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Resumen

En este trabajo se estudio a la cianobacteria Arthrospira la cual tiene una larga
historia de consumo humano en México durante la época de los aztecas, quienes
cosechaban Arthrospira en el Lago de Texcoco, Estado de México. Actualmente,
esta cianobacteria es utilizada como suplemento alimenticio debido a sus
caracteristicas nutricionales ya que es una fuente de alto nivel proteico, rica en
vitaminas (A, E y complejo B) y aminoacidos esenciales, minerales, acidos grasos
esenciales como lo es el acido gamma-linoléico y pigmentos antioxidantes como
los carotenoides. Este trabajo fue disefiado para abaratar los costos a partir del
medio de cultivo Zarrouk; se probaron distintas concentraciones por separado de
las sales: NaHCOs, NaNOs, NH4Cl, K2HPO4, y NaCl (en el medio de cultivo Zarrouk),
para evaluar la concentracion de biomasa y la actividad metabdlica de A. maxima.
Cada experimento se mantuvo a una temperatura de 28 +2°C, una PFD de 400
umoles - m? - st de luz blanca actinica (400-700nm), un fotoperiodo 12/12
(luz/oscuridad) y una biomasa inicial (cultivo semilla) proveniente de un medio
Zarrouk completo (con 96 h de sincronizacion). Los resultados nos muestran que
las concentraciones de sales, probadas por separado, a partir del medio Zarrouk,
para el caso del NaHCOs3 se puede disminuir en un 75%, el NaNOs se puede
disminuir un 25 % y el K2HPO4 se puede disminuir un 87.5 % sin afectar sus
concentraciones en biomasa algal y de clorofila y sin afectar sus tasas fotosintéticas
y respiratorias. Para el caso del NH4Cl, al sustituirlo por el NaNOs a partir del medio
Zarrouk se obtuvo que se puede utilizar una concentracion de 110 mg-L* de NH4Cl
sin llegar a ser aparentemente toxico para la célulay sin afectar sus concentraciones
en biomasa algal y de clorofila, sin embargo, si hay una ligera disminucion en la
actividad fotoquimica. Y finalmente, esta cepa se puede cultivar con una
concentracion de salinidad de 27.3 g-L* de NaCl (27 veces mas la concentracién
del medio Zarrouk) sin que se vea afectada su concentracién de biomasa, sin
embargo, en la concentracion de clorofila y en la actividad fotoquimica se ven

ligeramente desfavorecidas, pero sin perderse la cinética del cultivo.



1. Introduccioén

Las cianobacterias son organismos procariontes (Eubacterias) capaces de llevar a
cabo la fotosintesis oxigénica reductora. En este trabajo se estudid a la
cianobacteria Arthrospira la cual posee clorofila a y pigmentos accesorios como las
ficocianinas, ficoeritrinas y aloficocianinas, conocidas como ficobiliproteinas o PBPs
(Garcia-Pichel, 2003). Esta cianobacteria tiene una larga historia de consumo
humano en México y en Africa; alrededor del afio 1300 d.C. los aztecas cosechaban
Arthrospira en el Lago de Texcoco, Estado de México, filtrando y secando al sol la
biomasa de algas en las orillas arenosas del lago (Ciferri,1983; Abdulgader et al.,
2000). En el mismo periodo o incluso antes en el Lago Chad (o Lago Kossorom), en
el norte de Africa, también era cosechada por los pobladores de la zona (Abdulgader
et al., 2000). Afios después en 1962 el doctor Clement junto con el Instituto Francés
del Petrdleo (IFP) relacionaron el consumo de Arthrospira con la buena salud de la
gue gozaban las personas de la tribu Kanebu que vivian a la orilla del Lago Chad,
el IFP se interes6 en esta cianobacteria e iniciaron los primeros trabajos sobre los
crecimientos de Arthrospira en el Lago de Texcoco (Srivastava, 2007). Asi volvié a
centrarse la atencion sobre este microorganismo y se realizd el primer estudio
sistematico y detallado de la fisiologia y los requerimientos de crecimiento que senté
las bases para instalar las primeras plantas de produccién a gran escala de
Arthrospira (Vonshak, 1997 b).

Las microalgas y cianobacterias han atraido recientemente el interés debido a su
potencial para producir diversos productos que van desde los biocombustibles como
el biodiésel, biogas, bioetanol e hidrégeno; hasta los compuestos bioquimicos de
alto valor comercial como los pigmentos, acidos grasos, antioxidantes, etc.
(Borowitzka, 1999; Spolaore et al., 2006). Ademas, muestran un gran potencial para
el tratamiento de aguas residuales, ya que pueden eliminar los nutrientes
excedentes como el N, P y K principalmente, sin embargo, a concentraciones
superiores de nutrientes pueden resultar toxicos para las células (Vonshak, 1997 ¥,
Abinandan & Shanthakumar, 2015).

La cianobacteria Arthrospira, es utilizada debido a su uso tradicional en la

alimentacion para el ser humano, la aplicacibn como alimentos funcionales,
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nutracéuticos e inclusive alimento para animales, sobre todo en la industria acuicola.
Su uso se debe a sus caracteristicas nutricionales ya que es una fuente de alto nivel
proteico, rica en vitaminas (A, E y complejo B) y aminoacidos esenciales, minerales,
acidos grasos esenciales como lo es el acido gamma-linoléico y pigmentos
antioxidantes como los carotenoides (FAO, 2008). Diversos estudios evidencian que
su aplicacion terapéutica potencial es preponderante en las areas de:
anticancerigenas, antivirales y en la reduccion del colesterol (Cheng-Wu, 1996;
Qureshi & Ali, 1996; Belay, 2002). Ademas, presenta funcidon inmunomoduladora
(Cheng-Wu, 1996) y efectividad probada en la proteccion a la radiacion (Takeuchi
et al., 2002). Por otro lado, uno de sus pigmentos, la ficocianina, un pigmento azul
gue las cianobacterias utilizan para captar luz UV, es ampliamente utilizado como
marcador fluorescente de células, macromoléculas (en investigacion biomédica) y
en técnicas fluorescentes altamente sensibles (Boussiba & Richmond, 1979;
Eriksen, 2008).

Ademas, un gran problema a nivel global en el que puede aportar Arthrospira es en
la desnutricion, de acuerdo con la FAO del 30 al 50% de la poblacion mundial se
encuentra desnutrida; la pobreza alimentaria es uno de los principales problemas
qgue padecen los paises en desarrollo, muchas familias no tienen el suficiente
ingreso para alimentarse adecuadamente, lo cual evidentemente repercute en el
desarrollo de los individuos, las familias y la sociedad (Rangel, 2009). En paises en
desarrollo, la desnutricién representa un grave problema por lo que la produccion
de fuentes alternativas de alimento, de alta calidad, es de suma importancia
(Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006). La diversificacion de los alimentos es
un elemento importante de la seguridad alimentaria, aunque esto no impide que se
deba conceder prioridad al aumento de las posibilidades de obtener fuentes baratas
de energia a través de los ingresos para quienes sufren desnutricion (Martinez &
Villezca, 2003).

Finalmente, es importante mencionar las variables abidticas que mayormente
afectan el crecimiento de las microalgas y cianobacterias, en donde encontramos:

la luz, la temperatura, macro y micronutrientes, el pH y la turbulencia (o aireacion);



condiciones y elementos que son esenciales en su metabolismo fotoautétrofo
(Grover, 1991; Kirk, 1994; Bréonmark & Hansson, 2005).

1.1 Historia del cultivo de Arthrospira

Los primeros registros en el consumo de Arthrospira en México datan a partir de la
cultura azteca en el siglo XV. Tenochtitlan, la capital de los aztecas, habia sido
construida en una isla dentro del Lago de Texcoco, en cuyas aguas salobres (al
noroeste de la ciudad de Tenochtitl&n) crecia masivamente esta cianobacteria que
era utilizada para consumo humano. La alimentacion de los aztecas se mantenia
una dieta a base de maiz (80% de la dieta) (Paniagua-Michel et al., 1993), jitomate,
chile, frijol, calabaza, chayote, cacao, cebolla, nopal, chia, amaranto, hueva de
mosco, algunas aves y Arthrospira, entre otros alimentos (Rojas, 1998). El llamado
tecuitlatl, nombre nahuatl que se refiere al extracto o “desecho de las piedras” que
era como le conocian a la cianobacteria Arthrospira, El primer registro de la historia
gue se tiene acerca del consumo de Arthrospira como alimento para humanos
proviene de Bernal Diaz del Castillo, uno de los acompafiantes de las tropas de
Hernan Cortés, quien sefalé en 1521 que el tecuitlatl era cosechado de las aguas
del Lago de Texcoco, colada, secada al sol y vendida en el mercado de Tenochtitlan
(Diaz del Castillo, 1976). El tecuitlatl se comia con maiz o con una salsa hecha de
una mezcla de chiles y tomates (Ciferri, 1983; Rojas, 1998).

Con la llegada de la conquista espafiola en México y con el transcurrir de los afios
se fue perdiendo la tradicion en el consumo de esta cianobacteria, ademas se cree
gue con la gran expansion demogréfica del momento se contaminaron radicalmente
las aguas del lago de Texcoco lo cual no garantizaba la pureza de este alimento. Y
no fue sino hasta el siglo XX que se redescubrid, en 1962 el doctor Clement junto
con el Instituto Francés del Petréleo (IFP) relacionaron el consumo de Arthrospira
con la buena salud nutricional de la que gozaban las personas, asi volvié a centrarse
la atencion sobre este microorganismo y se realizo el primer estudio sistematico y
detallado de la fisiologia y los requerimientos de crecimiento que senté las bases
para instalar las primeras plantas de produccion a gran escala de Arthrospira
(Ciferri, 1983; Rojas, 1998; Vonshak, 1997 ). En 1967, la empresa Sosa Texcoco,
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S. A,, con el apoyo técnico del Dr. Clement y del IFP que se encontraba estudiando
el aprovechamiento del alga Arthrospira en Africa Central; se desarrollé la
instalacion de una planta piloto semi-industrial con una capacidad de produccién de
una tonelada diaria de alga seca. Con esa produccion, Sosa Texcoco S.A.
encabezaba a nivel mundial, la fabricacion de este producto (An6nimo, 1991;
Vonshak, 1997 ). Cabe mencionar que una década antes de la produccion
biotecnologia de Arthrospira por Sosa Texcoco en México, ya se cultivaba y
comercializaban otras algas como Chlorella, Dunaliella, Scenedesmus,
Porphyridium  Euglena, Chlamydomonas, Phormidium, Botryococcus Yy
Haematococcus pluvialis en paises como Japon, Tailandia, Estados Unidos y
Alemania (Becker, 1994; Borowitzka, 1999). En cuanto a la produccion de
Arthrospira hacia 1997 México no tenia competidores, solamente existian algunas
pequefias plantas productoras en Japon y en Tailandia, pero su produccion era muy
baja comparada con la de México. La mayor parte de la Arthrospira que producia la
empresa Sosa Texcoco, se exportaba, los principales compradores eran Estados
Unidos, Japbén y algunos paises europeos; Arthrospira se empacaba en
presentaciones de tabletas y capsula adicionadas con vitamina Ay D (Gibbs, 1982).
Ademas de la gran importancia de Arthrospira en México también fue cultivada en
Africa en el mismo periodo de los aztecas, inclusive pudo ser algunos afios antes;
se menciona que alrededor del afio 1300 en el Lago Chad (o Lago Kossorom),
ubicado en norte de Africa entre la Republica de Chad y Camerin, también era
cosechada por los pobladores de la zona que era la tribu Kanaembous quienes
vivian a las orillas de este lago (Leonard, 1966; Ciferri, 1983; Abdulgader et al.,
2000). Tiempo después en 1963 un cientifico belga de nombre Jean Leonard,
comenzo una expedicidon en el lago Chad, en donde él fue el primero que inicio la
documentacion de las caracteristicas bioldgicas de esta cianobacteria y ademas
llevo a cabo un analisis de su contenido proteico, obteniendo un valor cercano al
50% de su peso seco algal (Leonard, 1966). En 1976, investigadores de la Oficina
de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica Ultramarina de Paris (ORSTOM, por sus
siglas en francés), realizaron un estudio sobre los valores nutricionales de esta

cianobacteria ya que se rumoraba que los kanaembous eran personas con buen
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estado fisico, sanos, altos y sobre todo, grandes corredores; esto les hizo
interesarse por el aprovechamiento de esta cianobacteria, por lo que realizaron un
nuevo analisis proteico en el cual se obtuvo un intervalo de 62 a 68% del peso seco,
sorprendiendo aun mas que el estudio realizado por Leonard (Ciferri, 1983). Este
nuevo aporte motivd en México a realizar nuevos estudios de la cianobacteria que
crecia en el antiguo lago de Texcoco, el IFP siguié brindando servicios y asistencia
tecnolégica a la empresa mexicana, finalmente el tecuitlatl fue identificado

oficialmente como Spirulina maxima (ahora Arthrospira maxima).

1.2 Caracteristicas biol6gicas de Arthrospira

La cianobacteria Arthrospira se presenta como un filamento simple, solitario,
pluricelular y de forma helicoidal. Sus tricomas, cilindricos multicelulares en hélice
abierta, estan compuestos de células cilindricas que experimentan fisién binaria en
un solo plano perpendicular al eje principal. La elongacién (multiplicaciéon) del
tricoma ocurre a través de mdltiples divisiones celulares intercalares a lo largo de
todo el filamento, la multiplicacion ocurre solo por fragmentacion y es intracelular,
involucrando la destruccion de la célula intercalar (Koméarek, 1992; Vonshak &
Tomaselli, 2000). El diametro de las células varia dentro del género, en el caso de
A. maxima esta entre 5 a 7 um (Ciferri, 1983), la distancia entre cresta y cresta de
una vuelta de la hélice se encuentra en el intervalo de 20 a 60 um, este intervalo
que define la arquitectura de la hélice es altamente dependiente de las condiciones
ambientales y de crecimiento, condiciones que ademas van a determinar el
contenido y cantidad de metabolitos presentes (Vonshak, 1997 ). El ancho del
tricoma de las poblaciones de A. maxima muestreadas en la naturaleza oscila entre
aproximadamente 6.5 a 9 ym, mientras que de largo varia tipicamente de 15 a 170
pm (Komarek & Anagnostidis, 2005) Tanto A. fusiformis como A. maxima suelen
tener abundancia de vacuolas de gas, también llamados aerotopos, que ayudan a
posicionar el organismo en la columna de agua.

