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RESUMEN

El cultivo de cianobacterias, como Arthrospira, puede realizarse en sistemas abiertos y sistemas cerrados o fotobiorreactores. El
objetivo de la presente investigacion fue evaluar la produccién de pigmentos de Arthrospira maxima cultivada en dos tipos de
fotobiorreactores. El cultivo se realizé de forma discontinua (Batch) bajo ambiente controlado, en fotobiorreactores helicoidales y
cilindricos, durante 30 dias, en medio Zarrouk. La determinacién de los pigmentos se realizé en las fases de crecimiento exponen-
cial y estacionario. Para los pigmentos liposolubles, la biomasa se sometié a extraccion con acetona 90%, y posterior determina-
cién por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia, y para la extraccion de los pigmentos ficobiliproteinicos se ensayaron cuatro
métodos: 1. regulador de fosfatos/enzimas; 2. solucién alcalina, previo tratamiento con CaCl,; 3. buffer de fosfato, previo trata-
miento con hielo seco y 4. agua (4°C), y posterior determinacion por Espectrofotometria UV-Visible. Los mayores valores de pig-
mentos liposolubles fueron obtenidos en los cultivos realizados en fotobiorreactor helicoidal durante la fase exponencial (clorofila
a 11,08+0,006 ug mL"; B-caroteno 1,82+0,003 ug mL'; zeaxantina 0,720,002 pg mL"); mientras que los mayores contenidos de
los pigmentos ficobiliproteinicos se obtuvieron en fotobiorreactor cilindrico, durante la fase estacionaria, utilizando el buffer de
fosfato tratado con hielo seco para la extraccion. Dentro de las ficobiliproteinas, fue la ficocianina la que se encontr6 en mayor
proporcion (FC = 77,740,767 mg L"), seguido por la aloficocianina y ficoeritrina. Se concluye que la biomasa de Arthrospira
maxima presenta potencial biotecnolégico por sus altos contenidos de pigmentos.
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ABSTRACT

The culture of the cyanobacteria Arthrospira maxima can be done in open systems and closed systems or photobioreactors. The
objective of the present research was to evaluate the pigment production of Arthrospira maxima grown on two types of photobio-
reactors. Batch system culture with Zarrouk”s medium was carried out under controlled conditions in a helicoidal and cylindrical
photobioreactors during 30 days. Pigments determination was carried out in exponential and stationary growth phases. Biomass
was extracted with 90% acetone, and the liposoluble pigments were injected in a HPLC. For the phycobiliprotein pigments extrac-
tions, four methods were tested: 1.- phosphate regulator/enzyme, 2.- alkaline solution, after treatment with CaCl,; 3.- phosphate
buffer, previous treatment with dry ice, and 4.- water (4 °C), and subsequent determination by UV-Visible Spectrophotometry. The
highest pigments content was obtained in the helicoidal photobioreactor cultures during the exponential phase (chlorophyll a
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11.0840.006 pg mL", B-carotene 1.82+0.003 pg mL', zeaxanthin 0.72+0.002 ug mL'). Moreover, the highest contents of phyco-
bilipretein pigments were obtained in a cylindrical photobioreactor, during the stationary phase, with phosphate buffer with dry
ice extraction. Among the phycobiliproteins, the phycocyanin was in highest content (77.74+0.767 mg L"), followed by allophyco-
cyanin and phycoerythrin. It is concluded that the biomass of Arthrospira maxima presents biotechnological potential due to its

high pigment contents.
Key words: pigments, Arthrospira maxima, photobioreactors.
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INTRODUCCION

Las cianobacterias, cominmente denominadas algas
verde azules, comprenden un grupo grande y hete-
rogéneo de procariontes fotoautotréficos oxigénicos
(Van Den Hoek et al, 1995). Las mismas han sido
aprovechadas para diferentes fines, destacandose su
utilidad en la biorremediacién de ambientes contami-
nados (Santos et al., 2012), como productora de energ-
fa (Harun et al, 2010), fertilizantes (Venkataraman,
1981), metabolitos secundarios de interés farmacologi-
co (Nuhu, 2013) y muy especialmente como alimento
para el consumo humano y animal (Kovaé et al., 2013).

