitrégeno no es un nutriente que determine el contenido de lipidos que durante la
etapa de cultivo de A. maxima (>30 dias) pudo disminuir la disponibilidad, asi como la
diferencia del reactivo que provee nitrégeno. Se obtuvo un contenido de lipidos
esperado, pero el contenido proteico estuvo por debajo de lo evidenciado y los
carbohidratos aumentados, que se detallara mas adelante (Piorreck et al.,1984; Perez
et al., 2018)

Los lipidos también deben separarse de los carbohidratos, las proteinas o las
sales para mejorar la extraccion o el analisis, y que podria ver una interferencia por el
meétodo de extraccion utilizado. Palmquist y Jenkins, (2003) propusieron el uso de la
hidrdlisis acida para romper los enlaces de lipidos con otros compuestos, aumentando
el rendimiento de extraccién, pero en el presente trabajo no se usaron (Cuellas-
Bermudez, 2015)

En relacion con el perfil de acidos grasos (AG) Prates et al., (2018) observaron un
contenido de 40% de acidos saturados y 60% insaturados, de los cuales 44.4% fueron
poliinsaturados (PUFAs) encontrandose en mayor proporcion el acido palmitico (C16:
0), linoleico (C18:2) y y-linolénico (C18: 3 n-6). La proporcion de estos acidos grasos
en la biomasa no difirié (p> 0.05) entre los diferentes LED y fotoperiodos evaluados y
el experimento de control en medio Zarrouk. Por otro lado, en el presente trabajo se
obtuvo un contenido similar de acidos saturados de 40% para el medio Zarrouk y el
medio ZM y 26.2% para el medio RM6. Para los acidos insaturados fue de 60% en
medio Zarrouk y ZM, 74% para el medio RM6. Obteniendo resultados similares que
Prates D et al., (2018).

El acido graso con mayor porcentaje en el perfil de AG en Arthrospira maxima en
el presente trabajo es el acido y-linolénico (Z: 54%, RM6: 64%, ZM: 48%), acido
palmitico (Z: 5%, RM6: 7.5%, ZM: 7.4%), y acido linoleico (Z: 1.5%, RM6: 5.7%, ZM:
6.1%) los que se presentaron en mayor cantidad. Estos AG son los mismos
expresados en mayor porcentaje reportado por Rahman et al., (2017) y Prates D et al.,
(2018) en Spirulina maxima pero con cantidades diferentes, ya que el AG con mayor
literatura reportada su mayor produccion es el acido palmitico (40,20%), seguido de
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AG linoleico (17,87%) y AG y-linolénico (17,34%). Esta produccion de AG depende de
la especie y se ve afectado por condiciones de cultivo como nutrientes, salinidad,
periodos de intensidad luminica, temperatura, pH e incluso la asociacion con otros
microorganismos (Cuellar-Bermudez, 2015). En el presente trabajo se modificaron los
diferentes medios de cultivo donde el nitrogeno disponible se obtuvo del NaNO3
(Zarrouk y RMG6) vy el fertilizante DAP (ZM) por lo que la disponibilidad de nitrogeno
vario entre estos, pero no fue un determinante para limitar su disponibilidad y
aumentara la expresion del contenido de lipidos, estrategia utilizada cuando se quiere
aumentar el contenido de lipidos neutros en las algas, principalmente formados por los
triglicéridos con alto grado de saturacién para la produccion de biodiesel. Sin embargo,
el déficit de nitrégeno produce una reduccion de la productividad de la biomasa, algo
que se observo en el medio RM6 y ZM. Esto se ha evidenciado en especies de
microalgas como Chlorella vulgaris, Chlorella zofingiensis, Neochloris oleoabundans y
Scenedesmus obliqus (Cuellar-Bermudez,. 2015). Por otro lado, la intensidad de la
luz y temperatura son factores importantes para la produccion de lipidos, ya que
diversos estudios sugieren que una alta intensidad de luz y una alta temperatura
favorecen la acumulacion de triglicéridos con alto perfil de saturacion (Floreto et al.,
1993; Van Wagenen et al., 2012). Mientras tanto, las bajas intensidades de luz y la
baja temperatura promueven la sintesis de acidos grasos poliinsaturados, siendo esto
lo ultimo una posible causa del aumento del acido y-linolénico (poliinsaturado), dejando
en segundo lugar el contenido de acido palmitico (saturado) que mostré diferencias
estadisticas significativas entre el medio Zarrouk y los otros dos medios. Ademas de
una concentracidon menor en lo descrito en la bibliografia con concentraciones cerca
de 40% (Muhling et al., 2005). (Cuellar-Bermudez, 2015). El pH también puede afectar
el metabolismo de los lipidos, ya que el estrés de pH en Chlamydomonas sp. aumenté
el contenido de lipidos totales en comparacién con valores de pH mas altos
(Tatsuzawa et al., 1996). Sin embargo, en Chlorella spp. el pH alcalino acumulo
triacilglicéridos (Guckert y Cooksey, 1990. Cuellar-Bermudez, 2015), aunque en los
medios de cultivos se mantuvo entre 8 y 11.8 el pH, rango ideal para el crecimiento de
A. maxima durante el crecimiento, permitiendo el aprovechamiento de nutrientes,
mientras que si el pH era mayor o cerca de 12 el cultivo empezaba la fase de muerte.

