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Efectos de tres fuentes nitrogenadas sobre el crecimiento, productividad
y composicién bioquimica de la cianobacteria Arthrospira sp.

Autora: Karla Pamela Naranjo Luna

Tutor: Blgo. Ever Dario Morales Avendafio, Ph.D.

RESUMEN

El presente estudio tuvo como finalidad la evaluacion de tres fuentes
nitrogenadas, sobre el crecimiento, productividad y composicion bioquimica de
Arthrospira spp., en cultivos discontinuos en agua de mar suplementada con una
fuente de nitrogeno (fertilizantes grado comercial: NHsNO3 12 mM, (NH4)2S04 12
mM y NH2CONH2 10 mM), KoHPO4, NaHCO3, cofactores (NiSO4, Na2MoOs y
FeSO4), medio estandar Zarrouk; flujo continuo de aire y pulsos de CO; para
mantener el pH (9,9 £ 0,3). Los resultados mostraron que la mayor concentracién
de clorofila a se observo en el cultivo con NHsNO3 (13,87 mg L") y la de biomasa
con (NH4)2S04 (2,22 + 0,01 g L"), superando en un 58,3% al control; y
productividad de 0,28 g L' d"'. Por otra parte, la composicion bioquimica vario
en cada tratamiento, obteniendo asi mayor produccién de proteinas y
ficobiliproteinas con NH4sNO3: 393,92 + 0,08 mg g' y 39,39 + 2,2 mg g™'; mayor
produccién de carbohidratos con NH.CONH,: 228,69 + 0,01 mg g, 27,8% mas
que el control; y la mayor produccién de lipidos con (NH4)2SO4: 276,24 + 17,24
mg g', 9,1% sobre el control. En cuanto a la asimilacién de nitrégeno y fésforo
del medio, no hubo diferencias significativas entre control y tratamiento. Estos
resultados muestran que los medios aqui formulados son una alternativa viable
en el cultivo de Arthrospira spp. puesto que para producir un 1 kg de biomasa
seca de esta cianobacteria con medio Zarrouk se invierten $590, mientras que
con los medios formulados, aproximadamente entre $57 y $90.

Palabras clave: Arthrospira spp., fuentes nitrogenadas, agua de mar, relacion
N:P, asimilacidon de nutrientes.
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Effects of three nitrogen sources on the growth, productivity and
biochemical composition of cyanobacteria Arthrospira sp.

Author: Karla Pamela Naranjo Luna

Tutor: Blgo. Ever Dario Morales Avendafio, Ph.D.

ABSTRACT

The present study was aimed the evaluation of three nitrogenous sources, on the
growth, productivity and biochemical composition of Arthrospira spp. in
discontinuous or batch culture in seawater supplemented with a nitrogen source
(commercial grade fertlizers: 12 mM NHsNO3, 12 mM (NH4)2 SO4 y 10 mM
NH2CONHy), K2HPO4, NaHCO3, cofactors (NiSO4, NaoMoOs y FeSQOs), Zarrouk
standard medium; continuous flow of air and CO2 pulses to maintain pH (9,9 +
0,3). The results showed that the highest concentration of chlorophyll a was
observed in the culture with NH4sNOs (13,87 mg L), and the highest
concentration of biomass with (NH4)2 SO4 (2,22 + 0,01 g L"), surpassing 58,3 %
the control; and productivity of 0,28 g L-' d-'. On the other hand, the biochemical
composition varied in each treatment, thus obtaining higher production of proteins
and phycobiliproteins with NH4sNO3: 393,92 + 0,08 mg g’ and 39,39 £+ 22 mg g
1, respectively, 23,2 % less than the control; higher production of carbohydrates
with NH2CONH2: 228,69 + 0,01 mg g™, 27,8 % more than the control; and higher
lipid production with (NH4).SOa4: 276,24 + 17,24 mg g™', 9,1 % over the control.
Regarding the assimilation of nitrogen and phosphorus in the medium, there were
no significant differences between control and treatment. These results show that
the media formulated here are a viable alternative in the cultivation of Arthrospira
spp. since to produce 1 kg of dry biomass of this cyanobacterium with Zarrouk
medium, $590 are invested, while with the formulated media, approximately
between $57 and $90.

Keywords: Arthrospira spp., nitrogenous sources, seawater, N: P ratio, nutrient
assimilation.
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Efectos de tres fuentes nitrogenadas sobre el crecimiento, productividad
y composicion bioquimica de la cianobacteria Arthrospira sp.

Autora: Karla Pamela Naranjo Luna

Tutor: Blgo. Ever Dario Morales Avendafo, PhD

RESUMEN

El presente estudio tuvo como finalidad la evaluacién de tres fuentes
nitrogenadas, sobre el crecimiento, productividad y composicion bioquimica de
Arthrospira spp., en cultivos discontinuos en agua de mar suplementada con una
fuente de nitrégeno (fertilizantes grado comercial: NH4NO3 12 mM, (NH4)2S04 12
mM y NH2CONH2 10 mM), K2HPOs4, NaHCOs, cofactores (NiSO4, Na2MoOs y
FeS04), medio estandar Zarrouk; flujo continuo de aire y pulsos de CO2 para
mantener el pH (9,9 £ 0,3). Los resultados mostraron que la mayor concentracién
de clorofila a se observo en el cultivo con NHaNOs (13,87 mg L") y la de biomasa
con (NH4)2S04 (2,22 + 0,01 g L"), superando en un 58,3% al control; y
productividad de 0,28 g L' d-'. Por otra parte, la composicidn bioquimica vario
en cada tratamiento, obteniendo asi mayor produccién de proteinas y
ficobiliproteinas con NH4NOs: 393,92 + 0,08 mg g-'y 39,39 + 2,2 mg g-'; mayor
produccién de carbohidratos con NH2CONH2: 228,69 + 0,01 mg g, 27,8% mas
que el control; y la mayor produccion de lipidos con (NH4)2SO4: 276,24 + 17,24
mg g-', 9,1% sobre el control. En cuanto a la asimilacion de nitrégeno y fosforo
del medio, no hubo diferencias significativas entre control y tratamiento. Estos
resultados muestran que los medios aqui formulados son una alternativa viable
en el cultivo de Arthrospira spp. puesto que para producir un 1 kg de biomasa
seca de esta cianobacteria con medio Zarrouk se invierten $590, mientras que
con los medios formulados, aproximadamente entre $57 y $90.

Palabras clave: Arthrospira spp., fuentes nitrogenadas, agua de mar, relacion
N:P, asimilacién de nutrientes.

XV



Effects of three nitrogen sources on the growth, productivity and
biochemical composition of cyanobacteria Arthrospira sp.

Author: Karla Pamela Naranjo Luna

Tutor: Blgo. Ever Dario Morales Avendafio, PhD.

ABSTRACT

The present study was aimed the evaluation of three nitrogenous sources, on the
growth, productivity and biochemical composition of Arthrospira spp. in
discontinuous or batch culture in seawater supplemented with a nitrogen source
(commercial grade fertlizers: 12 mM NHsNO3, 12 mM (NH4)2 SO4 y 10 mM
NH2CONHz2), K2HPO4, NaHCOs, cofactors (NiSO4, Na2MoO4 y FeS0a4), Zarrouk
standard medium; continuous flow of air and CO2 pulses to maintain pH (9,9 +
0,3). The results showed that the highest concentration of chlorophyll a was
observed in the culture with NHsNOs (13,87 mg L-'), and the highest
concentration of biomass with (NH4)2 SO4 (2,22 + 0,01 g L"), surpassing 58,3 %
the control; and productivity of 0,28 g L-! d-'. On the other hand, the biochemical
composition varied in each treatment, thus obtaining higher production of proteins
and phycobiliproteins with NH4NOs: 393,92 + 0,08 mg g and 39,39 + 22 mg g
1, respectively, 23,2 % less than the control; higher production of carbohydrates
with NH2CONHz: 228,69 + 0,01 mg g'', 27,8 % more than the control; and higher
lipid production with (NH4)2SO4: 276,24 + 17,24 mg g™', 9,1 % over the control.
Regarding the assimilation of nitrogen and phosphorus in the medium, there were
no significant differences between control and treatment. These results show that
the media formulated here are a viable alternative in the cultivation of Arthrospira
spp. since to produce 1 kg of dry biomass of this cyanobacterium with Zarrouk
medium, $590 are invested, while with the formulated media, approximately
between $57 and $90.

Keywords: Arthrospira spp., nitrogenous sources, seawater, N: P ratio, nutrient
assimilation.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos procariotas Gram-negativos que tienen
la capacidad de sintetizar carbono organico a partir de carbono inorganico,
utilizando la energia luminica, proceso conocido como fotosintesis oxigénica
(Gutu & Kehoe, 2012). Poseen una morfologia simple, carecen de organulos
internos (Vincent, 2009). Ademas de un sistema altamente elaborado y
organizado de estructuras fotosintéticas, los tilacoides cianobacterianos, que
contienen clorofila a (Liberton et al., 2013). Asimismo, poseen estructuras
compuestas por ficobiliproteinas, los ficobilisomas, ubicados en la superficie
externa de los tilacoides, que mejoran la captacion de luz y la transferencia de
energia a los centros de reaccién fotosintéticos (Sukenik, Zohary, & Padisak,
2009).

Las cianobacterias al igual que otros organismos fotosintéticos, pueden
adaptarse a la intensidad y tipo de luz del medio, regulando los complejos de
pigmentos antena, los centros de reaccion fotoquimica y las enzimas de fijacién
del diéxido de carbono (CO2) para poder optimizar la absorcién y utilizacion de
la energia luminica, proceso conocido como adaptacion cromatica (Gutu &
Kehoe, 2012). Adicionalmente, pueden crecer en un amplio rango de
concentraciones de CO2, desde CO:2 en el aire hasta concentraciones
nanomolares de CO2 disueltas en medios acuosos, regulado a través del
mecanismo de concentraciéon de carbono inorganico (MCC) (Sukenik et al.,
2009).

Al igual que las microalgas, presentan requerimientos nutricionales basados en
soluciones nutritivas compuestas de sales quimicas y agua, que conjuntamente
con la energia luminica y CO2 potencian el crecimiento y produccion de biomasa.
La masificacion de estos microorganismos requiere de un alto consumo de
energia, agua y nutrientes (Singh & Sikarwar, 2014), nutrientes esenciales como
carbono, nitrégeno, fosforo, azufre, hierro, potasio, y otros, tomando en cuenta
la relacion universal de Redfield C:N:P de la composicion elemental del

fitoplancton, que indica que todos los elementos esenciales deben estar en



proporciones adecuadas y en forma quimica disponible en el medio de cultivo
(Spaargaren, 1996), proporcion que varia en relacion a la plasticidad de los

organismos fotosintéticos (Garcia et al., 2018).

Arthrospira spp. es una cianobacterias filamentosa fotosintética de interés
comercial por su rica composicidn en proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos,
lipidos, vitaminas y pigmentos, extensamente utilizada en alimentacion,
productos farmacéuticos y cosméticos (Sanchez, Bernal-Castillo, Rozo, &
Rodriguez, 2003). Su cultivo estd asociado a variables fisicas y quimicas, como
temperatura, pH, intensidad luminica y fuentes de carbono y nitrégeno, y dado
que este microorganismo habita en ambientes alcalinos y con presencia de
sales, es posible su cultivo con sales inorganicas (Ferreira, Rodrigues, Converti,
Sato, & Carvalho, 2010).

Su costo de produccién esta directamente relacionado a la composicion del
medio de cultivo empleado (sales de nitrato grado analitico), por ello, es esencial
el empleo de sustancias similares a las sales grado analitico de los medios de
cultivo estandar (Kumari, Pathak, & Guria, 2015). En consecuencia, algunos
autores han estudiado el uso de fertilizantes grado comercial principalmente urea
y sales de amonio, que contienen nutrientes esenciales como carbono, nitrégeno
y fosforo, como sustituyentes de la fuente de nitrdgeno del medio de cultivo (Ak,
Oguz, Benas, & Goksan, 2013; Muhamad et al., 2015; Sukumaran et al., 2018).

Por lo anteriormente descrito, el presente estudio pretende evaluar tres fuentes
nitrogenadas (fertilizantes: NH4NO3, (NH4)2SOs4, NH2CONH2) en el cultivo
discontinuo o batch de la cianobacteria Arthrospira spp. y determinar su
factibilidad como posible fuente alterna al NaNOs3 propio del medio de cultivo
estandar Zarrouk, con la finalidad de reducir costos de produccion, utilizando

productos de facil adquisicion en el mercado.



CAPITULOI

1.1. Planteamiento del problema

Arthrospira spp. presenta una compleja composicion bioquimica basada en
proteinas, lipidos, carbohidratos, pigmentos, minerales, vitaminas, etc.,
compuestos considerados de alto valor nutricional y con potencial
biotecnoldgico, y en consecuencia, relevantes para industrias farmacéuticas,

cosméticas, nutracéuticas, médicas y agropecuarias (Mostafa & Gawish, 2009).

La produccioén a gran escala de esta cianobacteria implica el uso de nutrientes
elementales (macro y micronutrientes) en el crecimiento, productividad y
composicion bioquimica, estos nutrientes de grado analitico presentan elevados
costos, y su uso para produccion masiva de microorganismos autétrofos hace el
proceso poco sostenible. Por esta razon, se ha evaluado el uso de diferentes
fuentes de nutrientes que cumplan con los requerimientos adecuados para la
sintesis y producciéon de metabolitos, tanto de microalgas como cianobacterias.
Dentro de esas fuentes podemos mencionar los fertilizantes, que presentan
precios asequibles en el mercado o son de facil adquisicion, asi como también

aguas residuales (Maldonado, 2014).

En consecuencia, el presente estudio busca evaluar y comparar la eficiencia de
tres fertilizantes grado comercial en medios de cultivo para Arthrospira spp.,
como una alternativa econdmica en la produccibn a gran escala de
microorganismos autétrofos sin que se vea afectado el crecimiento,
productividad y composicion bioquimica. Conocimiento que podria contribuir a
empresas nacionales (Andespirulina — MEDCU — Mertens & Aso.) en la

optimizacién de medios de cultivo para la produccion de Arthrospira spp..



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

» Evaluar el efecto de tres fuentes nitrogenadas en el crecimiento,

productividad y composicion bioquimica de Arthrospira spp.

1.2.2. Objetivos Especificos

» Evaluar el crecimiento de Arthrospira spp. medido como concentracioén de
clorofila a y tasa de crecimiento especifica (i) en cultivos discontinuos con

tres fuentes nitrogenadas.

» Cuantificar la productividad de Arthrospira spp. determinada por peso

seco en cultivos discontinuos con tres fuentes nitrogenadas.

= Determinar la composicion bioquimica en biomasa de Arthospira spp. en

cultivos discontinuos con tres fuentes nitrogenadas.

» Analizar la asimilaciéon de las fuentes nitrogenadas y fosfato en el cultivo

discontinuo de Arthrospira spp.



1.3. Justificacion e importancia

Las cianobacterias son un grupo diverso de microorganismos procariotas
capaces de realizar la fotosintesis oxigénica, con diversidad morfologica
(unicelular o pluricelular), estructural y fisioldgica que les permite adaptarse a
diferentes parametros ambientales (Rosales-Loaiza, Guevara, Lodeiros, &
Morales, 2008; Abed, Dobretsov, & Sudesh, 2009). Por esta razén, su
importancia biotecnologia como fuente en la produccion de compuestos
bioquimicos de gran valor econémico y aplicaciones en el sector farmacéutico y
nutracéutico (Nuhu, 2013), agropecuario (Sahu, Priyadarshani, & Rath, 2012;
Rincon Rodriguez et al., 2013), biorremediacién (Pilco & Viera, 2014),
biocombustibles (Pamar, Kumar, Pandey, Gnasounou, & Madamwar, 2011),

tratamiento de aguas residuales (Mezzomo et al., 2010) y bioplasticos (Torrado,
2016).

