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RESUMEN

En la presente investigacion se evalud el efecto de la salinidad y la fuente de nitrogeno
sobre el crecimiento y composicion bioquimica de la cianobacteria Arthrospira
platensis. Cultivos discontinuos de dicha cianobacteria se realizaron en 31 de medio
Zarrouk, ensayandose dos salinidades (0 y 15 UPS) y dos fuentes de nitrogeno (nitrato
de sodio y urea). Los cultivos se mantuvieron a 25°C con una intensidad luminosa de
390 umol/m?/s, fotoperiodo 12: 12 y aireaciéon continua (200 ml/min) durante 20 dias. El
crecimiento, medido como biomasa seca, fue evaluado cada 48 horas y la composicion
bioquimica fue analizada al final del ensayo, determinandose para este Gltimo parametro
el contenido de pigmentos, proteinas, carbohidratos y lipidos totales, mediante técnicas
espectrofotométricas. El perfil de 4cidos grasos se determiné a través de cromatografia
de gases-espectrometria de de masas y el contenido de exopolisacaridos mediante
gravimetria. Los resultados obtenidos evidenciaron que la salinidad y la fuente de
nitrégeno influyeron sobre el crecimiento y la composicion bioquimica de 4. platensis,
observandose que el incremento de la salinidad produjo una disminucion significativa
en el crecimiento de esta microalga, siendo la biomasa mayor a 0 UPS y en nitrato de
sodio (3,5 + 0,17 mg/ml). Los mayores contenidos de proteinas, carbohidratos, lipidos y
pigmentos se obtuvieron en los cultivos suplementados con nitrato de sodio como
fuente de nitrogeno, pero en cuanto a la salinidad, se observd que las proteinas, clorofila
a, carotenoides y ficocianina mostraron sus mayores contenidos a 0 UPS, con valores de
57,5 £ 441 %; 43,04 = 0,34 ug/ml; 15,1 £ 0,76 ug/ml y 153 + 3,8 ug/ml,
respectivamente. Por el contrario, los carbohidratos y lipidos alcanzaron sus mayores
valores (20,9 = 1,35% y 9,5 £ 0,50 %, respectivamente) a 15 UPS. Los acidos grasos
mostraron un patréon no definido, debido a que los cultivos realizados a 15 UPS y
suplementados con urea produjeron mayores concentraciones de acidos grasos saturados
(50,04 £+ 2,32%) y monoinsaturados (22,46 £+ 1,82%), mientras que los poliinsaturados
alcanzaron también sus maximas concentraciones en urea pero a 0 UPS (44,11 +
3,32%). El acido palmitico (16:0) fue el que se acumuldé en mayor cantidad, con
contenidos que variaron entre 35,38 y 42%, observandose concentraciones equivalentes
(42%) en NaNO;a 0 y 15 UPS y en urea a 15 UPS. Entre los monoinsaturados, el dcido
oleico (18:1n9) present6 la mayor concentracion (13,21 £ 0,71 %), lo cual ocurri6 en los
cultivos tratados con urea a 15 UPS. Con relacion a los &cidos grasos poliinsaturados, el
acido gamma linolénico (18:3 n-6) fue el que mas se acumuld en A. platensis,
alcanzando concentraciones equivalentes (22%) en NaNO;a 0 y 15 UPS y en urea a 0
UPS. Los exopolisacaridos en esta cianobacteria mostraron diferencias no significativas
en cuanto a las fuentes de nitrogeno y salinidades expuestas, llegando a producir
contenidos de 21,12 £+ 1,413 mg/ml. Finalmente, los resultados obtenidos evidenciaron
que A. platensis muestra variadas respuestas fisioldgicas ante los cambios de salinidad y
fuentes de nitrogeno, lo cual pudiera ser utilizado como una estrategia para modificar la
composicion bioquimica de este microorganismo, a fin de obtener productos de
importancia biotecnoldgica y acuicola.
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INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos oxigénicos con variadas
formas y tamafios, capaces de sobrevivir en diferentes habitas (Rodriguez & Guerrero,
1992) y estan presentes en el medio acuatico con una gran diversidad de especies,
constituyendo el principal alimento primario de la cadena trofica. Son organismos
productores que sintetizan nueva materia organica a partir de sustratos inorganicos, lo
cual les permite obtener altos rendimientos de biomasa con elevado valor nutritivo
(Margaleff, 1977); estas caracteristicas llevan a considerarlas como fuente excepcional
para la alimentacién de moluscos, copépodos, peces fitofagos y otros animales acuaticos

(Fabregas & Herrero, 1986; Patil et al., 2007).

Una amplia variedad de especies de microalgas se han estudiado con el fin de
cultivarlas masivamente para obtener cantidades elevadas de biomasa y productos de
interés industrial como carotenoides, ficocianina, ficoeritrina y exopolisacaridos
(Rodriguez & Guerrero, 1992; Del Campo et al., 2007). Dentro de las microalgas mas
estudiadas en biotecnologia se encuentran las cianobacterias; microorganismos
procariotas con caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas especificas que les permiten
adaptarse a cambios ambientales extremos (Liotenberg et al., 1996; Helbling et al.,
2006); en este sentido, el potencial biotecnoldgico que ofrecen se incrementa en cepas
que pueden tolerar condiciones extremas de salinidad y pH, debido a que los cultivos
tienden a ser monoalgales por la poca competencia con otros microorganismos (Ben-

Amotz & Avron, 1983; Vonshak & Tomaselli, 2002).

El crecimiento de cianobacterias en ambientes acuaticos estd controlado por una
variedad de factores ambientales y para su cultivo, son necesarias las condiciones
adecuadas de nutrientes, temperatura, pH e iluminacion (Couteau, 1996). El
conocimiento de sus caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas en cultivos, en un amplio
rango de parametros, puede ayudar no solo a determinar su potencial biotecnoldgico,
sino también a determinar e interpretar de manera mas eficiente los resultados
adquiridos del crecimiento en su ambiente natural. En vista de ello, es importante
evaluar el perfil bioquimico y crecimiento de cianobacterias en relacion a factores
claves como la irradiancia, salinidad y nutrientes, dada las condiciones de algunos casos

extremos de estos factores en ambientes tropicales. Asi por ejemplo, los organismos

1



halotolerantes podrian ser utilizados para su cultivo en masas en medios marinos y/o

aridos, con gran radiacion solar (Ben-Amotz & Avron, 1983; Ben-Amotz, 2004).

El efecto de factores ambientales (temperatura, salinidad, irradiancia y
concentracion de nitrogeno, entre otros) sobre el crecimiento y composicion bioquimica
de las microalgas se ha reportado en numerosas investigaciones. Entre éstas cabe
destacar Romo (1994), quien logr6é incrementar la produccion de biomasa de
Pseudanabaena galeata al utilizar bajas intensidades luminosas y optimizo la sintesis de
ficocianina y proteinas en una cepa de Synechococcus aislada de agua dulce y adaptada
posteriormente a salinidades hasta de 23 UPS; Micekiewicz et al. (2000) encontraron
que la temperatura y la irradiancia influyen en el contenido de 4cidos grasos insaturados
de Plectonema boryanun; Mora et al. (2004) publicé que la produccion de biomasa de
la microalga Chlorella sp. es estimulada con agua potable no destilada, a una
temperatura entre 25-30°C, intensidad luminosa de 58 umol quanta/m*y a pH entre 8,0-
9,0. Sin embargo, su crecimiento fue inhibido con la salinidad y es capaz de crecer

favorablemente en medios no tamponados.

Loreto et al. (2004) reportd el efecto de la concentracion de nitrogeno en el
medio de cultivo sobre Anabaena sp., observando que en esta especie se estimula el
crecimiento y la produccion de ficocianina, clorofila a, carotenoides y proteinas al

incrementar la disponibilidad de este nutriente.

Celekli & Gonul (2007) demostraron en una cepa de Dunaliella sp. aislada del
lago Tuz (Turquia) que el incremento del pH, intensidad luminosa y salinidad,
conjuntamente con la disminucioén de la concentracion de nitrato provocan un aumento

del contenido celular de B-caroteno, obteniendo un maximo valor de 0,248 ug/cel.

Con relacion a la cianobacteria Arthrospira (1lamada anteriormente Spirulina) y
objeto de este estudio, cabe mencionar que este microorganismo presenta forma
helicoidal, con un tamafio entre 200 y 250 um y ha sido ampliamente utilizado como
alimento en humanos, debido principalmente a su alto grado de digestibilidad (88 -
92%), atribuible a la presencia de mucopolisacaridos en la pared celular (Ramirez &

Olvera, 2006).



Las dos especies mas estudiadas son Arthrospira maxima y Arthrospira

platensis (Fox, 1999), las cuales se clasifican de la siguiente forma:

Reino Monera
Division Cyanophyta
Clase Cyanophyceae
Orden Oscillatoriales
Familia Oscillatoriaceae
Género Arthrospira
Especie Arthrospira platensis

Arthrospira maxima

El uso de Arthrospira como alimento de humanos data desde los tiempos
precolombinos, donde los aztecas la utilizaron como alimento y actualmente es
consumida en forma de pastas y sopas por tribus africanas (Kanembu). Su composicion
quimica incluye proteinas (55- 70%), azacares (15 - 25%), acidos grasos esenciales
(18%), vitaminas, minerales y pigmentos como carotenos, clorofila a y ficocianina; este
ultimo utilizado en industrias de alimentos y cosméticos. Se le considera un excelente
alimento, exento de toxicidad y poseedor de propiedades correctoras de ataques virales,
anemia, crecimiento tumoral y malnutricion (Ayala & Bravo 1982; Ramirez & Olvera,

2006).

El crecimiento de Arthrospira ocurre entre 25 — 40 °C, siendo el rango de mayor
produccion a elevadas temperaturas entre 35 — 40 °C y grado de alcalino (pH entre 10 y
11); iluminacion de 30 — 50 klux, salinidades de 18-22 UPS y abundante agitacion
(Zarrouk, 1966; Pedraza, 1989).