Enfocandose en los acidos poliinsaturados que son objeto de interés debido a los
beneficios para la salud asociados al consumo (Wen et al., 2003; Sijtsma et al., 2004),
estos incluyen el acido a-linolénico (ALA 18: 3 w-3), acido y-linolénico (GLA, 18: 3 w-
6), acido eicosapentaenoico (EPA, 20: 5 w-3), acido araquidonico (ARA, 20: 6 w-6)
acido docosapentaenoico (22: 5 w-3) y acido docosahexaenoico (DHA, 22: 6 w-3)
(Fraeye et al., 2012; Ryckebosch et al., 2012). En el presente trabajo se encontrd un
mayor porcentaje de acido y-linolénico en los tres medios de cultivo, siendo el medio
RM6 el de mayor produccidén a comparacion con el medio Zarrouk (53.66%) y el medio
ZM (42.33%). Un acido graso esencial para la nutricion y la salud humana, ya que es
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precursor de los acidos grasos w-3 mencionados anteriormente y segun Adarme-Vega
et al., (2012) el consumo brinda importantes beneficios para la salud, particularmente
en la reduccién de enfermedades cardiacas como arritmias, derrames cerebrales y
presion arterial alta. Ademas, tienen efectos beneficiosos contra la depresion, la artritis
reumatoide, el asma y se pueden utilizar para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias como la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa,
la psoriasis, el lupus y la fibrosis quistica (Pulz et al., 2004). Por ser un acido graso
esencial se ha buscado la produccion y extraccibn adecuada para un aumento y
calidad de este metabolito de interés, siento la principal fuente de extraccién del acido
y-linolénico el Mortierella ramanniana (hongo), semillas de onagra y Espirulina, pero
de acuerdo a Oliveira P, et al.,(1999) se podria superar el contenido de la principal de
Mortiella ramanniana, ya que se ha registrado 15% de lipidos totales y acido y-linoleico
de 24%,mientras que en el presente trabajo Arthrospira maxima obtuvo un contenido
mayor a 58% del perfil de acidos grasos. Previamente Habib et al., (2008) considerd a
Arthrospira como una fuente rica de este acido graso.