Arthrospira (Spirulina) es una cianobacteria alcaldfila filamentosa multicelular
que ha ganado el interés de la comunidad cientifica por su contenido proteico
(60-70%), de carbohidratos (15-25%), acidos grasos esenciales (18%),
minerales, vitaminas, pigmentos fotosintéticos (clorofila a, ficobiliproteinas vy
carotenoides) y polisacaridos (Mostafa & Gawish, 2009; Bhowmik, Dubey, &
Mehra, 2010; Castro et al., 2015). Por su caracteristica composicién bioquimica,
se utiliza como suplemento alimenticio para animales y humanos (Devanathan &
Ramanathan, 2012; Rincén et al., 2013), como colorante en las industrias
farmacéuticas, cosmeética y alimentaria (Marrez, Naguib, Sultan, Daw, & Higazy,
2013), biofertilizante (Albuja, Araujo, & Lopez, 2011; Garcia, 2016) y oftros.
Ademas de poseer actividad antimicrobiana (Usharani, Srinivasan, Sivasakthi, &
Saranraj, 2015), antioxidante (Pifiero, Bermejo, & Villar, 2001) e

inmunosupresora (Abed et al., 2009).

El cultivo de Arthrospira spp. requiere de un suministro de nutrientes, basado en
macronutrientes  (azufre, calcio, carbono, fésforo, hidrégeno, magnesio,
nitrogeno, oxigeno y potasio) y micronutrientes (cobalto, cobre, hierro,
manganeso y molibdeno), en concentraciones que dependen del objetivo de

estudio y de la especie estudiada (Ochoa, 2016). La relacion N:P es esencial en



los medios de cultivo puesto que mientras mas proxima se encuentre a la
composicion del microorganismo en estudio, mayor sera el crecimiento y

asimilacién de nutrientes (Gonzalez, 2010).

La produccidon a gran escala de esta cianobacteria implica una variedad de
reactivos de grado analitico que no son sostenibles para llevar a volumenes
mayores. Por tanto, algunos autores han evaluado el uso de fertilizantes de
diferente composicidén quimica para abaratar costos de produccidén, mostrando
resultados favorables en la obtencion de biomasa en relacion a medios de cultivo
estandares (Guzman-Murillo et al., 2007; Mezzomo et al., 2010; Madkour et al.,
2012; Kumari et al., 2015; Muhamad et al., 2015; Burgos-Rada, Jiménez-Forero,
& Ramirez-Merlano, 2016; Ochoa, 2016). Sin embargo, son pocos los estudios
sobre la influencia de este tipo de nutrientes en la composicion bioquimica,
crecimiento y productividad de Arthrospira spp. (Madkour et al., 2012; Muhamad
et al., 2015).

Gran parte de investigaciones realizadas estan enfocadas especificamente en
microalgas y el efecto de variaciones en las condiciones de cultivo (nutrientes,
intensidad luminica, pH, temperatura, salinidad) (Muhoz-Pefiuela et al., 2011;
Ortiz-Moreno, Cortés-Castillo, Sanchez-Villarraga, Padilla, & Otero-Paternina,
2012; Burgos-Rada et al., 2016; Ochoa, 2016; Panta, Macay, Moncayo, & Vélez,
2016; Silva-Benavides, 2016).

Esta investigacion pretende determinar el efecto de tres fuentes nitrogenadas
sobre el crecimiento, productividad y composicion bioquimica de Arthrospira spp.
El estudio esta basado en la formulacion de tres medios de cultivo constituidos
de agua de mar (micronutrientes en su composicion), suplementada con fuentes
nitrogenadas provenientes de fertilizantes grado comercial (urea, NH2CONHz;
nitrato de amonio, NH4NO3; y sulfato de amonio, (NH4)2S0O4) y NaHCOs,
compuesto fundamental en el cultivo de Arthrospira spp.; debido a que es
esencial como fuente de carbono para su crecimiento y de igual modo, contribuye
a alcalinizar el medio. Ademas del uso de K2HPOas para mantener la relacién
N:P (10:1) del medio de cultivo estandar Zarrouk (NaNO3 — K2HPO4) (Zarrouk,
1966).



1.4. Hipétesis

Hipoétesis nula (No):

El crecimiento, productividad y composicion bioquimica de Arthrospira spp. en
cultivo con diferentes fuentes nitrogenadas de grado comercial no varia en

relacion al medio de cultivo estandar Zarrouk.
Hipoétesis alternativa (Ha):

El crecimiento, productividad y composicion bioquimica de Arthrospira spp. en
cultivo con diferentes fuentes nitrogenadas de grado comercial varia en relacién

al medio de cultivo estandar Zarrouk.



CAPITULOII
2.1. Antecedentes

La cianobacteria Arthrospira (Spirulina) se encuentra disponible en el mercado
bajo diferentes especificaciones y presentaciones, como tabletas, capsulas,
polvo o liquido, y se produce en al menos 22 paises como Benin, Brasil, Burkina
Faso, Chad, Chile, Costa de Marfil, Costa Rica, Cuba, Ecuador, Espafa,
Madagascar, Myanmar, Peru, Tailandia, Togo y Vietnam. El cultivo de esta
cianobacteria fue registrado por los colonizadores espafoles desde el siglo XVI
en el lago Texcoco, México, donde los pobladores aztecas la cosechaban,
secaban al aire libre y utilizaban para la elaboracién de alimentos como tortas y
tortillas (Arias, 2010; Gomez & Gracia, 2013; Argento, Sempere, & van Lierde,
2016).

El cultivo comercial a gran escala se produjo a partir del afio 70 en México, siendo
los principales productores Estados Unidos, Japén, India y China, seguido de
Rusia, Francia, Alemania, Israel, ltalia y Espafia, que realizan estudios y

producciones significativas (Ponce, 2013).

La creciente demanda en la produccion biotecnolégica de microalgas vy
cianobacterias, ha impulsado la investigacion y desarrollo de nuevas formas y
medios de cultivo para aumentar la obtencion de compuestos de interés
comercial, como aquellos basados en fertilizantes grado comercial, por su facil

disponibilidad en el mercado y bajos costos (Guzman-Murillo et al., 2007).

Acién et al. (2012) enuncian en su estudio que el mercado de biomasa microalgal
produce 5 kt afio! con un costo de produccion de $25 000 t'. Por ejemplo, la
astaxantina (carotenoide) producida por la microalga Haematococcus pluvialis
presenta un tamafo de mercado de $200 millones afio-!, con un precio de $2
000 kg' (Acién, & Molina-Grima, 2013), Actualmente, se estima que la
produccién anual de Arthrospira spp. es de aproximadamente 3000 ton por parte
de China, India, EE.UU., Myanmar y Japén (Spolaore, Joannis-Cassan, Duran,
& Isambert, 2006; Priyadarshani & Rath, 2012).



De, Chaudhury & Bhattacharyya (1999), estudiaron el efecto de fuentes
nitrogenadas grado comercial (fosfato de amonio dibasico, nitrato de sodio,
nitrato de amonio y cloruro de amonio) en la acumulacién de acido y-linolénico
en Spirulina platensis. Los resultados mostraron que el fosfato amonio dibasico
es la fuente nitrogenada mas adecuada para el crecimiento de S. platensis, con
un aumento en el contenido de acido y-linolénico (35,5 + 0,13%, p/p) a
concentraciones bajas de nitrégeno (0,041 g de N L"), comparable al control con
nitrato de sodio (31,2 + 0,23%, p/p). Ademas el contenido de lipidos en biomasa
seca fue de 12,2 + 0,03%, p/p para fosfato de amonio dibdsico, mientras que

para nitrato de sodio, 14,1 £ 0,012%, p/p.

Vieira et al. (2001) estudiaron el uso de diferentes concentraciones (10 — 30 — 50
mM) de fuentes de nitrégeno grado comercial (cloruro de amonio, fosfato acido
de amonio, nitrato de amonio, urea y sulfato de amonio) en un fotobiorreactor
aireado, con temperatura a 30°C, iluminacién de 1900 lux y fotoperiodo 12 h-luz
/ 12 h-oscuridad, durante un periodo de 672 h. La maxima produccion de
biomasa se produjo en el medio control con nitrato de sodio (10 mM: 1,559 g L-
130 mM: 1,992 g L-'; 50 mM: 1,628 g L"), seguido de nitrato de amonio (10 mM:
0,993 gL ")y urea (10 mM: 0,910 g L").

Avila-Leon et al. (2012) evaluaron el efecto de diferentes tasas de dilucion (0,04
- 0,44 d-1) y concentraciones de urea (0,5 — 5 mM) en el crecimiento, parametros
cinéticos, composicion de biomasa y eliminacion de nitrégeno en el cultivo
continuo de Arthrospira platensis. Los mejores resultados fueron observados con
5 mM de urea, obteniendo una concentracion maxima de biomasa en estado
estacionario de 1,415 g L', sin embargo, el contenido de proteinas disminuyo y
aumento en relacion a la tasa de dilucion (18,6 - 70,9%). La asimilacion de

nitrégeno alcanzd el 99% en estado estacionario.

Bezerra et al. (2013) estudiaron el efecto del uso combinado de CO2 puro y CO2
liberado de la fermentacion alcohdlica, urea como fuente de nitrégeno
combinado e intensidad luminica (60 — 120 — 240 ymol fotén m-2 s-') en cultivo
en batch en un fotobiorreactor tubular como alternativa factible y barata para

cultivar Arthrospira platensis. El tipo de fuente de carbono no mostré influencia



en los parametros de cultivo; la intensidad luminica (120 pymol m=2 s1) y la
sustitucion de nitrato de sodio por urea no presentaron diferencias significativas
en la concentracidn celular y productividad, 2968 + 24g m3y 428 + 40 g m3 d-!
—2960 £ 35gm3y425+59 gm3d’ respectivamente.

Cruz-Martinez et al. (2015) evaluaron el crecimiento y composicion bioquimica
de Arthrospira (Spirulina) platensis en un fotobiorreactor tubular usando nitrato
de amonio como fuente de nitrégeno en cultivo en batch, obteniendo resultados
favorables en la maxima concentracién celular, productividad y rendimiento de
biomasa sobre nitrégeno de 4710 + 34,4 mg L-1,478,9 +3,8 mg L-'d'y 15,87

0,13 mg g, respectivamente.

Los resultados aqui descritos sugieren que es posible utilizar fertilizantes
agricolas grado comercial como fuentes de nitrdgeno alternativas al uso de
nitrato de sodio en el cultivo de Arhtrospira spp., con el fin de disminuir el costo
de produccion que implica el uso de diferentes sales en medios de cultivo

estandar.
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2.2. Marco teérico

2.2.1. Generalidades de las cianobacterias

Las cianobacterias son un grupo diverso de procariotas fotosintéticos que han
existido desde aproximadamente 3,5 mil millones de afos, jugando un papel
importante en la acumulacién de oxigeno en la atmosfera primaria de la Tierra y
permitiendo de esta manera el desarrollo de formas de vida aerdbicas
(Chaurasia, 2015). Fueron los antecesores evolutivos de plastidios vegetales
(cloroplastos), que se transformaron en un organulo celular por endosimbiosis
en algas y plantas superiores (Vothknecht & Westhoff, 2001; Kulasooriya, 2011).
Ademas, participaron en la captura de carbono a traveés del ciclo reductivo de
pentosa fosfato o ciclo de Calvin-Benson-Bassham; y el ciclo del nitrogeno
mediante la incorporacion de nitrégeno en la bioma (Flores & Herrero, 2005;

Parmar, Singh, Pandey, Gnansounou, & Madamwar, 2011).

Estos microorganismos contribuyen con aproximadamente el 30% de oxigeno
liberado a la atmdsfera terrestre por afio a través de la fotosintesis oxigénica
(Peleato, 2011). La fotosintesis oxigénica es un proceso que tiene lugar en dos
etapas: (i) reacciones en luz: la energia luminica se convierte en energia
quimica, proporcionando un reductor bioquimico (NADPH2), un compuesto de
alta energia (ATP) y oxigeno molecular (O2), teniendo como donador de
electrones una molécula de agua (H20), y (ii) reacciones en oscuridad: el
NADPH2 y ATP se emplean en la reducciéon de diéxido de carbono (CO2) en
materia organica (carbohidratos) (Garcia-Pichel, 2009; Masojidek, Torzillo, &
Koblizek, 2013).

Este proceso tiene lugar en las membranas tilacoides de procariotas y eucariotas
fotosintéticos (Wollman, Minai, & Nechushtai, 1999). En condiciones aerobicas,
las cianobacterias utilizan el fotosistema |y ll, mientras que en condiciones
anaerdbicas, utilizan el fotosistema |. Son microorganismos fotoautdtrofos
mayormente, aunque algunas especies pueden ser heterotrofas, asimilan
glucosa como fuente de carbono y energia, en oscuridad (Singh, Tiwari, Rai, &
Mohapatra, 2011).
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Las cianobacterias se encuentran en una amplia gama de entornos, tanto en
ambientes acuaticos como terrestres (Rodriguez & Triana, 2006). Al ser
organismos versatiles, ostentan una diversidad morfolégica (unicelular o
pluricelular), estructural y fisiolégica, que les permite adaptarse a diferentes
parametros ambientales (Rejmankova, Komarek, & Komarkova, 2004; Rosales-
Loaiza et al., 2008; Abed et al., 2009), llegando a ocupar habitats con niveles
extremos de disponibilidad de oxigeno (O2) o diéxido de carbono (CO2),
humedad, luz, radiacién solar (300 — 700 nm), salinidad y temperatura
(Rodriguez & Triana, 2006; Sompong, Anuntalabhochai, Cutler, Castenholz, &
Peerapornpisal, 2008; Shevela, Pishchalnikov, & Eichacker, 2013). Se
encuentran entre los organismos mas exitosos en ambientes altamente salinos
(Whitton & Potts, 2012).

Presentan requerimientos de crecimiento, como: energia luminica [radiacidn
fotosintéticamente activa, por sus siglas en inglés, PAR (400 — 700 nm)], diéxido
de carbono y nutrientes inorganicos, para poder llevar a cabo sus funciones
metabodlicas celulares (Parmar et al., 2011), estas a su vez se encuentran
fuertemente influenciadas por la disponibilidad de nutrientes (Oliver, Whitton,
Hamilton, Brookes, & Ganf, 2012). EI PAR es la radiacion solar que pueden
utilizar los organismos por medio de la fotosintesis y que puede ser expresada
como densidad de flujo fotdnico fotosintético (umol fotdon m2 s') (Wandji,
Espinar, Blanc, & Wald, 2015), es el factor principal y limitante de la eficiencia de

los cultivos de organismos fotosintéticos (Vonshak, 2002).

Las cianobacterias presentan diferentes respuestas a la limitaciéon de nutrientes,
pudiendo clasificarse en respuestas generales y especificas. Las respuestas
generales son consecuencias de tensiones ocasionadas por el cese de la
actividad anabdlica (acumulacion de carbohidratos, reduccion del rendimiento
fotosintético, reduccion del contenido celular, aumento de la tasa de absorcion
especifica del nutriente limitante). Mientras que las respuestas especificas son
todos aquellos procesos de aclimatacion a las limitaciones de nutrientes
(modificacion de las funciones metabdlicas vy fisiolégicas para compensar la
restriccion de nutrientes) (Schwarz & Turpin, 1991; Forchhammer, 2005; Oliver
etal., 2012).
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Algunos fototrofos oxigénicos tienen la capacidad de sintetizar aminoacidos para
la produccion de proteinas; carbohidratos (almidén, azicares y, polisacaridos en
forma de glucogeno como estrategia frente a condiciones adversas, la
degradacién de glucogeno proporciona carbono y energia a la célula); lipidos en
forma de glicerol, acidos grasos poliinsaturados (w-3 y w-6) y y-linolénico;
minerales, pigmentos fotosintéticos (Chir a, ficobiliproteinas (c-ficocianina, c-
ficoeritrina y aloficocianina) y carotenoides (B-caroteno, equinenona vy
mixoxantofila)), vitaminas y sustancias antioxidantes (de Loura, Dubacq, &
Thomas, 1987; Hahn & Schleiff, 2014; Rosales, Vera, Aiello-Mazzarri, & Morales,
2016).

Por lo anteriormente expuesto se explica su importancia biotecnolégica como
fuente en la produccion de compuestos bioquimicos de gran valor econdémico y

con aplicaciones en varias industrias.

2.2.2. Estructura celular de las cianobacterias

Normalmente la célula cianobacteriana se presenta externamente rodeada por
una cubierta fibrosa, el glucocaliz, asociada a la membrana externa, enriquecida
con carbohidratos y cumpliendo la funcién de proteger a la célula de la
desecacion y en la pérdida y retencidn de nutrientes esenciales (Gantt, 2004).
Posee una envoltura similar a la pared celular de las bacterias Gram-negativas,
diferenciandose por la presencia de una capa de peptidoglicano mas gruesa,
comparable a las bacterias Gram-positivas (Durai, Batool, & Choi, 2015). La
pared celular incluye la presencia de lipopolisacaridos (LPSs) en la membrana
externa, esenciales para la supervivencia, contribuyendo a la estabilidad e
integridad de la membrana y constituyendo el primer sistema de defensa de la

célula (Gemma, Molteni, & Rossetti, 2016).