En vista de la gran aplicabilidad de las cianobacterias,
se han disefado dos métodos de produccion para es-
tos microorganismos: los sistemas abiertos en los que
el cultivo estd expuesto a la atmésfera y los sistemas
cerrados, comidnmente denominados fotobiorreacto-
res, en los que el cultivo tiene poco o ningln contacto
con la atmosfera (Grobbelaar, 2000). El segundo méto-
do de cultivo es el que mas se ha desarrollado, ya que
permite obtener mayores rendimientos en cuanto a bio-
masa y evita ciertas dificultades que se presentan en los
sistemas abiertos a la hora de cultivar y cosechar micro-
algas (Ravelonandro et al., 2011; Uslu et al., 2011; Yuan
etal, 2011).

Una de las cianobacterias mas cultivada en fotobiorre-
actores es Arthrospira (A. maxima y A. platensis), ante-
riormente llamada Spirulina; y la produccién de su bio-
masa o metabolitos dependerda de diversos factores
tales como la temperatura (Pandey & Tiwari, 2010;
Colla et al., 2007a; Colla et al., 2007b; Ogbonda et al.,
2007), tasa de aireacion (Ravelonandro et al., 2011),
concentracion de CO, (Soletto et al, 2008; Ravelo-
nandro et al, 2011), fuentes de carbono
(Soundarapandian & Vasanthi, 2010), fuentes de
nitrogeno (Colla et al.,, 2007a; Colla et al., 2007b; Us-
lu et al., 2011; Yuan et al., 2011), fosfato y fase de
crecimiento (Ravelonandro et al., 2011; Yuan et al,,
2011).

Arthrospira se comercializa por su alto contenido de
proteinas, acidos grasos esenciales y vitaminas y sus
efectos beneficiosos se han atribuido a sus componen-
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tes, como los polifenoles, acidos grasos poliinsaturados
(PUFASs), terpenos, clorofila y pigmentos accesorios del
aparato fotosintético. En general, estos compuestos
son antioxidantes que reducen la intensidad del estrés
oxidativo (Cano-Europa et al, 2012). Adicional al alto
contenido proteico, mineral y vitaminico que presenta
Arthrospira, su cultivo se ha venido masificando con la
finalidad de obtener biomasa con altos contenidos de
pigmentos, tales como clorofila a, carotenos, xantofilas
(mixoxantdfilas, zeaxantina, criptoxantinas, entre otras)
y muy especialmente las ficobiliproteinas: aloficociani-
na, ficocianina vy ficoeritrina; las cuales presentan en su
estructura grupos prostéticos que son cromoéforos te-
trapirrélicos de cadena abierta (Challem, 1981; Glazer,
1985).

Los pigmentos de las cianobacterias pueden ser extrai-
dos, identificados y cuantificados por distintos métodos
quimicos. Generalmente, las extracciones se realizan
con agua, solventes orgdnicos, tales como acetona,
metanol, etanol, entre otros (Medina-Jaritz et al., 2011;
Vonshak, 1997a; Vonshak, 1997b) o soluciones salinas,
entre las que se cuentan: nitrato de sodio, cloruro de
calcio, entre otras (Medina-Jaritz et al., 2011; Rodriguez
-Sanchez et al., 2012); y actualmente, estos pigmentos
naturales se emplean como aditivos en férmulas far-
macéuticas y alimentos procesados; como por ejemplo
la clorofila, la cual proporciona una actividad quelante
que puede utilizarse en tratamientos farmacoldgicos,
especialmente la reparacion celular, el aumento de la
hemoglobina en la sangre y el aumento del crecimien-
to celular (Humphrey, 2004).