La organizacion celular de Arthrospira es la tipica de los procariontes (Eykelenburg,
1979) (Figura 1). La pared celular es gram-negativa y esta rodeada por un

polisacarido mucilaginoso difluente que la envuelve, se caracteriza por tener una fila
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de poros alrededor del tricoma (Vonshak & Tomaselli, 2000). La pared celular
delgada tiene cuatro capas, una de ellas electro-densa, facilmente detectable bajo
el microscopio optico, que corresponde a la capa de peptidoglicanos (Eykelenburg,
1979).

Filamento de cianobacteria

X L3 tilakoide
vaina pared celular fibrillas de DNA (membrana

gelatinosa fotosintética)
e, A
- y ,.\ = A ,
é ,)/o('d\ 5. _’.i
- M < AN :
EINES )
- =" —— f‘ y, ¥

carboxisoma  aerotopos ribosomas

Figura 1. Esquema de un filamento de cianobacteria (Ceballos et al., 2008).

1.3 Taxonomia de Arthrospira

La taxonomia y la nomenclatura de esta cianobacteria que era nombrada
comercialmente como Spirulina y que durante mucho tiempo fue confundida con
este género, se debatié durante casi todo el siglo XX. Varias preguntas han sido
resueltas solo en las ultimas décadas con la ayuda de la microscopia electronica, el
analisis bioquimico, y recientemente, gracias al apoyo del andlisis molecular, dentro
del contexto de lo que comiunmente se conoce como "enfoque polifasico”. El género
Arthrospira fue descrito por Stizenberger ex Gomont en 1892, donde el primero
habia observado los septos en algunas formas oscilatoriaceas en espiral helicoidal,
propuso que esas formas se incluyeran en un nuevo género, Arthrospira
(Stizenberger, 1852). Esta distincion fue confirmada mas tarde por Gomont (1892)
en su estudio taxondmico sobre los Oscillatoriaceae. A continuacion, se muestra la

clasificacion del género, con base en Komarek, 1992.
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Imperio: Prokaryota
Dominio: Bacteria
Filo: Cyanophyta
Clase: Cyanophyceae
Orden: Oscillatoriales
Familia: Microcoleaceae
Género: Arthrospira
(Komarek, 1992)
El género Arthrospira ha llegado a ser universalmente aceptado, al menos por los
taxonomos, como el nombre de los organismos utilizados en el cultivo en masas.
Con el objetivo de aclarar mas la posicidbn sistematica de Arthrospira spp.
comunmente utilizado para operaciones de cultivo en masas (basicamente
hablando de A. maxima y A. fusiformis), Komarek y Anagnostidis (2005) y Komarek
y Hauer (2011) han instado recientemente a abandonar definitivamente el nombre
comercial “espirulina”, recomendando su sustitucion con el nombre

taxonomicamente correcto de Arthrospira.

1.4 Distribucién de Arthrospira

Las especies de Arthrospira son cianobacterias planctonicas que forman
poblaciones masivas en cuerpos de agua tropicales y subtropicales caracterizados
por crecer en aguas alcalinas y salinas, es decir, con altos niveles de carbonato,
bicarbonato y un pH de hastall(lltis,1970; Busson, 1971; Clément, 1971). La
mayoria de las especies de Arthrospira han sido aisladas en donde se llegan a
formar crecimientos masivos o “blooms” de ellas, se han descrito algunas especies
de este género como cosmopolitas, se considera a A. platensis, A. maxima y A.
jenneri tipicas de ambientes salinos tropicales (Vonshak & Tomaselli 2000). Algunas
especies se han registrado en aguas dulces, pero sin esa predominancia. Otras
especies, aun mas restringidas, se han reportado en rios, (A. okensis); manantiales,
(A. massartii) y estanques (A. spirulinoides, A. gomontiana y A. tenuis). De las 43
especies registradas del género Arthrospira, solo A. maxima y A. platensis se han
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registradas como benéficas para la salud (Vonshak, 1997 2; Vonshak & Tomaselli,
2000).

La abundante ocurrencia de las especies A. platensis y A. maxima en aguas salinas,
alcalinas, tropicales y subtropicales han permitido reconocer estos ambientes como
tipicos del género (Vonshak & Tomaselli 2000). Mientras que A. platensis se
encuentra mas ampliamente distribuida en Africa, Asia y el sur de América, A.
maxima parece estar confinada en América central (México y California-USA) y en
menor medida en el sur y centro de México, esta especie represento el principal
componente fitoplancténico del Lago de Texcoco, Edo. de Mex. en la década de los
60°sy 70°s (Tomaselli, 1997).

1.5 Ecologia de Arthrospira

Las cianobacterias juegan un papel muy importante en los procesos bioldgicos en
el planeta ya que junto con las microalgas realizan el 50 % de la fotosintesis,
producto de la cual se libera una gran cantidad de oxigeno al ambiente favoreciendo
procesos aerobicos. El género Arthrospira es un componente del fitoplancton en
cuerpos de aguas alcalinas principalmente, aunque nueve de las veintitrés especies
han sido reportadas para ambientes marinos. En agua dulce se encuentran en rios,
lagos o inclusive como componentes del bentos, sobre piedras o plantas
sumergidas, mientras que en el mar se localizan en la zona intermareal rocosa,
estuarios, marismas y manglares (Ciferri, 1983; Komarek & Lund, 1990). Se ha
reportado que especies de Arthrospira se encuentran en medios acuosos con una
salinidad entre 2.5 a 30 g-L* donde también predominan ciertas cianobacterias y
diatomeas; pero cuando la salinidad es superior a 30 g-L* la poblacién de algas se
compone casi exclusivamente de especies de Arthrospira (lltis, 1970). Los estudios
detallados de lltis (1970) establecieron una correlacion directa entre la densidad de
biomasa de Arthrospira y la salinidad del agua. Las floraciones masivas ocurren a
valores de salinidad de 22 a 60 g-L™, altas concentraciones de carbonato-
bicarbonato (pH 8.5-11.0) y temperaturas de 25 a 40 °C.

Por otra parte, Arthrospira junto con otras poblaciones de fototrofos de los lagos

permanentes y temporales de los tropicos, mantienen la densidad del zooplancton,
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como por ejemplo del rotifero, las densidades de ambos varian segun la estacion,
siendo mas productivas las poblaciones cuando las temperaturas estan por arriba
de 30 °C (litis & Riou-Duwat, 1971). En algunos lagos, Arthrospira constituye un
excelente alimento para los peces ciclidos de la Tilapia (Coe, 1966; Bergman et al.,
2003). Otro consumidor de Arthrospira y otras cianobacterias filamentosas grandes
como Anabaenopsis es el flamingo Phoenicopterus minor, el color rosado de estas

aves proviene del carotenoide pigmentos originarios de cianobacterias (Fox, 1976).

1.6 Importancia de Arthrospira

En el aspecto del valor nutrimental para el ser humano que posee Arthrospira radica
precisamente en la gran variedad de macro y micronutrientes que contiene, algunos
de los cuales no pueden ser sintetizados por el organismo humano (Ramirez-
Moreno & Olvera-Ramirez, 2006). Los principales aportes nutricionales de esta
cianobacteria son su alto contenido proteico (alrededor del 60 al 70% de su peso
seco), vitaminas (como A, E y complejo B), minerales y lipidos, entre estos
componentes, destaca la presencia del acido graso poliinsaturado gama-linoleico,
el cual posee efectos benéficos para la salud y que ademas solo se obtiene a partir
de la dieta (Muhling et al., 2005). Desde un punto de vista dietético, su consumo
ofrece diferentes ventajas, entre las que se encuentra la presencia de la mayor parte
de los aminoacidos recomendados por la FAO, buena digestibilidad y bajo contenido
de acidos nucleicos (menor al 5% de peso seco algal) (Sanchez et al., 2003). Debido
a su alto contenido proteico y su facil asimilacién, se utiliza en dietas de nifios y
adultos desnutridos y/o anémicos, asi como en deportistas para mejorar su
desempeiio (Srivastava, 2007). Se le considera un alimento excelente, exento de
toxicidad y poseedor de propiedades correctoras de ataques virales, anemia,
crecimiento tumoral y malnutricién.

Ademas, posee varios metabolitos que son de gran interés biotecnolégico como los
carotenoides en particular el B-caroteno, las ficobiliproteinas, los exopolisacaridos
(EPS), lipidos, proteinas, vitaminas y minerales (Ramirez-Moreno & Olvera-
Ramirez, 2006). En el ambito de la industria ganadera, conlleva al realce de la

coloracién de piel y yema de huevos, en gallindceos y flamencos; aceleracién de
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crecimiento, maduracion sexual y aumento de fertilidad en bovinos (Sanchez et al.,
2003).

2. Antecedentes

2.1 Composicion bioquimica

El alto contenido de proteinas de varias especies de microalgas y cianobacterias
fue una de las principales razones para considerar a estos organismos como una
fuente no convencional de proteinas. La composicién bioquimica de estos
microorganismos puede variar debido a sus tasas de crecimiento, fases de su ciclo
de vida, con las condiciones ambientales y nutrientes en donde crece (Richmond,
1986; Ferndndez-Reiriz et al., 1989).

En términos de nutricion, A. maxima es una fuente de alimento que cuenta con un
alto nivel proteico como principal caracteristica, ademas es rica en vitaminas (A, E
y complejo B), aminoacidos esenciales, minerales, acidos grasos esenciales (acido
gamma-linoléico) y poder antioxidante, debido a la presencia de ciertos
carotenoides (Tabla 1) (FAO/WHO, 1973; Becker, 1994; Cohen 1997; Sanchez et
al., 2003; Ozdemir et al., 2004; El-Baky et al., 2008). Cabe mencionar, la OMS y la
FAO recomiendan a A. maxima como una proteina equilibrada y ademas es
comparable con otros alimentos basicos de referencia (Tabla 2) (Becker, 1994;
FAO/WHO, 2008).

Sin embargo, hoy en dia existen dificultades para incorporar el material algal en
preparaciones alimenticias apetecibles, es decir, la propagacion de la proteina algal
tiene muy poca difusibn a nivel global. Hasta la fecha, la mayoria de las
preparaciones de microalgas se comercializan como suplemento alimenticio en
capsulas, polvos de microalga (como condimento en comidas y zumos naturales),
como alimento para animales principalmente en la avicultura y acuicultura, o incluso

COomo cosmeéticos.
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Composicion bioquimica de Arthrospira sp.

Compuesto Contenido Compuesto Contenido
% %
Proteinas 60-70 Vitamina B6 0,5-0,7mg
Leucina 5,9-6,5 Cobalamina B12 0,15-0,25mg
Valina 7,5 Vitamina E 5-7mg
Isoleucina 6,8 Vitamina K 2,2mg
Lisina 2,6-3,3 Acido félico 4-5mg
Fenilalanina 2,6-3,3 Acido pantoténico 0,5-0,8mg
Metionina 1,3-2,0 Biotina 5ug
Triptofano 1,0-1,6 Minerales mg
Tirosina 2,6-3,3 Potasio 1-4
Acido Glutamico 7,3-9,5 Sodio 0,45-0,5
Acido Aspartico 5,2-6,0 Fésforo 0,3-0,7
Cisteina 0,5-0,7 Calcio 0,1-0,4
Carbohidratos 15-20 Magnesio 0,1-0,2
Glicerol 7,4 Fierro 0,03-0,05
Glucosa 7,5 Manganeso 0,005
Ramnosa 11 Zinc 0,003
Fucosa 3,3 Cobre 0,0012
Ribosa 7,1 Cromo 0,28
Xilosa 2,5 Pigmentos 6
Manosa 1,9 Clorofila a 0,8-1,5
Galactosa 6,2 Carotenoides 0,648
D-Glucosamina 2,12 B-caroteno 1.8
Otros 2,6 Equinenona 13-1,7
Acidos grasos 3-6,5 b-criptoxantina 0,7-0,9
Acido miristico 0,23 3'-hidroxiequinenona 0,8-1,3
Acido palmitico 2,76 Zeaxantina 3
Acido palmitoleico 1,26 Diatoxantina 0,6
Acido y-linoleico 111 Cantaxantina 0,6
Acido linoleico 0,57 Mixoxantofila 1,6-,12
(GLA) Oscillaxantina 0,4-0,6
Acido oleico 1-15,5 No identificados 0,4-0,52
Otros 20,88 mg Ficocianina 1,9-3,0
Vitaminas
Provitamina A 0,11-0,2
Tiamina B1 3-4 mg
Riboflavina B2 2,5-3,5mg
Niacina B3 0,01

Tabla 1. Composicién bioquimica total de Arthrospira sp. (% en base al peso
seco de la biomasa); se indica la unidad correspondiente o en blanco
porcentajes. Tabla elaborada a partir de los datos de Becker (1994), Belay
(1997), Cohen (1997) y Sanchez et al. (2003).
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Producto Proteinas @ Carbohidratos @ Lipidos

huevo 47 4 41
carne 43 1 1
leche 26 38 28
pan 39 38 1
arroz 8 77 2
soya 37 30 20
Arthrospira 60-71 13-16 7
maxima
Arthrospira 46-63 8-14 4-9
platensis
Chlorella 51-58 12-17 14-22
vulgaris
Scenedesmus 50-56 8-18 16-40
dimophus

Tabla 2. Composicion quimica total de algunos alimentos de la dieta del ser
humano y diferentes microalgas (% de materia seca) tabla extraida de Becker
(1994).

2.2 Pigmentos

Los sistemas fotosintéticos de cianobacterias, al igual que las plantas terrestres se
construyen alrededor del pigmento primario, la clorofila a (Chl a), pero ademas
contienen complejos de recoleccion de luz (LHC) llamados ficobilisomas que son
pigmentos secundarios que le permite a la célula captar energia en un intervalo de
absorcion distinto a las clorofilas permitiendo a la célula poseer mayor eficacia
fotosintética (Schliep et al., 2013).

