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RESUMEN:

Para el cultivo y obtencion de biomasa de Spirulina maxima se han reportado varios medios
de cultivo. El objetivo del trabajo fué seleccionar el medio de cultivo que generara mayor
rendimiento de biomasa y concentracién de nutracéuticos en Spirulina maxima. El trabajo
de investigacién se desarrolld6 en el Centro de investigaciones Biol6gicas del Noroeste
(CIBNOR) en la Paz Baja California Sur, México. La cepa de Spirulina maxima se cultivo
durante 9 dias por duplicado en condiciones contraladas de laboratorio en los medios
Zarrouk y Schlosser. Se determiné la concentracion celular diaria mediante lecturas de
absorbancia en el espectrofotometro SPECTRONIC 20 GENOSYS. La biomasa de
Spirulina maxima se coseché por centrifugacion en la centrifuga BECKMAN y se seco por
sublimacion en la liofilizadora LABCONCO para su posterior andlisis. Al sexto dia se obtuvo
el mayor rendimiento de biomasa en el medio Schlésser (9.98mg/mL) que en el medio
Zarrouk (6.78mg/L). La concentracion de proteinas fué mayor en el medio Schldsser (74%)
gue en el medio Zarrouk (37%), asi como la ficocianina y carotenos totales, seleccionando
el medio Schldsser como el mas adecuado para el cultivo a nivel laboratorio.
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ABSTRACT:

There are several culturing mediums in the literature for Spirulina maxima cyanobacteria
reproduction. The aim of this study was to select the culture medium that increases
reproduction and concentration of nutraceutical constituents of Spirulina maxima. Using a
design of experiments for comparison of means by Duncan with a significance level of 5 %
in the Center for Biological Research of the Northwest located in La Paz, Baja California
Sur, México. One Spirulina maxima UTEX strain was inoculated into the culturing mediums
Schldsser and Zarrouk with duplicate tests, watching her growth for 9 days. Concentration
was measured daily using absorbance readings in the spectrophotometer SPECTRONIC
20 GENOSYS. Spirulina maxima biomass Centrifuge BECKMAN was concentrated and
dried by sublimation in the lyophilizer LABCONCO for further analysis. The sixth day, the
highest rate of reproduction of 6.78mg/mL in the medium Zarrouk and 9.9mg/mL was
observed in the Schlésser medium. The protein concentration was 74% in the Schldsser
medium vs 37% in the Zarrouk medium also concentrations of phycocyanin and carotenoids
were higher in the Schlésser medium. Finally the Schldsser medium was selected as the
most suitable culture medium for laboratory conditions.
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Area: Nutricion y nutracéuticos

INTRODUCCION

En la literatura (Andersen R.A., 2005) se exponen varios medios de cultivo para
diversas microalgas. Los procedimientos de preparacion, composicion y proporcion
de nutrientes y condiciones ambientales varian resultando en ocasiones
inconsistentes. El presente trabajo pretende elegir de entre los medios de cultivo
Zarrouk (1996) y Schldsser (1982) el medio que genere mayor reproduccion y
concentracion de los componentes nutracéuticos como; proteinas y los pigmentos
carotenos Yy ficocianina de la cianobacteria Spirulina maxima. La Spirulina maxima
es una de las 50 especies de microalgas que actualmente se explotan por sus
propiedades nutritivas y farmacol6gicas que mejoran la calidad de vida humana y
animal (Habib et al., 2008). La explotacion de microalgas se origina en Alemania por
la carencia de alimentos y como fuente de combustible durante la segunda guerra
mundial en los afos 40s (Albarracin, 2007).
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Figura1.1 Cultivo de Spirulina. a) Lago Chad, Africa. b) Lago de Texcoco, México.
Fuente: a) N. Di Ruscio.com b) The diets of the aztecs.

1.1 Spirulina maxima

La Spirulina maxima fué descubierta en 1940 por el Ficélogo Francés P. Dangeard
en el lago Chad del sur de Africa a la que llamaban “dihé”. En crénicas prehispanicas
se narra que los aztecas la consumian y recogian un cieno verde del lago de
Texcoco al que denominaban “tecuitlatl” (excremento de piedra) (Ramirez y Olvera,
2006). En 1960 es redescubierta por el Bidlogo Jean Leonard y el instituto Francés
del petroleo investiga la Spirulina maxima determinando el contenido de proteinas,
carbohidratos, acidos grasos insaturados, minerales y vitaminas.