Dentro de los trabajos mas importantes que se han hecho con esta cianobacteria,
pueden mencionarse los relacionados con su utilizaciéon como suplemento alimenticio
en dietas para humanos y animales (Jeraci & Vansoest, 1986; Belay, 1997; Eliach et al.,
2004), adelgazante y reductor del apetito natural (Robert, 1994), acuicultura (Iwata,
1990), biorremediacion (Cafiizares, 2002), y como indicadoras y/o depuradoras de

aguas contaminadas (Laliberté et al., 1996).



Tomando en consideracion el alto valor nutricional de Arthrospira sp., el cual
radica precisamente en la gran variedad de nutrientes y compuestos de gran utilidad que
contiene, algunos de los cuales no pueden ser sintetizados por el organismo humano,
confiriéndole una gran utilidad relativa a sus propiedades nutricionales, preventivas y
curativas, se estim6 pertinente investigar sobre la influencia de 2 factores importantes
en el desarrollo de la microalgas y de facil manipulacion: la salinidad y la fuente de
nitrogeno, los cuales podrian condicionar la composicion bioquimica del alga, en virtud
de establecer estrategias de cultivo masivo para la obtencion de componentes

bioquimicos especificos de gran utilidad.



MATERIALES Y METODOS

Organismos y condiciones de cultivo

En esta investigacion se utilizd una cepa de Arthrospira platensis LEFEVRE
1963/M-132-1 donada por el Instituto de Botanica de la Academia de Ciencias de la
Republica Checa en Trebon, y mantenida en el cepario del Laboratorio de Acuicultura,
Extension Plancton, del Departamento de Biologia Pesquera, Instituto Oceanografico de

Venezuela, Universidad de Oriente.

La microalga A. platensis fue cultivada, por triplicado, durante 20 dias, en
botellas de vidrio de 3 I de capacidad, contentivas de 2,5 1 de medio de cultivo Zarrouk
(Zarrouk, 1966). Se ensayaron dos salinidades (0 y 15 UPS) y dos fuentes de nitrogeno
(nitrato de sodio y urea). Los medios de cultivo se prepararon con agua destilada y agua
de mar filtrada (filtros GFC, 1,2 um), las cuales se esterilizaron en autoclave a 120°C,
15 min y 15 PSI. Los cultivos estuvieron expuestos a 25+1°C, 390 pumol/m?/s de

irradiancia, fotoperiodo luz/ oscuridad: 12/12 y aireacion constante de 200 ml/ min.

Determinacion de los parametros de crecimiento
Desde el inicio del ensayo y cada 48 horas se tomaron muestras de 5 ml, por

triplicado, de los cultivos de A. platensis para determinar su crecimiento poblacional.

Crecimiento poblacional:

El crecimiento poblacional de A. platensis se analiz6 a través de la determinacion
de la biomasa seca, para lo cual se tomaron 5 ml de cada uno de los cultivos, se filtraron
con filtros GFC (1,2 um) previamente lavados con agua destilada, secados en la estufa a
100°C por 24 h y pesados en una balanza analitica (Denver TR-204). El proceso de
filtracion se llevd a cabo, con ayuda de un equipo Millipore. Luego de filtradas, las
muestras se lavaron con formiato de amonio 0,9 % para eliminar restos de sal y se
colocaron en una estufa (Memmert) a 60°C, hasta obtener pesos constantes. La masa seca

se determino por medio de la siguiente relacion:



visy = S Fm = (sf)
Ve

Donde:

MST = masa seca total (mg/ ml)

f + m = masa del filtro + microalga (mg)
psf = masa del filtro (mg)

V¢ = volumen de cultivo (5 ml)

Evaluacion de la Composicion Bioquimica
Al final del ensayo se tomaron muestras, por triplicado, de cada uno de los
cultivos para la determinacion de la masa seca y composicion bioquimica de acuerdo a

las siguientes metodologias:

Proteinas totales

Se tomaron 5 ml, por triplicado, de cada cultivo y se centrifugaron durante 15
min a 5000 rpm en una centrifuga (DINAC). La determinacion se realizd segun el
método de Lowry (Lowry ef al., 1951) modificado por Herbert ef al. (1971). Para estos
analisis, el “pellet” de microalgas se hidrolizé con 2 ml de NaOH 1mol/l durante 60 min
a una temperatura de 95 a 100°C. Posteriormente, las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente y se clarificaron por centrifugacién a 3000 rpm durante 15 min.
De acuerdo al método antes mencionado, se transfirid, por triplicado, un volumen de 0,2
ml del sobrenadante a un tubo de ensayo, al cual se le adicion6 0,3 ml de agua destilada.
Tanto para la curva patron de seroalbimina bovina (BSA) como para el blanco y las
muestras de la microalga hidrolizadas se les anadieron 0,4 ml de NaOH 1 mol/l y 2 ml
de NaCOs; al 5% m/v, al cual se le adicionaron previamente una solucién de
CuS0..5H;0 al 0,5% m/v en tartrato de potasio al 1% m/v, en una relacion 50:2 v/v.
Todas las muestras se dejaron durante 10 min en reposo a temperatura ambiente y luego
se les agregaron 0,4 ml de una mezcla 50:50 v/v de reactivo de Fenol Folin Ciocalteau

(Sigma) con agua destilada.

Después de agregarle todos los reactivos, las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 30 min, y por ultimo se realizaron las lecturas de las

absorbancias en un espectrofotometro (Spectronic Shimadzu UV-120-01) a una



longitud de onda de 750 nm, utilizando cubetas de 3 ml de capacidad (Standard Ltd.)
contra el blanco. Para la cuantificacion de las proteinas, se utilizaron como estdndar una
solucion de seroalbumina bovina (BSA) de 1 mg/ml, a partir del cual se obtuvo la curva
patron. Los valores de absorbancia de BSA fueron utilizados para la elaboracion de la
curva patron mediante un ajuste lineal por minimos cuadrados, y los valores de
proteinas en las muestras problemas fueron calculados por interpolacion utilizando
dicha curva. El contenido de proteinas totales se expresod en porcentaje, con relacion a la

masa seca y correspondio al promedio de todas las réplicas.

Carbohidratos totales

Se tomaron 5 ml, por triplicado, de cada cultivo y se centrifugd durante 15 min a
5000 rpm en una centrifuga (Dinac). La determinacion se realizé seglin el método fenol
sulfurico (Dubois et al., 1956). El “pellet” de microalgas, previamente conservado, sé
resuspendié en 4 ml de NaOH 1mol/ I; de esta solucidon se tomd 1 ml por triplicado, y se
colocaron en tubos de ensayo. Paralelamente, se prepar6 el blanco con 1 ml de NaOH
Imol/l y se distribuyé en tubos 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 y 1 ml de una soluciéon de glucosa
anhidra de 1 mg/ml en NaOH 1Equiv/l, para luego enrasar los tubos hasta un volumen

de 1 ml con NaOH 1mol/l.

A todos los tubos (muestras y curva patréon) se les afiadiéo 1 ml de fenol al 80% y
una vez mezclados se les agregd inmediatamente 5 ml de H,SO, puro, agitindose
inmediatamente de nuevo, y se dejé enfriar, para poder realizar las lecturas de

absorbancia a 485 nm, en un tiempo no mayor de una hora.

Los valores de absorbancia de la glucosa estandar se utilizaron para la
elaboracion de la curva patron mediante un ajuste lineal por minimos cuadrados, y los
valores de carbohidratos en las muestras problemas fueron calculados por interpolacion
utilizando dicha curva. El contenido de carbohidratos totales se expresd en porcentaje,
con relacion a la masa seca y correspondi6 al promedio de todas las réplicas.

Lipidos totales

Se tomaron 5 ml, por triplicado, de cada cultivo y se centrifugé durante 15 min a
5000 rpm en una centrifuga (Dinac). La determinacién se realizd segun el método
basado en la carbonizaciéon (Marsh & Weinstein, 1966), mientras que, la extraccion se

llevo a cabo a través la metodologia descrita por Bligh & Dyer (1959), para lo cual sé
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resuspendidé el “pellet” de microalgas en 7,5 ml de CHCI;:CH;OH (1:2 v/v).
Seguidamente, se les afiadio 1,5 ml de CHCl; y 1,5 ml de agua destilada para separar la
fase polar de la apolar. Los tubos se agitaron y dejaron en reposo durante 24 h a 4°C.
Posteriormente, fueron centrifugados por 10 min a 3000 rpm para facilitar la separacion
de las fases antes mencionadas. La fase polar se descartd y apolar se coloco en un tubo
limpio y se le adicion6 0,5 ml de acetona de alta pureza. El extracto lipidico, de cada
tubo, se sometid a desecacion mediante la evaporacion del CHCI; en una estufa a 37°C
y luego sé resuspendid nuevamente en 1 ml de CHCIs, el cual fue repartido por
triplicado, en alicuotas de 200 ul de cada uno de estos extractos en tubos con tapa de
rosca. Paralelamente, se prepard una solucién de tripalmitina en CHCI; (0,03-0,27 mg/
ml) que fue utilizada como patréon. Las muestras de las microalgas, curva patrén y
blanco (CHCIs) se evaporaron a 37°C, después de ocurrido este proceso, todos los tubos
se dejaron enfriar para afiadirles seguidamente 2 ml de H,SO4 concentrado en cada tubo.
Luego, los tubos fueron colocados dentro de la estufa a 200°C durante 15 min, para la
carbonizacion del extracto lipidico. A continuacion, los tubos se dejaron a temperatura
ambiente durante unos 20 s e inmediatamente se colocaron a 4°C durante 5 min.
Seguidamente, se les afiadié 3 ml de agua destilada a cada tubo, mezclandose bien para
colocarlos nuevamente a 4°C. Una vez frios, se colocaron a temperatura ambiente
durante unos 10 min, hasta que desaparecieron todas las burbujas para leer la
absorbancia de las muestras a 375 nm en un espectrofotometro (Spectronic Shimadzu

UV-120-01).