2.2.1 Clorofila

La molécula de clorofila a, consiste en un anillo tetrapirrol que contiene un atomo de
magnesio central y un alcohol terpenoide de cadena larga (figura 2), estas
moléculas estan unidas no covalentemente a las apoproteinas. Todas las Chl tienen
dos bandas principales de absorcion: azul o verde azulado (450-475 nm) y rojo (630-
675 nm). La Chl a esta presente en los centros de reaccion del pigmento-proteina,
en donde se acompafan de los ficobilisomas en la recoleccion de la luz
(Scheer,1991). El contenido de chl a total que llega a tener Arthrospira varia del 0,8

al 1.5 % del peso seco.
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Figura 2. Esquema de la estructura molecular de la clorofila a (Richmond, 2004).

2.2.2 Ficobiliproteinas

Las PBPs son pigmentos que estan presentes en las cianobacterias, Rhodophyyta
y Cryptophyta. En Arthrospira, estos pigmentos estan constituidos por grupos
prostéticos tetrapirrélicos (bilinas) enlazados covalentemente a residuos especificos
de cisteina a la cadena de la apoproteina (Glazer, 1989). Estas proteinas
conjugadas forman complejos llamados ficobilisomas que se encuentran anclados
en las hojas de las membranas fotosintéticas y son complejos antena captadores
de luz (Glazer, 1989). Estas estructuras llamadas ficobilisomas, permiten que los
pigmentos se dispongan geométricamente de una manera que ayude a optimizar la
captura de luz y la transferencia de energia. Todas las PBPs absorben la luz
incidente directamente, pero ademas participan en una cadena de transferencia de
energia dentro del ficobilisoma. Por lo tanto, la transferencia de energia ocurre de
la ficoeritrina (PE) — ficocianina (FC)— aloficocianina (AP) — clorofila a (Viskari et
al., 2001; Borowitzka, 2013) De acuerdo a su espectro de absorcién luminicay a su
coloracién las PBP se clasifican en los grupos siguientes: ficoeritrina (570 nm) color
rojo, ficocianina (630 nm) color azul tornasol y aloficocianina (652 nm) color verde

azulado (figura 3).
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Figura 3. (a): esquema de la organizacion de un ficobilisoma donde PE: Ficoeritrina,
PC: Ficocianina y AP: Aloficocianina. Y (b): transferencia de la energia de los
fotones a través de una serie de moléculas hasta alcanzar el CR de chl a en el PS
Il (P680) (Govindjee & Dmitriy, 2011).

2.2.3 Carotenoides

Finalmente, otro grupo de pigmentos secundarios que presenta Arthrospira son los
carotenoides, estos son metabolitos secundarios, compuestos derivados de los
lipidos (ésteres de &cidos grasos), que al ser hidrofébicos pueden encontrarse
asociados a membranas o a pigmentos como la clorofila (Meléndez-Martinez et al.,
2007). El carotenoide mas abundante de esta cianobacteria es la xantofila (luteina),
el contenido de xantofila de Arthrospira liofilizada es considerable, llegando a 6.9
g-kgt. Otro carotenoide abundante en Arthrospira es mixoxantofila, un carotenoide
monociclico unido a ramnosa, 3-caroteno y zeaxantina (Paoletti et al., 1971). Se ha
demostrado que cultivos de Arthorospira al aire libre tienen mayor concentracion de
carotenoides en su biomasa que los cultivos cerrados, principalmente a

temperaturas de entre 33 a 37 °C (Vincenzini et al., 1986).

2.3 Biotecnologia de algas
A pesar de que las microalgas se han utilizado desde la antigtiedad, principalmente

como fuente de alimento, el interés que se ha despertado en su estudio es reciente,
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a partir de los afios 50 es que se empieza con el desarrollo de medios de cultivo
para su propagacion, asi como las metodologias para su cosecha, dando origen a
la biotecnologia algal (Arredondo & Vazquez, 1991).

A grandes rasgos la biotecnologia consiste en hacer que los organismos “trabajen”
en nuestro beneficio mediante un conjunto de técnicas que, combinadas con nuestro
conocimiento de la biologia de los seres vivos, orienta la vida de éstos hacia
procesos de interés economico-social para la humanidad (Alvarez & Gallardo,
1989).

Algunas ventajas del cultivo de microalgas segun Vonshak (1997 2) son:

1.- Se consideran sistemas biolégicos muy eficientes cosechando la energia solar
para la produccién de componentes organicos a través de la fotosintesis.

2.- Pueden ser inducidas para producir altas concentraciones de algin compuesto
de valor comercial especifico, como proteinas, carbohidratos, lipidos o pigmentos.
3.- Crecen bajo un ciclo de vida simple, en la mayoria de los casos sin ningun tipo
de estadio sexual, permitiéndoles completar su ciclo de vida en unas cuantas horas.
4.- Para muchas regiones que sufren una baja productividad debido a suelos pobres
o falta de agua dulce, el cultivo de microalgas, que pueden crecer usando agua
marina o salobre y sobre tierras pobres, probablemente son la Unica manera de

incrementar la productividad y asegurar una reserva de proteinas.

2.4 Sistemas de cultivo de Arthrospira

Para poder elegir el sistema de cultivo mas adecuado es importante conocer la
biologia del alga y tener en cuenta el tipo de producto final que se desea obtener.
Por ejemplo, los cultivos de microalgas a escala comercial generalmente requieren
la habilidad de producir toneladas de biomasa algal al menor costo posible. Para
esto se necesitan cultivos que van desde 10,000 hasta 1, 000,000 de litros por lo
gue la mayor parte de estos cultivos son al aire libre (Borowitzka, 2005). Los cultivos
masivos pueden ser cerrados o abiertos, los ultimos son los mas abundantes y
antiguos (figura 4) (Alvarez & Gallardo 1989).
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Los sistemas cerrados permiten una iluminacién uniforme, obtencién de altas
concentraciones de biomasa, esterilizacion efectiva del reactor, bajos niveles de
contaminacion, facil monitoreo y control de parametros operacionales (Torzillo,
1997). Sin embargo, estos sistemas son muy costosos y presentan dificultades para
el escalamiento del cultivo, ademés utilizan iluminacion artificial que eleva los
costos. En cambio, en los sistemas al aire libre se utiliza luz solar, sin embargo, solo
un pequefio numero de especies de algas pueden crecer exitosamente en este tipo
de sistemas (Borowitzka, 1999).

Arthrospira es una candidata destacada para cultivarla al aire libre, debido a que
son termdfilas (35-37°C) y alcaldfilas (pH= 10); propiedades que facilitan el
mantenimiento de cultivos monoalgales (Cohen, 1997). Los sistemas de produccién
algal pueden ser divididos en 4 fases: cultivo, cosecha, secado y empaquetado.
Cada uno de estos pasos son determinantes en la obtencion de productos de alta
calidad (Belay, 1997).

Al elegir un sistema de cultivo deben ser tomados en cuenta diferentes factores para
mejorar la productividad fotosintética, que incluyen la presencia de nutrientes, la
agitacion cuidadosa de los estanques de cultivo, regulacion del oxigeno, los niveles
de pH y la temperatura (Borowitzka, 1999; Carlozzi & Pinzani, 2004).

El medio de cultivo méas utilizado para el crecimiento de Arthrospira es el medio
Zarrouk, ya que tiene la caracteristica de tener una alta alcalinidad, es rico en
nitrégeno y fosforo; ademas de contener ciertos micronutrientes como el sulfato de
titanio (II), que otros medios de cultivo no ocupan y es esencial en el metabolismo
de Arthrospira; sin embargo, hay diversos estudios que indican que el bicarbonato
de sodio, el nitrato de sodio y el fosfato de potasio estan sobrados en este medio de
cultivo, lo que lo convierte en costoso y poco rentable. Por otro lado, la gran mayoria
de los estudios sobre el cultivo de Arthrospira son en A. platensis, por lo que se

requiere conocer mas sobre la cinética de crecimiento en A. maxima.
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Figura 4. Sistemas de cultivo. Cerrados: (a) tubular; (b) flat. Y Abiertos: (c) raceway; (d)
piscina a ras de suelo.

2.5 Efecto de los nutrientes en el crecimiento

El crecimiento de cianobacterias en muchos ecosistemas esta limitado por la
disponibilidad del nitrégeno y fésforo y la importancia de la relacion entre los dos,
pero ademas para el caso de Arthrospira se debe tener en cuenta que crece en
ambientes alcalinos con un pH de entre 9 a 11, esta caracteristica se la proporciona
en gran parte los HCOs, por lo que el carbono genera un mecanismo de
amortiguacién en un sistema carbonato-bicarbonato-CO2. Otro factor importante
para obtener rendimientos altos de biomasa de Arthrospira es en presencia de
temperaturas que oscilen entre los 30 a los 35 °C, si bien, la luz se considera el
factor ambiental mas importante para los organismos fotosintéticos, la temperatura
afecta a todas las actividades metabdlicas, asi como la disponibilidad y absorcién
de nutrientes (Vonshak, 1997 2).
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2.5.1Carbono

La fotosintesis es un proceso por el cual el carbono inorganico y la energia luminosa
se convierten en materia organica. El carbono es un nutriente esencial que
contribuye a todos los compuestos organicos y el principal elemento de biomasa en
las cianobacterias (Markou & Georgakakis, 2011; Raven, 2012 #). Por lo tanto, una
concentracion adecuada de carbono permite un rapido crecimiento y acumulacion
de metabolitos de interés. Las cianobacterias utilizan carbono tanto en forma
organica como inorganica, el carbono en el caso de los cultivos de Arthrospira
utilizan principalmente HCO3 como fuente de carbono en una concentracion de 16.8
g-L! (Badger et al., 2006; Price et al., 2008). Es bien sabido que Arthrospira
prospera en aguas muy alcalinas con alto pH, alrededor de 9-11, el suministro de
carbono en forma de carbonato de sodio o bicarbonato sodico para el control del pH
en el medio de cultivo (Vonshak, 1997 2 y Celekli & Dénmez, 2006). Por otra parte,
cuando el HCOs 0 el NaCl o la salinidad total llega a concentraciones aun mas altas,
por arriba de los 35 g-L* la absorcién de nutrientes se ve afectada, debido al efecto
osmotico y a la toxicidad i6nica que sufre la célula, ya que el organismo estara mas
enfocado en liberar los iones que se encuentran en exceso y en menor medida en

metabolizar los nutrientes demandados por las células.

2.5.2 Nitrégeno

El nitrdgeno es el segundo elemento mas abundante en la biomasa de las
cianobacterias y ademas es un componente de los acidos nucleicos (ADN y ARN),
aminoacidos y pigmentos, como las clorofilas y la ficocianina (Markou et al., 2014).
El nitrogeno también se puede utilizar en formas organicas e inorganicas. Las
formas mas comunes de nitrégeno inorganico utilizado para muchas cianobacterias
son compuestos N combinados, en su mayoria NOs™ y NH4*, ocasionalmente NO2
(Galvan et al., 1996; Falkowski & Raven, 2007; Martiny, et al., 2009). El orden en el
gue las cianobacterias prefieren usar nitrégeno inorganico es NH4*—NO3 —No2. La
cianobacteria Arthrospira no usa otra fuente de nitrégeno hasta que se usa todo el
amonio del medio, debido a que es una fuente de nitrégeno ya reducido, por lo tanto,
la absorcion y la asimilacion consumen menos energia. Ya que Arthrospira es

capaz de utilizar diversas formas de nitrdgeno y dependiendo la fuente esta afecta
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el rendimiento, asi como la composicién bioquimica de las algas. EI NOs™ parece ser
la forma preferida de nitrégeno al menos para la mayoria de las especies cultivadas
de Arthrospira. EI medio Zarrouk que fue el medio que se utilizo en este trabajo tiene
una concentracion de 2.5 g-L'* de NaNOs siendo la Unica fuente de nitrégeno. Es
importante mencionar que las limitaciones de nitrogeno también afectan el
crecimiento de la biomasa, como lo menciona Celekli & Yavuzatmaca (2009), ellos
reportan que cuando hay un aumento (3 g-L!) o disminucién (0.5 g-L™!) del NaNOs
se ve afectada la produccién de su biomasa con cambios significativos a partir de 5
dias de cultivo y ademas menciona que las concentraciones por arriba de 1 g-L* de
NaCl afectan la asimilacion del NaNOs. Otras respuestas tipicas a la limitacion de
nitrdgeno es la decoloracion de las células (Disminucion de clorofilas y un aumento
de los carotenoides) y la acumulacion de compuestos de carbono organicos tales

como polisacaridos y PUFAs (Becker, 1994).

2.5.3 Fosforo

Hay muy pocos estudios sobre la cinética de captacion de fosforo en Arthrospira y
estudios comparativos sobre diversas formas de fosforo en el crecimiento y la
actividad fotosintética son escasos. El fosforo se usa como una moneda de energia
en las reacciones de sefializacion y conduccion, y también es un componente basico
en productos bioquimicos tan criticos para la vida como los acidos nucleicos y las
membranas lipidicas. El fosforo es un componente importante en los trifosfatos de
nucleésido como el ATP y GTP (Merchant & Helmann, 2012). Hay dos formas
principales de pensar sobre el fosforo en la célula; la presencia de compuestos
bioquimicos ricos en fosforo y el tipo de enlace de fosforo en compuestos que
contienen fosforo. EI PO4 es ampliamente aceptado como la forma preferida de
fésforo para el crecimiento microalgal y Arthrospira es parte de esto, en si el PO4 en
gran parte se considera como la Unica fuente de fosforo inorganico (Benitez-Nelson
2000; Paytan & McLaughlin 2007). Cabe mencionar que hay una estrecha relacién
en la asimilacién del medio del Nitrégeno-fosforo, esta relacion se explica en gran
medida debido a que el requerimiento celular de fésforo esta relacionado con la
necesidad de que el ARN sintetice las proteinas adicionales (transportadores y
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reductasas de NOs- y NO2.) involucradas en la asimilacion de N oxidado en
comparacion con la asimilacion de N reducido como N organico y NH4*, aunque este
requisito adicional no es tan grande como el de las proteinas adicionales y su
recambio, en el caso de la fijacion de N2 (Raven, 2012 P y 2013). Ademas, los
requerimientos de fésforo y otros (como Fe y Mo) varian dependiendo de la forma
de N combinada. Por ejemplo, la NOs- reductasa requiere Fe y Mo, mientras que la
NO:2- reductasa requiere Fe, ademas de cualquier otro requisito para Fe y Mo en la
asimilacion de NHs* y N organico (Raven 1988; Kustka et al., 2003). Abordando las
concentraciones de fosforo en el medio de cultivo Zarrouk, un ejemplo es un estudio
realizado por Celekli et al. (2009) han estudiado el efecto de la concentracion de
fosfato (0,25-1 g L) a diferentes niveles de pH (8.5-10.5) en la produccién de
biomasa de Arthrospira platensis, se encontré una produccion maxima de biomasa
a una concentracion de fosfato de 0.5 g-L* y un pH de 10. Es importante tener en
cuenta gue las limitantes en las concentraciones de carbono, nitrogeno y fésforo

tendran un impacto en la cantidad y composicién bioquimica de la biomasa algal.

