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RESUMEN

En todo el mundo se producen ficobiliproteinas debido a que se utilizan como
nutrientes para el consumo humano y animal, como colorantes naturales para
alimentos o cosméticos y como productos farmacéuticos ya que tienen varias
propiedades farmacoldgicas como antioxidantes, anticancerosas, antiinflamatorias

y hepatoprotectores, entre otras.

Se estudidé la produccién de ficobiliproteinas a partir de Arthrospira maxima en
presencia de luz LED roja para acelerar al maximo su crecimiento y se realizo-€l
cambio a luz LED verde y azul para potencializar la produccion de ficocianina,
aloficocianina y ficoeritrina. Se utiliza una nueva técnica de extraccion empleando
un coagulante polielectrolito liquido catidnico que extrae mas pigmento azul que
otras técnicas de la literatura. Se concluye que para alcanzar a producir la maxima
cantidad de ficocianina con luz LED azul se necesitan exponer tres dias, para
aloficocianina dos dias y para ficoeritrina un dia. Con luz LED verde en dos dias
alcanza su maximo para las tres ficobiliproteinas; sin embargo, al usar luz LED
verde se potencializa menos la produccion de ficobiliproteinas que con luz LED azul.
En cuanto a los Solidos Suspendidos Totales de Arthrospira maxima, con luz LED
verde son mas altos que con luz LED azul, pero contienen menos concentracion de
ficobiliproteinas, por lo que si el propdsito es producir ficobiliproteinas se

recomienda emplear la luz LED azul.



INTRODUCCION

Planteamiento del problema

El uso de ficobiliproteinas es costoso debido a ciertas limitaciones, como su bajo
rendimiento, el largo tiempo de procesamiento y la dificultad de su extraccion (Zahra
Zahra et al., 2018). Para producir ficobiliproteinas a partir de cianobacterias, es
importante que se den las condiciones necesarias en pardmetros como la fuente de
luz, pH, temperatura y salinidad debido a que afectan el crecimiento de Arthrospira

maxima y la produccion de ficobiliproteinas (Fernando Pagelsa et al., 2018).

Las técnicas de extraccion de ficobiliproteinas reportadas en la literatura como
extraccion con agua, homogeneizacion en virtimixer usando acido clorhidrico,
congelacion y descongelacion (R. Sarada et al., 1999) para inducir la ruptura celular
no muestran un color azul lo suficientemente visible debido a que el pigmento de
ficobiliproteinas es soluble en agua, pero el uso directo del agua como medio
disolvente da como resultado una mezcla que no se fracciona facilmente debido a
la presencia de sustancias polares y no polares (A. Paula R. F. Canela et al., 2002)
por lo que no es tan facil extraer el pigmento. Varios métodos de secado dan como
resultado una pérdida de ficobiliproteinas, por lo que la biomasa fresca es mas
adecuada para la extraccion (R. Sarada et al., 1999). Existen otras técnicas como
extraccion acuosa en dos fases (Narayan A.V. and Raghavarao K.S.M.S., 2007) o
la técnica de adsorcion de lecho fluidizado agitado (Kuei-Hsiang Chen et al., 2019),

pero que requieren mucho tiempo y varios equipos para completar la extraccion.



Justificacion

Uno de los factores mas importantes durante el cultivo de cianobacterias es la luz,
ya que los pigmentos capturan esta forma de energia para llevar a cabo el proceso
de fotosintesis (Atta et al., 2013). La intensidad de luz y la longitud de onda juegan
un rol critico en la actividad fotosintética, lo cual es consecuentemente reflejada en
su crecimiento, debido a que los fotosistemas catalizan la reaccion de conversién
de energia luminica capturada por las moléculas excitadas de la clorofila en forma
de energia utilizable (Cheirsilp B. y Torpee S., 2012).

En este sentido, varios estudios se han desarrollado para mejorar la eficiencia de
utilizacién de la luz y reducir los costos de sistemas de iluminacion artificial. Los
cultivos de laboratorio normalmente utilizan tubos fluorescentes, los que consumen
alta energia comparada con los diodos emisores de luz, abreviados LED en inglés.
(Carvalho A.P. et al., 2011).