= Proteinas = Carbohidros Minerales
= Vitaminas = Grasas

a) b)
Figura 2.1 Spirulina maxima. Figura 3.1 Componentes de Spirulina maxima. Fuente:
Mic. Electrénico (10x) Fuente: Spiral Spring. 2011.

La Spirulina maxima es una cianobacteria azul-verde, fotosintética, autotrofa en
forma de espiral (Fig.2.1) que mide entre 5y 500 um, del género Arthrospira y las
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especies Spirulina maximay Spirulina platensis. Se reproduce en estanques y lagos
naturales y artificiales con elevada alcalinidad a temperaturas entre 15°C y 35°C,
con un pH entre 8.5y 11.5 (Habib et al., 2008). La Spirulina maxima es reconocida
por la FDA en 1981 como alimento nutritivo (Gershwin, 2008), (Fig. 3.1). El consumo
de Spirulina maxima favorece el control y tratamiento de alergias, hiperglucemia,
hiperlipidemia y lesiones cardiovasculares (Deng and Chow, 2010), actia como
neuroprotector, antiviral, hepatoprotector y estimula el sistema inmunoldgico contra
procesos degenerativos como el cancer y el VIH. Por sus propiedades nutritivas y

farmacoldgicas la Spirulii4"Fi8h4’ Vglcbﬁg’ défidh inténto nutracéutico (Cortés
et al., 2005). Su inocuidad alimentaria se confirma en (Chamorro et al., 2002, 2008).

1.2 Componentes nutracéuticos de Spirulina maxima.

La capacidad nutracéutica de la Spirulina maxima, se debe al contenido de
biomoléculas activas como proteinas (60-75 %), pigmentos antioxidantes como
ficocianina y B-caroteno y vitaminas como la vitamina B12 que contribuyen a mejorar
la calidad de vida del ser humano. La Spirulina constituye la mejor fuente de
vitamina B12 (Habib et al 2008). EI consumo de vitamina B2 favorece la nutricion,
digestion, respiracion y circulacion asi como el control corporal de la temperatura y
previene la anemia (Ramirez y Olvera, 2006). La ficocianina y el B-caroteno son
pigmentos de la cianobacteria Spirulina. La ficocianina es una biliproteina localizada
en los ficobilisomas de la Spirulina que junto a la ficoeritrina y aloficocianina, actla
como antioxidante, hepatoprotector, ademas estimula el sistema inmunoldgico y se
utiliza como biomarcador (Oliveira et al., 2009). EI B-caroteno es un pigmento
liposoluble precursor de la vitamina A (provitamina “A”), es antioxidante, favorece el
desarrollo ocular y previene enfermedades coronarias, la artritis y el cancer, ademas
tiene accién antiviral y hepatoprotectora (Ramirez y Olvera, 2006).

1.3 Cultivo de Spirulina maxima

La Spirulina maxima se cultiva desde 1960s. En los 70s se reactivé el cultivo de
Spirulina maxima en el Lago de Texcoco en el sistema Caracol en el estado de
México (Belay, 2008), procesandola hasta inicios de los 90s. En la actualidad, la
Spirulina maxima, se cultiva en diversos paises como Israel, USA, Holanda, Japon,
Cuba, Chile, Ecuador, ya sea en cuerpos de aguas naturales o artificiales, en
sistemas tipo estanques abiertos en condiciones ambientales los que utilizan
paletas giratorias. El medio de cultivo ademas de los nutrientes es alcalino y con
moderada salinidad. La S. maxima se ha cultivado a temperaturas desde 15°C hasta
40°C. Las nuevas tecnologias de cultivo utilizan fotobiorreactores para el control de
factores contaminantes con mayor aprovechamiento de nutrientes (Belay, 2008).

En Preisig y Andersen (2005) se hace una revision historica desde Moore en 1903
de los métodos basicos para formular medios de cultivo, mencionando que el cultivo
de microalgas se inicia a fines de 1800 y principios de 1900. Diferentes medios de
cultivo se han desarrollado desde entonces, algunos medios se exponen en
Andersen et al., (2005).
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ll. MATERIAL Y METODOS

Se utilizé la cepa de Spirulina maxima (UTEX LB2342) que se mantiene en el
Cepario del Centro de investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), en la Paz,
Baja California Sur, México. Se eligieron los medios de cultivos Zarrouk (1996),
(Sarada et al., 1999) y el medio Schlosser (1982) para el cultivo de S. maxima en
condiciones de laboratorio.