2.5.4 Salinidad

La respuesta de las cianobacterias a los cambios en el entorno osmaético ha atraido
una atencion considerable ya que son habitantes de muchos de los biotopos
caracterizados por grandes variaciones en las salinidades y, por lo tanto, pueden
servir como organismos modelo para el estudio de la respuesta de los organismos
fotosintéticos al estrés osmotico. En los dltimos 40 afios se han publicado muchos
estudios sobre la respuesta de las cianobacterias a diferentes ambientes salinos:
(): el papel especifico de los compuestos organicos como osmorregulantes
(Borowitzka, 1986), (I): la modificacion en la actividad de la fotosintesis y la
respiracion (Vonshak & Richmond, 1981), y (lll): las variaciones en el patrén de
sintesis de proteinas (Hagemann et al., 1991). Como ya se ha menciono, Arthrospira
crece en ambientes hal6filos donde la salinidad total ronda de 10 a 35 g-L?
(compuesta principalmente por NaCl + NaHCOs). Sin embargo, en un trabajo
realizado por Vonshak et al. (1988) quienes reportaron que al cultivar A. platensis

con medio Zarrouk probando la tolerancia a la salinidad, usando una concentracion
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de 35 g-L* de NaCl, obtuvieron rendimientos de biomasa ligeramente menor que
el control (1 g-L* de NaCl) y ademas, no se ve afectada la actividad fotosintética y
respiratoria; pero cuando aumentaron la concentracion de salinidad a 58.4 g-L* de
NaCl obtuvieron que la biomasa se reduce un 60% con respecto al control (1 g-L*
de NaCl) pero ademés hay una disminucién notoria en la fotosintesis aunque la
respiracion se ve aumentada. Vonshak (1997 2), mencionada a mana de conclusion
que la alta salinidad provoca que las células de Arthrospira sean menos eficientes
en el manejo de la energia luminosa y haya una disminucién en el contenido proteico

en sus células.

2.6 Fotosintesis en cianobacterias

Todas las formas de vida en la Tierra dependen directa o indirectamente de la
fotosintesis como fuente de energia para su metabolismo y crecimiento, como ya
sabemos la fotosintesis proporciona el mayor suministro de energia y la entrada de
carbono a los biosistemas de la Tierra; la fotosintesis representa un proceso Unico
de conversidn de energia solar, en este proceso, los compuestos inorganicos y la
energia luminosa se convierten en materia organica mediante fotoautotrofos.
Arthrospira, capta la energia mediante el pigmento primario clorofila a (Chl a)
(Scheer, 1991). Arthrospira utiliza la clorofila a para realizar la fotosintesis oxigénica,
es decir, extrae los protones y electrones de la molécula donante H20 para reducir
el COz2. La fotosintesis oxigénica puede expresarse como una reaccion redox
impulsada por energia luminosa, en la que el CO2y el H20 se convierten en hidratos
de carbono (CHz20)n y O2. Para la asimilacion de carbono Arthrospira utiliza la via
C3, es decir, la carboxilasa autotrofica inicial es la Rubisco que incorpora el CO2z en
el ciclo Calvin-Benson-Bassham. Las cianobacterias presentan estructuras en el
citoplasma reconocidos como carboxisomas, que son inclusiones citoplasmaticas
gue contienen enzimas involucrados en la fijacion de CO2, tal es el caso de la
enzima Rubisco, también en estas estructuras se encuentra la anhidrasa carbonica
una enzima encargada de metabolizar el HCOs a CO2y asi incrementar la tasa de
carboxilacion de la enzima Rubisco (Badger et al., 1980; Jgrgensen, 1987; Vonshak

& Guy, 1992; Giordano et al., 2005; Raven 2009). Estos procariontes, no tienen
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cloroplasto, sin embargo en la region periférica interna de la célula se encuentran
laminas de membranas fotosintéticas, tilakoides, dispuestos en paralelo a la
superficie celular y en adicion a los carboxisomas; las membranas fotosintéticas
contienen cinco complejos principales: ficobilisoma (antena de recoleccion de la
luz), el fotosistema Il (PS II) y el fotosistema | (PS I) (ambos contienen un centro de
reaccion), el citocromo b6/f y la ATP sintasa (figura 5); que mantienen la cadena
transportadora de electrones (CTE) y la fotofosforilacion (Badger et al., 1980 y

Jargensen, 1987)
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Figura 5. Diagrama de la membrana fotosintética de una célula de cianobacteria
mostrando los 5 supercomplejos de la CTE y la ATP sintasa (Borowitzka et al., 2016).

3. Justificacion

Por lo anterior, el interés del presente trabajo es conocer los pardmetros 6ptimos
para un sistema de cultivo cerrado en lote “batch discontinuo”, de la cianobacteria
Arthrospira maxima una cepa aislada en la zona del antiguo lago de Texcoco a partir
de la modificacion de las concentraciones por separado de las sales: NaHCOs,
NaNOs, NH4Cl, K2HPO4, y NaCl, en el medio de cultivo Zarrouk, siendo este trabajo
un estudio preliminar y que podria ser utilizado como una herramienta para futuros
estudios o disefios aplicativos en biotecnologia de microalgas. Ademas, los estudios
sobre el cultivo de A. maxima son muy limitados, la mayoria de ellos estan

enfocados en A. platensis.
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4. Hipotesis

La cinética de crecimiento y la actividad metabdlica de Arthrospira maxima, se veran

afectadas al disminuir las concentraciones por separado de NaHCOs, NaNOs,

K2HPO4, y NaCl (en este ultimo aumentar) a partir del medio Zarrouk estandar,

durante ocho dias de cultivo en lote. Perturbando principalmente la cantidad de

biomasa celular, concentracion de clorofila a y la actividad fotoquimica.

5. Objetivo General

Determinar la respuesta en el crecimiento y actividad fotoquimica de
Arthrospira  maxima cultivada durante ocho dias, modificando las
concentraciones por separado de NaHCO3s, NaNOs, NH4Cl, K2HPO4, y NaCl
a partir del medio Zarrouk.

6. Objetivos Particulares

Determinar la tasa de crecimiento y de duplicacion en A. maxima cultivada
durante ocho dias, modificando las concentraciones por separado de
NaHCOs, NaNOs, NH4Cl, K2HPOa4, y NaCl a partir del medio Zarrouk.

Determinar la concentracion total de clorofila a de A. maxima cultivada
durante ocho dias, modificando las concentraciones por separado de
NaHCOs, NaNOs, NH4Cl, K2HPOa4, y NaCl a partir del medio Zarrouk.

Determinar la actividad fotosintética y respiratoria por liberacion de oxigeno
en A. maxima cultivada durante ocho dias, modificando las concentraciones
por separado de NaHCOs, NaNOs, NH4Cl, K2HPOa4, y NaCl a partir del medio
Zarrouk.
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7. Materiales y métodos

7.1 Organismo

Se utilizo la cianobacteria Arthrospira maxima aislada en un muestreo de agua en
un sitio cercano a la presa Nabor Carrillo sobre la autopista Pefibn-Texcoco
localizado en las coordenadas geograficas (19°28'27"N 99°59'20"W) en el
municipio de Texcoco, Estado de México (figura 6). La muestra se trasladd al
laboratorio donde fue sembrada en el medio de cultivo Zarrouk (Zarrouk, 1966).

| S

Figura 6. Cianobacteria Arthrospira maxima, cepa que fue utilizada en la elaboracion
de este trabajo, vista al microscopio 6ptico con un aumento a 400 veces.

7.2 Condiciones de mantenimiento previo a la fase experimental

El mantenimiento de los organismos (cultivos semilla), asi como los tratamientos
experimentales fueron cultivados con el medio Zarrouk (Zarrouk, 1966) con la
siguiente composicion: (g/L de agua destilada) NaCl 1.0; CaClz2 0.04; NaNOs 2.5;
FeSO4- 7H20 0.01; Na2-EDTA 0.08; K2S04 1.0; MgSO4 - 7H20 0.2; NaHCOs3 16.8;
K2HPO4 0.50; (mg/L de agua destilada) ZnSO4 - 7TH20 0.222; CuSOa4 - 5H20 0.079;
MoOs3 0.015; H3BO3 2.86; MnClz - 4H20 1.81; NH4VO3 0.023; K2Cr2(SO4)4 - 2H20
0.096; NiSO4 - 7H20 0.048; Na2WO4 - 2H20 0.018; Ti2(SO4)3 0.040; Co(NOs)2 6H20
0.044; pH 10.
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Las células se mantuvieron sobre un régimen de cultivo en lote discontinuo en las
siguientes condiciones de crecimiento: temperatura (282 °C), PFD de 400 umoles
-m2 - s'1de luz blanca actinica (400-700nm), fotoperiodo (12/12 luz/oscuridad y con
un flujo de aire de 200 ml-m*. Se utilizaron como unidades experimentales de
cultivo, botellas de vidrio redondas de 1 L (Schott-Duran ®) con una trayectoria de
luz de 11 cm y un volumen de trabajo de 900 ml (biorreactor) (figura 7). Para todos
los experimentos se utilizaron indculos sincronizados en la mitad de la fase

exponencial, células con un crecimiento de 96 h de cultivo aproximadamente.

Figura 7. Unidad experimental, botella de vidrio redonda (Schott-Duran ®) con
una trayectoria de luz de 11 cm y un volumen de trabajo de 900 ml (biorreactor),
presenta un sistema de aireacién que cuenta con un filtro con apertura de 0.25
pm.

7.3 Protocolo experimental

Cada tratamiento se mantuvo en biorreactores en lote discontinuo sobre un régimen
de cultivo con las siguientes condiciones de crecimiento: temperatura (28+2 °C),
PFD de 400 ymoles - m - s'*de luz blanca actinica (400-700nm), fotoperiodo (12/12
luz/oscuridad), y con un flujo de aire de 200 ml-m1. Se utilizaron como unidades
experimentales de cultivo botellas de vidrio redondas de 1 L (Schott-Duran ®) con
una trayectoria de luz de 11 cm y un volumen de trabajo de 900 ml (biorreactor),

utilizdndose 2 biorreactores por cada tratamiento (figura 7).
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Las células posteriormente a las 96 h de sincronizacion fueron expuestas en
experimentos separados a las siguientes concentraciones de medio Zarrouk,
modificando Unicamente las siguientes concentraciones de sales: el primer
experimento con 2.15, 4.2, 8.4, 12.6 y (16.8-testigo) g-L* de NaHCOg; el segundo
experimento con 0.37, 0.62, 1.25, 1.87 y (2.5-testigo) g-L'* de NaNOs; el tercer
experimento con (Zarrouk completo-testigo), 44, 66, 88 y 110 mg-L* de NH4ClI; el
cuarto experimento con 0.075, 0.125, 0.25, 0.37 y (0.5 testigo) g.L* de K2HPOa4 y el
quinto experimento con (1.0 testigo), 9.6, 18.2, 27.3 y 36 g.L* de NacCl.

Las unidades experimentales se inocularon con 220+30 mg-L* de alga en 800ml de
medio Zarrouk modificado de acuerdo a cada experimento, obteniéndose un

volumen de trabajo de 900ml. Cada experimento tuvo una duracion de 8 dias.

7.4 Variables experimentales de respuesta
a) Determinacion del crecimiento por peso seco (PS)

El crecimiento se determind a través del peso seco. Se tomaron alicuotas de 100
ml de cada muestra experimental (n=3) y se filtraron por vacio en membranas de
nitrocelulosa de 5.0 um de diametro de poro (Millipore ®). Previamente, las
membranas se llevaron a peso constante manteniéndolas a 70°C por 24 h. Una vez
filtradas las muestras, se secaron en un horno a 70°C por 24 h, para después

determinar el PS de la biomasa seca de acuerdo a Vonshak (1986):

La tasa de crecimiento relativo (u) se determin6 segun la siguiente formula:
u= (In X>- In X1)/d

Donde X2 es el peso seco a los 8 dias, X1 es el peso seco al tiempo
Oydes 8dias.

La tasa de duplicacion celular (td) se calcul6 segun la siguiente formula:

td =In2/u

33



b) Determinacion del pigmento fotosintético clorofila

El contenido especifico de clorofila a por biomasa seca se cuantifico tomando 3 ml
de cultivo de cada tratamiento (n=3). Las muestras se centrifugaron a 3,500 rpm por
10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimind y la pastilla de cada
tubo se resuspendié con 3 ml de metanol al 100%. La mezcla metandlica se incubo
en bafio maria por 10 minutos a 60°C. Transcurrido este tiempo, la muestra se
centrifugd a 3,500 rpm por 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante de cada
tubo se aforé a 5 ml con metanol al 100%, para después leer su absorbancia a 665
nm de longitud de onda. La concentracion total de clorofila a se determin6 de

acuerdo a la siguiente ecuacion reportada por Vonshak (1986):

Concentracion de Clorofilaa (mg L) = (D.O a 665nm) X 13.9

c) Actividad fotosintética y respiratoria por oximetria

Las tasas fotosintética y respiratoria se midieron como liberacién y consumo de
oxigeno. Las mediciones se realizaron por medio de un oximetro (Oxygraph,
Hansatech ®, U.K.) a 30°C por medio de un bafio de agua circulante (figura 8). La
tasa fotosintética por liberacion de oxigeno se realizé iluminando la muestra con una
fuente de luz roja (600-700nm) a una densidad de flujo foténico (PFD) de 200
umolessm2ss, durante 1 minuto. A su vez, se apagaba la fuente de luz durante 1
minuto para obtener las velocidades respiratorias por consumo de oxigeno,
realizandose intercaladamente 3 registros de actividad fotosintética y 3 registros de
actividad respiratoria por alicuota de 1 mL, evaluando tres alicuotas por cada
tratamiento. Cada una de las alicuotas fue ajustada a una ABS de 0.4 a una longitud
de onda de 750nm previo a ser colocadas dentro de la camara del oximetro donde
se obtuvieron sus mediciones. Los resultados de la actividad fotosintética y
respiratoria fueron relacionados con el PS de sus respectivos tratamientos para

obtener un ajuste especifico.
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Figura 8. Mediciones de las tasas fotosintéticas y respiratorias mediante un oximetro
(Oxygraph, Hansatech ®, U.K.) (a): electrodo y camara del oximetro; (b): fuente de
luz; (c) regulacion de la temperatura por medio de agua circundante.