Recientemente, varios investigadores han informado sobre la aplicacion de LED
como fuente de luz en cultivos de microalgas y cianobacterias. Los LED azul y rojo
aumentaron la productividad de la biomasa en sus cultivos (Das P., 2011; Baba M.,
2012). Una longitud de onda de 600 a 700 nm es mas eficiente para la fotosintesis
e irradiancias entre 400 y 500 nm pueden incrementar la tasa de crecimiento

(Carvalho A.P. et al., 2011).

Ya que ningun autor ha puesto en un mismo cultivo primero la luz LED roja (620—
630 nm) que aumenta el crecimiento de Arthrospira maxima y después cambiar a
luz LED azul (465-475 nm) o verde (522-532 nm) que potencializan la produccion

de ficobiliproteinas (Das P. et al., 2011; Baba M. et al., 2012), se hace este proyecto.



Y debido a que la luz LED azul es la mas usada para potencializar la produccion de
ficobiliproteinas, pero se sabe que los Sélidos Suspendidos Totales bajan menos al

usar luz LED verde, por esta razén se usaran las dos para identificar cual es mejor.

Objetivo general

Evaluar la produccion de ficobiliproteinas a partir de Arthrospira maxima utilizando
una variaciéon de rango de longitud de onda, de 620-630 a 465475 y 522-532 nm
con iluminacion artificial para obtener un incremento en la concentracion de

ficobiliproteinas.

Objetivos particulares

I.  Operar reactores bioldgicos de Arthrospira maxima en condiciones de luz
visible para obtener un cultivo fresco.
Il.  Exponer a un rango de longitud de onda de 620-630 nm (luz roja) un cultivo

fresco de Arthrospira maxima para acelerar su crecimiento.

[Il.  Exponer el cultivo de luz roja a un rango de longitud de onda de 465—475 nm
(luz azul) y 522-532 nm (luz verde) para incrementar la concentracion de
ficobiliproteinas.

IV. Estimar la produccion de ficobiliproteinas durante la experimentacion de
cambio de rango de longitud de onda cuantificando la concentracion de

ficobiliproteinas.



Hipotesis
Si en un cultivo de Arthrospira maxima hay una variacién de rango de longitud de
onda, de 620-630 (luz roja) a 465-475 y 522-532 nm (luz azul y verde

respectivamente) se potencializara la produccion de ficobiliproteinas.

ANTECEDENTES

Cianobacterias

Las cianobacterias son un filo del dominio bacteria, son capaces de realizar
fotosintesis oxigénica, convierten la energia luminica en energia quimica, el
donador de electrones es el agua y como consecuencia se desprende el oxigeno.
Como todos los organismos, estan influenciadas por varios factores, tanto abioticos
como bidticos, y estos factores pueden influir en el crecimiento y la produccién de
metabolitos. En términos de factores abidticos, la luz, la temperatura, la
concentracion de nutrientes, el pH, la salinidad y la composicion quimica del medio
pueden cambiar el metabolismo del organismo. La mayoria de las cianobacterias
pueden cambiar la concentracion y la composicion de sus pigmentos de antena
fotosintéticos en respuesta a la irradiacion y el espectro de luz alterados, una
estrategia para optimizar su capacidad de captacion de luz (Grossman et al., 2001,
Qjit, 2015). Por otro lado, los factores bidticos pueden ser patdgenos (bacterias,
hongos, virus) y también otras formas de competencia intra/interespecifica, 1o que
desencadena un cambio en la respuesta del organismo al medio ambiente (Mata T.

M. et al., 2010).



Las cianobacterias se han aprovechado en la biorremediacion de ambientes
contaminados, como productoras de energia, fertilizantes, metabolitos secundarios
de interés farmacoldgico y muy especialmente como alimento para el consumo

humano y animal (Lolymar Romero, 2017).

Las cianobacterias y las algas poseen una amplia gama de componentes
coloreados que incluyen carotenoides, clorofila y ficobiliproteinas. La creciente
conciencia de la importancia de los colores naturales, especialmente los colorantes
alimentarios y cosméticos, ha puesto una gran demanda en las fuentes biologicas

de colores naturales (R. Sarada et al., 1999).

Arthrospira maxima

Arthrospira es un género de cianobacterias del orden Oscillatoriales, antes llamada
Spirulina que es del mismo género, pero de orden Chroococcales por lo que ahora
se diferencian desde hace 30 afios. La especie maxima es exclusiva de Ameérica
central; Arthrospira maxima es una espiral de algas filamentosas verde azul con un
tricoma de filamento y morfologia helicoidal, tiene aproximadamente un didmetro de
espiral de 10 um y una longitud de a 200-400 um (Weng-ging Shi, 2016).