En Venezuela, las investigaciones sobre produccién de
biomasa de Arthrospira y productos derivados de ésta,
son escasos (Loreto et al., 2007; Romero, 2009; Rome-
ro et al.,, 2011; Rincén et al., 2013; Licet et al., 2014) y
no se ha logrado desarrollar una tecnologia que pueda
aprovechar los beneficios que brinda esta microalga.
Por tal motivo, el trabajo aqui descrito sera pionero en
la evaluacion del contenido de pigmentos liposolubles
(B-caroteno, clorofila a, zeaxantina) y ficobiliproteinicos
(ficocianaina, ficoeritrina, aloficocianina) extraidos de
Arthrospira maxima, cultivada en dos sistemas de foto-
biorreactores, en ambientes controlados.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismo. Se utilizé una cepa de Arthrospira
maxima procedente de la coleccion de Texas (UTEX),
donada por el Laboratorio de Microalgas del Centro
de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C.
(CIBNOR, México) y mantenida en el Banco de Ger-
moplasma de Algas de la Universidad de Oriente
(Codigo: BGAUDO-260), ubicado en el Laboratorio de
Biotecnologia de Microalgas, Departamento de Biolog-
ia Pesquera, Instituto Oceanografico de Venezuela,
Universidad de Oriente.

Condiciones de cultivo. A. maxima fue cultivada en
medio Zarrouk (Zarrouk, 1966), de forma discontinua,
durante 30 dias, en dos tipos de fotobiorreactores,
como se describe en Romero et al. (2011), con sumi-
nistro de luz artificial haciendo uso de lamparas fluo-
rescentes de 40 w, las cuales suministraban una inten-
sidad luminosa de 5000 lux, con fotoperiodo de
12:12. En estos sistemas de cultivo se determinaron
las fases de crecimiento exponencial y estacionario.
Durante este periodo de cultivo, diariamente se midi6
el pH, utilizando un pHmeter Denver, AP 10.

Determinacion del contenido de pigmentos

Clorofila a, a-caroteno y zeaxantina. Los pigmentos
fueron determinados durante las fases de crecimiento
exponencial (dia 12) y estacionaria (dia 24), a partir
de 20 mg de biomasa humeda, obtenida por filtracion
en papel de fibra de vidrio Advantec GC50 (1,2 pum)
haciendo uso de equipo Millipore, la cual se homoge-
nizé con 10 mL de acetona al 90%, durante 24 h, a 4
¢C. Seguidamente, se centrifugé (3500 r.p.m., 5 min)
para obtener el extracto de pigmentos, el cual se llevé
a sequedad bajo ambiente de nitr6geno gaseoso y se
mantuvo a -20 °C hasta su posterior andlisis por cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC). La co-
lumna utilizada fue Agilent Hypersil MOS (4,6 x 100
mm, 5 um de tamano de particula); detector de arre-
glo de diodos, utilizando estandares de clorofila a y &-
caroteno y zeaxantina, bajo parametros periddicos de
flujo de solventes de 1 ml min.", tiempo de corrida y
post-corrida de 20 y 1 min respectivamente, con ran-
gos de presiones entre 0-400 bar, longitud de onda
de 440 y 667 nm; y tiempo de deteccion de 20 min;
con volumen de inyecciéon de 100 uL; corrida por
gradiente.

Pigmentos ficobiliproteinicos. Para la extraccion de
estos pigmentos se evaluaron, por triplicado, cuatro
(04) métodos. En todos los casos, la cuantificacion de
los contenidos de ficocianina, aloficocianina y ficoeri-
trina se realiz6 mediante espectrofotometria UV-
Visible, midiendo las absorbancias de los extractos a
los maximos de absorciéon de 650, 620 y 565nm
(Boussiba & Richmond, 1979; Bryant et al., 1979):

Primer método: extraccion con regulador de fosfatos y
enzima (Boussiba & Richmond, 1979).

Segundo método: extraccion con solucion alcalina,
previo tratamiento con CaCl,, la cual consistié en
mezclar 20 mg de la biomasa de la cianobacteria
con 4 mL de una solucién de CaCl, (10 mg L")
durante 45 min., posteriormente se realizaron lava-
dos con 4 mL de CaCl,, y se eliminé el sobrena-
dante. Al precipitado se le adicion6 4 mL de solu-
cion alcalina (pH = 10; NaHCO3-Na,CO:s). Se agitd
por 2 horas, se centrifugd, y el sobrenadante fue
lavado con 4 mL de CgHq4 finalmente, la fase
acuosa fue filtrada y se realizaron las medidas a las
absorbancias a los maximos de absorcion.