8. Resultados y discusién

A. Curvade crecimiento

El primer experimento que se realiz6 fue para obtener la curva de crecimiento de la
cepa Arthrospira maxima, en la cual se puede observar que a los 13 dias de cultivo
se logra alcanzar la etapa estacionara llegando a una densidad celular de 2.5 g-L*
de PS de su biomasa, como se observa en la figura 9; nuestra curva de crecimiento
de A. maxima tiene similitud a dos estudios realizados por Olguin et al. (2001) y
Castro et al. (2015) en donde sus cultivos Arthrospira sp. y Arthrospira platensis
fueron en sistemas cerrados, en lote discontinuo y con medio Zarrouk
respectivamente, alcanzan la etapa estacionaria en un intervalo de 8 a 13 dias

relacionado a las diluciones en el medio Zarrouk que realizaron.
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Curva de crecimiento de A. maxima
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Figura 9. Curva de crecimiento de Arthrospira maxima cultivo en lote en un reactor cilindrico
(botella de vidrio Schott-Duran ®) con una trayectoria de luz de 11 cm y un volumen de
trabajo de 1 L. Las condiciones de crecimiento fueron: Inéculo inicial (196 mg-L?),
temperatura 28 +2°C, PFD (400 umoles - m-2 - s-1), fotoperiodo 12/12 (luz/oscuridad).

B. Efectos en la deficiencia de bicarbonato de sodio

El segundo experimento que se realizo fue para evaluar el efecto del NaHCOs, para
el crecimiento de biomasa algal en PS de A. maxima a los ocho dias de exposicién,
se obtuvo que a partir del tratamiento con 8.4 g-L't de NaHCOs se presenta una
disminucién de 220 mg-L* de PS con respecto al grupo control, obteniéndose una
concentracion de biomasa de 1.18 g-L ! de PS al utilizar solamente el 50% de
NaHCOz en el medio de cultivo. Cabe mencionar que la concentracion de 8.4 g-L*
de NaHCOs resulto estadisticamente similar a las otras tres deficiencias probadas.
Por otro lado, aunque la diferencia del tratamiento con la menor concentracion de
NaHCOs (2.1 g-LY) fue de <250 mg-L* de PS el cultivo logr6 mantenerse en un
comportamiento estable con respecto a la cinética que presenta A. maxima sin tener
grandes pérdidas de biomasa, esto se puede observar en la figura 10.

Al evaluar la tasa de crecimiento relativo de los tratamientos, sin embargo, los
tratamientos con concentracion de 8.4y 12.6 g-L* de NaHCOs, presentan valores
de u similares estadisticamente al grupo control, presentando 0.28 p-d* para ambas

deficiencias y 0.30 p-d! para el control, por su parte cuando se utiliza una
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concentracion por debajo 8.4 g-L* NaHCOs el rendimiento de biomasa por dia se
ve afectado, esto se puede observar en la figura 11.

La diferencia de biomasa se observa de manera mas notoria al enfocarnos en la
obtencidén de las tasas de duplicacion celular, esto debido a que en los tratamientos
gue se probaron la poblacion se duplica en un intervalo de 2.46 a 2.6 dias de manera
directamente proporcional con la reduccion del NaHCOs, distinto a la velocidad del

grupo control en donde su duplicacion fue en 2.3 dias, esto se puede observar en
la figura 12.

Por lo que se puede decir que el NaHCOs al 50% de la concentracion del medio
Zarrouk sigue siendo suficiente para no perder la cinética de cultivo de esta cepay

poder obtener concentraciones de biomasa con un rendimiento similar al control.
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Figura 10. Efecto de las concentraciones de NaHCOj3 sobre el crecimiento volumétrico (g -
L' de PS) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 11. Efecto de las concentraciones de NaHCO3 sobre el crecimiento relativo (u-d?) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 12. Efecto de las concentraciones de NaHCOg; sobre la tasa de duplicacion (dias) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Es importante hacer énfasis nuevamente que nuestro cultivo semilla que se utilizd
para evaluar tanto en este experimento como en los otros cuatro restantes, provenia
de un medio de cultivo Zarrouk completo o “nuevo”, esta condicién resulta crucial
para aplicaciones biotecnoldgicas, ya que las células de A. maxima parece ser que
almacenan energia en forma de biomoléculas y en el momento que se presenten

las condiciones desfavorables en el medio de cultivo es cuando la célula empieza a
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degradar algunas moléculas a cambio de no detener su replicacion (Vonshak, 1997
4); es decir, el organismo mantiene la misma cantidad celular pero diferente cantidad
y composicion en sus carbohidratos, lipidos y proteinas. Ya es conocido que la
disminucién del NaHCOs hasta cierto punto no tiene efectos significativos en la
cantidad de biomasa, por ejemplo, Olguin et al. (2001) utilizaron medio Zarrouk con
9 gL ! de NaHCOs, a 32 °C, con un fotoperiodo de 12h luz/oscuridad y con 144
umol photon m2 st de fuente de luz, donde tuvieron crecimientos de Arthrospira sp.
de 0.97 g-L* de PS a los 6 dias. Otro trabajo fue el de Castro et al. (2015) quienes
utilizando medio Zarrouk con 9 g-L'' de NaHCOz pero ademas se redujo el nitrato
de sodio (0.85 g - L't de NaNQOg) los cultivos estuvieron a 32 °C, y con 111 pymol
photon m s de fuente de luz, donde tuvieron crecimientos de A. platensis de 2.05
gL' de PS a los 21 dias. Por otra parte, Andrade & Costa (2008), crecieron A.
platensis a 30 °C con un fotoperiodo de 12h luz/oscuridad, 2500 Lux de iluminacién
y cultivados con medio Zarrouk diluido con agua destilada estéril al 20% v/v, donde
tuvieron crecimientos de 1.44 g-L! de PS a los 20 dias. También, Radmann et al.
(2007), encontraron rendimientos similares a un cultivo completo al diluir en un 20%
el medio de cultivo Zarrouk, lo que crea la posibilidad de probar concentraciones
mas bajas, pero sin olvidarse de que el NaHCOs ademas de servir como la fuente
de carbono para la célula tiene la funcion de ser un amortiguador manteniendo un
pH alcalino, se sabe también que posterior a los 10 dias de cultivo el pH empieza a

acidificarse.

Por su parte, al evaluar la concentracion de clorofila a especifica de A. maxima en
los tratamientos, se obtuvo que no existieron diferencias estadisticamente
significativas, debido a que el tratamiento con la mayor deficiencia, siendo la de 2.1
g-L' de NaHCOs tuvo una concentracion de 8.31 mg de chl a - g* de PS, esta
concentracion no tuvo diferencia con respecto al grupo control que tuvo una
concentracion de 8.36 mg de chla - g* de PS, como se observa en la figura 13; esto
quiere decir, que a pesar de que los tratamientos con las concentraciones por
debajo de 8. 4 g-L* de NaHCOs se ven afectadas ligeramente las concentraciones

de biomasa algal, la concentracion de clorofila a por cantidad de biomasa se

39



mantiene estadisticamente similar al grupo control, esta condicidon resulta

econdémicamente relevante en aplicaciones biotecnolégicas.
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Figura 13. Efecto de las concentraciones de NaHCOj3 sobre clorofila a especifica (mg de chl
a - g! de PS) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Por ultimo, en este experimento se evaluaron las tasas fotosintéticas donde
presentaron concentraciones de liberacion de O: para cada tratamiento
estadisticamente similares, siendo para el tratamiento con la concentracion mas
baja (2.1 g-L* de NaHCO3 de 163.6 nmoles Oz - g* de PS - min, por su parte tuvo
180.6 nmoles Oz - g* de PS - min el grupo control, presentandose velocidades
fotosintéticas intermedias entre los tratamientos probados, esto se puede observar
en la figura 14; en esta misma figura se presentan los resultados de las tasas
respiratorias de cada tratamiento en donde tampoco hubo diferencias
estadisticamente significativas, presentando el tratamiento con la concentracién
mas baja (2.1 g-L* de NaHCO3) una velocidad de consumo de O2de 93.6 nmoles
O:2 - g de PS - min, esta concentracién no tuvo diferencia con respecto al grupo
control que tuvo una concentraciéon de 99.7 nmoles Oz - g de PS - min,
presentandose velocidades respiratorias intermedias entre los tratamientos

probados.
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Figura 14. Efecto de las concentraciones de NaHCOs; sobre la tasa fotosintética y
respiratoria (nmoles O - g de PS - min) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3)
(letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey
p<0.05).

C. Efectos en la deficiencia de nitrato de sodio
El este experimento se evaluo el efecto del NaNOs, para el crecimiento de biomasa
algal en PS de A. maxima a los ocho dias de exposicidén, se obtuvo que a partir del
tratamiento con la concentracion de 1.25 g-L'* de NaNOs se presenta una disminucién
de 240 mg-L* de PS con respecto al grupo control, obteniéndose una concentracion
de biomasa para este tratamiento de 0.81 g-L' de PS de biomasa. Ademas, este
tratamiento resulta estadisticamente similar a los otros dos tratamientos probados por
debajo de esta concentracion. Por su parte el tratamiento con la concentracion al 75%
de nitrégeno (1.87 gL' de NaNOs) resulto estadisticamente similar al control,
obteniéndose 1.0 y 1.05 g-L* de PS respectivamente. Por lo que se puede decir que
el NaNOs al 75% de concentracion a los 8 dias de cultivo sigue teniendo un rendimiento
optimo al igual que el grupo control. Por otro lado, aunque la diferencia del tratamiento
con la menor concentracion de NaNOs (0.37 g-L!) fue de <320 mg-L* de PS (con
respecto al control) el cultivo se logré6 mantener en un comportamiento estable con
respecto a la cinética que presenta A. maxima, esto se puede observar en la figura 15.
Por su parte, al evaluar la tasa de crecimiento relativo los tratamientos con
concentracion de 0.37, 0.62, 1.25 g-L' de NaNOs resultaron estadisticamente

diferentes al grupo control, presentando el valor de 0.22 p-d! para la primera 'y 0.24
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u-dt, 0.24 en las dos ultimas concentraciones. El tratamiento con concentracion de
1.87 g-L'* de NaNOs también fue estadisticamente diferente al grupo control, aunque
fue que tuvo el crecimiento relativo mas cercano siendo 0.27 y 0.29 u-d?,
respectivamente, los valores de crecimiento relativo se pueden observar en la figura
16.

La diferencia en su crecimiento se observa de manera mas notoria al enfocarnos en la
obtencion de las tasas de duplicacion celular, esto debido a que en los tratamientos
con 0.37, 0.62, 1.25 g-L* de NaNOs la poblacién se duplica en un intervalo de 3.09 a
2.89 dias de manera directamente proporcional con la reduccion de NaNOs, por su
parte el tratamiento con la concentracion de 1.87 g-L'* de NaNO3 si resulto similar al
grupo control, en donde la velocidad de duplicacion obtenidas fue de 2.56 y 2.31

respectivamente, esto se puede observar en la figura 17.
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Figura 15. Efecto de las concentraciones de NaNOs sobre el crecimiento volumétrico (g - L°
lde PS) a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 16. Efecto de las concentraciones de NaNOs sobre el crecimiento relativo (u-d*) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 17. Efecto de las concentraciones de NaNOj3 sobre la tasa de duplicacién (dias) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Al comparar nuestros resultados, por ejemplo, con un estudio realizado por Colla et al.
(2007) encontraron algo similar, los cultivos de A. platensis estuvieron a 30y 35°C, 12
luz/12 oscuridad y con 32 umol photons m=2 s de irradiacion, donde obtuvieron que
concentraciones por debajo de 1.87 g-L* de NaNOs producen menor biomasa ( < 0.21
g-L* de PS) que la concentracion de 2.5 g - L%, a 35 ° C de temperatura, sin embargo,

cuando sus cultivos los crecen a una temperatura de 30 °C, concentraciones entre 0.62
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y 2.5 g-L! no producen diferencias en la biomasa (0.82 a 0.92 g-L! de PS), sus
tratamientos fueron evaluados a los 20 dias de exposicion. Se encontré ademas que
a 35°Cy entre la concentracion de 1.87 a 2.5 g-L"* de NaNOz se aumenta la produccion
de proteinas, lipidos y compuestos fendlicos. Sin embargo, Piorreck et al. (1984)
encontraron que la concentracion de nitrégeno tenia poca influencia en la composicion
total de lipidos y acidos grasos de algunas cianobacterias, incluida Spirulina platensis,
siendo la influencia del nitrégeno mas marcada en las algas eucariéticas.

En otro trabajo, realizado por Celekli y Yavuzatmaca (2009), sus cultivos de A.
platensis estuvieron a 30 £ 2 ° C, 12 h luz/12 h oscuridad y con 2,0 klux de irradiacion,
donde obtuvieron que concentraciones de 2.0 g-L' y 3.0 g-L"* de NaNOs producen la
misma cantidad de biomasa, siendo de 2.6 g-L* de PS, ambas cantidades de biomasa
menores que cuando se utiliza 2.5 g-L'* de NaNOsz. En el mismo estudio, también
probaron que concentraciones de 0.5 y 1.5 g-L' de NaCl afectan la cantidad de
biomasa cuando la concentracién es de 2.0 g-L' y 3.0 g-L'* de NaNOs, estando entre
0.8 a 1.1 g-L* de PS (utilizando una concentracién de 0.5 g-L*de NaCl) y entre 1.0 a
2.4 g-L! de PS (utilizando una concentraciéon de 1.5 g-L* de NacCl), los tratamientos
fueron evaluados a 10 dias de exposicion. Es decir, a una menor concentracion de
NaCl se reduce la cantidad de biomasa para cualquier concentracion de NaNOs, pero
si la concentracion de NaCl es mayor solo se afecta la cantidad de biomasa cuando la
concentracion esta por debajo de 2.5 g-L* de NaNOs.