La envoltura celular consta de membrana externa, capa de peptidoglicano,
membrana plasmatica o citoplasmatica, y en algunos casos, ciertas especies
pueden presentar la capa S o capa superficial. La capa S es una matriz cristalina
formada por una unica proteina de tipo glicoproteina (representa el 15% del

contenido proteico de la célula) que cubre la superficie de la célula (Hahn &
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Schleiff, 2014), cumpliendo la funcién como capa protectora o participando en la

adhesidén y reconocimiento celular (Hoiczyk & Hansel, 2000).

La capa de peptidoglicano otorga proteccion mecanica y por su rigidez,
determina la forma de la célula. Tanto la membrana externa como plasmatica,
poseen complejos proteicos (canales o complejos transportadores) que
favorecen el paso de solutos y moléculas pequefias por medio de las
membranas. La membrana externa estd compuesta principalmente por
lipopolisacaridos y proteinas, y en menor medida de carotenoides y lipidos
(Gantt, 2004).

La membrana plasmatica por consiguiente, esta constituida sustancialmente por
lipidos, proteinas y carotenoides. Los carotenoides en las membranas no
fotosintéticas presentan dos funciones importantes en la célula, como:
estabilizante, al aumentar la tolerancia osmoética de las membranas,
disminuyendo la permeabilidad al agua; y como barrera, al proteger a los lipidos
(acidos grasos insaturados) de la membrana de las especies reactivas de
oxigeno. Las membranas de las cianobacterias poseen dos tipos de lipidos:
fosfoglicerolipidos y galactolipidos (Woitzik, Weckesser, & Jurgens, 1988; Hahn
& Schleiff, 2014).

Dentro de los lipidos que se encuentran incorporados en las membranas de las
células cianobacterianas tenemos: acidos saturados: estearico (C18:0), laurico
(C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0); acidos omega (w) 3: a — linolénico
(C18:3n3c); acidos omega (w) 5: miristoleico (C14:1n5); acidos omega (w) 6:
linoleico (C18:2n6c¢), y-linolénico (C18:3n6¢); acidos omega (w) 7: palmitoleico
(C16:1n7); y acidos omega (w) 9: oleico (C18:1n9c); la composicién de acidos
grasos dependera del habitat donde se encuentran o cultivan las células (Hahn
& Schleiff, 2014).

Las membranas fotosintéticas, los tilacoides, se encuentran formando un
sistema intracelular de doble membrana que alberga los constituyentes
involucrados en captacion y utilizacion de la energia luminica, donde se genera
NADP* (Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato) y ATP (Adenosin Trifosfato)

para la sintesis de carbohidratos a partir de CO2 (Rast, Heinz, & Nickelsen,
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2015). Los tilacoides se encuentran en la membrana plasmatica de forma
paralela, radial o en pequefias pilas desordenadas, su disposicion depende de
la especie y del estado fisioldgico, y se encuentran formando un compartimento
cerrado y separado dentro de la célula (Garcia-Pichel, 2009; Battchikova & Aro,
2014).

Sobre la superficie externa estromal de la membrana tilacoidal, se encuentran
los ficobilisomas en hileras (Tandeau, 2003; Gantt, 2004; Stadnichuk,
Krasilnikov, & Zlenko, 2015), estructuras supramoleculares que cumplen la
funcion de antenas de recoleccién de luz. Estos complejos supramoleculares se
encuentran constituidos por tres clases de polipéptidos: ficobiliproteinas,
polipéptidos enlazadores y proteinas asociadas al ficobilisoma (Sidler, 2004), la
composicion varia en funcion de la especie de cianobacteria y de las condiciones
ambientales, como: disponibilidad de nutrientes, intensidad luminica y
temperatura (Mdrschel, 1982; Sidler, 2004).

Las ficobiliproteinas representan aproximadamente el 40 — 50% del contenido
total de proteina soluble de la célula (Schluchter & Glazer, 1999; Colyer,
Klinkade, Viskari, & Landers, 2005). Los colores brillantes de estos polipéptidos
se deben a la presencia de grupos prostéticos de tetrapirrol lineales unidos por
enlaces covalentes, conocidos como ficobilinas (Glazer, 1994; Stadnichuk et al.,
2015). En cianobacterias, se distinguen tres tipos de ficobiliproteinas: ficocianina
(610 — 625 nm, pigmento azul oscuro), aloficocianina (650 — 660 nm, pigmento
verde azulado) y ficoeritrina (490 — 570 nm, pigmento rojo) (Pandey, Pandey, &
Sharma, 2013; Khazi, Demirel, & Dalay, 2018).

2.2.3. Inclusiones celulares

» Granulos de glucdégeno: localizados en el citoplasma entre las
membranas tilacoidales y que almacenan carbono (compuestos de
polimeros de glucosa) (Lee, 2008; Belay, 2013).
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» Granulos de lipidos: proximos a la superficie celular, fuente de lipidos
para la sintesis de las membranas (Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez,
2006).

» Granulos de cianoficina: copolimeros de arginina y acido aspartico que

almacenan nitrégeno (Colyer et al., 2005).

= Cuerpos de polifosfato: cuerpos esféricos presentes en células adultas
y ausentes en células en crecimiento o en medios con déficit de fosfato, que
almacenan fosfato (Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006; Sotiroudis &
Sotiroudis, 2013).

= Carboxisomas: organulos intracelulares especializados que forman
micro-compartimientos compuestos completamente por proteinas y que
encapsulan las enzimas anhidrasa carbénica (CA) y ribulosa-1, 5-bifosfato
carboxilasa / oxigenasa (RubisCO). Estos organulos desempefan un papel
central en el ciclo global del carbono, al formar parte del mecanismo de
concentracion de CO2 que consiste en un sistema de transporte activo de
adquisicion de carbono inorganico. Entre las especies mas relevantes de
carbono inorganico tenemos, CO2 disuelto y el HCOs (Rae, Long, Badger, &
Price, 2013).

» Vesiculas de gas: estructuras huecas localizadas en los espacios
intertilacoidales, apiladas hexagonalmente y con extremos conicos, que
ayudan a la flotabilidad y motilidad del organismo (Kulasooriya, 2011; Belay,
2013).

2.2.4. Fisiologia nutricional

2.2.4.1. Nitrégeno

Las diferentes fuentes de nitrdgeno combinado del medio natural, como: NOgz-,
NO2- y NHs4* (nitrogeno inorganico); NH2CONH2 y aminoacidos (nitrégeno

organico) o nitrégeno atmosférico (nitrogeno molecular), son asimiladas vy
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transformadas intracelularmente en NH4*, a excepcién del NHs4* que entra
directamente a formar compuestos celulares (Florencio, 1999; Sakamoto &
Bryant, 2001).

El NH4* es la forma de nitrégeno inorganico mas reducida y por ende, predilecta
por los fototréfos oxigénicos debido a que es energéticamente favorable (la
reduccién de NO3z a NO2 y de NO2 a NH4* puede consumir aproximadamente el
30% de los electrones producidos durante la oxidacién fotosintética del agua)
(Sakamoto, Inoue-Sakamoto, & Bryant, 1999), al ser asimilado directamente y
transformado en compuestos Utiles, su utilizacion restringe el uso de ofras
fuentes alternativas mediante la disminucién de enzimas asimiladoras de
nitrogeno y la inhibicion de los sistemas de transporte de nitrégeno, proceso

conocido como “control global de nitrégeno” (Herrero et al., 2001).

El NH4* tiende a transformarse en NH3 en medios con temperatura y pH elevados
(a pH 7,0 predomina el nitrdgeno en forma de ion amonio mientras que a pH 10,0
el amoniaco), compuesto toxico en altas concentraciones para microorganismos
fotosintéticos (Konig et al., 1987). Concentraciones elevadas de 15 -16 mM de
amoniaco en el medio pueden tienden a inhibir el crecimiento vy
consecuentemente, provocan la muerte celular (Ferreira et al., 2010). Por lo
tanto, el suministro de diferentes fuentes de nitrdgeno en un medio de cultivo
debe ser controlada debido a que su exceso o bajos niveles pueden conducir a

la inhibicion del crecimiento (Converti et al., 2006).

EI NHs es una pequefa molécula sin carga que en medios alcalinos es facilmente
asimilable por los microorganismos, debido a que se difunde relativamente facil
a través de las bicapas lipidicas (permeable al amoniaco mientras que
impermeable a iones de amonio) impulsado por el gradiente de pH. Ademas, la
temperatura es un factor que influye en la disponibilidad de nitrégeno en el
medio, debido a que altas temperaturas pueden conducir a la perdida por emision
de gases cuando las sales inorganicas se hidrolizan a NH3 en el medio
(Boussiba, Resch, & Gibson, 1984; Carvalho, Bezerra, Matsudo, & Sato, 2013).

Las formas NO3 y NO2" se asimilan y reducen en el interior de la célula a NH4*

mediante la accion de las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa,
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respectivamente (Flores & Herrero, 2005). La forma NH2CONH2 se hidroliza a
NH4* y CO2 en medios alcalinos o por accion de la enzima ureasa, enzima
dependiente de niquel (Sakamoto & Bryant, 2001). La ureasa es una enzima
constitutiva que no ésta regulada por compuestos que poseen nitrégeno y que
participa en el ciclo de la urea, el cual asocia las reacciones anabdlicas y
catabdlicas con el objetivo de asignar carbono y nitrdgeno a los compuestos
metabolicos (Allen et al., 2011).

Dentro del grupo de las cianobacterias, se encuentran especies capaces de fijar
N2 y reducirlo a NH4* (cianobacterias diazotroficas), aunque existen ciertas cepas
de cianobacterias no diazotroficas que pueden realizar dicha accién, en ausencia
de células especializadas (heterocisto) (Esteves-Ferreira et al., 2017). La fijacidén
de N2 y reduccion a NH4" es una reaccion metabdlica energéticamente costosa

y catalizada por la enzima nitrogenasa (Stal, 2015).

El amonio intracelular producto de la asimilacion de compuestos constituidos de
nitrdogeno, se incorpora a los esqueletos carbonados a través de la ruta
Glutamina Sintetasa-Glutamato 2-Oxoglutarato Aminotransferasa (ruta GS-
GOGAT) (Chaffin & Bridgeman, 2014; Esteves-Ferreira, Inaba, Fort, Arauvjo, &
Sulpice, 2018).

El control de la ruta GS-GOGAT es dependiente de ATP, Fe y NADH
(equivalentes reductores) y eficiente a bajas concentraciones de NH4* (Brown &
Herbert, 1977; Esteves-Ferreira et al., 2018), esta ruta es esencial para mantener
los niveles intracelulares de diferentes metabolitos, principalmente cuando se
generan cambios en las condiciones nutricionales de las cianobacterias. La
enzima Glutamina Sintetasa (GS) ademas de catalizar la incorporacion de ATP
de NHs4* a glutamato, formando glutamina, es fundamental dado que participa
en la sintesis de proteinas y actua como donador de grupos amida en la
biosintesis de amino azucares, pirimidinas y purinas en la mayoria de los

microorganismos (Florencio, 1999; Eisenberg, Gill, Pfluegl, & Rotstein, 2000).

La enzima Glutamato 2-Oxoglutarato Aminotransferasa (GOGAT) cataliza el
transporte de un grupo amida de glutamina a 2-oxoglutarato (2-OG), liberando

dos moléculas de glutamato, las aminotransferasas pueden transferir los grupos
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amino desde el glutamato a otras cadenas principales de carbono para la
formacion de aminoacidos (Flores & Herrero, 2005; Esteves-Ferreira et al.,
2018).

La enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) se encuentra presente en
diferentes grupos de cianobacterias, cataliza la sintesis de glutamato a partir de
amonio y 2-OG, reaccion dependiente de NADH (Nicotinamida Adenina
Dinucleétido, forma reducida). La ausencia de esta enzima no afecta la
asimilaciéon de nitrégeno y el crecimiento exponencial (Rangel, Gémez-Baena,
Lépez-Lozano, Diez, & Garcla-Fernandez, 2009). El 2-OG es la cadena de
carbono necesaria para la asimilacion de nitrégeno e intermediario en el ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) (Steinhauser, Fernie, & Arau, 2012).

2.2.4.2. Carbono

El metabolismo del carbono en cianobacterias esta constituido por una serie de
reacciones bioquimicas que comprende una red compleja: el ciclo de Calvin-
Benson-Bassham (CBB), glucdlisis, via de la pentosa fosfato (PP) y el ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) también conocido como ciclo de Krebs o acido citrico.
Esta red permite que las células conviertan el carbono inorganico (CO2) y
carbono organico (glucosa, xilosa, acetato) en precursores metabdlicos para la
produccion de biomasa (Xiong et al., 2015).

Las cianobacterias desempefian un rol importante en el ciclo global del carbono,
mediante la generacion de Oz y agotamiento de CO2 (Cameron, Sutter, & Kerfeld,
2014). El mecanismo de concentracion de CO2 (CCM) consta de tres sistemas
de transporte activo de HCOs3 y dos sistemas de absorcion de CO2 [carbono
inorganico (Ci)] conjuntamente con la asociacion de complejos especializados
(Price, Badger, Woodger, & Long, 2008). Estos sistemas se encuentran en la
membrana plasmatica y membrana tilacoidal, y ayudan a la acumulacion de

HCO:s en el citoplasma de la célula (Badger & Price, 2003).

El carboxisoma contiene a la enzima ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa /
oxigenasa (RubisCO) y anhidrasa carbdnica carboxisémica (CA), la CA convierte

el HCOs contenido en el citoplasma en COg2, proporcionando elevadas
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concentraciones de COz2 entorno a la RuBisCO (principal enzima fijadora de COz2)
y en consecuencia, aumentando significativamente la fijacion de carbono (Price
et al., 2008; Durall & Lindblad, 2015). La absorcién de Ci requiere de fuentes de
energia como ATP, NADPH o ferredoxina reducida o el acoplamiento a un

gradiente electroquimico de Na* (Badger & Price, 2003).

La fijacion de Ci se realiza a través del ciclo de Calvin-Benson-Bassham
mediante la RubisCO, en dos reacciones: i) carboxilacion: cataliza la fijacién de
CO2 mediante ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP) y su conversién a una forma
organica, 3-fosfoglicerato (3-PG)); y ii) oxigenacion: utiliza O2 y RuBP para
producir 3-fosfoglicerato (3-PG) y 2-fosfoglicolato (2-PG) (Rae, Long, Whitehead,
et al., 2013). El 2-PG se convierte en glicolato y puede ser metabolizado en la
fotorrespiracion, via del glicerato o por descarboxilacion (Durall & Lindblad,
2015).

Las cianobacterias también pueden degradar carbohidratos a través de la via
glucolitica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), via oxidativa de la pentosa Fosfato
(OPP), via de la fosfocetolasa (PC) y via Entner-Doudoroff (ED) (Chen et al.,
2016; Xiong et al., 2015).

Las vias EMP, OPP, PC y ED, se encuentran asociadas al ciclo de CBB para
convertir la energia y carbono de una forma mas eficiente y como estrategia de
gestidon de energia. Ademas, las cianobacterias poseen varias versiones del ciclo
del TCA, ciclo que sirve para la produccion de 2-oxoglutarato (precursor en la
asimilacién de amonio) y presenta dos funciones: i) oxida unidades de dos
carbonos derivadas de la acetil coenzima A (CoA) que genera COz2 y la forma
reducida dinucle6tido de adenina de nicotinamida (NADH), que proporciona los
electrones para el proceso de fosforilacion oxidativa y metabolitos precursores
(oxaloacetato, 2-oxoglutarato (2-OG) y en algunos casos, succinato) para la
biosintesis de compuestos celulares (aminoacidos, proteinas, acidos grasos,
entre otros) (Zhang & Bryant, 2011; Steinhauser et al., 2012).