Los valores de absorbancia de tripalmitina sirvieron para la elaboracion de la
curva patron mediante un ajuste lineal por minimos cuadrados, y los valores de lipidos
en las muestras problemas fueron calculados por interpolacion utilizando dicha curva.
El contenido de lipidos totales, se expresd en porcentaje, con relacion a la masa seca y

correspondio al promedio de todas las réplicas.

Acidos grasos

Los lipidos obtenidos segin metodologia de Bligh & Dyer (1959), previamente
descrita, se utilizo para la esterificacion de los acidos grasos, siguiendo las
recomendaciones dadas en Sato & Murata (1988), para lo cual, los tubos con las
muestras se sometieron a metanolisis durante 2 horas y media a 85 °C, mediante la

adicion de 2,5 ml de acido clorhidrico (5%) en metanol. Los metil—¢steres de acidos
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grasos obtenidos se separaron de la fase polar mediante una doble extraccién con
hexano grado HPLC (0,75 ml). El volumen final del hexano fue reducido a 100 pl
mediante la evaporacion con nitrogeno. El volumen obtenido de cada una de las
muestras se analizo en un cromatografo de gases-espectrometro de masas (GC-MS)
Hewlett Packard Series G1800B, adicionado con una columna Omegawax TM 250 de
silica fundida (Supelco) de 30 m x 0,25 mm de didmetro externo x 0,25 de didmetro
interno. Los &cidos grasos presentes en las muestras se identificaron mediante la
comparacion de los espectros de masas con los espectros contenidos en la biblioteca de
espectros de masas NIST98, NBS75K y una biblioteca creada con 28 estdndares de
acidos grasos metil esterificados (Sigma Chemical Company). Adicionalmente, se
confirmé la identificacion de los 4cidos grasos mediante la comparacion de los tiempos
de retencion de las muestras con los registrados para un patrén comercial de metil-

¢ésteres de acidos grasos poliinsaturados (PUFA-3, Sigma).

Pigmentos
Clorofila a y carotenoides totales

Muestras (5 ml) de cada uno de los cultivos, por triplicado, se filtré a través de
filtros Whatman GFC (0,45 um) de 47 mm de didmetro, utilizando un equipo filtracion
Millipore. Los filtros, con las muestras de microalgas retenidas, se colocaron en tubos
de ensayo y se les adiciond 5 ml de acetona 90% en agua destilada; posteriormente,
fueron colocados en la oscuridad a 4°C durante 24 h para garantizar una extraccion
completa de los pigmentos. A continuacion se centrifugd a 3500 rpm durante 5 min y se
ley6 la absorbancia de los extractos a 453, 644, 663 y 750 nm en un espectrofotometro
marca Shimadzu modelo UV-120-01. Las absorbancias obtenidas fueron utilizadas para
la cuantificacion del contenido de clorofila a@ y carotenoides totales, de acuerdo a la

metodologia de Wegmann & Metzner (1971) utilizando las siguientes ecuaciones:

Clorofila a (ug/ml) = 10,3 E¢e3 — 0,918 Eeus

Carotenoides totales (Ig/ml) = 4,20 E4s; — 0,0264 Cior o



Ficocianina

La extraccion de la ficocianina se realizd con regulador de fosfatos, al cual se le
anadio previamente EDTA y lisozima (Boussiba & Richmond, 1979). Muestras (20 ml)
de cada uno de los cultivos, por triplicado, se centrifug6d a 4000 rpm durante 15 min. Al
centrifugado resultante se le adicioné 20 ml del regulador de fosfato; posteriormente, se
incub6 a 30°C en bafo de Maria durante 24 h con agitacion constante. A continuacion,
se centrifug6 a 4000 rpm durante 40 min para eliminar los restos celulares y recuperar el
sobrenadante, al cual se le determind la absorbancia a 620 y 650 nm en un
espectrofotometro marca Shimadzu modelo UV-120-01, utilizando regulador de
fosfatos como blanco. Finalmente, el contenido de ficocianina se cuantificé de acuerdo

a la siguiente formula:

Ficocianina (FC, pg/ ml) = Agonm — 0,7 a6s0nm/ 7,38

Exopolisacaridos

El contenido de exopolisacaridos se determind seglin el método de precipitacion
en acetona (Vicente et al., 2004). Este método consistié en centrifugar 20 ml de los
cultivos a 3500 rpm durante 40 min; posteriormente, el precipitado se descartd6 y al
sobrenadante se le adicion6 40 ml de acetona. La mezcla se dejo reposar durante 48 h a
4°C y a continuaciéon se centrifugd nuevamente para obtener el “pellet” de
exopolisacéridos, el cual se coloc6 en una estufa a 60°C hasta obtener una masa
constante. El contenido de exopolisacaridos se expresé en mg/ml y correspondid al

promedio de todas las réplicas.

Analisis de los resultados

Los resultados del crecimiento y composicion bioquimica de la biomasa de
Arthrospira platensis obtenidos a diferentes salinidades y fuentes de nitrégeno, previo
cumplimiento de los supuestos de homogeneidad de varianzas, se analizaron a través de
Andlisis de variancia de dos factores. La existencia de diferencias significativas se
contrastd mediante el método de comparaciones multiples de Scheffé (Sokal & Rohlf,

1979), empleandose en ambos analisis el paquete estadistico Statgraphics plus 4,1.
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RESULTADOS

Crecimiento Poblacional

En la Figura 1 se muestra el crecimiento poblacional, medido como masa seca
(mg/ml), de Arthrospira platensis cultivada a diferentes salinidades y fuentes de
nitrogeno. Se aprecia, que después de la siembra, el crecimiento de esta cianobacteria en
todos los tratamientos ensayados se mantuvo sin cambios significativos durante los
cuatro primeros dias, lo cual es indicativo de una fase de adaptacion. A partir de alli, se
observé un aumento del crecimiento poblacional, el cual se fue incrementando hasta los

dias 14 -16, para luego entrar en una fase estacionaria hasta el final del ensayo.

El crecimiento de Arthrospira platensis en las diferentes salinidades y fuentes de
nitrégeno durante los dias de cultivo, mostré diferencias significativas (P < 0,05, anexo
1-4) en ambos parametros, observandose que el nitrato de sodio y la menor salinidad
ensayada (0 UPS) fueron los que ocasionaron un mayor crecimiento poblacional, con un

valor maximo de 3,5 £ 0,17 mg/ml.

4 —=— NaNO3 (0 UPS)
—A— UREA (0 UPS)
3,5 - ——NaNO3 (15 UPS)
—%— UREA (15 UPS)
3 _
2,5 -

2

Crecimiento (mg/ml)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias de cultivo

Figura 1.-Crecimiento de Arthrospira platensis cultivada a diferentes salinidades y
fuentes de nitrégeno.
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Composicion Bioquimica

Proteinas, lipidos y carbohidratos totales

El suministro de nitrato de sodio como fuente de nitrégeno produjo en A.
platensis una mayor acumulacion de proteinas, carbohidratos y lipidos totales, mientras
que la salinidad ocasiond diferentes respuestas en la sintesis de estas macromoléculas,
ya que las proteinas alcanzaron sus mayores concentraciones a 0 UPS mientras que los
carbohidratos y lipidos se acumularon en mayor cantidad en los cultivos sometidos a 15

UPS (figuras 2, 3 y 4).

En la figura 2 se presenta el contenido de proteinas totales obtenido en A.
platensis. Esta macromolécula mostré diferencias significativas en las diferentes
salinidades y fuentes de nitrogeno (P < 0,05, anexos 5-7), alcanzando su mdaxima

concentracion (57,5 £ 4,41 %) en NaNO; a 0 UPS.

Los contenidos de carbohidratos y lipidos totales se muestran en las figuras 3 y
4, respectivamente. Estas macromoléculas mostraron diferencias significativas en las
diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno (P < 0,05, anexos 8 y13), alcanzando sus
maximas concentraciones (carbohidratos: 20,9 + 1,35%; lipidos: 9,5 = 0,50 %) en

NaNO; a 15 UPS.
e

Z

Proteinas totales (%) totales (¢

70 -
60 - T
L - T
50 - T
-
40 - I 0 NaNO3

Figurg 2|-Crecimiento| de Artfirospira platensis |cultivada a E}fﬁ;@‘tes salinidades y
fuentes de nitrdgeno.
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0
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Carbohidratos totales (%)
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Figura 3. Contenido de carbohidratos totales (%) de Arthrospira platensis cultivada a
diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno.
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Figura 4. Contenido de lipidos totales (%) de Artrhospira platensis cultivada a
diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno.
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Acidos grasos

Los acidos grasos determinados en Arthrospira platensis en las diferentes
salinidades y fuentes de nitrogeno se presentan en la tabla I. Se observa claramente la
influencia de la salinidad y de la fuente de nitrogeno sobre la sintesis de estos
compuestos (Anexo 14-22), ya que los cultivos realizados a 15 UPS y suplementados
con urea produjeron mayores concentraciones de acidos grasos saturados (50,04 + 2,32)
y monoinsaturados (22,46 + 1,82). Por su parte, los acidos grasos poliinsaturados

alcanzaron también sus maximas concentraciones en urea pero a 0 UPS (44,11 + 3,32).

Entre los acidos grasos saturados, el que mostré mayor concentracion fue el
acido palmitito (16:0), con contenidos porcentuales que variaron entre 35,38 y 42,80 %,
obteniéndose la mayor concentracion en nitrato de sodio a 0 UPS (tabla I). El é4cido
oleico (18:1n-9) fue el 4cido graso monoinsaturado que se acumuldé en mayor
concentracion (10,20 = 0,71 %), lo cual ocurrid en los cultivos tratados con urea a 15
UPS.