Tercer método: extraccion con regulador de fosfato
tratado con hielo seco. Para ello, se mezclaron 20
mg de la biomasa de la cianobacteria con 4mL de
regulador de fosfato y se sometié a congelacion
inmediata, incorporandole hielo seco; seguidamen-
te se dejo a temperatura ambiente para su descon-
gelacion, repitiéndose tres veces este ciclo. Poste-
riormente, se centrifugd (3500 r.p.m., 5 min) vy al
sobrenadante se le midi6é las absorbancias a los
maximos de absorcion.

Cuarto método: extraccion con agua a baja temperatu-
ra. Consistio en triturar en vortex, 20 mg de la bio-
masa de la cianobacteria con 4 mL agua destilada
fria (4°C); posteriormente, se centrifugé y al sobre-
nadante se le midio las absorbancias a los maximos
de absorcion.

Analisis estadisticos

Una vez evaluados los datos en el cumplimiento de los
supuestos de homogeneidad y normalidad, los resulta-
dos de pigmentos liposolubles (clorofila a, B-caroteno y
zeaxantina) se analizaron a través de una ANOVA de
dos vias (factor 1: fases de crecimiento, factor 2: siste-
ma de cultivo). Los contenidos de ficobiliproteinas se
analizaron a través de un ANOVA de tres vias (factor 1:
fases de crecimiento, factor 2: sistema de cultivo y fac-
tor 3: metodologia de extraccion), siguiendo recomen-
daciones de Sokal & Rolhf (1995). La existencia de dife-
rencias significativas (P<0,05) se contrast6 mediante el
método de comparaciones multiples de Scheffé (Zar,
1984), empledndose en ambos andlisis el paquete es-
tadistico Statgraphics plus 4.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de pH registrados en los cultivos de A.
maxima en ambos fotobiorreactores variaron entre
9,81 y 10,32 unidades de pH, los cuales estan en con-
cordancia con lo reportado por la mayoria de los au-
tores, quienes indican que el metabolismo de A. maxi-
ma, asi como el de otras especies del género Arthros-
pira es 6ptimo a pH entre 9 y 11 (Rafiqul et al., 2005),
lo cual garantiza, ademas, que los cultivos sean me-
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nos contaminados por otros organismos competido-
res y/o depredadores, tipo microalgas o protozoarios
(Ciferri, 1983). Situacion estd que se corroboré en
este trabajo, ya que no se evidencié en los cultivos la
presencia de este tipo de organismos. El estudio del
pH como un factor que afecta el crecimiento de cia-
nobacterias ha sido estudiado por Monaselidze et al.
(2002), quienes concluyen que el rango 6ptimo de
pH para S. platensis (en medio Zarrouk, en fase esta-
cionaria y en oscuridad) varié entre 9,4 y 10,3; y que
la termoestabilidad de las macromoléculas y los com-
plejos responsables de la respiracion celular depende
débilmente del pH, mas no asi la morfologia de los
tricomas, células y composicion proteica.

Los contenidos de clorofila a, zeaxantina y B-caroteno
se muestran en la figura 1. El andlisis de varianza re-
vel6 diferencias significativas (P<0,05) en el contenido
de estos pigmentos tanto en los tipos de fotobiorreac-
tores como en la fases de crecimiento, siendo el foto-
biorreactor helicoidal y la fase de crecimiento expo-
nencial (12 dias) donde se obtuvieron los mayores
contenidos de clorofila a (11,08 + 0,006 pg mL";
0,96%), zeaxantina (0,72 £ 0,002 yg mL"; 0,06%) y B
-caroteno (1,82 £ 0,003 ug mL'; 0,16%).