Se puede cultivar gracias a su alta eficacia fotosintética, rapido crecimiento y
adaptabilidad al medio ambiente. Se divide en dos cada 7 horas por lo que es facil
de multiplicar y econdémica de producir. Puede crecer en medios adversos y es
capaz de absorber los elementos necesarios para sobrevivir, siendo una de las
primeras algas en realizar fotosintesis, tiene una enorme capacidad de almacenar

nutrientes (Ernesto Ponce, 2013).



El consumo de microalgas azuladas se inicia en el pasado en diferentes lugares del
mundo. Segun las crénicas de los conquistadores espafioles, los antiguos aztecas
las recolectaban en la superficie del lago de Tenochtitlan, luego eran secadas y
comercializadas en el mercado de la ciudad. Se considera un superalimento, es
consumida por atletas de nivel olimpico y es el alimento de los astronautas. Sesenta
gramos bastan para alimentar a una persona por dia, con 10 gramos diarios se

puede sobrevivir (Ernesto Ponce, 2013).

Actualmente es la cianobacteria mas cultivada en fotobiorreactores (Weng-ging Shi,
et al., 2016). Los principales productores son EUA, Japon, India, China, entre otros.
Estudios y producciones importantes se realizan en Rusia, Francia, Alemania,
Israel, Italia y Espafia, por mencionar algunos (Ernesto Ponce, 2013). Esta alga es
de gran interés para la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica debido a su
composicion quimica (A. Paula R. F. et al., 2002). Se comercializa por su alto
contenido en proteinas, acidos grasos esenciales y vitaminas (Weng-ging Shi et al.,

2016).

Las especies en el género Arthrospira se cultivan a gran escala en todo el mundo
principalmente para los complementos alimenticios para dietas humanas y
animales. Estas especies son valoradas por la rica composicion de su biomasa, que
contiene minerales, antioxidantes, proteinas y aminoacidos esenciales. Esta
biomasa también se puede utilizar para la extraccion de productos de alto valor, por
ejemplo, los pigmentos clorofila, p-caroteno y ficocianina, asi como los acidos

grasos esenciales (Gustavo M. Lima et al., 2018).



Arthrospira maxima contiene de su peso en seco 65 % de proteinas las cuales
tienen aminoacidos escenciales, 5 % de lipidos, 7 % de minerales, 20 % de hidratos
de carbono y 3 % de humedad (Henrikson R., 1994). Los complementos sintéticos
de vitaminas y minerales suelen no ser reconocidos por el organismo, al faltar los

agentes capaces de fijar los iones metélicos y no-metalicos.

Con Arthrospira maxima la absorcion es muy eficiente por parte del sistema
digestivo, entre 85y 95 % (Henrikson R., 1994). Esto guarda relacion con el sentido
de giro de su espiral, compatible con el giro del ADN humano (efecto de quiralidad,
gue se empieza a usar en medicamentos de tecnologia avanzada) (Ernesto Ponce,

2013).

Arthrospira maxima tiene propiedades antifatiga, antirradiacion y antiviral que puede
ayudar a evitar el crecimiento de tumores. Sus efectos benéficos se han atribuido a
sus componentes antioxidantes que reducen la intensidad del estrés (Weng-ging
Shi et al., 2016), tiene cualidades inmunoldgicas, protector contra el cancer y retiene
metales pesados por lo que es un antitoxico. Se ha demostrado que es un regulador
contra la hiperglicemia y la hiperlipidemia (Belay A., 2002) por lo que tiene futuro

prometedor en diferentes ambitos.

Con respecto al consumo de agua en litros por kilogramo producido y al porcentaje
de proteina aportada, Arthrospira maxima tiene un 65 % de proteinas y consume
2.499 litros; la soja tiene 34 % de proteinas consumiendo 8.860 litros; el maiz tiene
9 % de proteinas y consume 12.416 litros; una res en establo alimentada con grano

tiene 20 % de proteinas y consume 104.000 litros (Earthrise Farms, 1998). Los



ultimos valores y el contenido nutritivo de las proteinas de algas son comparables
siendo superiores a los alimentos mencionados y en muchos casos también son
superiores al de la mayoria de los suplementos alimenticios de proteinas
convencionales. Ademas de que es eficaz al consumir menos agua para su

produccion.