Tabla I-2. Nutrientes de los medios de cultivo Zarrouk y Schlosser.

Fed04.7THO CaCh.2H:0

0.01 : 0.04

4.03 : 0.04

La proporcion de las sales utilizadas como nutrientes en los medios de cultivo
Zarrouk y Schlésser se muestran en la Tabla I-2. Las soluciones PIV y Chu pueden
consultarse en (Andersen, 2005), p: 444-445.

La cepa de Spirulina maxima se inocul6 en los medios de cultivo en condiciones de
laboratorio durante nueve dias. Al final del periodo se determiné el contenido de
proteinas, ficocianina y carotenos totales. Se aplicé el disefio de experimentos de
comparacién de medias de Duncan con un nivel de significancia del 5% y se realiza un
analisis de rangos multiples. El proceso se llevé a cabo con los pasos siguientes:

Pasol. Se pesaron los nutrientes para cada medio de cultivo por duplicado (Tabla
[-2).

Agregando 500 mL de agua destilada a un matraz de 2L y se fueron disolviendo las
sales con agitacion moderada en dos matraces por separado para evitar
insolubilidad de sales. En el medio Schlésser se agrega solucién PIV a un matraz y
solucion Chu al segundo matraz.

Paso 2. Las dos soluciones se esterilizaron en autoclave por 20 min a una presion
del5 Ib/in2 para evitar el desarrollo de microrganismos contaminantes.

Paso 3. Las soluciones esterilizadas se llevan a la campana de flujo laminar
sometiéndolas durante 10 min a luz ultravioleta. Para el medio Schldsser la vitamina
B12 se agrega a uno de los matraces después de esterilizar con luz ultravioleta.

Paso 4. Las soluciones se combinan en un solo matraz de 5L y se agregan 200 mL
de in6culo de la cepa de S. maxima.

Paso 5. A cada matraz con el cultivo se le coloca aireacién continua moderada,
fotoperiodo luz: oscuridad 12:12 h, intensidad luminosa de 3500 flux con lamparas
Philips tubulares de 2m, pH 9.8. El cultivo se mantuvo durante 9 dias.

Paso 6. Se toman lecturas de absorbancia diariamente en un espectrofotometro
SPECTRONIC 20 GENYSIS, a las siguientes absorbancias: 480, 510 y 667 nm.
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Paso 7. La biomasa de S. maxima se cosecha por centrifugacion en una centrifuga
refrigerada (Beckman GPS) a 2500 rpm/15 min/10°C,

Paso 8. La biomasa de S. maxima se liofiliza en la liofilizadora LABCONCO durante
2 a 4 dias.

Paso 9. Se determina la concentracion de proteinas y los pigmentos carotenos y
ficocianina de acuerdo a los protocolos especificados en el Manual de Métodos y
Herramientas Analiticas (Arredondo Vega y Voltolina, 2007).

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

El cultivo de S. maxima duré 9 dias, sin embargo al sexto dia para ambos medios
de cultivo, se obtuvo el siguiente rendimiento: en el medio Schiésser de 9.98 mg/mL
y en el medio Zarrouk de 6.78 mg/mL. El contenido de proteinas fue de 74% en el
medio Schlésser mientras que en el medio Zarrouck 37%. La concentracion de los
pigmentos carotenos totales y ficocianina fueron mayores en el medio de cultivo
Schldsser.

Tabla I-3. Concentracion promedio de Spirulina maxima en cada medio de cultivo.

Medio 1 2
Zarrouk (g/ml) ]0.001

La tabla I-3, muestra el promedio de las concentraciones de Spirulina maxima.

Tabla 11-3 Composicion de nutrientes en el medio Schlésser.

Medio Proteinas % | Carbohidratos % | Lipidos % | Cenizas %
Schlosser 74 9 11 6

La composicion de nutrientes, se muestra solo para el medio Schldsser en la tabla 11-3.
Tabla 111-3 Contenido de pigmentos en la biomasa de S. maxima.

Carotenos [0.32 %
Ficocianina |28 mg/mL

La Tabla I11-3 expone los pigmentos carotenos y ficocianina de S. maxima en medio Schlgsser.

CONCLUSIONES

En el medio Schldosser se obtuvo mayor rendimiento de biomasa de Spirulina
maxima con mayor contenido de proteinas y de los pigmentos carotenos totales y
ficocianina, comprobandose la importancia que la seleccion del medio de cultivo, a
nivel de laboratorio, tiene en la capacidad nutracéutica de la Spirulina maxima.
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