Los resultados del contenido de clorofila a en esta
investigacion coinciden con lo reportado por Godoy
etal (2011), y Parages et al. (2012), quienes encontra-
ron en Arthrospira contenidos de este pigmento entre
0,6-1,6%. Contenidos de clorofila a, superiores a los
encontrados en esta investigaciéon (11,08 ug mL",
0,96% con respecto a la masa seca) fueron sefialados
por otros autores. Sin embargo, otros trabajos han
reportado valores superiores, por ejemplo Leema et
al. (2010), lleg6 a determinar hasta 350 ug mL" en la
fase estacionaria para Arthrospira (Spirulina) platensis
cultivada en medio Zarrouk modificado con NaHCO;
y agua de mar; y Jain & Singh (2012) obtuvieron con-
tenidos de clorofila a de hasta 2,1% en cultivos de
Spirulina (Arthrospira) platensis enriquecidos con NaH-
CO;, NaCl, NaNO; y extractos (30%) de calabaza
blanca (Benincasa hispida). Esta discrepancia de resul-
tados puede deberse a las diferencias en las condicio-
nes de cultivos y a los métodos de cuantificacion em-
pleados.

Contenidos de B-caroteno similares a los determina-
dos en esta investigacién (1,82 £ 0,003 pyg mL";
0,16% con respecto a la masa seca) fueron senalados
por Rafiqul et al. (2003), con Spirulina platensis; sin
embargo, Leema et al. (2010), cuantificaron valores
de B-caroteno superiores (0,37%) en A. platensis culti-
vada en medio Zarrouk. Estas diferencias de resulta-
dos podria deberse a que los anteriores autores utili-
zaron intensidades luminosas de 140 umol photon m?

s', mayores que las empleadas en este trabajo (95

Contenido de pigmentos liposolubles {pg mL")

OClorofila

Py [—

@ Zeaxantina
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Fotobiorreactor Helicoidal

Fotobiorreactor Cilindrico

Figura 1. Contenido de pigmentos liposolubles (ug mL’, pro-
medio £ desv. estandar) en A. maxima, cultivada bajo condi-
ciones controladas de laboratorio en fotobiorreactores.

umol photon m? s'), y se ha demostrado que cultivos
de microalgas expuestos a mayores intensidades lumi-
nosas tienden a acumular mayores contenidos de ca-
rotenoides para contrarrestar la  fotoxidacion
(Demming-Adams & Adams, 2002).

Con respecto a los contenidos de ficobiliproteinas, de
acuerdo a los diferentes métodos de extraccion, el
andlisis de varianza revel6 diferencias significativas
(P<0,05) entre los 4 métodos de extraccién usados,
los dos tipos fotobiorreactores y los dos periodos de
cosecha, para cada uno de los pigmentos analizados;
obteniéndose los mayores contenidos en el fotobio-
rreactor cilindrico, en la fase de crecimiento estacio-
nario (24 dias) y cuando la extraccion fue realizada
con regulador de fosfato tratado con hielo seco
(figura 2). El pigmento en mayor proporcion fue la
ficocianina (78,510,778 mg L'; 8,72% con respecto
a la masa seca), seguido por la aloficocianina
(49,24+0,767 mg L'; 5,36% con respecto a la masa
seca) y ficoeritrina (20,2740,235 mg L'; 2,25% con
respecto a la masa seca).

El mayor contenido de ficocianina obtenido en esta
investigacion (78,51 mg L', equivalente al 8,72%) fue
superior que el obtenido por Sandeep et al. (2015), en
A. platensis (5%) utilizando buffer fosfato como sol-
vente de extraccion y similar a los sefalados por Bec-
ker (1994) y Simpore et al. (2005), quienes indicaron
que en Arthrospira las concentraciones de ficocianina
pueden llegar a alcanzar entre el 9 y 15% de la masa
seca del alga. Las mayores concentraciones de ficocia-
nina presentes en los cultivos realizados en el fotobio-
rreactor cilindrico se puede deber a limitacién lumini-
ca que afecto a este cultivo, ya que a juicio de Verne-
rey et al. (2001), quienes realizaron un estudio relacio-
nado con el disefio de fotobiorrectores para el cultivo
de Spirulina platensis, se podria propiciar la sintesis de
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Figura 2. Contenido de ficobiliproteinas (mg L'; promedio