El acido palmitico (C16:0) puede ser transformado a acido oleico
(Acido cis octadec-9-enoico) por la ruta acido estedrico y palmitico, luego de procesos
de elongacién y de saturacion, y este es importante para la etapa de embarazo y
lactancia, crecimiento infantil, transporte y metabolismo del cerebro, asi como el
control en enfermedades cardiovasculares convirtiéndolo en un acido graso saludable
para su consumo (Jacob-Lope, et al., 2018)

El contenido de acido undecanoico en el presente trabajo estd en una
concentracion de 23,47% en el medio Zarrouk, 12.2% en RM6 y 21.7% en ZM,
comparado con la evidencia cientifica donde no se ha encontrado una concentracion
significativa (Prates et al., 2018. Romero et al., 2011), o una concentracidon menor a
3.35% volviéndolo un AG de interés, ya que se utiliza como agente antifungico
dérmico, productos de higiene personal, cosméticos y perfumeria. Se ha encontrado
que extractos en disolventes organicos de Arthrospira son eficaces contra Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger y Candida albicans y podria ser por la presencia de AG
undecanoico (Oltu et al., 2019).

11.5.3. Carbohidratos

El contenido de carbohidratos en el estudio de Prates et al., (2018) fue de 11.72
+ 044% hasta 14.01 + 1.96% en medio Zarrouk y en cultivo de 18 dias, mientras que
el porcentaje en el presente trabajo fue de 48.2% en medio Zarrouk, 35.6% en RM6 y
51.86% en Zarrouk Modificado. En condiciones similares se ha evidenciado un
contenido de 47-63% en Espirulina sp. LEB 1, cultivado con medio con 0.25 g/L de
NaNOgs (Zarrouk contiene 2.5 g/L), diferentes concentraciones de CO2, y cenizas como
nutrientes (Silva-Braga et al., 2018). Muchas microalgas producen grandes cantidades
de proteinas, pero en este trabajo se presentdé mayor concentracion de carbohidratos
que se debid a la capacidad mixotrofica al usar CO2 como fuente de carbono, esto
debido a que durante el crecimiento de la biofijacion de CO2de las microalgas a través
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de la fotosintesis (Silva-Braga et al., 2018). Por otro lado, la limitaciéon de nitrégeno
promueve la biosintesis de almidon en lugar de proteinas y clorofila (Wang et al., 2009.
Turpin, 1991), carbohidratos de reserva y que pueden transformarse en componentes
de la pared celular (Bragra et al., 2019). En este mismo estudio se menciona que el
carbono proveniente de NaHCO3 tiene una duracion de 6 dias en el medio Zarrouk
(16.8 g/L), por lo que a partir de este tiempo se activa la actividad mixotréfica, haciendo
que la capacidad de almacenar carbohidratos aumente y el CO2 se convierte en la
segunda fuente de carbono (Silva-Braga et al, 2018. Wood et al., 1992). S. platensis
realiza un mecanismo eficiente en respuesta al aumento de CO2 ambiental para
mantener el equilibrio entre carbono y nitrégeno.

11.5.4. Relacién costo- beneficio

Para probar la viabilidad econdmica del medio de cultivo y uso, se llevo a cabo
un analisis simple de gasto de nutrientes (Tabla 18). El carbono, el nitrégeno y el
fésforo son los elementos fundamentales de la biomasa de algas. En esta
investigacion, el medio de cultivo mas costoso fue el Medio Zarrouk ($2.9 pesos) pero
con una produccién de biomasa seca mayor, aunque si se compara con el medio RM6
y ZM no hay diferencia estadisticamente significativos (p>0.05), sin embargo, si hubo
diferencias estadisticamente significativas en compuestos industriales de interés:
proteinas, pigmentos y lipidos. El primer compuesto de interés, las proteinas,
resultaron en menor cantidad y sin diferencia estadisticamente significativa en los tres
medios de cultivo.

El medio RM6 es 73% menos costoso que el medio Zarrouk, sin embargo,
presentd un contenido similar al medio Zarrouk en biomasa seca, clorofila total,
clorofila A y ficocianina, asi como un contenido proteico de 40.42 + 7.9%, siendo el
mayor porcentaje entre los medios de cultivo, aunque sin diferencias estadisticamente
significativas. En particular el perfil de acidos grasos resulté en mayor porcentaje el
acido y-linolénico y acido palmitico a comparacién del medio ZM y Zarrouk. Por lo que
su uso del medio RM6 es una opciéon econdémica para la produccion de estos
compuestos (acidos grasos) es una opcidn mas economica.