El sistema mas conocido y economico para producirla es un estanque abierto de
poca profundidad, 20 cm, de forma rectangular con terminaciones de semicirculo en
los extremos (Jourdan J. P., 2002). Las superficies pueden variar desde 3 hasta
5.000 m?. El agua circula mediante agitadores de rueda con paletas; es necesaria
la agitacion para que todas las microalgas reciban igual cantidad de luz para la
fotosintesis y los nutrientes puedan mezclarse homogéneamente en el agua. Los
cambios deben realizarse gradualmente, no se debe olvidar que son seres vivos y
pueden perecer por estrés. Las algas deben ser alimentadas después de cada
cosecha. Debe realizarse la cosecha antes de alcanzar el limite, de lo contrario se

corre el riesgo de perder todo el cultivo por sobrepoblacion (Ernesto Ponce, 2013).

Debido al alto costo de Arthrospira maxima, es importante la investigacion de ésta,
asi como las condiciones ideales para su cultivo; por ejemplo, la temperatura, el pH,
la fuente de luz y el tiempo necesario de exposicion, ya que la influencia de la
longitud de onda de la iluminacion se refleja en la tasa de crecimiento de esta alga
(Weng-ging Shi et al., 2016). De Arthrospira maxima se pueden extraer
ficobiliproteinas como la ficocianina, aloficocianina y ficoeritrina. Las
ficobiliproteinas son de mayor valor econémico que la propia alga, por lo cual es

importante su estudio (Lolymar Romero et al., 2017).



llustracion 1. Morfologia de Arthorspira maxima

(a) Aspectos morfologicos de tricomas clonales regulares de Arthrospira maxima
aislada del evaporador solar del lago de Texcoco Estado de México. (b) Tricoma
tipico enrollado regularmente en forma de tornillo con un diametro de células
gradualmente atenuado en los extremos. Los marcadores de barras corresponden
a40 ymenay 20 um en b. Marcadores de barra: (c) = 40 ym, (d) = 20 ym. Fotos

Sili Claudio (2013).

Ficobiliproteinas

Las ficobiliproteinas constituyen aproximadamente el 40 % de la proteina soluble
total de la célula y estan recibiendo atencion mundial debido a sus propiedades no

téxicas y no cancerigenas (Jihae Park y Thai Binh Dinh, 2019). Las ficobiliproteinas
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de las cianobacterias se han descrito como posibles compuestos bioactivos y se
han reconocido como productos naturales de gran valor para aplicaciones
biotecnoldgicas (Fernando Pagelsa et al., 2018). Se han utilizado ampliamente en
reactivos analiticos, inmunodiagndsticos y desempefiaron un papel importante
como sondas de fluorescencia en sistemas de deteccion basados en fluorescencia,
especialmente en citometria de flujo. Se pueden utilizar como biomarcadores para
métodos electroforéticos debido a su bajo peso molecular y visibilidad en todos los
pasos de la purificacion. Igual se usan como marcadores fluorescentes de células y
macromoléculas en la investigacion biomédica y las técnicas de fluorescencia
altamente sensibles. Las ficobiliproteinas también pueden emplearse como
colorantes naturales para alimentos y cosméticos debido a su propiedad de
coloracién no toxica; sin embargo, el uso de ficobiliproteinas es costoso debido a
ciertas limitaciones, como su bajo rendimiento, el largo tiempo de procesamiento y
la dificultad para implementar la produccion a gran escala. Un enfoque innovador
para superar tales limitaciones es aumentar el contenido de productos valiosos en
las células (Zahra Zahra et al., 2018). Por lo tanto, para producir ficobiliproteinas a
partir de cianobacterias para aplicacion industrial, es necesario optimizar todo el
bioprocesamiento, incluidos los pardmetros de procesamiento (como la fuente de
luz, nitrégeno y carbono, pH, temperatura y salinidad) que afectan el crecimiento y
la acumulacion de ficobiliproteina. Asi como la optimizacién de la extraccion y

purificacion de ficobiliproteinas (Fernando Pagelsa et al., 2018).

El precio de las ficobiliproteinas varia de 3 USD (por 25 mg de pigmentos de grado

alimenticio/cosmético) a 1500 USD (por 1 mg de marcadores moleculares altamente
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purificados etiquetados con anticuerpos u otras moléculas fluorescentes) (Qjit,
2015). En 2018, se estim6 que el valor de estos pigmentos en el sector comercial

alcanzaria los 1830 USD para 2023 (Market Research Reports Inc., 2018).