Durante afios, se considero al ciclo del TCA incompleto debido a la ausencia del
complejo funcional 2-oxoglutarato deshidrogenasa, que convierte el 2-

oxoglutarato en succinil-CoA y este a su vez, se convierte en succinato a través
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de succinato-CoA ligasa. Sin embargo, estudios recientes han determinado que
el ciclo del TCA se puede completar mediante derivaciones metabdlicas: (i)
derivacién de 2-oxoglutarato descarboxilasa (2-OGDC, (ii) derivacion del acido
y-aminobutirico (GABA) y (ii) derivacion de glioxilato, las tres derivaciones
resultan en la sintesis de succinato (donador de electrones para la fosforilacion
oxidativa) (Steinhauser et al., 2012; Esteves-Ferreira et al., 2018).

Estas variantes del ciclo del TCA otorgan adaptabilidad ambiental a las
cianobacterias, por ejemplo, la via GABA desempefia un papel clave en la
tolerancia celular al estrés acido, térmico y oxidativo, y la derivacion de glioxilato
permitiendo que la cianobacteria asimile acetato como fuente de carbono y

energia (Steinhauser et al., 2012).

El metabolismo del carbono permite un flujo estable a los componentes celulares
importantes (proteinas, lipidos, acidos nucleicos, etc.), sin embargo, ha
evolucionado en respuesta a las variaciones ambientales para la sobrevivencia
de las células. Tal adaptabilidad evolutiva se refleja en diversas estrategias
metabdlicas, como: uso de compuestos de almacenamiento de carbono
(glucégeno, polihidroxibutirato, etc.), versatiidad bioenergética (las
cianobacterias pueden energizarse mediante la fotosintesis oxigénica y la
respiracion) que les permite cambiar hacia modos fotoautotroficos,

fotomixotroficos o fotoheterotréficos (Xiong, Cano, Wang, Douchi, & Yu, 2017).

No solo el metabolismo del nitrégeno esta implicado en las respuestas a los
factores ambientales, sino que el mecanismo de concentracion de CO2 también
juega un papel importante desde la fotosintesis hasta la sintesis de metabolitos
(Esteves-Ferreira et al., 2018). Ademas, ambos metabolismos se encuentran
funcionalmente conectados por el metabolito 2-OG, precursor de la ruta GS-
GOGAT, que es convertido en succinato en la ruta del acido y-aminobutirico
(GABA) (Schwarz, Orf, Kopka, & Hagemann, 2014; Zhang, Qian, Chang,
Dismukes, & Bryant, 2016).
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2.2.4.3. Fosforo

El fosfato desempefna tres funciones importantes en la célula: da forma vy
estructura a los componentes celulares; fuente de energia (ATP), energia
almacenada directamente en el interior de la célula mediante la conversion a
polifosfato o indirectamente por medio de la generacion de carbohidratos;
portador de informacion, proporciona informacién (sefales ambientales e
internas) y respuestas adaptativas (Dignum, Matthijs, Pel, Laanbroek, & Mur,
2005).

Las limitaciones de fésforo en las cianobacterias generan cambios en el tamafio
de la célula, coloracién de la célula (blanqueamiento-clorosis), lisis celular,
fosforilacion, fotoinhibicidn, etc., de la misma forma estos microorganismos
presentan estrategias de sobrevivencia: (i) reducciéon o regulacion de tasas
fisiologicas (tasa de crecimiento — composicion bioquimica), (ii) compensacion
de limitacién de nutrientes (uso de depdsitos de fosfato) y (iii) adquisicion o
desarrollo de sistemas de captacion eficientes de formas quimicas alternativas
de fésforo (Florencio, 1999; Dignum et al., 2005).

La restriccion de fosfato es un limitante del crecimiento de microorganismos
fototrofos puesto que su sistema de membranas interno, tilacoides, consisten en
gran parte de fosfolipidos, por lo tanto, la falta de disponibilidad de fosfato
repercutiria en el funcionamiento de los fotosistemas, y este en consecuencia,
en la fijacién de carbono mediante la fotosintesis (acumulacién de lipidos) (Hahn
& Schleiff, 2014).

2.2.4.4. Hierro

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento celular, forma parte de
proteinas fundamentales en la catalisis de reacciones involucradas en la
fotosintesis, respiracién, fijacion y asimilacion de nitrégeno, sintesis de

fotopigmentos y sintesis de ADN (Wang et al., 2010).

Una de las manifestaciones mas significativas de la limitacion de Fe en
cianobacterias es la clorosis, por lo que, ante una restriccion, las enzimas que

poseen este elemento en su composicion para la asimilacion de nitrogeno
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pueden degradar las reservas de ficobiliproteinas y emplearlas como fuente de
nitrogeno (Wilhem, 1995). Aunque algunas especies han mostrado respuestas
adaptativas como: sustitucion de proteinas que contienen hierro por homélogos
funcionales que no lo contienen (e. g. ferredoxina reemplazada por flavodoxina,

aceptor de electrones en la fotosintesis) (Carr & Mann, 2004).

El hierro es un elemento involucrado en diversos procesos fisiologicos pero
existe poca informacién sobre la influencia, requisitos y disponibilidad en
Arthrospira spp. (Belay, 2013).

2.2.5. Género Arthrospira

Arthrospira ubicado anteriormente dentro del género Spirulina, es una
cianobacteria procariota Gram-negativa filamentosa no heterocistica
perteneciente a la familia Oscillateriaceae que incluye 15 diferentes especies y
crece en medios alcalinos y ambientes calidos (Gutiérrez-Salmean, Fabila-
Castillo, & Chamorro-Cevallos, 2015; Cuellar-Bermudez et al., 2017).

Una de las caracteristicas morfolégicas principales del género, es la disposicion
de tricomas cilindricos multicelulares en una hélice abierta. Los tricomas estan
compuestos por células cilindricas mas cortas que amplias (diametro medio de
8 um) en una variedad de formas, encontrandose solitarios, envueltos en una
delgada capa, mostrando constricciones en las paredes transversales mas o
menos pronunciadas y apices levemente o absolutamente atenuados (Ali &
Saleh, 2012). Las paredes transversales a menudo se encuentran
enmascaradas por numerosas vesiculas de gas. Los filamentos poseen una
longitud variable (aproximadamente 100 — 200 ym) y diametro de 6 — 12 ym, las
dimensiones de la célula, el grado de enrollamiento y la longitud de los filamentos

varia con relacion a la especie (Sotiroudis & Sotiroudis, 2013).

2.2.6. Composicion bioquimica

Arthrospira posee un contenido en proteinas alrededor del 60 — 70% de su peso

seco, proporcion excelente en relacion a los alimentos de origen vegetal que
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poseen un 35%, carne de animales y pescado 15 — 25%, leche en polvo 35%,
huevos 12%, granos 8 — 14% vy leche entera 3% (Henrikson, 2009). Contiene
proteinas de alto valor nutricional, debido a la presencia de aminoacidos
esenciales en su composicion (leucina, valina, isoleucina, metionina, cisteina,
etc.), los que representan cerca de la mitad del contenido proteinico (Marrez,
Naguib, Sultan, Daw, & Higazy, 2014; Gutiérrez-Salmean et al., 2015). Dentro de
las proteinas que posee Arthrospira, se encuentran las ficobiliproteinas (C-
ficocianina y aloficocianina). Las ficocianinas representan alrededor del 15 — 25%

de la biomasa seca (Sotiroudis & Sotiroudis, 2013).

La fraccion lipidica representa del 5 — 10% del peso seco (Gutiérrez-Salmean et
al., 2015), siendo los principales lipidos los fosfatidil glicerol (PG), monogalactosil
diacilglicerol (MGDG) vy sulfoquinovosil diacilglicerol (SQDG) (Sotiroudis &
Sotiroudis, 2013). Los acidos grasos constituyen la mitad de la composicion
lipidica, principalmente los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs, por sus siglas
en inglés) como: acidos w-3: estearidonico, eicosapentaenoico y
docosahexaenoico, acidos w-6: araquiddnico, linoleico, y-linolénico (Habib,
Parvin, Huntington, & Hasan, 2008); acidos w-9: oleico; y acidos saturados:
palmitico (Koru, 2012; Sotiroudis & Sotiroudis, 2013).

Los carbohidratos constituyen el 15 — 25% del peso seco de Arthrospira spp.,
conteniendo carbohidratos como: glucosa, fructuosa, sacarosa, glicerol, manitol
y sorbitol, en pequenas cantidades; casi todos los carbohidratos asimilables
poseen glucosamina (1,9% del peso seco), ramnosamina (9,7%) o glucégeno
(0,5%). El fosfato de mesoinositol (fuente de fésforo organico e inositol) es el
unico carbohidrato importante en nutricidn, presente en cantidades suficientes y
el cual es ocho veces mayor que el contenido de inositol de la carne de res y

mucho mayor que algunas verduras (Falquet, 2006).

El contenido de acidos nucleicos es de aproximadamente 4 — 6% de peso seco
(Falquet, 2006). La vitamina B12 (cianocobalamina) se encuentra presente en
mayor proporcion, por lo general, se encuentra solo en alimentos de origen
vegetal. Ademas, hay presencia de provitamina A (B-caroteno), vitamina B1

(tiamina), B2 (riboflavina), B3 (nicotinamida), B6 (piridoxina), B9 (acido fdlico),
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vitamina C, vitamina D y vitamina E (Habib et al., 2008; Aouir, Amiali, Bitam,
Benchabane, & Raghavan, 2017; Shabana, Gabr, Moussa, EI-Shaer, & Ismaiel,
2017).

Arthrospira es una fuente rica en potasio, calcio, cromo, cobre, hierro, magnesio,
manganeso, fésforo, selenio, sodio y zinc, su contenido mineral es dependiente
del medio de cultivo (Habib et al., 2008). La concentracién de hierro es
sustancialmente mas elevada que los cereales (150 — 250 mg kg-' y 580 — 1800
mg kg', respectivamente), a la vez estas cianobacterias no presentan pericarpo
como los alimentos de origen vegetal, por lo que, no presentan oxalatos que
quelan el hierro y disminuyen su capacidad de absorcion (Gutiérrez-Salmean et
al., 2015). La cantidad de calcio, fésforo y magnesio es comparable a la leche,

con la excepcidén de que el exceso de fosforo no produce descalcificacion
(Falquet, 2006).

2.2.7. Aplicaciones

Historicamente Arthrospira ha sido utilizada como complemento alimenticio por
su contenido en aminoacidos, proteinas, minerales, vitaminas, etc., los antiguos
habitantes de Tecnochtitlan (Ciudad de México) la denominaron tecuitlatl, que
era colectada como lodo azul, secada al sol y consumida en forma de pan.
Mientras que los pobladores de Kanem y Lac en Chad (Africa), la denominaron
dihé, la consumian y vendian en forma de biscocho (Ramirez-Moreno & Olvera-
Ramirez, 2006).

La principal aplicacion de Arthrospira ha sido como suplemento alimenticio para
animales (aves, peces, crustaceos, etc.) y humanos, como: polvo, tabletas,
capsulas, sustituto de harinas, en pastas, bebidas, entre otros (Henrikson, 2009;
Hosseini, Shahbazizadeh, Khosravi-Darani, & Mozafari, 2013; Torres, Parra,

Rojas, Fernandez-Gémez, & Valero, 2014).

Mariey, Samak, & Ibrahem (2012) reportaron en su estudio que gallinas
ponedoras alimentadas con “Spirulina” mejoraron su rendimiento reproductivo y

productivo; y Zahroojian, Moravej, & Shivazad (2013) observaron que el color de
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la yema de huevo mejor6 estéticamente comparado al control (gallinas

alimentadas con trigo y soya).

En acuacultura, se utiliza “Spirulina” como sustituto parcial de harina de pescado
en la dieta del langostino Penaeus monodon para mejorar el crecimiento,
inmunidad y viabilidad (Sivakumar, Sundararaman, & Selvakumar, 2018); para
reducir enfermedades en peces (Ragap, Khalil, Mutawie, & Mutawie, 2012);
como aditivo en la alimentacion de la larva del camardn Litopenaeus schmitti

(Ceballos, Cerecedo, Villarreal, Galindo Lopez, & Pérez-Jar, 2007).

En medicina, Arthrospira presenta una serie de metabolitos con importantes
propiedades farmacoldogicas como: actividad antimicrobiana (El-Baz, EI-
Senousy, EI-Sayed, & Kamel, 2013; Chakraborty, Jayaswal, & Pankaj, 2015),
antioxidante (Pleonsil, Soogarun, & Suwanwong, 2013), anticancerigena
(Konickova et al., 2014; El Sadek et al., 2017; Jiang et al., 2017), antitumoral
(Wang & Zhang, 2016), antiinflamatoria (Quader, Islam, Saifullah, Majumder, &
Hannan, 2013), hiperlipidemica y antihipertensiva (Torres-Duran, Ferreira-
Hermosillo, & Juarez-Oropeza, 2007; Memije-Lazaro, Blas-Valdivia, Franco-
Colin, & Cano-Europa, 2018). Ademas, los extractos de “Spirulina” se destacan
como ingrediente activo en productos de dermocosmética (Delsin, Mercurio,
Fosaa, & Campos, 2015).

El-Sheekh, Hamad, & Gomaa (2014) investigaron el efecto hepatoprotector e
hipolipidémico de Arthrospira (Spirulina) en ratas y humanos, demostrando que
el tratamiento con Arthrospira spp. disminuye los niveles de hiperlipidemia
mediante la correccion del perfil lipidico y el aumento de lipoproteinas de alta
densidad. Concordando con el trabajo realizado por Bashandy et al. (2011) que
evaluaron el efecto hepatoprotector e hipolipidémico de Arthrospira (Spirulina)
platensis en ratas administradas con cloruro de mercurio (HgCl2), obteniendo
resultados significativos en la reduccion de la hepatotoxicidad inducida por HgCl2
y modificando el perfil lipidico a través de las propiedades antioxidantes de

Arhtrospira spp..

Wang & Zhang (2016) en su estudio “Caracterizacion y actividad antitumoral de

hidrolizados de proteina de Arthrospira platensis (Spirulina platensis) usando
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hidrdlisis en dos etapas”, demostraron la capacidad antitumoral de los péptidos
de Arthrospira spp., ademas de su baja citotoxicidad, por lo que sugieren su uso

en nutracéuticos y productos farmacéuticos.

Sagara et al. (2017) evaluaron el efecto de extractos no proteicos de Arthrospira
spp. sobre la neurotoxicidad causada por la acumulacién de hierro en el cerebro
in vitro, obteniendo resultados favorables en la proteccion de las células

neuronales contra los trastornos neurodegenerativos.

Juszkiewicz et al. (2018) analizaron la respuesta del sistema inmune a la
suplementacion con extracto de “Spirulina’ en individuos expuestos a ejercicio
fisico maximo, concluyendo que el extracto puede proteger a los atletas contra
un déficit de la funcién inmune y prevenir el deterioro del mismo, asociado al

ejercicio extenuante.

Appel et al. (2018) demostraron que el extracto polisacarido de alto peso
molecular de Arthrospira platensis (Immulina®) ademas de poseer efectos
potenciadores del sistema inmunologico, también exhibe propiedades
antiinflamatorias e inhibicion de histamina de los mastocitos (respuesta

inflamatoria alérgica).

Medina-Jaritz et al. (2011) en su estudio sobre “Actividad antimicrobiana de
extractos acuosos y metandlicos de Arthrospira maxima” mostraron que los
extractos acuosos presentaron actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris y Candida albicans, excepto Bacillus
subtilis, mientras que los extractos metandlicos contra todos los

microorganismos utilizados en el ensayo.