Con relacion a los acidos grasos poliinsaturados, el acido gama linolénico (18:3
n-6) fue el que mas se acumuld en los Arthrospira platensis, alcanzando su maxima

concentracion (22,13 + 1,99 %) en los medios con nitrato y a 15 UPS.

Tabla 1. Perfil de los acidos grasos de la microalga Arthrospira. platensis cultivada a
diferentes salinidades y fuentes de nitrégeno.
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Acidos grasos

NaNO; 0 UPS  NaNO; 15UPS  Urea 0 UPS Urea 15 UPS
14:0 0,55 +0,05 0,45+0,04 0,32+0,03 0,73+0,07
15:0 0,12+0,01 0,02+0,00 0,10+0,00 0,32+0,02
16:0 42,80+1,71 40,79+1,63 35,38+1,42 41,81+1,67
17:0 0,17+0,01 0,19+0,01 0,15+0,01 0,58+0.03
18:0 2,43+0,19 3,51+0,28 2,87+0,23 6,61+0,53
> Saturados 46,07+1,98 44,96+1,97 38,81+1,69 50,04+2,32
16:1n-9 2,93+0,29 2,96+0,30 3,64+0,36 3,18+0,32
16:1n-7 5,66+0,45 6,82+0,55 8,32+0,67 6,06+0,48
18:1n-9 4,73+0,29 3,84+0,25 5,12+0,30 13,21+0,71
> Monoinsaturados 13,32+1,10 13,62+1,12 17,08+1,98 22,46+1,82
18:2n-6 18,41£1,66 19,29+1,74 21,59+1,94 16,97+1,53
18:3n-6 21,23+1,27 22,13+1,99 21,90+1,31 10,32+0,93
20:3n-6 0,64+0,06 0,00+0,00 0,63+0,06 0,00+0,00
> Poliinsaturados  40,27+2,99 41,42+3,73 44,11+3,32 27,30+2,46
> Totales 100 100 100 100
Pigmentos

Clorofila a y Carotenoides totales

El contenido de clorofila a por volumen de cultivo se presenta en la figura 5.

Este pigmento mostr6 diferencias significativas (P < 0,05) entre las salinidades y las

fuentes de nitrogeno estudiadas (Anexos 23-25), observandose que el incremento de la

salinidad provocd un descenso de su acumulacion. La mayor concentracion de clorofila

a se obtuvo en NaNOs; a 0 UPS (43,04 + 0,34 ug/ml), mientras que los menores

contenidos se registraron en urea a 15 UPS (23,3 + 1,00 ug/ml).
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Los carotenoides totales por volumen de cultivo (figura 6) mostraron una
tendencia similar a la observada en la sintesis de clorofila a. Estos pigmentos mostraron
diferencias significativas (P < 0,05) entre las salinidades y las fuentes de nitrogeno
estudiadas (Anexo 26-28) alcanzando sus maximas concentraciones en nitrato de sodio a
0 UPS (15,1 £ 0,76 ug/ml). Los menores contenidos se observaron en urea a 15 UPS

(3,6 £ 0,66 ug/ml.

Ficocianina

Las concentraciones del pigmento ficocianina (ug/ml) se presentan en la figura 7
mostrando diferencias significativas (P < 0,05) tanto en las salinidades como en las
fuentes de nitrégeno (Anexo 29-31), observdndose sus mayores concentraciones
promedio en el nutriente NaNOs; a 0 UPS (153 + 3,8 ug/ml) y las menores en urea a 15
UPS (54 £ 9,1 ug/ml). Es evidente que este pigmento al igual que la clorofila a y los

carotenoides totales disminuyeron sus concentraciones al aumentar la salinidad de los

cultivos.
50
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Figura 7. Contenido de ficocianina (ug/ml) de Arthrospira platensis cultivada a
diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno.

Exopolisacéridos

La cianobacteria Arthrospira platensis mostr6 una produccion de
exopolisacaridos estadisticamente igual (P > 0,05) cuando fue cultivada en las
diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno (Anexo 32-34) tal como se aprecia en la
figura 8. Los cambios de salinidad y de las fuentes de nitrégeno en los cultivos no
lograron variar la produccion de estos exocompuestos, observandose un contenido

promedio de 21,1 + 1,41 mg/ml
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Figura 8. Contenido de Exopolisacaridos (mg/ml) de Arthospira platensis cultivada a
diferentes salinidades y fuentes de nitrégeno.
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DISCUSION

En la presente investigacion se demostré que la salinidad y la fuente de
nitrogeno en el medio de cultivo influyeron sobre el crecimiento y la composicion
bioquimica de la cianobacteria Arthrospira platensis. El mayor crecimiento de esta
microalga (3,5 £ 0,17 mg/ ml) se evidencid cuando los cultivos fueron sometidos a la

menor salinidad (OUPS) con nitrato de sodio como fuente de nitrogeno.

El incremento de la salinidad en los cultivos de Arthrospira platensis no
ocasiond una mayor produccion de biomasa. Este comportamiento fue también
evidenciado en Arthrospira platensis por Kebede (1997) y en Arthrospira maxima por
Lamela & Marquez-Rocha (2000), quienes observaron que el crecimiento poblacional
de estas dos microalgas disminuyé a medida que se aumento la salinidad en los cultivos,

llegando a ser mayor en los tratamientos sometidos a 0 UPS.

El mayor contenido de biomasa de 4. platensis obtenido en esta investigacion es
superior a los determinados por Oliveira et al (1999), 2,4 mg/ml, en Arthrospira
platensis y A. maxima. Esta diferencia puede estar soportada en las temperaturas y la
cantidad de luz que recibieron los cultivos, debido a que los anteriores autores utilizaron

30 °C con luz continua, y en este trabajo se utilizé 25°C con fotoperiodo 12:12.

En otras investigaciones se han referido contenidos de biomasa superiores a los
logrados en esta investigacion. Asi se tiene que Volkmann et al. (2008) al cultivar 4.
platensis con agua desalinizada (OUPS) obtuvieron una produccién de biomasa de 4,95
mg/ml. Esta diferencia puede deberse a que los anteriores autores utilizaron diferentes
condiciones de cultivo, entre éstas la irradianza (140 pmol/ m% s), la cual fue menor que

la implementada en esta investigacion (390 pmol/ m?/ s).

La disminucién del crecimiento de Arthrospira platensis frente a estrés salino
puede deberse a que la energia destinada para la division celular es desviada hacia la
sintesis de solutos compatibles, que le permitan sobrevivir ante este estrés, tal como ha
sido descrito por Oren (1999), quien refirié6 que el costo de producir solutos osmoticos
organicos (glicerol) en organismos sometidos a condiciones salinas es enorme

(aproximadamente 30 mmol de ATP por cada 0,2 gramos de biomasa seca).
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Dado que la cantidad de energia necesaria para la producciéon de solutos
osmoticos quizas exceda grandemente los requerimientos energéticos para la biosintesis
de proteinas, acidos nucleicos, paredes celulares y otros compuestos, la energia
disponible para el crecimiento se ve disminuida cuando se incrementa la salinidad del

cultivo.

En microalgas eucarioticas, también se ha observado una correlacion inversa
entre el crecimiento y el incremento de la salinidad de los cultivos. Al respecto,
Borowitzka & Borowitzka (1988); Ben-Amotz & Avron (1989); Aguilar (1995) y
Guevara et al. (2005), observaron una disminuciéon en las densidades celulares de
Dunaliella salina cuando se aumenta la salinidad del medio de cultivo. Este estrés de
salinidad influencia la capacidad de D. salina para adquirir las fuentes de carbono

necesarias para su crecimiento y productividad (Serpa & Calderén, 2005).

Por otra parte, las cianobacterias responden de diferentes formas frente a
cambios de salinidad; ademas las respuestas de estos microorganismos van a depender
de la interaccion de otros factores como por ejemplo la irradiancia, concentracion de

nutrientes, temperatura, aireacion, entre otros (Jonte et al., 2003).

La cianobacteria Arthrospira platensis crecid en las dos salinidades ensayadas,
resultando el mayor crecimiento celular a la salinidad mas baja, lo cual pudiera
coadyuvar con la plasticidad fisiologica que tiene esta microalga para colonizar habitats
estuarinos y dulceacuicolas. Esta adaptacion de crecer a varios rangos de salinidad ha
sido observada en otras cianobacterias como: Synechocystis minuscula, la cual mostrd
crecimiento desde 0 hasta 35 UPS, con un méximo entre 0 y 15 UPS (Jonte et al., 2003)
y Limnothrix sp., quien crecid en salinidades de 15 -35 UPS (Lemus, 2007). Igualmente
en Arthrospira mdxima se ha evidenciado crecimiento entre 0 - 35 UPS, con un maximo

a la salinidad de 0 UPS (Lamela & Marquez-Rocha, 2000).

La respuesta de Arthrospira platensis a la salinidad en términos del grado de
limitacion del crecimiento y su adaptacion a diferentes niveles salinos varia
ampliamente de acuerdo a la cepa estudiada. Una disminucion de la tasa de crecimiento,
debido al estrés salino, también ha sido demostrada en otras cianobacterias tales como

Anacystis (Vonshak & Richmond, 1981) y Nostoc (Blumwald & Tel-Or, 1982).
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Las investigaciones relacionadas con el cultivo de Arthrospira platensis a
salinidades medias (15 -25 UPS) y altas (> 35 UPS) se deben al interés creciente que
existe por optimizar la produccion de biomasa en zonas costeras, donde el agua dulce es
escasa; lo cual brindaria la oportunidad de establecer cultivos masivos de esta
cianobacteria en estas areas, usando agua de mar. Al respecto, Lamela & Marquez
(2000) lograron producir 1,2 mg/ml de biomasa de Arthrospira maxima al utilizar agua

de mar con una salinidad de 35 UPS.