Dia 12 Dia 24 Dia 12 Dia24 Dia 12 Dia 24

ORegulador fosfato + lisozima
BCloruro de calcio
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WAgua fria (4 °C)

Dia 12 Dia 24 Dia 24 Dia 12 Dia24

Cilindrico Helicoidal Cilindrico

Aloficocianina Ficoeritrina

* desv. estdndar), obtenido a través de los diferentes métodos de

extraccion, de A. maxima cultivada bajo condiciones controladas de laboratorio en fotobiorreactores helicoidal y cilindrico y
cosechada durante las fases de crecimiento exponencial (12 dias) y estacionario (24 dias).

ficocianina por parte de las células de esta cianobac-
teria al verse limitadas de luz, para captar de manera
mas eficiente la energia luminosa.

Asi mismo, Ajayan et al. (2012), ademas de reportar
altos valores de clorofila a, también cuantiﬁcan el con-
tenido de flcoblllprotelnas (PC =148,1 mg g'; APC =
45,2 mg g'; FE = 5,8 mg g'), encontrando que las
mayores concentraciones de estos pigmentos, al reali-
zar la extraccion con buffer fosfato, se logran produ-
cirse por Spirulina (Arthrospira) platensis dependiendo
del tipo de nutriente utilizado para su cultivo (urea y
KNOs) y las distintas intensidades luminicas.

En vista del interés biotecnolégico que representa la
ficocianina, la busqueda de sistemas de cultivo y
técnicas de extraccion y purificacion mas eficientes
para la obtencién de este pigmento se han venido
incrementando. De esta manera, Furuki et al. (2003),
lograron obtener un mayor contenido de ficocianina
de A. platensis, utilizando irradiacion ultrasénica 28
kHz, Lamela & Marquez-Rocha (2000) obtuvieron
19,83 mg g' de ficocinaina (1,9 % con relacién a su
masa seca) al aplicar sonicacién y posterior congela-
cién con buffer fosfato (pH = 7). Garcia & Pérez
(2011) incrementaron la extraccion de ficocianina a
partir de Arthrospira platensis (Spirulina), realizando la
extraccion de las ficobiliproteinas con la técnica de
congelacion-descongelacion de -4°C a 4°C, en cuatro
ciclos consecutivos, reportando una pureza de ficocia-
nina igual al 2%, con un porcentaje de recuperacién
del 2%.

De forma general, en la presente investigacion se pue-
de indicar que el tratamiento de la biomasa de A.
maxima con buffer de fosfato mas hielo seco permitié

extraer un contenido considerable de ficocianina simi-
lar al reportado por otros investigadores (Bryant et al.,
1979; Bryant, 1981; Fukushima & Aizaki, 2005), faltan-
do por precisar mejores condiciones y sistemas de
cultivo de esta microalga, a fin de optimizar la produc-
cién de este valioso metabolito.

Al culminar esta investigacion se corroboré que Arth-
rospira maxima es una cianobacteria con potencial
biotecnolégico, debido, entre otras caracteristicas, al
contenido de pigmentos que posee, los cuales son
productos base en la industria de la alimentacion
humana y animal, farmacéutica y de la medicina; Por
tal motivo, es importante encontrar un sistema de
cultivo que permita obtener biomasa con altos conte-
nidos de estos pigmentos, aunado a ensayar metodo-
logias que permitan la mejor obtencién de los mis-
mos, evitando su degradacion.

CONCLUSIONES

El tipo de fotobiorreactor a utilizar para la obtencion
de pigmentos dependera del interés que se tenga en
un pigmento u otro. Asi, para obtener los mayores
contenidos de pigmentos liposolubles se recomienda
utilizar un fotobiorreactor helicoidal, realizando la
cosecha durante la fase exponencial. Si por el con-
trario, se quiere obtener mayores contenidos de fico-
biliproteinas se recomienda utilizar fotobiorreactor
cilindrico, con cosecha en fase estacionaria, con ex-
traccion con regulador de fosfato tratado con hielo
seco. Es importante seguir desarrollando nuevos di-
sefios de fotobiorreactores que permitan obtener
biomasa de Arthrospira rica en compuestos de in-
terés biotecnoldgico.
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