Arthrospira spp. es considerado un biosorbente muy eficiente en el tratamiento
de aguas residuales (Dolatabadi & Hosseini, 2016; Zinicovscaia, Yushin,
Shvetsova, & Frontasyeva, 2018); y como un excelente fertilizante por ser
amigable con el medio ambiente (Albuja et al., 2011; Aung, 2011; Anitha,
Bramari, & Kalpana, 2016).
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2.2.8. Cultivo

2.2.8.1. Intensidad luminica

Uno de los principales factores determinantes en el cultivo de Arthrospira spp.
es la luz, dado que al ser un organismo fotosintético, utiliza la luz como fuente
de energia (Vonshak, 2002). Por lo tanto, se han realizado numerosos estudios
para determinar el efecto de la intensidad luminica sobre el crecimiento y
composicion bioquimica de Arthrospira spp. Por ejemplo, Zarrouk (1966) evaluo
diferentes factores fisicos y quimicos, entre ellos la intensidad luminica, en el
crecimiento de Spirulina maxima; Kumar, Kulshreshtha, & Singh (2011)
evaluaron diferentes rangos de temperatura e intensidad luminica en Arthrospira
(Spirulina) platensis; Trabelsi et al. (2009) determinaron el efecto de la
temperatura e intensidad luminica en el crecimiento y produccion de sustancias

poliméricas extracelulares de Arthrospira platensis.
2.2.8.2. Diodos emisores de luz (luz LED)

El uso de luces LED en laboratorio se ha vuelto una tendencia popular, Markou
(2014) evalud el efecto de diferentes diodos emisores de luz (blanco, verde,
rosado Yy rojo) sobre la composicion bioquimica de Arthrospira, obteniendo asi,
con LED rojo y rosado mayor produccién de biomasa (30,89 y 30,69 mg L' d").
Sin embargo, el contenido de biomasa se vio modificado por la influencia de la
diferencia de longitudes de ondas de luz, mayor contenido de clorofila (1,42 %),
ficocianina (17,6 = 2,4 %), carbohidratos (11,3 %) y lipidos (6 %) con LED azul y
mayor contenido de proteinas (50,1 y 49,8 %) con LED blanca y verde. Se
atribuye la mayor concentracién de pigmentos fotosintéticos a la capacidad de
los mismos para absorber diferentes longitudes de onda, por otro lado, el proceso

de adaptacion de los compuestos de la biomasa aun no es claro.

Asi mismo, otros autores (Madhyastha & Vatsala, 2007; Wang, Fu, & Liu, 2007;
Ravelonandro, Ratianarivo, Joannis-Cassan, lIsambert, & Raherimandimby,
2008; Chen et al., 2010) han estudiado el efecto de las luces LED en el cultivo
de microorganismos fotosintéticos, obteniendo resultados similares o

contradictorios. Dicha contradiccion se sugiere puede deberse al cambio en el
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color de la luz empleados en la iluminacion de los cultivos (Furmaniak et al.,
2017).

2.2.8.3. Radiacion ultravioleta (UV)

Las cianobacterias han desarrollado mecanismos de defensa como: cambios en
la flotabilidad de los tricomas o su rotacion, reparacion de ADN dafado, sintesis
de proteinas, muerte celular programada y sintesis de compuestos absorbentes
de UV (aminoacidos-micosporina y el alcaloide indol escitonemina) (Wu et al.,
2005; Moon, Kim, & Chung, 2012; Rastogi et al., 2014). También es importante
mencionar que a temperatura 6ptima de crecimiento, los dafios causados por la
luz UV son pequenfios, visibles a exposiciones prolongadas (hasta 8 horas) y
resultan en la formacion de estructuras helicoidales mas estrechas. Este cambio
en su morfologia aumenta la tolerancia a condiciones de elevada radiacion
(Furmaniak et al., 2017; Gao & Ma, 2008).

2.2.8.4. Salinidad

Arhrospira es una cianobacteria alcalofila haldfila que crece en ambientes
naturales en un rango de salinidad de 1.1 a 300 g L', mientras que en laboratorio
de 85 a 200 g L' (Furmaniak et al., 2017). Se han evaluado diferentes
concentraciones de salinidad para determinar un mayor rendimiento en la
obtencion de biomasa (Almahrouqi et al., 2015; Kouhgardi, Moazami, Ghorbani-
Vaghei, & Maghsoudloo, 2015; Quintero et al., 2016) para tales estudios se han
utiizado medios de cultivo como medio Zarrouk (Zarrouk, 1966), Spirulina
Medium (Aiba & Ogawa, 1977), Schiésser (Schiésser, 1982) y Paoletti (Paoletti,
Pushparaj, & Tomaselli, 1985), que contienen una cantidad sustancial de sales

y Su composicion varia ligeramente.
2.2.8.5. Fuente de nitrogeno

Las cianobacterias del género Arthrospira se cultivan en medios que tienen como
fuente principal de nitrdgeno, KNO3 o NaNOs, no obstante, hay registros de
numerosos estudios con fuentes de nitrodgeno diferentes y baratas. La urea es
una forma de nitrdgeno combinado muy estudiada, debido a su facil adquisicion

y su bajo costo en el mercado. Sin embargo, su uso a elevadas concentraciones
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tiende a volverse toxico danando el fotosistema Il y en condiciones alcalinas, se
convierte a amoniaco, resultando negativo debido a su perdida en forma de gas
(Carvalho, Francisco, Almeida, Sato, & Converti, 2004; Ferreira et al., 2010;
Avila-Leon et al., 2012).

Asi mismo, se ha estudiado el efecto de la privacion de nitrégeno en medios de
cultivo, Deschoenmaeker et al. (2014) estudiaron el efecto de la falta de
nitrogeno en Arthrospira spp. cepa PCC 8005, observando la presencia de
estrategias de supervivencia como: reprogramacién global del carbono y
nitrogeno, degradacion de proteinas y cianoficina como fuente enddégena de

nitrdgeno cuando el nitrdgeno exdgeno es limitado, entre otras.
2.2.8.6. Fuente de carbono

Otro componente importante en el cultivo de Arthrospira es la fuente de carbono,
generalmente, una mezcla de carbonato y bicarbonato, sales que contribuyen a
elevar el pH del medio (Markou & Georgakakis, 2011). Los organismos
fotosintéticos durante el cultivo asimilan bicarbonato y liberan carbonato, este
producto conduce al aumento progresivo del pH y en consecuencia, disminuyen
la eficiencia fotosintética y detienen el crecimiento, este proceso se evita con la
suplementacion de pulsos de COz, suficientes para mantener el pH en un rango
optimo (Soletto et al., 2008).

ElI COz2 es el producto de emisién de los procesos industriales, que se libera a la
atmosfera y contribuye al efecto invernadero, este producto podria ser utilizado
en las granjas de cultivo de microorganismos fotosintéticos, capaces de captar
luz y fijar CO2, aportando de esta forma a la reduccion de la contaminacién
ambiental (Maeda, Owada, Kimura, Omata, & Karube, 1995; Matsudo, Bezerra,
Converti, Sato, & Carvalho, 2011). Ademas, la biomasa obtenida puede utilizarse
para obtener gases energéticos como biohidrogeno y biometano mediante la

combustion, gasificacién o procesos de fermentacion anaerébica (Cheng et al.,
2011).
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2.2.8.7. Cultivo en interiores y exteriores

El cultivo de organismos fotosintéticos ha sido ampliamente estudiado para
determinar un proceso de obtencion de biomasa mas econdmico a escala
industrial (Ranganathan, Amal, Savithri, & Haridas, 2017). Entre los sistemas de
cultivo mas utilizados a nivel industrial tenemos: fotobiorreactores (sistemas
cerrados) que permiten controlar las condiciones de cultivo (pH, intensidad de la
luz, suplementacion de COz2, contaminacion), y estanques al aire libre (sistemas
abiertos) (Chisti, 2007; Apel & Weuster-Botz, 2015).

Dentro de los sistemas abiertos, los estanques o raceway son los sistemas mas
utiizados para el cultivo masivo de organismos fototréficos, debido a su
moderado costo de construccion y mantenimiento (Schenk et al., 2008). Sin
embargo, factores ambientales como la intensidad de la luz, temperatura y
riesgos de contaminacion influyen en el rendimiento de la produccién de biomasa

(Naqqiuddin, Sukumaran, Alimahrougi, Omar, & Ismail, 2015).

Los raceways son estanques construidos en concreto o tierra compacta y
revestidos con plastico, con una profundidad no mayor a 30 cm y sistema de
mezclado (rueda de paletas, bombas y airlifts) para permitir la exposicion de las
células a la radiacion solar y CO2 (Shen, Yuan, Pei, Wu, & Mao, 2009). Algunas
de las grandes industrias que cuentan con este sistema de cultivo son:
Cyanotech (EE.UU.), Earthrise Farms (U.S.), Inner Mongolia Biological
Engineering (China), Nature Beta Technologies (Israel), Parry Agro Industries
(India) y Tianjin Lantai Biotechnology (China) (Walker, Purton, Becker, & Collet,
2005).

La cianobacteria Arthrospira a diferencia de las microalgas, tiene mayor
tolerancia a crecer en condiciones ambientales extremas, por ello, es adecuada
para cultivo a nivel industrial (Naqqiuddin et al., 2015). La produccion industrial
de Arthrospira ha existido durante afos en paises como Australia, China, Chad,

India, Israel, Japon, Malasia y Myanmar (FAO, 2016).
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2.2.9. Fertilizantes en el cultivo de cianobacterias

Los fertilizantes agricolas grado comercial se emplean como estrategia
alternativa a medios de cultivos estandares, con el propésito de disminuir los
costos de produccién sin afectar los valores nutricionales de los
microorganismos fotosintéticos (Sipauba- Avares, Donadon, Berchiell, &
Scardoeli, 2017).

Los fertilizantes inorganicos son factibles debido a que estan ampliamente
disponibles en el mercado, presentan menores costos, se disuelven facilmente,
poseen una composicion definida (contenido en nitrégeno y fésforo,
principalmente) y mantienen un pH moderado en el medio (Tew, Conroy, &
Culver, 2006). Algunos autores han evaluado el uso de fertilizantes agricolas en
el cultivo de organismos fotosintético, obteniendo resultados significativos en el
crecimiento, productividad y composicion bioquimica (Madkour et al., 2012;
Kumari et al., 2015; Muhamad et al., 2015; Burgos-Rada et al., 2016; Silva-
Benavides, 2016).

2.2.10. Ciclo de vida

La divisiéon celular de Arthrospira ocurre por fision binaria en tres etapas, de

forma intercalar multiple a lo largo del filamento o tricoma (Tomaselli, 2002;
Sanchez et al., 2003; Ali & Saleh, 2012)

1) Fragmentacion del tricoma: rotura del tricoma por destruccion de
una célula intercalar, de sacrificio o de lisis (necridio). Las necridias son
células especializadas unicas, que permiten la fragmentacion del tricoma
con la formacién de segmentos cortos u hormogonias.

2) Crecimiento: los segmentos cortos u hormogonios crecen
longitudinalmente y toman la forma helicoidal.

3) Maduracion del tricoma: formacién de células de necridio.
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2.2.11. Estado del género

Arthrospira fue reportada primera vez por Stizenberger (1852), a partir del cual
muchas especies de este género han sido descritas y aisladas, aunque su
clasificacion taxondmica ha sido fuente de confusién por muchos afios (Muhling,
2000).

Geiter (1932) en su revision sobre Cyanophyceae, invalido el género Arthrospira
e incluyo todas las especies con estructura enrollada helicoidal dentro del género
Spirulina, establecido por Turpin (1827). Una caracteristica adicional que
ocasiond confusion en la distincion de estos géneros fue la ocurrencia de
tricomas rectos en cultivos de Arthrospira (Muhling, 2000; Sili, Torzllo, &
Vonshak, 2012).

La aparicion de tricomas rectos de Arthrospira se observan con frecuencia en
laboratorio y en cultivos en masa, sugiriendo que el cambio en la estructura
helicoidal a una forma recta puede deberse a periodos prolongados de
aclimatacién o estrés ambiental (limitacion de la disponibilidad de nutrientes y
luz, alteracién de los niveles de oxigeno y dioxido de carbono) (Chaiyasitdhi et
al., 2018); caracteristica que advierte una mayor capacidad de supervivencia. La
composicion bioquimica y propiedades nutricionales no se ven perjudicadas por
la alteracion de las forma de los tricomas (Hongsthong et al., 2007; Sili et al.,
2012).

Rippka, Deruelles, Waterbury, Herdman, & Stanier (1979) sugirieron la revision
de ambos géneros en base a técnicas avanzadas, concluyendo asiuna distincion
en la ultraestructura, basada en la observacion de una fila de poros alrededor del
tricoma en las paredes transversales de Arthrospira, y varias filas de poros en el

sitio concavo de la espiral de las pares transversales del tricoma de Spirulina.

La separacion de los géneros Arthrospiray Spirulina ha sido convenida por varios
autores (Rippka et al., 1979; Rosemarie Rippka, Waterbury, & Stanier, 1981;
Anagnostidis & Komarek, 1988) y acepada en el Manual de Bacteriologia
Sistematica de Bergey (Castenholz, Rippka, & Herdman, 1989). Aceptaciéon

basada en caracteristicas como tamario y helicidad del tricoma, estructura de la
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pared celular y patron de poros, vesiculas de gas, patrén de disposicién de las
tilacoides, motilidad y fragmentacién de los tricomas, contenido de GC vy
oligonucledtidos del ARNr 16S (Vonshak, 2002).

Actualmente, aun existe confusion en la denominacion cientifica de Arthrospira,
manifestada en la literatura y por la comercializacién de productos bajo el nombre
incorrecto de Spirulina. Sin embargo, Tomaselli, Palandri, & Tredeci (1996) para
resolver este desacierto sugirieron usar la denominacion taxondémicamente
correcta en libros y revistas cientfficas, y en productos comerciales, el nombre
comun “Spirulina” siempre que se especifique el nombre correcto del organismo
cultivado (Muhling, 2000).
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CAPITULO Il

3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Microorganismo

Se utilizé la cianobacteria Arthrospira spp., proveniente del banco de cepas de
microalgas y cianobacterias del Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del
Centro de Investigacion en Biologia de la Universidad de Santiago de
Compostela (CIBUS), y conservada y cultivada en el Laboratorio de Quimica

Ambiental de la Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Guayaquil (UG).

3.1.2. Diseno experimental

El disefio consistio de un arreglo factorial de 3x3 (ires repeticiones por cada
tratamiento y control), con un total de 18 unidades experimentales; donde el
factor evaluado fue la fuente de nitrégeno (Tabla 1). Los ensayos fueron llevados

a cabo individualmente.

Se utilizé el medio estandar Zarrouk (Zarrouk, 1966) como control y medios
formulados con fertilizantes agricolas como tratamientos; mismo que se

describen a continuacion en el apartado, preparacion de medios de cultivo.

Tabla 1. Disefo experimental del estudio: factor evaluado y variables respuesta.

Factor evaluado

Medios de cultivo Fuente de Réplicas Variable respuesta
nitrégeno
Control NaNOs 3 Clorofila a
Tratamiento 1 NHsNOs 3 Tasa de crecimiento
Control NaNOs 3 especfifica
Tratamiento 2 (NH4)2S04 3 Peso seco
Control NaNO3 3 Productividad
Tratamiento 3 NH2CONH: 3 Composicion bioquimica
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3.1.3. Preparacion de medios de cultivo

Medio estandar Zarrouk

Inicialmente, se prepard una solucion stock de micronutrientes disueltos en agua
destilada, tal y como se describe en la Tabla 2; llevada a esterilizacién en
autoclave a 121°C por 15 min. En base a esta solucién y a los macronutrientes
descritos en la Tabla 2, se preparé 1 L de medio de cultivo, y el pH ajustado a
9,9 + 0,2; el bicarbonato de sodio (NaHCO3) se disolvi6 en agua destilada y
esterilizado por separado para evitar la precipitacién de las sales. La solucién de
micronutrientes se agregd Iluego de esterilizadas las soluciones de

macronutrientes.

Tabla 2. Constitucion del medio de cultivo estandar Zarrouk (Zarrouk, 1966).

Sales mM

Solucion de macronutrientes
NaHCOs 214 .4
NaNOs 29.4
K2HPO4 2.9
K2SO4 5.7
NaCl 17.1
MgS0a4.7 H20 0.8
CaCl2.2 H20 0.5
FeS04.7 H20 0.04
EDTA 0.3

Solucion de micronutrientes 1 mL
H3BOs 0.046
MnCl2.4 H20 0.009
Zn S04.7 H20 0.0008
Na2MoOs4 0.00009
CuS04.5 H20 0.0003

Medios de cultivo con fertilizantes

Se prepararon soluciones stock de cada fuente nitrogenada, disueltos en agua
de mar filtrada estéril, previo analisis fisicoquimico (Anexo 1), de cada solucién

stock se tomd un volumen especifico para obtener una concentracion final en el
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medio de cultivo de 12 mM de NHsNOs3, 12 mM de (NH4)2SOs4 y 10 mM de
NH2CONHo.