En esta investigacion también qued6 evidenciado la influencia de la fuente de
nitrogeno sobre el crecimiento de Arthrospira platensis, observandose el mayor

crecimiento en nitrato de sodio en comparacion con los de urea.

El nitrogeno es el elemento que después del carbono contribuye con la
produccion de biomasa y composicion bioquimica de las células microalgales. Varios
resultados muestran que se produce gran variabilidad tanto en el crecimiento como en la
composicion bioquimica, debido a las variaciones en la concentracion de nitrégeno. Asi
mismo, las fuentes nitrogenadas varian en cuanto a la influencia que pueden ejercer

sobre la fisiologia microalgal (Boussiba & Richmond, 1980; Cohen, 1986).

Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los reportados por
Vieira et al. (2001), quienes al cultivar Arthrospira platensis en diferentes fuentes de
nitrogeno obtuvieron los mayores contenido de biomasa (1,992 mg/ml) en los cultivos

suplementados con nitrato de sodio.

El uso de urea y amonio con fuentes alternativas de nitrogeno ha sido sugerido
por numerosos investigadores, como una manera de disminuir los costos de produccion
de biomasa de Arthrospira (Boussiba 1989); sin embargo, estos compuestos ocasionan,
en la mayoria de los casos, bajos rendimientos de biomasa. Por ejemplo, Vieira et al.
(2001) y Sassamo et al. (2004) al utilizar urea como fuente de nitrégeno en el cultivo de
A. platensis, obtuvieron una maxima concentracion de biomasa de 0,910; 1,6 y 0,75 mg/
ml, respectivamente. De igual forma, Pedroza et al. (2008) en cultivos de 4. platensis
con amonio obtuvieron contenidos de biomasa de 0,001833 mg/ml, respectivamente.
Los resultados anteriormente descritos son inferiores a los obtenidos en la presente

investigacion (entre 2 — 3 mg/ml con urea y 3,5 mg/ml con NaNOs).
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La utilizacién de urea y amonio en los cultivos microalgales tiene la desventaja
de que estos compuestos en altas concentraciones se tornan téxicos. Al respecto,
Sassamo et al. (2004) recomienda 275 mg/l de urea como una concentracion Optima
para la produccion de biomasa de Arthrospira; mientras que Richmond (1988) sefiala
que concentraciones de amonio superiores a 100 mg/l producen efectos negativos en los
cultivos de esta cianobacteria. Los efectos adversos de amonio y urea en los cultivos de
Arthrospira y otras microalgas se debe que estos compuestos producen un descenso del
pH del medio, el cual llega a alcanzar valores por debajo de 7, lo cual es perjudicial para

Arthrospira, ya que su nivel de pH optimo esta entre 9-11 (Fidalgo, 1995).

Composicion Bioquimica

Se ha demostrado que la calidad de toda microalga depende de su composicion
bioquimica, especificamente en cuanto al contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos
y acidos grasos. Esta composicion bioquimica obedece, en gran parte, a las condiciones
de cultivo (temperatura, salinidad, iluminacion, nutrientes, agitacion entre otros), por lo
que la modificacién de los pardmetros ambientales es una estrategia utilizada para

promover la produccion de un determinado metabolito (Becker, 1994).

Proteinas
La cianobacteria Arthrospira platensis mostrd en este trabajo mayores
contenidos de proteinas (57,5%) a la menor salinidad (0 UPS) en nitrato de sodio como

fuente de nitrogeno.

Resultados similares a los mostrados en la presente investigacion fueron
senalados por Olguin et al. (2001) y Rafiquil et al. (2005), quienes obtuvieron en
Arthrospira platensis un 58 - 62% de proteinas en cultivos realizados en salinidades

bajas (0 UPS) y nitrato como fuente de nitrogeno.

El incremento de la salinidad en los cultivos de Arthrospira ha mostrado tener
efectos negativos en la sintesis proteica, tal como lo demostré Tredici et al. (1986) en
Spirulina maxima, quienes observaron que el contenido de proteinas disminuy6 desde
60% hasta 48% (con nitrato) y desde 65% hasta 60% (con urea), al incrementar la

salinidad desde 0 hasta 35 UPS.
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De forma similar, los estudios de Vonshak et al. (1996) demostraron que
Spirulina platensis al someterse a estrés salino modifica su composicion bioquimica,
reduciendo el contenido de proteinas y clorofila e incrementando los niveles de

carbohidratos. Esta situacion fue similar a la observada en la presente investigacion.

La reduccion de la sintesis de proteinas al incrementar la salinidad en los
cultivos de Arthrospira puede deberse a que estos microorganismos desvian la energia
destinada para sintesis proteica hacia la produccion de carbohidratos, lipidos y algunos
aminodcidos (prolina) que funcionarian como solutos compatibles para evitar la

deshidratacion celular (Véasquez & Arredondo, 1991; Mussagy, 2005).

En otras cianobacterias también se ha evidenciado que el estrés salino provoca
un descenso en la acumulacion de proteinas. De Philippis et al (1993) determinaron en
Cyanothece una baja produccion de proteinas al incrementar la salinidad de los cultivos

desde 29 UPS hasta 117 UPS.

Este patron de disminucioén en la acumulacion de proteinas al incrementar la
salinidad en las microalgas no es universal, ya que se ha observado que las respuestas
fisiologicas de cada especie y cepa de microalga es particular; asi se tiene por ejemplo
que el aumento de la salinidad desde 0 hasta 100 UPS en cultivos de la cianobacteria
Synechococcus sp. ocasiond una mayor acumulacion de proteinas desde 1,25 hasta 2 fg/
cel (Rosales et al., 2005). Resultados similares de la relacion directa entre salinidad y

contenido proteico obtuvieron Berland ef al. (1989) con Aphanothece sp.

El uso de fuentes nitrogenadas diferentes al nitrato, como lo son urea y amonio,
dentro del rango de concentraciones no toxicas, ha permitido obtener biomasa de
Arthrospira con altos contenidos de proteinas, Tredici et al. (1986) obtuvieron
contenidos proteicos que variaron desde 35 -61% con nitrato, y desde 52 — 65 con urea.
Otros autores como Rijn & Shilo (1986) reportaron en Spirulina sp. un 62,4% de

proteinas cuando fue expuesta a 0 UPS con amonio como fuente de nitrogeno.

Carbohidratos
Los carbohidratos totales en las cianobacterias presentan un comportamiento

variable y va a depender no solo de la especie en particular, sino también de la
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interaccion de los factores fisico-quimicos establecidos en los cultivos, ya que son los
componentes energéticos que los organismos, en general, utilizan mas facil y

rapidamente para su metabolismo.

En esta investigacion, los carbohidratos presentaron los mayores valores (20,9
%) a la mayor salinidad (15 UPS) y en nitrato de sodio. Esto permite inferir que esta
cianobacteria a altas salinidades produce cambios fisiologicos en las células
microalgales estimulados por los problemas de hidratacion lo que conduce a un
engrosamiento de las paredes celulares como mecanismo de adaptacion al estrés salino,
ya que los carbohidratos funcionan como productos de reserva constituyendo una
valiosa fuente energética tanto para las microalgas como para sus consumidores (Brown
et al., 1997). También es posible que esta cepa de A. platensis estimule la sintesis de
carbohidratos relacionadas con la osmorregulacion a altas salinidades. De igual forma,
se ha registrado la excreciéon de polisacaridos bajo condiciones desfavorables de

nutrientes y bajo altas condiciones de salinidad e iluminacién (Briill ef al., 2000).

En otras investigaciones se ha observado que al aumentar la salinidad a mayores
niveles, puede inducirse una mayor produccion de carbohidratos, tal como lo menciona
Tadros (1988), quien obtuvo en Spirulina platensis un incremento en el contenido de
carbohidratos desde 23% hasta 32% al aumentar la salinidad de los cultivos desde 5
hasta 29 UPS. De igual forma, Olguin et al. (2001) con Spirulina sp., demostraron las
mayores concentraciones de esta macromolécula (28,41%) cuando los cultivos fueron

expuestos salinidades de 20 UPS.

Los contenidos de carbohidratos obtenidos en la presente investigacion a 15 UPS
son superiores a los reportados por otros autores a OUPS. Asi por ejemplo, Oliveira et
al. (1999) publican concentraciones de carbohidratos en A. maxima y A. platensis,
cultivada a 25°C y 0 UPS, de 12 y 13%, respectivamente. Morist et al. (2001)
determinaron en Spirulina platensis, cultivada a 36 °C y 0 UPS, un 12% de
carbohidratos. Estos hallazgos confirman la hipotesis de que el aumento de la salinidad
promueve en Arthrospira una mayor acumulacion de esta macromolécula.

El uso de amonio y urea como fuentes de nitrdgeno en los cultivos de diversas
microalgas también ha promovido un incremento en la produccion de carbohidratos. Asi

por ejemplo, Rijn & Shilo (1986) en cultivos mixtos de Spirulina sp. y Oscillatoria sp.
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determinaron contenidos de 18% de carbohidratos al utilizar amonio. Fidalgo (1995)
logré en Tetraselmis suecica valores maximos de carbohidratos 17, 61 pg/cel en los
cultivos suplementados con urea y en Chaetoceros calcitrans, 28% con amonio como

fuente nitrogenada.

Lipidos
El contenido de lipidos, al igual que los carbohidratos, mostré sus mayores
contenidos (9,5%) a la mayor salinidad (15 UPS) y en nitrato de sodio como fuente de

nitrogeno.

Resultados similares a los determinados en esta investigacion fueron publicados
por Tadros (1988) quienes observaron en Spirulina platensis un aumento en el
contenido de lipidos desde 8% hasta 10% al variar la salinidad desde 5 hasta 29 UPS.
Olguin et al. (2001) con Spirulina sp. Obtuvieron las mayores concentraciones lipidicas
(28,6%) a la mayor salinidad ensayada (20 UPS). El incremento en la acumulacion de
lipidos al aumentar la salinidad ha sido reportado en numerosas microalgas, lo cual se

ha discutido como un mecanismo de osmoproteccion (Vasquez & Arredondo, , 1991).