Sin embargo, es crucial mencionar lo reportado por Vonshak et al. (1982) ellos
mencionan que los cambios en la concentracion de los nutrientes, principalmente en
la fuente de nitrogeno y fésforo, pueden resultar en diferentes respuestas cinéticas de
crecimiento y composicién de la biomasa, asi también los regimenes de luz/oscuridad
son un factor para promover estas diferencias.

Por lo que de acuerdo a nuestros resultados, podemos decir, que si nos interesa
obtener altas productividades de biomasa se puede reducir el NaNOs, pero
manteniendo una temperatura cercana a los 30 °C, por el contrario, si la intension es
obtener mayor concentracion de proteina (0 algun otro bioproducto de alto valor
agregado) no se recomienda reducir demasiado el NaNOsy ademas se podria cultivar

a una temperatura cercana a los 35 °C ya que el nitrdgeno estara sobrado en el medio.
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Por su parte, al evaluar la concentracion de clorofila a especifica de A. maxima en
los tratamientos, se pudo determinar que no existieron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control, las concentraciones de chl a
presentaron valores en un intervalo de 8.26 a 8.74 mg de chl a - g de PS, siendo
8.26 mg de chl a - g* de PS en el tratamiento con menor concentraciéon de nitrégeno
(0.37 g-L'* de NaNO3z), como se observa en la figura 18. A pesar de que no se
obtuvieron diferencias en nuestros valores de chl a especifica, en un estudio
realizado por Becker (1994) en donde menciona que la limitaciébn de nitrégeno
provoca variaciones en la composicion de pigmentos celulares, donde la clorofila a
y las PBPs disminuyen y los carotenoides se acumulan; ademas de la acumulacion
de compuestos de carbono organicos tales como polisacaridos y ciertos aceites
(PUFAS).
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Figura 18. Efecto de las concentraciones de NaNOs sobre clorofila a especifica (mg

de chla- g'de PS)de A. maxima a los 8 dias de exposicién. (n=3) (letras diferentes

indican diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Por ultimo, en este experimento se evaluaron las tasas fotosintéticas, en donde
presentaron concentraciones de liberacion de Oz para cada tratamiento
estadisticamente similares, donde para el tratamiento con la menor concentracion
(0.37 g-L"* de NaNO:s) su tasa fotosintética fue de 122.9 nmoles Oz - g* de PS - min,
siendo la velocidad para el grupo control de 141.7 nmoles Oz - gt de PS - min,

presentandose velocidades fotosintéticas similares entre los otros tratamientos
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probados, esto se puede observar en la figura 19; en esta misma figura se presentan
los resultados de las tasas respiratorias de cada tratamiento, destacandose una
disminucién gradual en los valores de respiracion, en donde las concentraciones de
0.37,0.62 y 1.25 g-L'* de NaNOg tuvieron velocidades de consumo de O: diferentes
al grupo control, presentando valores de 68.9, 80.1y 77.9 nmoles O2 - g* de PS -
min respectivamente, mientras que la velocidad de consumo de O:2 para el grupo

control fue de 97.2 nmoles O2 - g'* de PS - min.
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Figura 19. Efecto de las concentraciones de NaNOs sobre la tasa fotosintética y respiratoria
(nmoles Oz - g de PS - min) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes
indican diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

D. Efecto en las deficiencias de cloruro de amonio

El este experimento se evalud el efecto del NH4Cl, para el crecimiento de biomasa
algal en PS de A. maxima a los ocho dias de exposicidn el tratamiento con la mayor
concentracion de NH4Cl (110 mg-L* de NH4Cl) probada no produjo toxicidad en
cuanto a la concentracion de la biomasa celular y ademas fue el tratamiento con la
concentracion de biomasa mas alta, siendo de 1.41 g-L* de PS algal. Ademas, los
tratamientos con las concentraciones de 88 y 66 mg-L! de NH4Cl fueron
estadisticamente similares al tratamiento con la mayor concentracion de NH4Cl,

para estos tratamientos la concentracion de biomasa celular fue de 1.35y 1.34 g-L-
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1de PS algal, respectivamente. Por su parte, el tratamiento con la concentracion de
44 mg-L"* de NH4Cl tuvo una concentracién de 1.25 g-Lt de PS algal.

Al evaluar la tasa de crecimiento relativo ocurre la misma tendencia en donde los
tratamientos con 66, 88 y 110 mg-L* de NH4Cl fueron estadisticamente similares
entre si presentaron velocidades de crecimiento de 0.30, 0.29 y 0.30 p-d?
respectivamente, como se observa en la figura 20. Por su parte, las tasas de
duplicacién celular de los tratamientos nos muestran valores estadisticamente
similares con valores entre 2.29 a 2.43 dias entre las concentraciones de 44 a 110
mg-L* de NH4Cl. Como se vio en nuestros resultados, los cuatro tratamientos
probados tuvieron mayor crecimiento que el grupo control, es decir, las células
crecen con mayor facilidad cuando tienen como fuente de nitrégeno al NH4Cl que
cuando se utiliza el NaNOgs, al menos hasta los 8 dias de cultivo, ya que se sabe
que el amonio llega a acidificar los medios ya sea por concentracion elevada o por
prolongacion del tiempo de exposicion al cultivo celular, pero también hay que tener
en cuenta que es mas complicado eliminar el amonio al momento de cosechar la
biomasa. Sin embargo, el uso de NH4Cl como fuente de nitrogeno resulta crucial
en la produccion de A. maxima a gran escala debido a que es una fuente de
nitrégeno mucho mas econémica comparado con el NaNOsy ademas se obtienen
rendimientos mayores ya que la célula gasta menos energia al tener una fuente de
nitrégeno mas reducida (NH4Cl) por ende la replicacion celular fue mayor que
nuestro control. Aunque se debe tener cuidado en no rebasar concentraciones

superiores de amonio para poder evitar la toxicidad.
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Figura 20. Efecto de las concentraciones de NH4Cl sobre el crecimiento volumétrico (g - L

de PS) a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 21. Efecto de las concentraciones de NH4Cl sobre el crecimiento relativo (u-d!) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 22. Efecto de las concentraciones de NH4Cl sobre la tasa de duplicacion (dias) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

AL comparar nuestros resultados, por ejemplo, con un estudio realizado por
Carvalho et al. (2004) ellos encontraron algo similar, los cultivos de A. platensis
estuvieron en lotes a 30 ° C, 12 luz/12 oscuridad y con 72 o 144 pmol photons m-?
st de irradiacién, utilizaron medio Zarrouk estandar al cual le fue remplazado el
NaNOs con NH4Cl en tres diferentes concentraciones (10.6, 122 y 1225 mg-L* de
NH4Cl), donde obtuvieron crecimientos celulares de 0.9, 1.05y 1.26 g-L* de PS para
las concentraciones de 10.6, 122 y 1225 mg-L"* de NH4Cl respectivamente, estos
valores cuando se expuso a baja irradiacion (72 pmol photons m= s?); en el caso
de la irradiacion a 144 pmol photons m2 s solo se hizo el experimento a la
concentracion de 10.6 mg-L* de NH4Cl y fue en este donde obtuvieron la mayor
concentracion de biomasa, siendo esta de 1.45 g-L* de PS.

En otro estudio, realizado por Sassano et al. (2007), los cultivos de A. platensis
estuvieron en lotes a 30 °C, 12 luz/12 oscuridad y con 180 pmol photons m= s de
irradiacion, utilizaron medio Zarrouk estandar al cual le fue remplazado el NaNOs
con NH4Cl en dos diferentes concentraciones (53.5 y 535 mg-Lt de NHa4ClI),
obtuvieron crecimientos celulares de 0.8 g-L* de PS para la concentracién baja de
NH4Cl y 1.4 g-L'! de PS para la concentracién mayor de NH4Cl, midieron a los 12

dias de experimentacién sus tratamientos.

49



Por ultimo, en un estudio realizado nuevamente por Sassano et al. (2010), los
cultivos de A. platensis estuvieron en lotes a 30 °C, 12 luz/12 oscuridad y con 108
umol photons m2 s de irradiacion, utilizaron medio Zarrouk estandar al cual le fue
remplazado el NaNOs con NH4Cl, las concentraciones utilizadas esta vez fueron
(53.5, 267 y 535 mg-L* de NH4Cl), obtuvieron crecimientos celulares de 0.42 g-L!
de PS para la concentraciéon de 53.5 mg-L** NH4Cl, de 0.59 g-L! de PS para la
concentracion de 267 mg-L"* NH4Cly de 0.78 g-L"* de PS para la concentracién de
535 mg-Lt NH4Cl. Ademas, en este mismo estudio de Sassano et al. se obtuvieron
las proporciones de su composicion bioquimica, teniendo 18, 46 y 72 % de proteina;
7,16 y 17 % de lipidos; 66, 29 y 3 de carbohidratos para cada concentracion de
NHa4Cl (53.5, 267 y 535 mg-L!) respectivamente. Es decir, aun cuando la fuente de
nitrégeno tiene una concentracion alta de NH4Cl, pero sin llegar a la toxicidad, el
contenido de proteinas y lipidos tiende a incrementar, por el contrario, cuando la
concentracion de nitrégeno es baja lo que tiende a aumentar es el contenido de
polisacaridos y no asi el de proteinas y lipidos.

Finalmente, de acuerdo a nuestros resultados obtenidos para esta cepa de A.
maxima, el uso de esta cianobacteria podria ser de gran importancia no solo en
metodologias limpias para su cultivo como alimento para el ser humano; pero
ademas, puede ser una gran candidata en el campo de tratamiento de aguas
residuales, debido a que el amoniaco es la forma contaminante mas extendida de
nitrégeno en aguas contaminadas y se podria incorporar en los proceso de
saneamiento la utilizacion de esta cianobacteria para la absorcion de este

contaminante.

Por su parte, al evaluar la concentracion de clorofila a especifica de A. maxima en
los tratamientos, se pudo determinar que a pesar de que las concentraciones
probadas de NH4Cl no afectan el crecimiento de biomasa algal entre si, los
tratamiento con 44 y 66 mg - L't de NH4Cl presentaron menor contenido de chl a
con respecto al grupo control (que fue el que contenia el mismo porcentaje de N
pero como NaNOs3 que la concentracion de 110 mg - L't de NH4Cl) obteniéndose

10.9y 11.2 mg de chl a - g de PS respectivamente. Por su parte el grupo control a
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pesar de haber sido el gue menos biomasa produjo en este caso fue el que mayor
chl a sintetizo, obteniéndose 12.75 mg de chl a - g de PS. Sin embargo, las
concentraciones de 88 y 110 mg - L't de NH4Cl fueron similares al grupo control,
presentando una concentracion de 12.12 y 12.15 mg de chl a - g?! de PS
respectivamente.

Un estudio realizado por Becker (1994) menciona que la limitacion de nitrogeno, sin
importar la fuente, provoca variaciones en la composicién de pigmentos celulares,
donde la clorofila a 'y las PBPs disminuyen y los carotenoides se acumulan; ademas
de la acumulacion de compuestos de carbono orgénicos tales como polisacaridos y
ciertos aceites (PUFAs). Teniendo en cuenta que cuando se utiliza la NH4Cl se
agrega un % de nitrdgeno menor comparado al utilizar el NaNOs como fuente de

nitrégeno.
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Figura 23. Efecto de las concentraciones de NH4Cl sobre clorofila a especifica (mg de chl a
- g* de PS) de A. maxima a los 8 dias de exposicién. (n=3) (letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Se evaluaron las tasas fotosintéticas de cada tratamiento, donde los tratamientos
fueron similares entre si, pero siendo sus velocidades de liberacion de Oz menores
al grupo control, los valores que se obtuvieron para los tratamientos de 44, 66, 88 y
110 mg-L* de NH4Cl se encuentran en un intervalo de 109.8 a 112.5 nmoles Oz ¢

1 de PS - min, esto se puede observar en la figura 24; en esta misma figura se
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presentan los resultados de las tasas respiratorias de cada tratamiento en donde se
mantiene el mismo comportamiento que se observo en las tasas fotosintéticas, es
decir, las velocidades de consumo de O2 son similares entre los tratamientos pero
distintas al grupo control, los tratamientos de 44, 66, 88 y 110 mg-L' de NH4Cl

presentaron valores en un intervalo de 83.4 a 89.63 nmoles Oz - g* de PS - min.
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Figura 24. Efecto de las concentraciones de NH4Cl sobre la tasa fotosintética y respiratoria
(nmoles Oz - g de PS - min) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes
indican diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

E. Efecto de las deficiencias de fosfato de potasio

En este experimento se evalud el efecto del KzHPOa4, para el crecimiento de biomasa
algal en PS de A. maxima a los ocho dias de exposicion, se obtuvo que todos los
tratamientos tuvieron un crecimiento de biomasa menor con respecto al grupo
control, en donde las concentraciones de 0.07, 0.125y 0.37 g - L' de K2HPOa4 fueron
estadisticamente similares, se obtuvo una biomasa de 1.23, 1.18 y 1.25 g - L' de
PS respectivamente. La concentracion de 0.125 g - L* de K2HPO4 fue la que tuvo
mayor contenido de biomasa después del control, teniendo una disminucién de 220
mg-L de PS que el grupo control, esto se puede observar en la figura 25.

Por su parte, al evaluar la tasa de crecimiento relativo para cada tratamiento, se
mantuvo la misma tendencia, es decir, nuestros cuatro tratamientos presentaron
estadisticamente menor biomasa que el grupo control; los cuatro tratamientos (0.07,
0.125, 0.25 y 0.37 g - L' de K2HPOg4) si fueron similares entre si, presentando
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velocidades de crecimiento relativo en un intervalo de 0.28 a 0.29 p-d?, por su parte

el grupo control tuvo 0.32 p-d?, esto se puede observar en la figura 26.