El medio Zarrouk Modificado es 85% menos costoso que el medio Zarrouk,
pero se obtuvo un contenido de compuestos de interés menor; proteinas y ficocianina
con diferencias estadisticamente significativas en estas ultima, por lo que no es el
medio ideal para la produccion de pigmentos, asi como la produccién acidos grasos
de interés comercial.

La principal restriccidon a la industria de la Espirulina es el costo relativamente
alto de cultivo en cada paso, aunque sea de manera continua, ya que se ha
evidenciado que el costo para producir 1 kg de biomasa seca de Espirulina representa
aproximadamente el 30% del costo, por lo que el uso de medios de cultivos mas
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economico, pero con un rendimiento en la produccion de compuestos de interés en la
industria resulta ser mayor interés (Cui et al., 2019). Y es que la industria depende de
esto para que los precios de comercializacion y venta sean menores, aunque también
es de interés poder ofrecer productos de calidad que dependeran de los procesos de
extraccion de los compuestos de interés que puede representar del 50-80% de los
costos totales, por las caracteristicas quimicas del compuesto de interés y la pureza
que se quiera lograr, pero esto dependera de la evaluacion de los métodos usados
para su extraccion y reduccion de costo (Cuellar-Bermudez et al, 2015).

12. Conclusiones

El analisis filogenético realizado con la secuencia obtenida a partir de la
amplificacion del operdn de la ficocianina 3 (cpc-B) determind que la especie
con la que se trabajo en este proyecto corresponde a Arthrospira maxima.

La cinética de crecimiento de A. maxima en el medio Zarrouk y el medio RM6
fue mayor a 30 dias, presentando un contenido de biomasa seca y pigmentos
mayor en comparacion con el medio ZM.

El contenido de proteinas de A. maxima no fue estadisticamente diferente entre
los 3 medios evaluados (32.19 + 3.9% a partir del medio ZM, 29.4 + 8.8% para
el medio Zarrouk y 40.42 + 7.95% en RM6).

La cantidad de lipidos obtenida a partir de los diferentes cultivos de A. maxima
no fue estadisticamente significativa (ZM: 5.05+ 1.34% Z: 6.1 £ 0.25% RMG:
413 £ 1.42%).

El contenido de carbohidratos en el medio ZM fue de 51.86%, para el medio
Zarrouk de 48.21% y RM6 de 35.61%.

El AG que se produjo en mayor cantidad en los tres medios de cultivo fue el
acido y-linolénico (RM6: 63.84%, Z: 53.66%, ZM: 47.66%), registrandose en el
medio RM6 con un porcentaje superior estadisticamente significativo entre los
tres medios de cultivo. EI AG que ocupa el segundo lugar en cantidad registrada
en los tres medios de cultivo fue el acido undecanoico (C11:0) que se encuentra
con mayor porcentaje en el medio Zarrouk (23.47%) y ZM (21.72%). En tercer
lugar, se encontré el acido palmitico (C16:0) con un porcentaje de 7.48% en el
medio RM6 (7.48%) y 7.41% en el medio ZM.

El contenido de ficocianina fue mayor en el medio Zarrouk (0.7812 + 0.3698) en
comparacion con el obtenido en el medio RM6 y ZM, con diferencias
estadisticamente significativas.

El medio RM6 es 73% mas econdmico que el medio Zarrouk, aun asi, el
contenido de proteinas, biomasa seca, clorofila total, clorofila A fue similar al
medio Zarrouk.

El medio RM6 es de bajo costo para el cultivo de A. maxima.
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e Si se plantea la produccion de Athrospira maxima como suplemento alimenticio
en polvo, se recomienda usar el medio RM6 debido a que es mas economico,
obteniendo asi un valor nutrional similar al medio Zarrouk, mismo que se sugiere
si se busca producir el pigmento ficocianina.
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