En otros estudios se observa que las mayores concentraciones de lipidos se
alcanzaron cuando Arthrospira es cultivada a bajas salinidades (entre 0 — 1 UPS). Al
respecto, Tornabene et al. (1985) sefialan concentraciones de lipidos totales de 16,8%
en Arthrospira platensis al ser cultivada a 0 UPS, contenidos que son superiores a los
obtenidos en la presente investigacion. Este mayor contenido de lipidos demostrado por
estos autores puede estar inducido por las diferencias en los factores ambientales
utilizados, los cuales incluyen mayor temperatura (30°C) y menor intensidad luminosa

(15pmol/ m*/ s).

Al comparar los contenidos de lipidos de Arthrospira, de acuerdo a la fuente
nitrogenada utilizada, se encuentra que tanto nitrato como urea o amonio producen
cantidades importantes de esta macromolécula (entre 7 — 30%), las cuales varian de
acuerdo con la interaccion de los diversos factores ambientales involucrados
(temperatura, salinidad, nutrientes, irradiancia, entre otros). Asi por ejemplo, Danesi et
al. (2002) al cultivar Spirulina platensis con diferentes fuentes nitrogenadas a 0 UPS,

encontraron que la urea propicio la mayor acumulacion de este metabolito (20,7%).
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Al analizar los resultados de la presente investigacion, se puede deducir que el
tipo de fuente nitrogenada usada no representd una limitante para obtener altos

contenido de lipidos (> 7%).

Acidos grasos

La composicion de los acidos grasos de una especie microalgal determina su
calidad nutricional, debido a que éstos compuestos han mostrado tener efectos benéficos
en los organismos que lo consumen, tales como la fortificacion del sistema inmune; de
alli la importancia de su estudio para ser incluidos tanto en nutricion humana como en

acuicultura (Brown et al., 1989).

La sintesis de estos compuestos estuvo influenciada por la salinidad y la fuente
nitrogeno utilizada. Los cultivos suplementados con urea produjeron mayores
concentraciones de acidos grasos saturados (50,04 + 2,32%), monoinsaturados (22,46 +
1,82%) y poliinsaturados (44,11 + 3,32%). A excepcion del contenido de acidos grasos
poliinsaturados, la salinidad de 15 UPS promovio, de forma general, el incremento en la

acumulacion de los 4acidos grasos.

Los 4cidos grasos mayoritarios determinados en la presente investigacion
fueron: palmitico (16:0), linoleico (18:2 n-6), y gammalinolénico (18:3 n-6), los cuales
conformaron entre el 72 -82% del total de los acidos grasos analizados. Estos resultados
coinciden con los publicados por Oliveira et al. (1999), Miiling ef al. (2005) y Simpore
et al. (2005) quienes indicaron que los acidos grasos palmitico, linoleico y
gamalinoleico de diferentes cepas de Arthrospira maxima y Arthrospira platensis

constituyen entre un 70-92% del total de los acidos grasos totales.

Es importante referir que tanto urea (0 UPS) como nitrato (0 y 15 UPS)
promovieron una acumulacién significativa del acido gammalinolénico (18:3 n-6), el
cual alcanzd concentraciones de hasta 22%, con respecto al total de los acidos grasos
analizados. Resultados similares del contenido de este acido graso fueron obtenidos por
Cohen et al. (1993) y Colla et al. (2004) en Spirulina platensis, quienes reportan
concentraciones de 19 -21%, al utilizar nitrato como fuente nitrogenada.

La importancia de la presencia del 4&cido gammalinolénico en Arthrospira radica

en el hecho de que al usar la biomasa de este microorganismo, como alimento en
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humanos, se estaria fortaleciendo la salud, dado a que este compuesto es precursor de
algunas prostaglandinas y reduce en cierta medida la cantidad de colesterol en sangre
(Sanchez et al., 2003), por lo que representa una alternativa en el manejo de
enfermedades cardiovasculares y en el control del peso. Por otra parte, se ha demostrado
que estimula el sistema inmune (Wu & Meydani, 1996) y atenta los sintomas de la

enfermedad de Parkinson y la esclerosis multiple (Cohen, 1997).

Pigmentos
La produccion de clorofila a, carotenoides totales y ficocianina en A. platensis
mostrd la tendencia de disminuir al aumentar la salinidad, siendo nitrato de sodio la

fuente de nitrogeno que propicio su mayor acumulacion.

El mayor contenido de clorofila a (43,04 pug/ml = 1,22 %, anexo 35) en esta
cianobacteria ocurri6 a la salinidad de 0 UPS y en nitrato de sodio como fuente de
nitrégeno, lo cual se asemeja a los resultados (1,18%) obtenidos por Torzillo et al.

(1984) con A. maxima bajo condiciones similares de cultivo.

Este pigmento muestra mucha variabilidad de acuerdo con las condiciones de
cultivo. Asi se tiene que Olaizola & Duerr (1990) y Cohen et al. (1993) reportaron en
Spirulina platensis contenidos de clorofila a de 2,3 y 1,44 %, respectivamente. Por su
parte, Lamela & Mérquez-Rocha (2000) sefialan para Arthrospira mdxima un 0,61%, de
este pigmento. Las discrepancias entre estos resultados con los obtenidos en la presente
investigacion puede deberse a las temperatura e irradiancia usadas, ya que los anteriores
autores sometieron a la cianobacteria a 23°C y 230 pmol/ m* s y en este trabajo se

aplicaron 25°C y 390 umol/ m?*/ s.

El uso de urea como fuente nitrogenada ha mostrado ser una alternativa para la
produccion de biomasa de Arthrospira con altos contenidos de clorofila a. Al respecto,
Danesi et al. (2002) cultivaron Spirulina platensis en medio Zarrouk (0 UPS) con urea
como fuente de nitrogeno, logrando concentraciones de 7,56 % de clorofila a, cifras
¢stas que son superiores a las obtenidas con nitrato de sodio en este trabajo. Por el
contrario, los cultivos de Arthrospira suplementados con amonio muestran bajos

concentraciones de este pigmento, tal como ha sido referido por Rijn & Shilo (1986),
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quienes reportaron en Spirulina sp. un 0,80% de clorofila a al utilizar amonio como

fuente de nitrogeno.

De forma similar a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se ha
observado en otros reportes que el incremento de la salinidad trae consigo una
disminucion del contenido de clorofila a en Arthrospira. Lu et al. (1999) observaron
que el contenido de clorofila a de Spirulina platensis disminuy6 un 20% al incrementar
la salinidad hasta 44 UPS. Lamela & Marquez-Rocha (2000) demostraron un descenso
en la produccion de clorofila a de Arthrospira maxima desde 6,1 mg/g hasta 2,35 mg/g

al incrementar la salinidad desde 0 hasta 35 UPS.

El efecto que tiene el estrés salino sobre la disminucion del contenido de
clorofila a se ha relacionado con el incremento que éste ocasiona en el gradiente de pH
a través de la membrana tilacoidal, lo cual causa reduccion en la tasa de fotosintesis
(Gilmour et al., 1985). Este comportamiento también ha sido observado en Dunaliella
tertiolecta por Ben-Amotz & Avron (1983b) y en Botryococcus braunii por Ranga et al.
(2007), quienes sefalaron que las altas salinidades promueven en las microalgas, en

general, una disminucion del contenido de clorofila a.

Los carotenoides totales mostraron un comportamiento similar al de la clorofila
a, es decir, las maximas concentraciones (15,1 pg/ml = 0,40 %, anexo 35) se reportaron

a la menor salinidad (0 UPS) y con nitrato de sodio.

El incremento de la salinidad en microalgas eucaridticas halotolerantes tipo
Dunaliella salina provoca una mayor acumulacion de carotenoides totales (Guevara et
al., 2005); sin embargo, en Arthrospira se ha visto que este patron es inverso. Al
respecto Kebede (1997) determind que el incremento de la salinidad desde 20 hasta 80
UPS provocé un descenso en la acumulacion de carotenoides de Spirulina platensis. De
igual forma, Lamela & Marquez-Rocha (2000) observaron que los carotenoides totales
disminuyeron desde 0,22% hasta 0,18% cuando la salinidad vario desde 0 hasta 35

UPS, usando nitrato de sodio como fuente de nitrogeno.
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La ficocianina fue la fraccion mayoritaria de los pigmentos en todos los
tratamientos ensayados. Los mayores contenidos de este pigmento, al igual que el de
clorofila a y carotenoides se evidenciaron a la menor salinidad y en nitrato de sodio

(153 pg/ml = 4,37 % anexo 35).

En Spirulina platensis se han determinado altos contenidos de ficocianina en
diferentes condiciones de cultivo. Al respecto, Cohen et al. (1993) y Olvera et al.
(2000) obtuvieron un 24% y 7%, respectivamente, de este pigmento en medio Zarrouk a
0 UPS y Zhang et al. (1998) determinaron concentraciones de 795 pg/ml. Estos
contenidos son superiores a los encontrados en la presente investigacion, lo cual pudiera
ser atribuido a las diferencias en las temperaturas e intensidades luminosas ensayadas,
debido a que los anteriores autores utilizaron 30 °C y 80 pmoles/m?s. La baja
intensidad luminosa promueve la mayor acumulaciéon de ficocianina, ya que estos
pigmentos funcionan como pigmentos accesorios para captar con mayor eficiencia las
bajas intensidades luminosas y transferir esta energia a la clorofila a (Tomaselli et al.,

1997).

Lamela & Marquez-Rocha (2000) determinaron en Arthrospira mdxima
contenidos de ficocianina (4,5%) similares a los encontrados en la presente
investigacion al utilizar medios de cultivos a 0 UPS y suplementados con nitrato de
sodio. Estos mismos autores al incrementar la salinidad hasta 35 UPS, observaron que la
concentracion de ficocianina en 4. maxima disminuyo hasta 1,5%.