Finalmente, en las tasas de duplicacion, hay esa misma tendencia ya que ninguno
de los tratamientos fue estadisticamente similar al grupo control; pero los 4
tratamientos (0.07, 0.125, 0.25y 0.37 g - L'* de K2HPOQa) si fueron similares entre si
duplicandose la poblacion en un intervalo de 2.37 a 2.46 dias, mientras que para la
poblacion celular del grupo control fue en 2.2 dias, como se observa en la figura 27.
Como pudimos ver, a pesar de que los tratamientos probados tuvieron menor
cantidad de biomasa con respecto al grupo control, los tratamientos lograron
mantener en un comportamiento estable con respecto a la cinética que presenta A.
maxima sin tener grandes pérdidas de biomasa, lo que resulta biotecnoldégicamente

importante para reducir costos.
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Figura 25. Efecto de las concentraciones de K;HPO. sobre el crecimiento volumétrico (g -
L! de PS) a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 26. Efecto de las concentraciones de K;HPO, sobre el crecimiento relativo (p-d?) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 27. Efecto de las concentraciones de K,HPO, sobre la tasa de duplicacion (dias) de
A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias
significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Al comparar nuestros resultados, por ejemplo, un trabajo reportado por Markou et
al. (2012) en donde ellos probaron las limitantes de K2HPO4, donde al reducir al
50% la cantidad de fosfato en el medio Zarrouk, es decir, se us6 0.25 g-L! de
K2HPO4 donde se obtuvo una tasa de crecimiento relativo de 0.28 p-d?, incluso
ligeramente superior a la que presento su grupo control que fue de 0.26 u-d=.

Ademas, en este mismo trabajo se encontrd una relacion directamente proporcional
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con respecto a la cantidad de luz, en donde al aumentar la PFD el cultivo consume
mas rapido la fuente de fésforo cuando este es limitante (0.5 g - L* de K2HPOa),
consiguiendo tasas de crecimiento relativo en un intervalo de 0.29 a 0.32 y-d*. En
este mismo estudio sus resultados demuestran que las concentraciones de
proteina, lipidos y clorofila de la biomasa no se ven disminuidas, a pesar de utilizar

el fosforo limitado e intensidades de luz baja.

Por otra parte, se observa en la figura 28 las concentraciones de clorofila a
especifica en donde los tratamientos con concentraciones de 0.07, 0.125y 0.25 g-L-
L de K2HPO4 presentaron mayor chl a que el tratamiento con concentracion de 0.37
g-Lt de K2HPO4 e incluso que el grupo control, es decir, se obtuvo en estos tres
tratamientos chl a especifica en un intervalo de 9.1 a 9.6 mg chl a-g* de PS,
podemos decir que aparentemente la reduccién del fosforo potencializa la sintesis
de mas cantidad de chl a, se sabe que el fosforo en exceso llega a afectar la
asimilacion de otros nutrientes, tal es el caso del ion Mg, componente fundamental
en la clorofila y probablemente la cantidad de fésforo que tiene el medio Zarrouk
estandar pudiera afectar ligeramente una mayor absorcion de este ion. Aunque,
como ya vimos Markou et al. (2012), indicaron que las limitantes en el contenido de

fosforo no afectan la concentracion de clorofila.
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Figura 28. Efecto de las concentraciones de K;HPO, sobre clorofila a especifica (mg de chl
a - g' de PS) de A. maxima a los 8 dias de exposicién. (n=3) (letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Finalmente, en este experimento se evaluaron las tasas fotosintéticas de cada
tratamiento, donde los dos tratamientos con las deficiencias mas bajas de fosforo
(0.07 y 0.125 g-L* de K2HPOa,) fueron estadisticamente similares al grupo control,
asi como el tratamiento con la concentracion mas proxima al grupo control (0.37 g-L°
! de K2HPOQ4,), presentando valores en un intervalo de 195.2 a 223.0 nmoles Oz - g
1 de PS - min. Sin embargo, del tratamiento con la concentraciéon de 0.25 g - L de
K2HPO4, fue una excepcion ya que este si tuvo menor actividad fotosintética,
presentando un valor de 178.1 nmoles Oz - g** de PS - min, esto se puede observar
en la figura 29; en esta misma figura se presentan los resultados de las tasas
respiratorias de los tratamientos, donde presentaron velocidades de consumo de Oz
similares al grupo control, obteniéndose valores en un intervalo de 72.2 a 84.0

nmoles Oz - g* de PS - min.
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Figura 29. Efecto de las concentraciones de K;HPO, sobre la tasa fotosintética y
respiratoria (nmoles O, - g de PS - min) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3)
(letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey
p<0.05).

F. Efecto de las deficiencias de cloruro de sodio
El este ultimo experimento se evalud el efecto del NaCl, para el crecimiento de
biomasa algal en PS de A. maxima a los ocho dias de exposicion, donde se obtuvo
que los tratamientos con las concentraciones de 9.6, 18.2y 27.3 g-L* de NaCl fueron

estadisticamente similares al grupo control, presentando valores de biomasa de
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1.03, 1.0 y 0.98 g-L* de PS, respectivamente, sin embargo, el tratamiento con la
mayor concentracion de NaCl (36 g-L* de NaCl) ya presenté una concentraciéon de
biomasa algal menor obteniéndose una disminucién de 280 mg-L* de PS con
respecto al grupo control, esto se puede observar en la figura 30.

Por su parte, al evaluar la tasa de crecimiento relativo se mantiene la misma
tendencia ya que los tratamientos con las concentraciones de 9.6, 18.2'y 27.3 g-L™?
de NaCl de fueron estadisticamente similares al grupo control, presentando valores
en un intervalo de 0.26 a 0.28 p-d1, mientras que el tratamiento con la concentracion
mayor de salinidad present6 un valor menor que los otros tratamientos,
obteniéndose un crecimiento de 0.23 p-d1, esto se puede observar en la figura 31.
Finalmente se puede observar que el crecimiento de biomasa en los tratamientos
con la concentracion de 9.6, 18.2 y 27.3 g-L* se duplican a la misma velocidad que
el grupo control en un intervalo de 2.36 a 2.46 dias, esto se puede observar en la
figura 32. Como se pudo ver, a pesar de que el tratamiento con 36 g-L* de NaCl si
tuvo menor cantidad de biomasa al final del experimento, logr6 mantenerse en un
comportamiento estable con respecto a la cinética que presenta esta cepa de A.
maxima sin tener grandes pérdidas de biomasa, lo que resulta biotecnol6gicamente
importante para reducir costos, ya que los cultivos demandan grandes cantidades
de agua dulce o potable y una gran alternativa seria cultivar con agua de mar diluida
que podria ser enriquecida con nitrdgeno, fésforo y con algunos micronutrientes que

requiere esta cianobacteria.
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Figura 30. Efecto de las concentraciones de NaCl sobre el crecimiento volumétrico (g - L?
de PS) a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 31. Efecto de las concentraciones de NaCl sobre el crecimiento relativo (u-d?) de A.
maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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Figura 32. Efecto de las concentraciones de NaCl sobre la tasa de duplicacion (dias) de A.
maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican diferencias significativas
de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Al comparar nuestros resultados, por ejemplo, un trabajo reportado por Vonshak y
sus colaboradores, han estudiado ampliamente la respuesta de Spirulina platensis
(Arthrospira) a estrés por salinidad (Vonshak et al., 1988; 1996; Zeng & Vonshak,
1998). En conjunto, estos estudios revelan que (a) la tasa de crecimiento especifica
es menor que la del control a en el intervalo de 0.5 a 0.75 M, (b) las células
cultivadas a menor densidad de flujo de fotones (PFD) pueden adaptarse mejor al
estrés salino que las cultivadas a alta PFD, y (c) la fotoinhibicién se potencializa bajo
estrés salino.

La tolerancia en el género Arthrospira ya habia sido reportada por Ciferri en 1983,
este autor menciona que las condiciones éptimas para el crecimiento de Arthrospira
se encuentran en un intervalo de 0.3 a 1.2 M de salinidad total (17.5a 70.1 g-L* de
salinidad total). Esto demuestra que A. maxima es una cianobacteria con una amplia
tolerancia a salinidad por lo que podria cultivarse de manera eficaz utilizando agua

de mar que presente una concentracion aproximada de hasta 36 g-L-* de NaCl.
Por su parte, al evaluar la concentracion de clorofila a especifica de A. maxima en
los tratamientos, se pudo determinar que los cuatro tratamientos probados fueron

estadisticamente similares entre si, pero presentaron concentraciones muy por
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debajo del grupo control, obteniéndose para el grupo control una concentracion de
chl a de 7.53 mg de chl a - g* de PS, por su parte los tratamientos presentaron
concentraciones de chl a en un intervalo de 5.61 a 6.39 mg de chl a- g* de PS, esto
se puede observar en la figura 33. Contrario a lo encontrado en este trabajo, Lu &
Vonshak (2002), quienes reportan concentraciones de hasta de 0.8 M, las cuales

no causan reducciéon en la concentracion volumétrica de clorofila a.
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Figura 33. Efecto de las concentraciones de NaCl sobre clorofila a especifica (mg de chl a
- gt de PS) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).

Por dltimo, en este experimento se evaluaron las tasas fotosintéticas, donde se
obtuvo que los tratamientos con las concentraciones mas altas de NacCl, es decir,
los tratamientos con 27.3 y 36 g-L't de NaCl tuvieron menor actividad fotosintética
con respecto al grupo control, presentando valores de 59.7 y 63.0 nmoles O2 - g
de PS - min respectivamente. Cabe mencionar que los tratamientos con las
concentraciones de 9.6 y 18.2g-L"* de NaCl si tuvieron una actividad fotosintética
similar al grupo control, obteniéndose valores de 78.4 y 81.4 nmoles Oz - g de PS
 min respectivamente. Es bien sabido que en plantas y microalgas el estrés salino
afecta el proceso de fotosintesis y la maquinaria, exacerba fotoinhibicién, aumenta
la respiracion, y afecta a la sintesis y el metabolismo de hidratos de carbono y
proteinas. Las cianobacterias son conocidas por producir sustancias organicas de

bajo peso molecular como la sacarosa, glucosil-glicerol, glicina-betaina, y trehalosa
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como agente de penetracion compatible interna para proteger las membranas
celulares y las proteinas contra el estrés salino (Vonshak et al., 1996). En
Arthrospira, Warr et al. (1985) fueron los primeros en demostrar que el ajuste
osmatico al aumento de la salinidad se produjo a través de la acumulacién de
glucosil-glicerol y en cierta medida trehalosa, estos carbohidratos y principalmente
el glucosil-glicerol se encargan de generar un cambio en la osmolaridad intracelular
gue conducira a la adaptacion de las células al estrés salino, al mantener un

ambiente bioquimico 6ptimo para el funcionamiento celular.
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Figura 34. Efecto de las concentraciones de NaCl sobre la tasa fotosintética y respiratoria

(nmoles Oz - g de PS - min) de A. maxima a los 8 dias de exposicion. (n=3) (letras diferentes

indican diferencias significativas de acuerdo a prueba de ANOVA-Tukey p<0.05).
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G. Estimacion de costos en el cultivo de A. maxima

Para llevar a cabo el crecimiento de A. maxima en el medio Zarrouk, se obtuvieron
los costos en la reduccion de cada una de las sales modificadas en el medio, asi
como el costo en la preparacion del medio Zarrouk completo, con la intencién de
poder visualizar de mejor forma cual de las sales convendria disminuir en el medio
y poder reducir los costos de operacion en el cultivo, se muestran dichos costos en

la siguiente tabla (tabla 3).
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Reactivo Costo del Costo para % de

(presentacién reactivo preparar 100L de reduccién
de 1kg) $ MXN medio Zarrouk (L) recomendado
Zarrouk N/A $ 1,590 N/A
NaHCOs3 $ 28 $ 1,555 -715 %
NaNOs $1,700 $1,272 -25%

NH4CI $ 900 $1,190 N/A
K2HPO4 $1,590 $1,510 -87.5%
NacCl $430 $1547 + +2,700 %
(ahorro en agua) (mas)

Tabla 3. Estimacion de los costos en la preparacion del medio Zarrouk;
Costos de los reactivos obtenidos de: www.velaquin.com.mx. N/A: No aplica.

9. Conclusién

El efecto en la modificacion de las sales del medio de cultivo Zarrouk para cultivar
Arthrospira maxima resulta crucial como una aplicacion biotecnolégica en la
reduccion de costos de operacion. La cepa utilizada en este trabajo arrojo aspectos
favorables en la reduccion de las sales (probadas por separado) utilizadas y en la

aclimatacion de las células a la salinidad.

El efecto que generé en el crecimiento la reduccion del NaHCOs sobre la cantidad
de biomasa medida en PS fue que nuestros 4 tratamientos se mantuvieron los
cultivos cinéticamente estables de acuerdo con el comportamiento que presenta
esta cepa de A. maxima. Cuando la biomasa inicial proviene de un cultivo semilla
con Zarrouk completo y unicamente con 96h de sincronizacion celular, se puede
utilizar la reduccion del NaHCOs como fuente de carbono en un 75% menos (2.1
g-Lt de NaHCOs) que la concentracion del medio de cultivo Zarrouk estandar,

teniendo en cuenta cultivar a una temperatura cercana a 28 +2°C.

Por su parte, el efecto que genero en el crecimiento la reduccién del NaNOs sobre

la cantidad de biomasa medida en PS fue que nuestros 4 tratamientos se
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mantuvieron los cultivos cinéticamente estables de acuerdo con el comportamiento
gue presenta esta cepa de A. maxima. Cuando la biomasa inicial proviene de un
cultivo semilla con Zarrouk completo y Unicamente con 96h de sincronizacion
celular, se puede utilizar la reduccion del NaNOs como fuente de nitrégeno en un
25% menos (1.87g-L* de NaNO3) que la concentraciéon del medio de cultivo Zarrouk
estandar, teniendo en cuenta cultivar a una temperatura cercana a 28 +2°C. Es
importante tener cuidado el no reducir demasiado la cantidad de nitrégeno del medio
al cultivar esta cepa ya que como vimos en algunos trabajos se reporta una perdida
gradual en la proporcién de proteinas totales.

Por su parte, el efecto que genero en el crecimiento al sustituir del medio Zarrouk el
NaNOs por el NH4Cl sobre la cantidad de biomasa medida en PS fue que también
nuestros cuatro tratamientos se mantuvieron los cultivos cinéticamente estables de
acuerdo con el comportamiento que presenta esta cepa de A. maxima. Cuando la
biomasa inicial proviene de un cultivo semilla con Zarrouk completo y anicamente
con 96h de sincronizacion celular, se puede utilizar la concentracion de 110 mg-L-1
de NH4ClI sin llegar aparentemente toxico para la célula, al menos hasta los ocho
dias de exposicion, teniendo en cuenta cultivar a una temperatura cercana a 28
+2°C.