Adicionalmente, se agregd (Tabla 3) bicarbonato de sodio (NaHCOs3) como
fuente de carbono inorganico para el crecimiento de Arthrospira spp.; con la
adicion de bicarbonato, el pH alcanza medio alcalino; el pH de los medios de
cultivo tendia a ser acido (pH 5 — 6) debido a la presencia de los fertilizantes; y
fosfato de potasio dibasico (K2HPO4) como fuente de fésforo para mantener la
relaciéon N:P 10,1 del medio de cultivo estandar Zarrouk (Zarouk, 1966). Ademas
de los cofactores: sulfato de niquel (NiSO4), molibdato de sodio (Na2MoOs) y
sulfato de hierro (FeSOa4), para permitir el correcto funcionamiento de la actividad
enzimatica. Previamente, se prepararon soluciones stock de K2HPOs vy

cofactores (NiSO4, Na2MoO4 y FeS0O4) en agua de mar filtrada estéril.

Los medios de cultivo y soluciones stock de fertilizantes, K2HPO4 y cofactores
fueron preparados con agua de mar filtrada estéril para evitar la precipitacion del
fosforo causada por la esterilizacion en autoclave; sin embargo, aun asi una
parte del fésforo tendia a precipitar. El pH de los medios de cultivo se ajusté con
NaOH 1N a 10,1 £ 0,2.

Tabla 3. Constitucion de medios de cultivo en agua de mar suplementados con

fertilizantes agricolas (1 L).

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3

Composicion mM Composicion mM Composicion mM
NaHCOs 47,6 NaHCO3 47,6 NaHCOs 47,6
(NHs)NOs* 12 (NH4)2S04* 12 NH.CONH2* 10
K2HPO4 1,2 K2HPO4 1,2 K2HPO4 1
NazMoO4+**  0,00009 NazMoO+**  0,00009 NiSO4+** 7x107
FeSO4** 0,04 FeSO4+** 0,04 pH 10,1
pH 10,1 pH 10,1

* = fuente nitrogenada
** = cofactor catalizador de conversién de compuestos de nitrégeno

3.1.4. Condiciones de cultivo de Arthrospira spp.

El crecimiento de Arthrospira spp. se realiz6 mediante el sistema de cultivo

discontinuo o batch, fotoautotréficamente en fotobiorreactores por triplicado de
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200 mL de capacidad con un diametro de 41 mm, con suministro de flujo continuo
de aire y adicion de pulsos de CO2 para mantener el pH (9,9 * 0,6), temperatura
de 30°C; irradiancia de 51,3 pmol fotdn m-2 s*; ciclo circadiano 12 h luz/ 12 h
oscuridad. Previo al comienzo de los ensayos, la cepa fue aclimatada en botellas

de 500 mL a las condiciones de experimentacion (Garcia, 2011; Alvarez, 2016).
3.1.5. Determinacién de clorofila a

El contenido de clorofila a se determind diariamente siguiendo la metodologia
propuesta por Talling & Driver (1963) modificado por Alvarez (2016): 1 mL de
muestra de cultivo, se centrifugaron a 17100 g por 15 min a 4°C y el
sobrenadante obtenido se descarto. Al pellet se le adicion6 1 mL de metanol al
95% (v/v) y se sonico a 20 kHz durante 30 s, las muestras se almacenaron a 4°C

por 24 horas y se centrifugaron a 17100 g por 10 min a 4°C.

El extracto metandlico se leyd en espectrofotometro a densidad éptica de 665

nm; la concentracion de clorofila a se determind mediante la Ecuacion 1:
Ecua. 1. Cla(mg L™) = DOyss 1y X 13.9

Donde, DO es igual a densidad 6ptica (665 nm) y 13,9 es una constante.
3.1.1. Determinacion de tasa de crecimiento especifica y

La velocidad o tasa de crecimiento especifica (u = dia™!) se determind a partir de
los datos se concentracién diaria de clorofila a de cada muestra, empleando la
Ecuacién 2, propuesta por Arredondo & Voltolina (2007).

_ In(N;—N;)
try—ty

Ecua. 2.

Donde N1y Nzrepresentan la concentracion de clorofila a en los tiempos t1y te.
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3.1.2. Determinacién de peso seco en biomasa

Se empled el método de Zhu & Lee (1997) que consistio en utilizar filtros de fibra
de vidrio Whatman® GF/F de 47 mm de diametro y 0,7 um de diametro de poro.
Los filtros se secaron en estufa a 90°C durante 24 h, colocados en un desecador
con SiO2 (para evitar que los filtros adquieran humedad) y pesados en balanza
analitica. Registrado los pesos, los filtros se devolvieron al secador y se procedio
a filtrar 10 mL de cultivo de cada uno de los controles y tratamientos. Las sales
presentes en los medios de cultivo se eliminaron por adicion de 10 mL de
HCO2NH4 0,5 mM (Formiato de Amonio) durante el filtrado.

Los filtros se secaron en estufa a 80°C por 24 h y pesados en balanza analitica.
El peso seco se obtuvo de por diferencia entre el filtro con la muestra filtrada

seca y el peso del filtro seco.

3.1.3. Evaluaciéon de composicion bioquimica

3.1.3.1. Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determiné al final del ensayo, por el método de
Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall (1951) modificado por Herbert, Phipps, &
Strange (1971). Se centrifugaron 10 mL de cultivo, elimind el sobrenadante y al
pellet se adiciond 2 mL de NaOH 1N, mezclado y llevado a bafo termostatado
de 95 — 100°C durante 45 min. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura

ambiente por 15 min y centrifugadas a 3800 g por 15 min.

Se transfirieron 100 pL de sobrenadante a tubos de ensayo (por triplicado); para
preparar el blanco se reemplaz6 la muestra por agua destilada y se procedio al
igual que el tratamiento de las muestras: a los 100 yL de sobrenadante se
adicionaron 400 uL de agua destilada, 300 uL de NaOH 1N, agitados en vértex,
se anadieron 2 mL de solucién Cu-Tartrato saturada (50 mL de Na2COs al 5% +
2 mL de CuSOs4 al 0,5% disuelto en tartrato de sodio potasio al 1%), se mezcld y
dejo reaccionar por 10 min. Se agregaron 400 pL de Folin Ciocalteu diluido (v/v),

mezclado inmediatamente y dejado 30 min a temperatura ambiente.
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Las muestras se leyeron en espectrofotdmetro a 750 nm contra el blanco. La
concentracion de las muestras se obtuvo por medio de la ecuacion de la recta
obtenida de la curva patron de ASB (Anexo 2) y los valores de la lectura

espectrofotométrica de las muestras.

3.1.3.2. Determinacion de ficobiliproteinas

El contenido de ficobiliproteinas no se pudo determinar por métodos

convencionales, a continuacion se describen los métodos utilizados:

. Método de Bennett & Bogorad (1973): se centrifugd 5 mL de
muestra de cultivo a 17100 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se
elimind y al pellet se afadié 6 mL de buffer salino fosfato (NasPOs 0,01 M
— NaCl 0,15 M, pH 7,0) y llevado a 4°C por 24 h. Posteriormente, las
muestras se sometieron a un proceso de congelacion y descongelacién
por un periodo minimo de tres veces y centrifugarona 17100 g durante 15

min a 4°C.

. Método de extraccion de ficobiliproteinas con glicerol: 15 mL
de cultivo se centrifugaron a 4000 rpm por 15 min, el sobrenadante se
descarté y al pellet se le adiciond 4 gotas de glicerol. Las muestras se
agitaron en vortex para una completa homogenizacién y llevadas a
congelacién durante 1 h, luego, se descongelaron, afiadieron 4 mL de
agua destilada y llevadas al vortex. Las muestras fueron sometidas a
congelaciéon y descongelacion hasta extraccion de ficobiliproteinas
(Morales, 2012).

. Sonicacién prolongada a 4°C: 10 mL de cultivo se centrifugaron
a 8000 rpm por 15 min, agregaron 4 mL de agua destilada fria y sonicaron
durante 5 min a 4°C. La muestra se centrifuga y utiliza el sobrenadante
para la cuantificacion de ficobiliproteinas en espectrofotometro
(Betancourt, 1997).

. Congelacion y descongelacion a 4°C: se centrifugaron 10 mL de

cultivo a 8000 rpm por 15 min y agregaron 4 mL de agua destilada fria, las

muestras se someten a choque osmoético (congelacion y descongelacion)
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tres veces sucesivas a 4°C, se centrifugaron y el sobrenadante se utilizd
para determinar el contenido de ficobiliproteinas de la biomasa
(Betancourt, 1997).

. Extraccion de ficobiliproteinas con soluciones de extraccion:
a la biomasa humeda obtenida por centrifugacion a 8000 rpm durante 15
min se aplican soluciones de extraccion, en este estudio se ensayaron dos
soluciones por separado (cloruro de sodio 0,15 M; cloruro de calcio 0,17
M). Las muestras se homogenizaron en vortex, almacenaron por 24 h,

centrifugadas y el sobrenadante leido en espectrofotdmetro (Betancourt,
1997).

El contenido de ficobiliproteinas (ficocianina (PC), aloficocianina (APC) y
ficoeritrina (PE)) en biomasa se determinaron por espectrofotometria a las
densidades Opticas de 560, 615 y 652 nm, la concentracidon de, utilizando las

Ecuaciones 3, 4 y 5, detalladas en el método de Bennett & Bogorad (1973):

DO g45-0.474 (DO g5,)

Ecua. 3. PC (ugL™") = S

Ecua. 4. APC (pgL™)= DO 652 'O:gg (DOg15)

PE (ng L'1) _ DO sgp -0.241 (PC) -0.849 (APC)

Ecua. 5. 562

Entre los métodos descritos, cabe mencionar que por congelacion vy
descongelacion reiterada, se extrajo el contenido de ficobiliproteinas pero no es
su totalidad, por tal motivo, en base a estudios realizados con Arthrospira spp.
por Ferreira (2015) y Alvarez (2016), que obtuvieron concentraciones de
ficobiliproteinas entre 9 — 11 % del contenido proteico, se obtuvo un factor de
conversion que ayudo en la determinacion de la concentracion de

ficobiliproteinas.
3.1.3.3. Determinacion de carbohidratos

La determinacion de carbohidratos se realizd al final del ensayo, por el método
de Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith (1956): 1 mL de muestra de cultivo
se centrifugd a 17100 g durante 15 min a 4°C, se desecho el sobrenadante y el
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pellet fue resuspendido en 1 mL de NaOH 1N, llevado a agitacion en vortex,

sonicado 30 s a 4°C y centrifugado a 17100 g por 15 min a 4°C.

Se transfirieron 100 pL de sobrenadante a tubos de ensayo de vidrio (por
triplicado) y agregaron 900 uL de agua destilada (dilucion 1:10); para preparar el
blanco se reemplazd la muestra por agua destilada, y se procedio de la siguiente
forma tanto para el blanco como las muestras: se afadieron 25 pyL de fenol al
80% (v/v), se agité en vortex y agregaron 2,5 mL de H2SO4 concentrado, se agitd

inmediatamente en vortex, y dejo enfriar a temperatura ambiente durante 30 min.

Las muestras se leyeron en espectrofotdmetro a 485 nm contra el blanco. La
concentracion de carbohidratos en biomasa se obtuvo por medio de la ecuacién
de la recta obtenida de la curva patron de glucosa (Anexo 3) y los valores de la

lectura espectrofotométrica de las muestras.

3.1.3.4. Determinacion de lipidos

Se extrajo los lipidos de la biomasa, al final del ensayo, segun Bligh & Dyer
(1959): 15 mL de cultivo se centrifugaron a 3000 g por 10 min, descarté el
sobrenadante y al pellet adiciond 3 mL de metanol y 1,5 mL de cloroformo. La
mezcla se sonicé 2 min en frio y agitdé 30 s en vortex; muestra protegida de la
luz. Luego de 20 min a temperatura ambiente, se centrifugd a 3900 g por 10 min
y el sobrenadante se conservé y agregé 1,5 mL de cloroformo y 1,5 mL de agua
destilada, y agitd en vortex hasta homogenizacion. Se centrifugdé a 3900 g por 5
min, la fase acuosa (superior) se retird con pipeta Pasteur y a la fase organica
se adicion6 0,5 mL de acetona para eliminar material traza del agua, y evaporo

a 37°C por 24 h y re-suspendié en 1 mL de cloroformo.

El método de carbonizacion simple de Marsh & Weinstein (1966) se utilizd para
la determinacion espectrofotométrica de lipidos: 200 pyL de muestra repartida por
triplicado en tubos de ensayo de vidrio, se evaporaron, adicionaron 2 mL de
H2SOa4 concentrado y llevados a carbonizacion simple por 15 min a 200°C; el
blanco consistié de 2 mL de H2S04 concentrado. Los tubos se enfriaron en frio
y anadieron 3 mL de agua destilada, agitado en vortex y vueltos a enfriar en

refrigeracion.
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La concentracion de lipidos en biomasa se determind espectrofotométricamente
a 375 nm; muestras leidas antes de 2 h. La concentracién de lipidos en biomasa
se obtuvo por medio de la ecuacién de la recta obtenida de la curva patron de
tripalmitina — cloroformo (Anexo 4) y los valores de la lectura espectrofotométrica

de las muestras.

3.1.4. Determinacion de concentracion de amonio (NH4*), nitrato (NO3),
urea (NH2CONH:) y fosfato (PO4%) en sobrenadante

Se determind los compuestos de nitrégeno (NH4*, NO3-, NH2CONH2 y PO43) por
medio del equipo, Fotometro Lovibond MD600/MaxiDirect, siguiendo los
protocolos establecidos en el manual del equipo, con sus respectivos kits de
materiales y reactivos. La concentracion de NH4" se midio en base al método de
indofenol, que consiste en la reaccion del amonio con silicato alcalino en
presencia de cloro formando un complejo de indofenol verde — azul (Bolleter,
Bushman, & Tidwell, 1961), y los resultados expresados en mg L' de NH4*; el
contenido de NOsz, por el método del acido cromotropico (West &
Ramachandran, 1966): los iones nitrato reaccionan en presencia de acido
sulfurico formando acido nitrico, producto de reaccién se forma un complejo

coloreado amarillo, resultados expresado en mg L-' de NOs".

Por otro lado, la NH2CONH2 se determind por el método ureasa — indofenol
(McCarthy, 1970), la ureasa disocia la urea generando CO2 y NH3, el NH3
reacciona con salicilato e hipoclorito para formar un complejo indofenol verde,

resultados expresados en mg L-' de NH2CONH_.

Finalmente, los PO+ se determinan por el método del acido
fosfovanadomolibdato amarillo (Misson, 1908), el PO43- reacciona con molibdato
de amonio en presencia de vanadato de amonio para formar

fosfovanadomolibdato amarillo, resultados expresados en mg L-' de PO43-.

43



3.1.5. Analisis estadisticos

El andlisis estadistico y los graficos se efectuaron con el programa Prism version
8.0a de GraphPad Software, Inc®. Se realizé6 un andlisis de varianza (ANOVA)
de una via y el test de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05 para
evaluar las diferencias entre tratamientos y con el control. Los resultados se

presentaron como medias junto con la desviacién estandar.

3.1.6. Analisis de costo de biomasa

Se realizd un andlisis de costos de las sales nutritivas empleadas en la
elaboracién de los medios de cultivo: medio estandar Zarrouk y medio con agua
de mar suplementada con fertilizantes agricolas grado comercial, NaHCOs,
K2HPOs4, y cofactores (NiSO4, NazMoOs4 y FeSOa4); para la obtencién de un

kilogramo de biomasa seca.
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4.1.

Resultados

CAPITULO IV

4.1.1. Determinacion de clorofila a

Se midi6é diariamente la clorofila a para evaluar el crecimiento de Arthrospira

spp., durante 7 dias de cultivo.

Clorofilaa (mg L'l) Clorofila a (mg L'l)

Clorofila a (mg L?)

20

a
—e— Zarrouk --m--

NH,NO;,

20

Tiempo (d)

b

—e— Zarrouk --=--

(NH,4),S0,4

20

1 2 3 4
Tiempo (d)
(o
—e— Zarrouk --=--

NH,CONH,

Tiempo (d)

Figura 1. Crecimiento de Arthrospira spp.
determinado mediante concentracion de
clorofila a en cultivo en batch, en medio
Zarrouk (control) y medio constituido de
agua de mar suplementada con
fertilizantes agricolas (a): NHsNOs 12 mM;
b): (NHs)2SO4 12 mM; c): NH2CONHz 10
mM), bicarbonato de sodio (NaHCOs) y
fosfato de potasio dibasico (K2HPOa4); en
fotobiorreactores de 200 mL con

fotoperiodo luz : oscuridad (n=3).