La disminucién del contenido de ficocianina al incrementar la salinidad en los
medios de cultivo puede deberse a la pérdida de energia respiratoria y excretoria para

contrarrestar el estrés idnico y osmotico como fue referido por Kebede (1997).

Los escasos reportes de cultivos de Arthrospira con amonio sefialan que la
concentracion de ficocianina es inferior a la obtenida en cultivos fertilizados con nitrato.
Asi se tiene que Rijn & Shilo (1986) en cultivos de Spirulina sp. determinaron
contenidos de 1,90% de ficocianina al utilizar amonio como fuente nitrogenada. Lo

anterior puede deberse a la disminucion que experimenta el pH (Ullrich ef al., 1984), lo
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cual es perjudicial para Arthrospira, ya que sus niveles Optimos estdn entre 9 -11

(Pedraza, 1989).

El estudio de la ficocianina tiene mucha importancia, debido a que este
compuesto tienen extensa aplicacion en las industrias alimenticias, farmacolédgicas y
biomédicas como nutrientes para humanos y animales, cosméticos y marcadores
fluorescentes, entre otros (Belay et al., 1993; Borowitzka, 1994), por lo que su
cotizacion es elevada, llegdndose a encontrar que sus precios varian desde 174 - 328
USD/ por cada ampolla de 250 ul, dependiendo de su calidad y pureza (Invitrogen,
2005).

Exopolisacaridos

Los contenidos de exopolisacéaridos fueron similares en todas las condiciones de
cultivos ensayadas, alcanzando una concentracion promedio de 21,12+ 1,413 mg/ml.
Resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion han sido publicados
por Fresnedo & Serra (1992) y De Philippis et al. (2001) con las cianobacterias
Cyanothece sp. y Phormidium laminosum, donde se evidencié que la produccion de
exopolisacaridos es mas activa a elevadas intensidades luminosas, como la aplicada en
la presente investigacion. Lo anterior puede deberse a que estos exocompuestos
funcionan como barrera fisica entre el microorganismo y su ambiente inmediato (De

Philippis & Vincenzini, 1998).

El estudio de los exopolisacaridos de Arthrospira ha venido tomando auge
durantes los ultimos afios, dado que estos compuestos posee una marcada actividad
biologica. Al respecto, Seyoum et al. (1998) citado en http://www.blubio.de/spirulina-
studien-2004.pdf observaron que extractos acuosos de Arthrospira platensis inhibieron
la replicacion del VIH-1 en lineas de células T humanas. La caracterizacion quimica de
estos extractos revelo la presencia de polisacaridos y taninos, los cuales tienen interés

clinico, debido a la significativa actividad antirretroviral que poseen.

Mas recientemente, Pugh et al. (2001) aislo de Arthrospira platensis un nuevo
polisacarido de estructura compleja y alta masa molecular, llamado “immulina”, el cual

presenta actividad immunoestimuladora.
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Finalmente, es importante expresar que Arthrospira platensis, cultivada con
nitrato o urea como fuente de nitrogeno, representa una fuente de alimento alternativa
para humanos y animales, asi como también materia prima para las industrias
farmacéuticas y biomédicas, debido a los altos contenidos de proteinas, acidos grasos y
ficocianina que posee. Estudios adicionales que incluyan variaciones en la
concentraciones de nutrientes, intensidades luminosas y temperatura deben ser
ejecutados a fin de evaluar su interaccion con la salinidad para optimizar el cultivo de

este microorganismo en agua de mar.
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CONCLUSIONES

La cianobacteria Arthrospira platensis mostr6é crecimiento en todas las salinidades y
fuentes de nitrogeno ensayadas, obteniéndose el mayor crecimiento a 0 UPS y en nitrato

de sodio.

El incremento de la salinidad disminuy¢ la produccion de proteinas totales y pigmentos

y aument6 la acumulacion de carbohidratos y lipidos en Arthrospira platensis.

Los contenidos de proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos en Arthrospira

platensis fueron mayores cuando se utiliz6 nitrato de sodio como fuente de nitrégeno.

La salinidad de 15 UPS promovi6, de forma general, el incremento en la acumulacion

de los acidos grasos en Arthrospira platensis.

Las méaximas concentraciones de los acidos los grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados se obtuvieron en los cultivos de Arthrospira platensis suplementados

con urea.

Los acidos grasos mayoritarios determinados en la presente investigacion fueron:
palmitico (16:0), linoleico (18:2 n-6), y gammalinolénico (18:3 n-6), los cuales

conformaron entre el 72 -82% del total de los 4cidos grasos analizados.

La produccion de exopolisacaridos en Arthrospira platensis fue similar en las

salinidades y fuentes de nitrogeno utilizadas.

Arthrospira platensis, cultivada con nitrato o urea como fuente de nitrégeno, representa
una fuente de alimento alternativa para humanos y animales, asi como también materia
prima para las industrias farmacéuticas y biomédicas, debido a los altos contenidos de

proteinas, acidos grasos y ficocianina que posee.
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ANEXOS

Anexo. 1. Andlisis de varianza de la masa seca de la cianobacteria Arthrospira platensis
a diferentes salinidades durante los dias de cultivo.

Anexo 2. Andlisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de la masa seca de la
cianobacteria Arthrospira platensis durante los diferentes dias.

Dias Densidad Celular Grupos Homogéneos
(Promedio)

2 0,0616667 X

4 0,275833 X

6 0,753333 X

8 1,10917 X

10 1,57083 X

12 1,90167 X

14 2,31417 X

16 2,67417 X

18 2,77917 XX

20 2,845 X

Anexo 3. Analisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de la masa seca de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno Densidad celular Grupos homogéneos
(Promedio)

Urea 1,49917 X

Nitrato 1,75783 X

Anexo 4. Andlisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de la masa seca de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad Densidad celular (Promedio) Grupos homogéneos
15 1,3735 X
0 1,8835 X

Anexo 5. Andlisis de varianza del contenido de proteinas totales (%) de la cianobacteria
Arthrospira platensis.

Fuente Suma de Df Error Radio F Valor P
cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Nutrientes 256,282 1 256,282 19,29 0,0000

B: Salinidad 259,624 1 259,624 19,55 0,0000
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INTERACCIONES

AB 40,6685 1 40,6685 3,06 0,1057
RESIDUAL 159,388 12 13,2823

TOTAL (Corregido) 715962 15

Anexo 6. Analisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de las proteinas totales (%) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogéno Proteinas totales Grupos homogéneos
(Promedio)
Urea 47,0944 X
Nitrato 55,0988 X

Anexo 7. Andlisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de las proteinas totales (%) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad Proteinas totales (Promedio) Grupos homogéneos
15 47,0683 X
0 55,1248 X

Anexo 8. Analisis de Varianza del contenido de carbohidratos totales (%) de la
cianobacteria Arthrospira platensis.

Fuente Suma de Df Error Radio F Valor P
cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Nutrientes 214,971 1 214,971 114,74 0,0000

B: Salinidad 136,254 1 136,254 72,72 0,0000

INTERACCIONES

AB 2,09242 1 2,09242 1,12 0,3114

RESIDUAL 22,4829 12 1,87358

TOTAL (Corregido) 375,8 15

Anexo 9. Andlisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de las carbohidratos totales (%)
de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno Carbohidratos totales (Promedio)  Grupos homogéneos
Urea 10,3625 X
Nitrato 17,6934 X

Anexo 10. Analisis de rango multiple (Scheffe a=0,05) de las carbohidratos totales (%)
de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad Carbohidratos totales (Promedio) Grupos homogéneos
15 11,1098 X
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0 16,9462 X

Anexo 11. Analisis de Varianza del contenido de lipidos totales (%) de la cianobacteria
Arthrospira platensis.

Fuente Suma de Df Error Radio F Valor P
cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Nutrientes 11,9654 1 11,9654 16,35 0,0000

B: Salinidad 7,17263 1 7,17263 9,80 0,0000

INTERACCIONES

AB 1,70274 1 1,70274 2,33 0,1531

RESIDUAL 8,78233 12 0,731861

TOTAL (Corregido) 29,6231 15

Anexo 12. Andlisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de las lipidos totales (%) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno Lipidos totales (Promedio) Grupos homogéneos
Urea 6,78399 X
Nitrato 8,51355 X

Anexo 13. Analisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de las lipidos totales (%) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad Lipidos totales (Promedio) Grupos homogéneos
0 8,31831 X
15 6,97922 X

Anexo 14. Andlisis de varianza de los 4cidos grasos saturados de la cianobacteria.
Arthrospira platensis a diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno.

Fuente Suma de Df Error RadioF  Valor P
cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Nutrientes 3,59432 1 3,59432 0,22 0,6494

B: Salinidad 76,6907 1 76,6907 4,72 0,0579

RESIDUAL 146,308 9 16,2564

TOTAL (Corregido) 226,593 11

47



Anexo 15. Analisis de rango multiple (Scheffe a=0,05) de los acidos grasos saturados
de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno Ac.G.Satur. (Promedio) Grupos homogéneos
Nitrato 45,5165 X
Urea 44,4219 X

Anexo 16. Analisis de rango multiple (Scheffe 0a=0,05) de los acidos grasos saturados
de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad ACG.Satur. (Promedio) Grupos homogéneos
15 47,4972 X
0 42,4412 X

Anexo 17. Analisis de varianza de los dcidos grasos monoinsaturadosde la cianobacteria
Arthrospira platensis a diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno.