Por su parte, el efecto que generé en el crecimiento la reduccion del Kz2HPO4 sobre
la cantidad de biomasa medida en PS fue que nuestros 4 tratamientos se
mantuvieron los cultivos cinéticamente estables de acuerdo con el comportamiento
gue presenta esta cepa de A. maxima, a pesar de eso, las deficiencias probadas
alcanzaron tasas de crecimiento por debajo del grupo control. Cuando la biomasa
inicial proviene de un cultivo semilla con Zarrouk completo y Gnicamente con 96h de
sincronizacion celular, se puede utilizar la reduccién del K2HPO4 como fuente de
fésforo en un 87.5% menos (0.07 g-L* de K2HPQOa4) que la concentracion del medio
de cultivo Zarrouk estandar, teniendo en cuenta cultivar a una temperatura cercana
a 28 +2°C. La principal reduccion en los costos de operacion en los cultivos de

Arthrospira es utilizar menos nitratos ya que es una de las sales de mayor costo, sin

63



embargo, como vimos en este trabajo también se podria reducir el fésforo como una

segunda alternativa de ahorro.

Por dltimo, el efecto que generd en el crecimiento el aumento de la salinidad, como
NacCl, sobre la cantidad de biomasa medida en PS fue que nuestros 4 tratamientos
se mantuvieron los cultivos cinéticamente estables de acuerdo con el
comportamiento que presenta esta cepa de A. maxima. Cuando la biomasa inicial
proviene de un cultivo semilla con Zarrouk completo y Unicamente con 96h de
sincronizacion celular, se puede aumentar la salinidad hasta 27 veces mas (27.3
g-L* de NaCl) que la concentracion del medio de cultivo Zarrouk estandar, teniendo

en cuenta cultivar a una temperatura cercana a 28 +2°C.

Por su parte, el efecto que se genera en la concentracion de clorofila a, Gnicamente
se ve afectado considerablemente por el tratamiento con un aumento en la salinidad
a partir de 9.6 g-L* de NaCl, ademas el tratamiento con cloruro de amonio afecta
ligeramente la concentracion de clorofila a, en las concentraciones de 44 y 66 mg -
L1 de NH4CI.

Por su parte, el efecto que se genera en la actividad fotoquimica, inicamente se ve
afectado considerablemente por el tratamiento con un aumento en la salinidad a
partir de 27.3 g-L* de NaCl, ademas el tratamiento con cloruro de amonio afecta
ligeramente la actividad fotoquimica, a partir de una concentracion de 44 mg - L de
NH4CI.
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11. Apéndice

Andlisis de resultados mediante ANOVA con Tukey

1. Bicarbonato de sodio

Crecimiento volumétrico de PS

fAlfa

indice de error de tipo

Procedimiento ANOVA

Error de grados de 1ibertad
Error de cuadrado medio
Valor critico del rango estudentizado
Diferencia siognificativa minima

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

HOTA: Este test controla el indice de error experimentwize de tipo |, pero normalmente tiene un
Il més elevado que RBEGHG.

0.05

15
0.007
4.36699
0.1827

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media N T
A 1.40000 4 5
A
B A 1.22500 4 4
B
B 1.17500 4 3
B
B 1.15000 4 1
B
B 1.10000 4 2
Tasa de crecimiento relativo
Sistema SAS 16:13 Tuesday, April 6, 2017 80

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

OTAi: Este test controla el indice de error experimentwize de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l miés elevado que REGHO.
fAalfa 0.05
Error de grado= de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.000099
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.0217

Medias con la misma letra no
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A
A
A
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(=2 (= (= (=2 (=2

son =zignificativamente diferentes.
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Tasa de duplicacion

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il més elevado que REGHO.
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.008079
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.1963

Hedias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media M T
A 2.60431 4 2

2 2.54045 4 1

2 2.51603 4 3

B 2 2.46269 4 4

g 2.30383 4 5

Clorofila especifica

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey [(HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mds elevado que REGHA.
filfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.069668
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.5763

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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2.Nitrato de sodio

Crecimiento volumétrico de PS

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

HOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l més elevado que REGHO.
fAlfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.004417
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.1451

Medias con la mizma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Hedia
1.05000
1.00000
.B1250
.T8750

mmEEmE I
(=} (= (=]
Ho0h A A A F

. 72500

[T - B N T B |

Tasa de crecimiento relativo

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

Tukey Agrupamiento Media
.290422
.270658
.240742
. 236695

mommmEmE T
o o o L= o
BB A A A=

.224833

[T - I N 1 B

MOTA: Ez=te test controla el indice de error experimentwize de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l miés elevado gue REGHQ.
filfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.000168
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.0283

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Tasa de duplicaciéon

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

MOTA: Este test controla el indice de error experimentwize de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo 1l mas elevado que REGHQ.
filfa 0.05
Error de grado=s de 1ibertad 15
Error de cuadrado medio 0.019068
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.3015

Medias con la mizma letra no son significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media
.0BET74
L93110
.88816
. 56441

ommem XTI

-] M P 3~ [=-]

L -
[1a] -+ =] 3~

.31356

Clorofila especifica

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo 11 més elevado que BEGHQO.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 15
Error de cuadrado medio 0.263433
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 1.1207

Hedias con la misma letra no son =ignificativamente diferentes.

Tukey fAigrupamiento Media
. 7360
.5814

T L - R T

4460

E R T T

8
8
8.5175
8
8

e e e - e e

2614
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Fotosintesis

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para ¥

NOTA: Este test controla el indice de error experimentuwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il més elevado gue REGHQ.
fAlfa 0.05
Error de gradoz de 1libertad 15
Error de cuadrado medio 86.6B8174
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 20.329

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media
141.743
139.886
135.440

[ I - B

133.397

T
L L T -

122 .876

Respiracion

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

HOTA: Cste test controla &1 indice de error sxperimentwize de tipo |, pero normalments tiesns un
indice de error de tipo |l mias elevado que REGUG.
Alfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 15
Error de cuadrado medio 75.30485
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 18.948

Hedias con la misma letra no =on significativanente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Hedia M T
fi 90._335 4 5
]
f 84.174 4 4
fi
E f 74.439 4 2
E fi
E f 72.406 4 4
E
E 64.045 4 1
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3. Cloruro de amonio
Crecimiento volumétrico de PS

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

HOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |1l mids elevado gue REGHA.
fAlfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.00185%6
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.0941

Medias con la misma letra no =on significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media H T
A 1.41450 4 5

2 1.36500 4 3

B 2 1.33700 4 4

g 1.24900 4 2

[ 0.91400 4 1

Tasa de crecimiento relativo

Procedimiento ANDVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGUQ.
fAlfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.000023
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.0105

Medias con la misma letra no son =significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media H T
f 0.302547 4 5

2 0.295862 4 3

B 2 0.294598 4 4

g 0.284880 4 2

[ 0.240182 4 1
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Tasa de duplicacion

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

0TA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mi3s elevado que REGHQ.

Alfa

Error de grados de libertad
Error de cuadrado medio

0.05
15

0.002074

Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.0994

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media H T
2.88726 4 1
B 2.43313 4 2

B
C B 2.35%292 4 4

C B
C B 2.34275 4 3

C

C 2.29183 4 5

Clorofila especifica

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentuwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |1 mé=s elevado que REGHQ.
filfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 15
Error de cuadrado medio 0.348037
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 1.2881

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media H T
A 12.7540 4 1
A
B A 12.1474 4 5
B A
B A 12.1198 4 4
B
B 11.1569 4 3
B
B 10.9702 4 2
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Fotosintesis

Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTé: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mnas elevado que REGUO.

filfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 15
Error de cuadrado medio 23.34927
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 10.551

Medias con la misma letra no son =significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media M T
135.082 4 1

B 112.484 4 4

g 110,376 4 2

g 110.206 4 3

g 109.821 4 L3

Respiracion

Procedimiento ANDUA

Prueba del rango estudent

izado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo || mnds elevado que REGUG .
fAlfa 0.05%
Error de grados de |ibertad 15
Error de cuadrado medio 43.12498
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 14.339

Medias con la misma letra no =on =i gnificat ivanmente diferentes.
Tukey Agrupamiento Media N T
A 113.259 4 1
B 89.059 4 2
g 87.041 4 3
g 84.810 4 4
g 83.548 4 5
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4. Fosfato de potasio

Crecimiento volumétrico de PS

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

OTai: Este test controla el indice de error exper imentwize de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo 1l mié=s elevado gue REGHO.
filfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.004167
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia sionificativa minima 0.1409

Medias con la misma letra no =on significativamente diferentes.

Tukey fAigrupamiento Media
1.55000
1.32500

O

.25000

mmmm@m I

1.22500

[wiwiwRwiy]
Ao B A A=

1.17500

Tasa de crecimiento relativo

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

HOTA: E=ste test controla el indice de error experimentwize de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l més elevado que REGHO.
fAlfa 0.05
Error de grados de |ibertad 15
Error de cuadrado medio 0.000072
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.0185

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media
. 315406
. 293561

L I T

L292700
. 282385

LN N T -
—

mommomm
o = = o =

.281628
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Tasa de duplicacion

NOTA: Este test controla el

Procedimiento ANDVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un

indice de error de tipo Il mas elevado gque REGUO.

filfa
Error de grados de 1ibertad
Error de cuadrado medio

0.05
15
0.004984

Valor critico del rango estudentizado 4.36699

Diferencia significativa minima

0.1542

Medias con la misma letra no son =ignificativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media
46225
.45734
. 37057
.36191

@ T
P P 3] 3~ -]
LR R ST - T

.19768

ol

1, B ]

Clorofila especifica

HOTA: Este test controla el

gistema Qﬁg

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

indice de error experimentwizse de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il més elevado que REGHQ.
Alfa 0.05
Error de grados de |ibertad 15
Error de cuadrado medio 0.42227
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 1.4189

Hedias con la misma letra no son significativanente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media
.6392
. 1593

T T

.1063
020

mmmmmEm
=l [=-] [1-1 -] [1-1
o -

. 8529

-

£ N oM

16:13 Tue=sday, April b, !Hl! EE
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Fotosintesis

1
Siztema BAS 16:13 Tuesday, April B, 2017 &S

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey [(HSD) para ¥

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mds elevado que REGHQO.
Alfa 0.05
Error de grados de |ibertad 15
Error de cuadrado medio 135. 8046
Valor critico del rango estudentizado 4.326699
Diferencia significativa minima 25.445

Medias con la misma letra no son =ignificativamente diferentes.

Tukey figrupamiento MHedia ] T
A 223.039 4 2
A
B A 217.241 4 1
B A
B A 208.740 4 5
B
B C 195.178 4 4
C
C 178.115 4 3
Respiracion
-
Sistema 5A5 16:13 Tuesday, April 6, 2017 70O

Procedimiento ANDVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevado que REGHO.
fAlfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 15
Error de cuadrado medio 28.83187
Valor critico del rango estudentizado 4.26699
Diferencia significativa minima 11.724

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Hedia
84.014
75.706

T T

75.127
T2.241

E- I T - -

mmmmmmm
[-4] [~ . [2g}

71.951
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5. Cloruro de sodio

Crecimiento volumétrico de PS

Siztema SAS 17:29 Hednesday, October 13, 2017 5
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mas elevado que REGHQ.
filfa 0.05
Error de grados de |ibertad 15
Error de cuadrado medio 0.0075
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.1891
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
Tukey figrupamiento Media M T
fi 1.12500 4 1
f
B fi 1.02500 4 2
B fi
B fi 1.00000 4 3
B fi
B f 0.97500 4 4
B
B 0.85000 4 5
Tasa de crecimiento relativo
Sizstema 5A5 17:29 Hedne=day, October 13, 2017 10

Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l mas elevado que REGHA.
filfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.000177
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.029

Medias con la mizma letra no son significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento

e e e e ]

mmm

Media
.278224
. 264842
.261438
. 257676

o o o O O

. 229357

e -

[ I )
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Tasa de duplicacion

-
Siztema SAS 17:29 Hednesday, October 13, 2017 15
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y
HOT#: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mas elevado gue REGHQ.
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 0.021018
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 0.3166
Hedias con la misma letra no zon significativamente diferentes.
Tukey fAgrupamiento Hedia M T
3.0313 4 5
B 2.6955 4 4
B
B 2.6551 4 3
B
B 2.6224 4 2
B
B 2.4950 4 1
Clorofila especifica
k Siztema 5AS 17:29 Wednesday, October 13, 2017 25
Procedimiento ANOVA
Prueba del rango estudentizado de Tukew (HSD) para Y
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo |l més elevado que REGHO.
fAalfa 0.05
Error de grados de 1ibertad 15
Error de cuadrado medio 0.537871
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 1.6014

Medias con la misma letra no zon significativamente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Media H T
A 7.5292 4 1
A
B A 6.3931 4 5
B
B 5.8519 4 3
B
B 5.6346 4 2
B
B 5.6067 4 4
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Fotosintesis

§ Sistema SAbD 1f:29 Hednesday, Uctober 13, £01¢ 40
Procediniento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Y

HOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipe Il mas elevado gue REGWO.
fAlfa 0.05
trror de grados de |ibertad 15
Error de cuadrado medio 101.1771
Valor critico del ranqo estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minina 21.963

Medias con la misma letra no son =significativanente diferentes.

Tukey fAgrupamiento Hedia

100,256

81.364
78.424
63.018

ommmmmmm
v e -
& B A A A =
[T T CR ]

29.658

&

Respiracion

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HS5D) para Y

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene un
indice de error de tipo Il mis elevado gue BEGHQ.
fAlfa 0.05
Error de grados de libertad 15
Error de cuadrado medio 134.9092
Valor critico del rango estudentizado 4.36699
Diferencia significativa minima 25.361

Medias con la misma letra no zon significativamente diferentes.

Tukey figrupamiento Media M T
fi 99.682 4 5
f
i 98.591 4 4
fi
f 93.602 4 1
fi
fi 91.184 4 3
fi
f 80.102 4 2
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