Las mayores concentraciones de clorofila a se determinaron en el medio control;
por otro lado, el tratamiento con NH4NO3s 12 mM (13,87 mg L-') y NH2CONHz 10
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mM (13,12 mg L") no presentaron diferencias significativas entre si, siendo estos
valores mayores a los obtenidos con (NH4)2S04 12 mM (11,25 mg L") (P<0,05)
(Figura 1 y Anexo 5). De modo que, NH4NO3 alcanzé el mayor contenido de

clorofila a entre los tres fertilizantes grado comercial evaluados.

4.1.2. Determinacion de tasa de crecimiento especifica

Para la determinacién de la tasa de crecimiento especffica (u = dia’') se tomaron
en cuenta los dias 5 y 6 del cultivo en batch de Arthrospira spp. debido a que en
ese periodo de tiempo se observd el crecimiento en fase exponencial de una

forma mas pronunciada en controles y tratamientos (Figura 1).

1.5

p (dia™)

Zarrouk NH,NO, . Lo .
Figura 2. Tasa de crecimiento especffica

b (1) en cultivo en batch de Arthrospira spp.

1.59 en medio Zarrouk (control) y medio

constituido de agua de mar suplementada

con fertilizantes agricolas (tratamientos: a)

NHsNOs 12 mM; b) (NH:)2SO4 12 mM; c)

NH2CONHz 10 mM), bicarbonato de sodio

Zarrouk  (NH,),SO, (NaHCO:s) y fosfato de potasio dibasico
c (K2HPO4) (n=3).

p (dia™)

1.5

p (dia™)

Zarrouk  NH,CONH,
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Los valores mas altos de u se registraron en el medio control de los tres ensayos:
1,15 + 0,06 d'; 1,45 + 0,06 d'; 1,03 + 0,08 d-'; mientras que para sus
correspondientes tratamientos: NHsNO3 12 mM: 0,67 + 0,05 d-'; (NH4)2SO4 12
mM: 0,63 + 0.04 d-' y NH2CONH2 10 mM: 0,56 + 0,03 d-'. Estos valores de p
indican que existen diferencias significativas entre el medio control y los
tratamientos, al igual que entre tratamientos (P<0,05) (Figura 2 y Anexo 5).

4.1.3. Determinaciéon de peso seco

Peso seco (g L)

Zarrouk NH,NO,

Figura 3. Peso seco en cultivo en batch de
Arthrospira spp. en medio Zarrouk (control)
y medio constituido de agua de mar
suplementada con fertilizantes agricolas
(tratamientos: a) NHiNOs 12 mM, b)
(NH4)2SO4 12 mM; c) NH2CONHz 12 mM),
bicarbonato de sodio (NaHCO3) y fosfato de
potasio dibasico (K2HPO4) (n=3).

Peso seco (g L)

Zarrouk  (NH,),SO,

2.5- c
2.0-
1.5
1.0
0.5-
0.0-

Peso seco (g L)

Zarrouk  NH,CONH,

Por diferencia entre filtro seco y filtro con muestra seca, no se registré diferencias
significativas entre NHsNO3 12mM (1,46 + 0,01 g L") y su respectivo control (1,49
+ 0,04 g L-"); por otro lado (NH4)2S04 12 mM (2,22 + 0,01 g L-'); y NH2CONH2 10

47



mM (1,39 = 0,01 g L"), fueron significativamente diferentes del control (1,49 +
0,04 g L' y 1,25 + 0,02 g L"). Estos resultados indican que se pudo obtener
mayor cantidad de biomasa seca en el cultivo de Arthrospira spp. con (NH4)2SOa4

(Figura 3 y Anexo 5).

La productividad se determiné a partir de los datos obtenidos de peso seco,
dando como resultado para los tratamientos: NHsNOs 12 mM, 0,18 g L' d";
(NH4)2S04 12 mM, 0,28 g L' d-*; NH2CONH2 10 mM, 0,17 g L-* d-, por otro lado,
para sus respectivos controles: 0,19 g L' d';0,19g L'd";0,16 g L"' d'. Estos
valores tanto de peso seco como de productividad, muestran que no existen
diferencias significativas entre tratamientos y el control, a excepcion de
(NH4)2S04 que se diferencio de su control (P<0,05).
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4.1.4. Evaluacion de composiciéon bioquimica de la biomasa

41.41. Determinacion de proteinas

El medio control Zarrouk presento mayor concentracion de proteinas, comparado
con los tratamientos. No se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos con NH4NO3 12 mM y (NH4)2SO4 12 mM (393,920 + 0,076 mg g-',
389,077 £ 0,053 mg g"), sin embargo; estos valores fueron mayores a diferencia
de NH2CONHz2 10mM (165,630 + 0,042 mg g-') (P<0,05) (Figura 4 y Anexo 6).

)
2]
o
o
|

400

200

Proteinas (mg g~

o
|

Zarrouk NH;NO;
Figura 4. Contenido proteico de biomasa

b humeda en cultivo en batch de Arthrospira
o 600 spp. en medio Zarrouk (control) y medio
g 4004 constituido de agua de mar suplementada
o con fertilizantes agricolas (tratamientos: a)
g 2007 NH:NO3s 12 mM; b) (NH«):SO4 12 mM; c)
a-c: 0- NH2CONHz2 10 mM), bicarbonato de sodio

Zarrouk  (NH,),SO, (NaHCO:s) y fosfato de potasio dibasico
(K2HPO4) (n=3).
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4.1.4.2. Determinacion de ficobiliproteinas

Se determind mayor contenido de ficobiliproteinas en el medio control. Los
tratamientos con NH4NO3 12 mM y (NH4)2SO04 12 mM (39,39 + 2,2 mg g-' y 38,90
+ 24 mg g') no presentaron diferencias significativas entre ellos pero si con
NH2CONHz 10 mM (16,56 + 2,2 mg g') (P<0,05); siendo los dos primeros, los
que obtuvieron mayores concentraciones de ficobiliproteinas (Figura 5 y Anexo
6).

"_D')
o
E
/2]
©
c
‘°
|2
2
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3
i Zarrouk NH;NO;

Figura 5. Contenido de ficobiliproteinas en
—_ b cultivo en batch de Arthrospira spp. en
g medio Zarrouk (control) y medio constituido
% de agua de mar suplementada con
£ fertilizantes agricolas (tratamientos: a)
(]
° NH:NOs 12 mM; b) (NH4)2SOs+ 12 mM; ¢)
o
% NH2CONHz 10mM), bicarbonato de sodio
i.% Zarrouk  (NH,),SO, (NaHCO3s) y fosfato de potasio dibasico

(K:HPO4) (n=3).
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4.1.4.3. Determinacion de carbohidratos de biomasa

El contenido de carbohidratos en los tratamientos con NH2CONH2 10 mM vy
(NH4)2S04 12 mM fueron de 228,69 + 0,01 mg g'y 19542 + 0,002 mg g,
valores mayores al control. Contrario a NH4NOs 12 mM (74,05 + 0,002 mg g')
que su concentracion fue menor con relacién al control. Demostrando asi, que
los tratamientos presentaron diferencias significativas entre ellos y con el control
(P<0,05) (Figura 6 y Anexo 6).

— a
'© 250
[o2)
£ 200+
§ 150
£ 100-
=)
o]
s 0-
o Zarrouk NH4NO;
b Figura 6. Concentracion de carbohidratos
"o 250 en biomasa en cultivo en bafch de
o
E 200+ Arthrospira spp. en medio Zarrouk (control)
é150— y medio constituido de agua de mar
5 1007 suplementada con fertilizantes agricolas
L 50—
3 o (tratamientos: a) NHaNOs 12 mM; b)
S Zarrouk  (NH,),S0, (NH::2SO4 12 mM; c) NH:CONHz 10 mM),
bicarbonato de sodio (NaHCO3) y fosfato de
— C potasio dibasico (K2HPO4) (n=3).
'© 250
o
£ 200+
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S
§ 50—
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o Zarrouk  NH,CONH,
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4.1.44. Determinacion de lipidos de biomasa

La concentracion de lipidos obtenida; muestra que los tratamientos no

presentaron diferencias significativas con el control (P<0,05). Siendo el

tratamiento con NH2CONHz2 10 mM (304,68 + 16,06 mg g-') el que alcanzd mayor
contenido lipidico con respecto a NH4NO3 12 mM y (NH4)2SO4 12 mM (263,75 *
22,63 mgg'y 276,24 £17,23 mg g') (Figura 7 y Anexo 6).

Lipidos (mg

Zarrouk NH;NO;

Figura 7. Concentracion de lipidos en

400 - b biomasa en cultivo en batch de Arthrospira
"o 300— spp. en medio Zarrouk (control) y medio
o
£ 200 constituido de agua de mar suplementada
§ con fertilizantes agricolas (tratamientos:
2 100
‘% NHsNOs 12 mM; (NH:)2SO04 12 mM;
zarrouk  (NH,),SO, NH2CONHz 10 mM), bicarbonato de sodio
(NaHCOs) y fosfato de potasio dibasico
(K2HPO4) (n=3).
"-D)
o
E
(72}
]
T
&
-

Zarrouk  NH,CONH,
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4.1.5. Determinacion de nutrientes en sobrenadante

Del analisis al inicio y final del ensayo de la concentracion de nutrientes en los
medios de cultivos (NHs4*, NOs, NH2CONHz y PO43) se determind que
Arthrospira spp. asimild la forma amida de NH2CONHz; amoniacal de (NH4)2SOg4;
amoniacal y nitrica de NH4NOg; y el fosfato de K2HPO4. No se siguié la evolucion
de asimilacion diaria de los nutrientes debido a que no era el objeto de estudio
pero si la determinacion de la concentracion final de las fuentes nitrogenadas en

los medios a los 8 dias de cultivo.

Los porcentajes de asimilacion de nitrogeno varian entre 99,6 — 99,9%; de igual
manera, el contenido de fésforo del medio de cultivo se asimil6 en forma de
ortofosfato (PO4%), entre 97,1 — 99,8%. Estos resultados muestran que la
reducciéon de N y P del medio de cultivo no varian significativamente entre
tratamientos y con el control (Tabla 4), y que la cianobacteria Arthrospira spp.

absorbio los nutrientes del medio para su crecimiento.

Tabla 4. Concentracion de nitrégeno efectivo.

No (MM N)  N; (mM N) % asimilacion de

N
Control 4,89 0,0200 99,6
NH;NO; 4,19 0,0079 99,8
(NH,).SO, 2,54 0,0014 99,9
NH.CONH, 4,66 0,0093 99,8

No concentracion inicial de nitrégeno (mM de N)
Nr  concentracion final de nitrdgeno (mM de N)

4.1.6. Analisis de costos de biomasa

Por un litro, de medio de cultivo estandar Zarrouk se obtienen alrededor de 5 g
de biomasa seca (BS) de Arthrospira spp. (Alvarez, 2016), mientras que de los
resultados obtenidos, entre 1,3y 1,9 g L-' de BS. Estos valores nos indican que
con medio Zarrouk se necesitan 200 L de agua destilada para producir 1 kg de
BS, mientras que con los medios formulados en el presente estudio, entre 515 y

826 L de agua de mar; a pesar de que hay mayor consumo del recurso agua con
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los medios formulados, el agua residual producto de la produccién de biomasa

podria ser reutilizada en los cultivos. Sin embargo, aun falta evaluar dicha

reutilizacion.

Tomando en cuenta estos datos, se realizo el analisis de costo para la obtencion

de un kilogramos de biomasa seca de Arthrospira spp.; con medio Zarrouk el

costo de produccion es de aproximadamente $440 (Tabla 5), en cambio, con los

medios formulados, entre $57 y $90 (Tabla 6).

Tabla 5. Costo de produccion de 1 L de medio de cultivo estandar Zarrouk.

Unidad Sales Costo $ gL’ Costo $ Costo $
(kg) nutritivas sales de cultivo gde producto Litro de cultivo
1 NaHCOs 25,18 18,0 0,03 0,45
0,5 NaNOs 28,90 0,5 0,06 0,14
1 KzHPO4 55,90 2,5 0,06 0,03
0,5 K2SOs 55,70 1,0 0,11 0,11
0,5 NaCl 7,00 1,0 0,01 0,01
0,5 MgSO04.7 H0 41,30 0,2 0,08 0,02
0,5 CaCl.2 H0 37,70 0,08 0,07 0,01
0,5 FeS04.7 H0 54,20 0,01 0,11 0,001
0,5 EDTA 49,07 0,08 0,10 0,01
0,5 HsBOs 65,00 2,86 0,13 0,37
0,5 MnCl.4 H0 75,12 1,81 0,15 0,27
0,5 ZnSO04.7 H20 40,10 0,22 0,08 0,02
0,5 Na:MoOs4 48,10 0,02 0,09 0,002
0,5 CuSO045H0 59,67 0,07 0,12 0,01
1L Agua destilada 0,75 0,75
Total $ 642,94 2,2

Tabla 6. Costo de produccion de 1L de medio de cultivo con agua de mar suplementada
con fertilizantes (NHsNOs, (NH4)2SO4 y NH2CONH2) y sales nutritivas.

Unidad Tratamiento Costo gL’ Costo $ Costo $
(kg) 1 $ de cultivo g de producto Litro de cultivo
0,5 K2HPO4 27,95 0,17 0,05 0,01
0,5 NiSO4 41,95 0,0000001 0,08 0,00000001
50 NHsNO3 32,15 0,21 0,0001 0,00003
1L Agua de mar 0,00 0,00
Total $ 114,64 0,11
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Unidad Tratamiento Costo gL’ Costo $ Costo $
(kg) 2 $ de cultivo g de producto Litro de cultivo
0,5 NaHCOs 12,59 4,00 0,02 0,10
0,5 KzHPO4 27,95 0,21 0,05 0,01
0,5 FeS047 H.O 94,20 0,01 0,11 0,001
0,5 NazMoOx 48,10  0,00002 0,1 0,000002
50 (NH4)2S 04 32,15 0,43 0,0003 0,0001
1L Agua de mar 0,00 0,00
Total $ 174,99 0,11
Unidad Tratamiento Costo $ g L"_ Costo $ _ Costo $ _
(kg) 3 de cultivo g de producto Litro de cultivo
0,5 NaHCOs 12,59 4,00 0,02 0,10
0,5 K2HPO4 27,95 0,21 0,05 0,01
0,5 FeS0.7 H.O 54,20 0,01 0,11 0,001
0,5 NazMoO4 48,10 0,00002 0,1 0,000002
50 NH2CONH: 32,15 0,6 0,0004 0,0002
1L Agua de mar 0,00 0,00
Total $ 174,99 0,11
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Discusion

En el cultivo masivo de microorganismos autotrofos, los requerimientos
nutricionales son uno de los factores fundamentales que controlan el crecimiento

y productividad.

Este estudio se realizd con el fin de proporcionar un medio de cultivo econémico
y simple, que disminuya los costos de produccién a gran escala de Arthrospira
spp., ademas de la obtencion de biomasa rica en nitrogeno y fésforo, con
posibles aplicaciones en agricultura o como suplemento alimenticio. Para ello se
sustituyo la fuente de nitrogeno grado analitico del medio de cultivo estandar
Zarrouk (Zarrouk, 1966) por fertilizantes agricolas grado comercial (NH4NOs;
(NH4)2SO4; NH2CONH2) como fuente de nitrégeno; y se adiciond K2HPOs4 como
fuente de fésforo, elemento precursor en la sintesis de aminoacidos; NaHCOa4
como fuente de carbono, esencial para el metabolismo del carbono; y NiSOa,
Na2MoOs y FeSO4, como cofactores fundamentales para promover la actividad

enzimatica; todos estos reconstituidos en agua de mar.

Se evalu6 estas tres diferentes fuentes nitrogenadas en el crecimiento,
productividad y composicion bioquimica de Arthrospira spp. Los fertilizantes
empleados contaron con una composicion en nitrogeno de: NH4NOs, 35,5% de
nitrégeno total (forma nitrica: forma amoniacal); (NH4)2SO4, 21% de nitrégeno
total (forma amoniacal y otros); y NH2CONH2, 46% nitrdgeno total; porcentajes
indicados en la etiqueta del producto; que se escogieron por ser baratos, facil de

adquirir y comunmente empleados.