Fuente Suma de Df Error Radi F Valor P
cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Nutrientes 118,929 1 66,8338 27,63 0,0005

B: Salinidad 24,1278 1 24,1278 5,61 0,0421

RESIDUAL 38,7334 9 4,30371

TOTAL (Corregido) 181,79 11

Anexo 18. Analisis de rango maltiple (Scheffe 0=0,05) de los acidos grasos
monoinsaturados de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de
nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno  Ac.G.mono. (Promedio) Grupos homogéneos
Nitrato 19, 7662 X
Urea 13, 4699 X

Anexo 19. Andlisis de rango multiple (Scheffe a=0,05) de los acidos grasos
monoinsaturados de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad ACG.Mono. (Promedio) Grupos homogéneos
0 15,2001 X
15 18,036 X

Anexo 20. Analisis de varianza de los acidos grasos poliinsaturados de la cianobacteria.
Arthrospira platensis a diferentes salinidades y fuentes de nitrégenos.

Fuente Suma de cuadrados Df Error Radio F Valor P
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EFECTOS

PRINCIPALES

A: Nitrato 1,27946E20 1 1,27946E20 1,00 0,3434
B: Salinidad 1,27946E20 1 1,27946E20 1,00  0,3434
RESIDUAL 38,7334 9 4,30371

TOTAL 181,79 11

(Corregido)

Anexo 21. Analisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de los acidos grasos
poliinsaturados de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de
nitrgéno.

Fuentes de nitrogéno Ac.G.Poliins. (Promedio) Grupos homogéneos
Nitrato 6,53059E9 X
Urea 35, 7047 X

Anexo 22. Andlisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de los dacidos grasos
poliinsaturados de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad ACG.Poliin. (Promedio) Grupos homogéneos
0 42,1945 X
15 6,53059E9 X

Anexo 23. Analisis de varianza de la clorofila a (mg/ml) de la cianobacteria
Arthrospira platensis a diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno.

Fuente Suma de Df Error Radio F ValorP
cuadrados

A:Nitrato 83,6708 1 83,6708 74,75 0,0000

B: Salinidad 920,423 1 920,423 822,26 0,0000

INTERACCIONES

AB 48,5053 1 48,5053 43,33 0,0000

RESIDUAL 13,4326 12 1,11938

TOTAL (Corregido) 1066,03 15

Anexo 24. Anélisis de rango multiple (Scheffe a=0,05) de la clorofila a (mg/ml) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno Clorofila a (Promedio) Grupos homogéneos
Urea 29,1457 X
Nitrogeno 33,7193 X

Anexo 25. Anélisis de rango multiple (Scheffe a=0,05) de la clorofila a (mg/ml) de la
cianobacteria Arthospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad Clorofila a (Promedio) Grupos homogéneos
15 23,8479 X
0 39,0171 X
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Anexo 26. Analisis de varianza de los carotenoides totales (mg/ml) de la cianobacteria
Arthrospira platensis a diferentes salinidades y fuentes de nitrogeno.

Fuente Suma de Df Error Radio F Valor P
cuadrados

A:Nitrato 57,1121 1 57,1121 154,88 0,0000

B:Salinidad 238,284 1 238,284 646,20 0,0000

INTERACCIONES

AB 9,65716 1 9,65716 26,19 0,0003

RESIDUAL 4,42497 12 0,36874

TOTAL (Corregido) 309,478 15

Anexo 27. Analisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de la carotenoides totales
(mg/ml) de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno  Carotenoides totales (Promedio) Grupos homogéneos
Urea 6,68961 X
Nitrogeno 10,4682 X

Anexo 28. Andlisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de la carotenoides totales
(mg/ml) de la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad Carotenoides totales (Promedio) Grupos homogéneos
15 4,71981 X
0 12,438 X

Anexo 29. Analisis de Varianza del contenido de ficocianina (mg/ml) de la
cianobacteria Arthrospira platensis.

Fuente Suma de Df Error Radio Valor
cuadrados F P

A: Nitrato 6889,61 1 6889,61 220,53 0,0000

B: Salinidad 13133,2 1 13133,2 420,38 0,0000

INTERACCIONES

AB 4,26608 1 4,26608 0,14 0,7182

RESIDUAL 374,899 12 31,2416

TOTAL (Corregido)  20402,0 15

Anexo 30. Analisis de rango multiple (Scheffe a=0,05) de la ficocianina (mg/ml) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogeno.

Fuentes de nitrogeno Ficocianina (Promedio) Grupos homogéneos
Urea 82,4244 X
Nitrato 123,926 X

Anexo 31. Analisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de la ficocianina (mg/ml) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad ficocianina (Promedio) Grupos homogéneos
15 74,5253 X
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0 131,825 X

Anexo 32. Andlisis de varianza del contenido de exopolisacaridos (mg/ml) de la
cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades y fuentes de nitrégeno.

Fuente Suma de Df Error RadioF  Valor P
cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A: Nitrato 1,80231 1 1,80231 0,29 0,5991

B: Salinidad 6,18766 1 6,18766 1,00 0,3362

INTERACCIONES

AB 0,3969 1 0,3969 0,06 0,8117

RESIDUAL 80,2767 12 6,68972

TOTAL (Corregido) 88,6635 15

Anexo 33. Analisis de rango multiple (Scheffe 0=0,05) de exopolisacaridos (mg/ml) de
la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes fuentes de nitrogéno

Fuentes de nitrogéno Exopolisacaridos (Promedio) Grupos homogéneos
Nitrato 20,9081 X
Urea 21,5794 X

Anexo 34. Andlisis de rango multiple (Scheffe a=0,05) de exopolisacaridos (mg/ml) de
la cianobacteria Arthrospira platensis a diferentes salinidades.

Salinidad Exopolisacéaridos (Promedio) Grupos homogéneos
0 21,8656 X
15 20,6219 X

Anexo 35.Concentracion (en ug/ml y %) de clorofila a, carotenoides totales y ficocianina
de Arthrospira platensis cultivada con diferentes fuentes de nitrégeno a dos salinidades.

Clorofila a Carotenoides totales Ficocianina
Unidad / Fuente de nitrégeno 0 UPS 15 UPS 0 UPS 15 UPS 0 UPS 15 UPS
NaNO; 43,04 24,39 15,10 5,83 153 94,00
pg/ml
Urea 34,98 23,3 9,77 3,6 110 54,00
NaNO; 1,22 0,93 0,40 0,20 4,37 3,61
%
Urea 1,11 1,05 0,30 0,16 3,54 2,45
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En la presente investigacion se evaluo el efecto de la salinidad y la fuente de nitrogeno sobre el
crecimiento y composicion bioquimica de la cianobacteria Arthrospira platensis. Cultivos
discontinuos de dicha cianobacteria se realizaron en 31 de medio Zarrouk, ensayandose dos
salinidades (0 y 15 UPS) y dos fuentes de nitrogeno (nitrato de sodio y urea). Los cultivos se
mantuvieron a 25°C con una intensidad luminosa de 390 umol/m*s, fotoperiodo 12: 12 y
aireacion continua (200 ml/min) durante 20 dias. El crecimiento, medido como biomasa seca,
fue evaluado cada 48 horas y la composicion bioquimica fue analizada al final del ensayo,
determindndose para este ultimo parametro el contenido de pigmentos, proteinas, carbohidratos
y lipidos totales, mediante técnicas espectrofotométricas. El perfil de 4cidos grasos se determin6
a través de cromatografia de gases-espectrometria de de masas y el contenido de
exopolisacaridos mediante gravimetria. Los resultados obtenidos evidenciaron que la salinidad y
la fuente de nitrogeno influyeron sobre el crecimiento y la composicion bioquimica de A.
platensis, observandose que el incremento de la salinidad produjo una disminucion significativa
en el crecimiento de esta microalga, siendo la biomasa mayor a 0 UPS y en nitrato de sodio (3,5
+ 0,17 mg/ml). Los mayores contenidos de proteinas, carbohidratos, lipidos y pigmentos se
obtuvieron en los cultivos suplementados con nitrato de sodio como fuente de nitrégeno, pero
en cuanto a la salinidad, se observd que las proteinas, clorofila a, carotenoides y ficocianina
mostraron sus mayores contenidos a 0 UPS, con valores de 57,5 + 4,41 %; 43,04 + 0,34 ug/ml;
15,1 £ 0,76 ug/ml y 153 + 3,8 ug/ml, respectivamente. Por el contrario, los carbohidratos y
lipidos alcanzaron sus mayores valores (20,9 + 1,35% y 9,5 = 0,50 %, respectivamente) a 15
UPS. Los acidos grasos mostraron un patréon no definido, debido a que los cultivos realizados a
15 UPS y suplementados con urea produjeron mayores concentraciones de acidos grasos
saturados (50,04 + 2,32%) y monoinsaturados (22,46 + 1,82%), mientras que los poliinsaturados
alcanzaron también sus maximas concentraciones en urea pero a 0 UPS (44,11 = 3,32%). El
acido palmitico (16:0) fue el que se acumul6é en mayor cantidad, con contenidos que variaron
entre 35,38 y 42%, observandose concentraciones equivalentes (42%) en NaNO;a 0y 15 UPS y
en urea a 15 UPS. Entre los monoinsaturados, el acido oleico (18:1n9) presentd la mayor
concentracion (13,21 £ 0,71 %), lo cual ocurrié en los cultivos tratados con urea a 15 UPS. Con
relacion a los acidos grasos poliinsaturados, el acido gamma linolénico (18:3 n-6) fue el que
mas se acumulé en 4. platensis, alcanzando concentraciones equivalentes (22%) en NaNOsa 0 y
15 UPS y en urea a 0 UPS. Los exopolisacaridos en esta cianobacteria mostraron diferencias no
significativas en cuanto a las fuentes de nitrogeno y salinidades expuestas, llegando a producir
contenidos de 21,12 £ 1,413 mg/ml. Finalmente, los resultados obtenidos evidenciaron que 4.
platensis muestra variadas respuestas fisiologicas ante los cambios de salinidad y fuentes de
nitrégeno, lo cual pudiera ser utilizado como una estrategia para modificar la composicion
bioquimica de este microorganismo, a fin de obtener productos de importancia biotecnologica y
acuicola.
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