La concentracion de las fuentes nitrogenadas utilizadas en los medios de cultivo
fueron: 12 mM de NHiNO3 y (NH4)2S04, y 10 mM de NH2CONH2. Bajas
concentraciones que se deben que a en condiciones de pH elevado (9,9 £ 0,2),
propio del habitat de Arthrospira spp. por ser una cianobacteria alcaldfila, el
amonio tiende a transformarse en amoniaco (NH3). EI NH3s en concentraciones
de 15 — 16 mM, en algunos casos puede provocar la muerte celular de ciertas
especies de microorganismos autotrofos (Ferreira et al., 2010). Por otro parte,
10 mM de NH2CONH2 dan lugar a la formacion de 15 mM de NH3 en el medio de

cultivo (Mackerras & Smith, 1986). Por lo anteriormente expuesto y ensayos
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previos, las concentraciones iniciales de NH4 para NH4NO3 y (NH4)2SO4 de 31,23
mM y 18,90 mM, se redujeron, al igual que la del fésforo para mantener la
relaciéon 10,1 del medio de cultivo Zarrouk (29,4 mM de NaNO3 y 2,9 mM de
K2HPOa).

Durante los primeros dias de ensayos (dia 0 — 3) se pudo evidenciar la
disminucion progresiva del pH del medio de cultivo de 9,9 a 9,2 + 0,1. Esta
respuesta segun Baldoncini (2015) se debe a que cada mol de N contenido en
NH4NO3 y (NH4)2SO4 proporcionan 4 moles de H*, mientras que cada mol de N
de NH2CONHz2 libera 2 moles de H*, hidrogeno que liberado tiende a acidificar el
medio. Sin embargo, la disminucion del pH fue regulado a través de pulsos de
COz2 a pH cercano al 6ptimo de cultivo (9,5 + 0,1). Tal y como se reporta en los
estudios realizados por Bezerra-Pedrosa et al. (2013), Matsudo et al. (2011),
Matsudo, Bezerra, Sato, Converti, & Monteiro de Carvalho (2012) en el cultivo
de Arthrospira platensis con urea como fuente de nitrégeno y que lograron la

estabilizacion del pH a 9,5 £ 0,2 con pulsos de COa.

Se observaron tasas de crecimiento especiffica altas (u: 0,63-1,15 d-'), mientras
que, en el estudio realizado por Leema et al. (2010) con A. platensis en agua de
mar, se registraron valores bajos de p (0,18-0,26 d-'). Los valores altos de u

confirman la eficiencia metabdlica de esta cianobacteria filamentosa.

La mayor cantidad de biomasa seca entre los tratamientos con irradiancia
luminica de 51,3 ymol fotén m2 s' fue 2,22 g L' con 12mM de (NH4)2SO4,
seguido de 1,46 g L' con 12mM de NHsNOs, y 1,39 g L' con 10mM de
NH2CONHa2. Por otra parte, en el estudio realizado por Murugan & Rajesh (2014)
en el cultivo de Spirulina platensis en agua de mar a diferentes proporciones (1:4;
2:4; 3:4) se reportd biomasa seca de 1,52 g L', 2,72 g L', y 1,92 g L
respectivamente. Ademas, es importante acotar que los autores no mencionan
la intensidad luminica empleada ni adicion de pulsos de CO2, de ser el caso. Por
tanto, no se puede concluir totalmente que ninguno de estos factores tuvo

incidencia sobre la concentracion de biomasa obtenida.

Por el contrario, Vieira et al. (2001) en el cultivo de Spirulina platensis con

diferentes fuentes nitrogenadas (en medio Zarrouk), concentraciones (10mM —
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30mM — 50mM) e intensidad luminica (25,65 ymol fotdn m-2 s1), reportaron 0,99
g L' de biomasa seca con 10 mM de NH4NOs, y 0,91 g L-' de biomasa seca con
10 mM de NH2CONH2. Cabe resaltar que nuestros resultados fueron
significativamente mejores en el cultivo con NH2CONH2 10mM (1,39 g L") y

NHsNO3 12mM (1,46 g L") que los obtenidos por estos autores.

La mayor concentracion de proteinas (39,4 — 38,4 %) en los cultivos con NH4NO3
y (NH4)2SO4 con respecto a NH2CONH2 (16,6%), se deben a la presencia de la
forma amoniacal en la composicion elemental de los fertilizantes, puesto que el
NHas es asimilado directamente y direccionado a la sintesis de aminoacidos, por
tanto, energéticamente favorable para las células. Sin embargo, estos
porcentajes de proteinas son entre 7 — 12 % mas bajos que el control. Bajos
porcentajes de proteinas también reportados por Madkour et al. (2012) en el
cultivo de Spirulina platensis con NH4NO3 y NH2CONHz2, 5 — 18%, menos que el

control.

El mayor contenido de carbohidratos y lipidos con NH2CONH2 (17,9% y 30,5%),
se presume a la capacidad de la urea de actuar ademas de fuente de nitrogeno
como fuente de carbono, asimismo el amoniaco (NH3) producto de la hidrélisis
de la urea es asimilado directamente por la célula, favoreciendo la aceleracion
del metabolismo celular y consecuentemente, aumentando la sintesis de lipidos
(Dhup, Kannan, & Dhawan, 2016). Mientras que el mayor contenido de lipidos
con (NH4)2S04 (27,6%), a que la forma oxidada del azufre (SO42) es utilizada por
los microorganismos fotosintéticos en la sintesis de sulfolipidos (Schmidt, 1988).
Estas diferencias en la composicion bioquimica de Arthrospira spp. también se
mencionan en los trabajos realizados por Ferreira et al. (2010) y Madkour et al.
(2012).

De igual manera es importante acotar que algunos autores mencionan que este
aumento en el contenido de carbohidratos y lipidos con NH2CONH2 son producto
de una respuesta adaptativa a la toxicidad a altas concentraciones de la misma
(Avila-Leon et al., 2012; Converti et al., 2006; Danesi, Rangel-Yagui, Carvalho,
& Sato, 2002).
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El andlisis final de nutrientes en el medio nos muestran que Arthrospira spp.
puede utilizar de manera eficiente la forma de nitrogeno de los fertilizantes
utilizados y fosfato, para la sintesis de proteinas, carbohidratos vy lipidos, ademas
de que las formas del nitrgeno (amoniacal, nitrica y amida) de las diferentes
fuentes nitrogenadas empleadas son especificas para la sintesis de un

componente en particular.

En términos econdmicos, la obtencion de 1 kg de biomasa de Arthrospira spp.
en medio Zarrouk tiene un costo aproximado de $440, mientras que 1 kg de
biomasa en medio con fertilizantes de grado comercial, alrededor de $57 a $90.
Estos resultados nos indican que los fertilizantes son una alternativa sostenible
en la produccion y obtencién de biomasa de Arthrospira sp; y que la molaridad
de los fertilizantes utilizados podrian ser una pauta para experimentar con otras
concentraciones y sistema de cultivo, como fed-batch, para evaluar con los datos
aqui mencionados que fuente nitrogenada alcanza mayor rendimiento en

biomasa (proteinas, carbohidratos y lipidos).

Ademas, los resultados muestran la importancia de la seleccion de una fuente
de nitrégeno asi como su concentracién en los cultivos, ya que pueden modificar
la actividad metabdlica y consecuentemente la composicidn bioquimica y el valor
nutricional de los microorganismos fotosintéticos oxigénicos. Modificacion que

podria ser Util en la obtencion de compuestos de interés.

59



Conclusiones

Es posible el cultivo discontinuo o batch de Arthrospira spp. en medios con
fertilizantes agricolas de grado comercial (NH4NO3; (NH4)2S0O4; NH2CONH2);
los valores de la tasa de crecimiento especifica o velocidad de crecimiento
especifica, muestran la eficiencia metabdlica de Arthrospira spp. frente a

estas fuentes nitrogenadas.

La cantidad de biomasa seca obtenida y productividad, varié en funcion de
la fuente nitrogenada empleada, siendo (NH4)2SO4 la fuente que mejor perfil

mostré en la obtenciéon de biomasa seca.

Mediante la determinacion de Ila concentracion de proteinas,
ficobiliproteinas, carbohidratos vy lipidos de la biomasa, se determin6 que la
composicion bioquimica de la biomasa de Arthrospira spp. se vio modificada

por la forma de nitrégeno presente en cada fertilizante.

El anadlisis de la concentracién de las fuentes nitrogenadas y fosfato en el
medio de cultivo al final del experimento mostro que Arthrospira spp. asimild
estos nutrientes de manera eficiente, siendo similar a la mostrada con el

medio de cultivo estandar Zarrouk.

Estos resultados demuestran la factibilidad del cultivo de Arthrospira spp. en
medios con fertilizantes agricolas de grado comercial, sugiriendo asi que
estas fuentes nitrogenadas representan una alternativa econdémica para la
obtencion de biomasa y de compuestos en particular: pigmentos, proteinas,
carbohidratos y lipidos. Adicionalmente, se presentan como una alternativa
sostenible para el medio ambiente, ya que se demostré que es minima la
cantidad de nitrégeno que Arthrospira spp. no pudo asimilar y por lo tanto,

su uso no tendria posibilidad de impactos ambientales.
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Recomendaciones

» Evaluar otras concentracién de nitrégeno y fosforo en cultivo de
Arthrospira spp. con agua de mar suplementada con fertilizantes agricolas

grado comercial, respetando la relacion N:P del medio estandar Zarrouk.

» Cuantificar el contenido de carotenoides y compuestos fendlicos en el

cultivo de Arthrospira spp. en agua de mar suplementada con fertilizantes.

» Analizar la calidad nutricional de la biomasa de Arthrospira spp. obtenida

del cultivo con agua de mar y fertilizantes.

» Ensayar otro tipo de sistema de cultivo, fed-batch, para evaluar los
parametros de crecimiento (clorofila a, velocidad o tasa de crecimiento

especifica y productividad) y composicion bioquimica de Arthrospira spp.

= Determinar la cinética de asimilacion de nitrogeno y fésforo en el cultivo
de Arthrospira spp. con agua de mar suplementada con fertilizantes para
optimizar la produccion de biomasa rica en compuestos nitrogenados o
carbonados.

» Medir variables, como: temperatura e intensidad Iluminica, en la
produccion de biomasa y composicion bioquimica de Arthrospira spp. en

agua de mar suplementada con fertilizantes agricolas.

» Evaluar la biomasa de Arthrospira spp. para posibles aplicaciones como

biofertilizantes en agricultura.
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Apéndices o Anexos

Anexo 1. Analisis fisico-quimico del agua de mar

Tabla 7. Parametros fisico-quimicos evaluados del agua de mar.

Parametro

pH 7,5
Salinidad (ppt) 31
Nitrato (mg L") 0,9
Fosfato (mg L") 0,9

Anexo 2. Preparacion de curva patrén de proteinas

Se prepard una curva patron con Albumina de Suero Bovino (ASB) disuelta en
NaOH 1N, en un rango de concentraciones de 0 a 400 ug mL"! (Tabla 8). Los

patrones fueron leidos en espectrofotometro a 750 nm.

Tabla 8. Volumen de soluciones para elaboracion de curva patron de proteinas.

ASB (uL) 0 25 50 75 100 200 400
NaOH (uL) 400 375 350 325 300 200 0

Los datos de absorbancia obtenidos se graficaron en diagramas de dispersion,
obteniendo el R? (factor de correlacion) y los valores de pendiente (b) e intersecto

(a), de la ecuacion de la recta (Figura 8).
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Figura 8. Curva patrén para determinacion de concentracion de proteinas.
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Anexo 3. Preparacion de curva patréon de carbohidratos

Partiendo de una solucion stock de glucosa (10 mg de glucosa en 10 mL de
NaOH 1N) se realizaron diluciones seriadas; solucion de la que se tomé 1 mL y
se afadio 9 mL de NaOH 1N (dilucion 1:10 de glucosa). A partir de esta dilucidon
se tomaron diferentes alicuotas (Tabla 9) para obtener diferentes
concentraciones de glucosa y elaborar la curva patron. Los patrones fueron

leidos en espectrofotometro a 485 nm.

Tabla 9. Volumen de soluciones para elaboracion de curva patron de carbohidratos.

Disol. Glucosa 1:10 (pL) 0 200 400 600 800 1000
Volumen NaOH 1N (uL) 1000 800 600 400 200 0
Concentracion (pyg mL) 0 20 40 60 80 100

Los datos de absorbancia obtenidos se graficaron en diagrama de dispersion,
obteniendo el R? (factor de correlacion) y los valores de pendiente (b) e intersecto

(a), de la ecuacién de la recta (Figura 9).
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Figura 9. Curva patron para determinacién de concentracion de carbohidratos.
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Anexo 4. Preparacion de curva patron de lipidos
* Preparacion de curva patrén

A partir de una solucion stock de tripalmitina — cloroformo a una concentracién
final de 4,5 mg en 15 mL, se realizan diluciones hasta obtener concentraciones
en el rango de 0,03 — 0,27 mg mL-" (Tabla 10).

Las soluciones con diferentes concentraciones de triplamitina — cloroformo se
evaporaron a 37°C durante 24 h. Se re-suspendieron en 1 mL de cloroformo vy
repartieron por triplicado en tubos de ensayo de vidrio (200 yL). La muestra en
los tubos de ensayo se evaporo, agregaron 2 mL H2SO4 concentrado y calentado
a 200°C por 15 min; dejados enfriar en refrigeracién por 5 min y afadido 3 mL
de agua destilada, mezclado en vortexy llevados a frio para enfriar. Los patrones

fueron leidos en espectrofotometro a 375 nm.

Tabla 10. Volumen de soluciones para elaboracién de curva patron de lipidos.

Tripalmitina-

Cloroformo (uL) 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Volumen
Cloroformo (uL) 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Concentracion
mg mL 0,03 0,06 0,09 0,12 0,215 0,18 0,21 0,24 0,27 0,3

Los datos de absorbancia obtenidos se graficaron en diagrama de dispersion,
obteniendo el R? (factor de correlacion) y los valores de pendiente (b) e intersecto

(a), de la ecuacion de la recta (Figura 10).
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Figura 10. Curva patron para determinacion de concentracion de lipidos.
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Anexo 5. Parametros cinéticos de Arthrospira spp. en medio de cultivo estandar Zarrouk y medio con tres diferentes
fuentes nitrogenadas.

Control
Xo

Xm

tm

g

PS

Qx

Parametros cinéticos

Ensayo Medif) de Xo Xm t’n1 y PS Q, ’

cultivo (mg L) (mg L") (dias) (dia™) (gL (gL'dia)

1 Control 8,78 £0,80 16,04 £ 0,72 7 1,15+0,06 1,49+0,04 0,19 +0,005
NH,NO; 8,57 +0,29 13,87 +0,94 7 069+0,05 146+0,01 0,18 £0,001

2 Control 8,78 £+0,80 16,04 £ 0,72 7 1,15+0,06 1,49+0,04 0,19 £0,005
(NH,).SO, 8,75+0,25 11,25 +0,55 7 063+£0,04 222+0,01 0,28 £0,002

3 Control 8,69 +0,18 15,68 + 0,33 7 1,03+0,08 1,25%0,02 0,16 £0,003
NH,CONH, 8,44 +0,37 13,12 +£0,08 7 056+003 1,39+0,01 0,17 £0,001

medio de cultivo estandar Zarrouk

concentracion de indculo inicial del medio de cultivo

maxima concentracion celular

tiempo de duracion del ensayo
tasa de crecimiento especifica
peso seco

productividad celular
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Anexo 6. Composicion bioquimica de Arthrospira spp. en medio Zarrouk (control) y medio constituido de agua de mar

y fertilizantes agricolas.

Ensayo Medio de Proteinas  Ficobiliproteinas Carbohidratos Lipidos
cultivo (mg g7) (mg g7) (mg g7) (mg g7)
1 Control 512,72 + 0,04 51,27 £ 2,56 95,18 £ 0,002 253,19 + 8,59
NH:NOs 393,92 + 0,08 39,39 £ 2,22 74,05 £ 0,002 263,76 + 22,63
2 Control 512,72 + 0,04 51,27 £ 2,56 95,18 £ 0,002 253,19 + 8,59
(NH4)2SO4 389,08 + 0,05 38,91 +£2,42 195,42 + 0,002 276,24 + 17,24
3 Control 240,90 + 0,02 24,09 + 2,11 178,97 £ 0,002 318,88 + 29,01
NH.CONH. 165,63 + 0,04 16,56 + 2,22 228,69 + 0,01 304,69 + 16,06