Ficobiliproteina )
--------- - Proteina

&

Ficobilina
llustracion 2. Ficobiliproteina (Lopez Portillo y Martinez Jiménez, 2021)

Las ficobiliproteinas son proteinas pigmentadas que se encuentran presentes en
cianobacterias y algas rojas. Estas proteinas se encuentran formadas por dos
unidades: una proteica y un pigmento denominado ficobilina. Dichas unidades se
encuentran unidas mediante enlace covalente a un aminoacido cisteina (Lépez

Portillo y Martinez Jiménez 2021).

Clasificacion de las Ficobiliproteinas

Ficoeritrobilinas Ficoeritrina

Ficocinanina
Ficocianobilinas <:
Aloficocianina

Ficobiliproteinas
(Ficobilinas)

12



Ficocianina, Aloficocianina y Ficoeritrina

Las principales ficobiliproteinas son la ficocianina, la aloficocianina y la ficoeritrina,
gque estan formadas por diferentes subunidades de polipéptidos a y B. Las
ficobiliproteinas se ensamblan en particulas llamadas ficobilisomas que se unen en
forma regular a la superficie externa de la membrana de los tilacoides y actian como
los principales pigmentos de recoleccion de luz en las cianobacterias. Los
ficobilisomas consisten en nucleos de aloficocianina rodeados de ficocianina en la
periferia. La ficocianina es el componente principal, mientras que la aloficocianina
funciona como el pigmento puente entre los ficobilisomas y la lamina fotosintética.

(McColl R, 1998).

Luz LED

Ficocianina

Ficoeritrina Aloficocianina

Reaccién
dela
clorofila

Membrana

[porees

Tilacoide

llustracion 3. Modelo del ficobilisoma con el ordenamiento fundamental de las ficobiliproteinas. Adaptada de Gantt
(1981)

La ficocianina se usa como colorante en los alimentos (gomas de mascar, productos

lacteos, bafios de hielo, gelatinas, etc.) y cosméticos como l4pices labiales y
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delineadores de ojos en Japon, Tailandia y China. También se demostré que tiene

valor terapéutico (actividad inmunomoduladora y actividad anticancerigena).

Debido a sus propiedades de fluorescencia, ha ganado importancia en el desarrollo
de sondas de phycofluor para inmunodiagnoésticos (R. Sarada et al.,, 1999). La
ficocianina y la aloficocianina tienen un color azul particular que es un pigmento
fotosintético, se han utilizado como nutrientes para el consumo humano y animal,
en productos farmacéuticos y como colorantes naturales para alimentos y
cosmeéticos.

La ficocianina es la principal ficobiliproteina en Arthrospira maxima, tiene alto
contenido nutricional que pueden ayudar a estimular el sistema inmunoldgico,
aumentar la energia y mejorar la digestion. También se ha descrito como un
compuesto natural antioxidante, antiinflamatorio y muestra un efecto reductor del
colesterol. Se ha demostrado que la antioxidante ficocianina previene el desarrollo
temprano de la aterosclerosis, caracterizada por el depdsito de lipidos en la aorta y
la formacion de células espumosas. Como los expertos de la Organizacion Mundial
de la Salud descubrieron que Arthrospira maxima es un agente para mejorar la
salud, y teniendo en cuenta su uso como suplemento nutricional en muchos paises,
es concebible que la ficocianina se pueda usar potencialmente como un suplemento
dietético, convirtiéndose en un agente terapéutico potencial util en enfermedades
inducidas por el estrés oxidativo.

Hoy en dia, existe un interés explosivo en el uso de suplementos nutricionales
antioxidantes. La ingesta de algunas vitaminas, minerales y otros componentes

alimenticios puede ayudar a proteger contra las enfermedades cardiacas, el cancer,
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el proceso de envejecimiento y que los antioxidantes pueden tener un efecto
protector, ya sea para prevenir estas enfermedades o disminuyendo la severidad de
las enfermedades en su inicio. La investigacion y desarrollo de todo lo anterior tiene
impacto en la sociedad especialmente por el alto valor nutricional de la ficocianina
y todo lo relacionado con las propiedades de las que se ha hablado ampliamente

(Jérome Riss et al., 2017).

Asi como es importante el estudio del crecimiento de Arthrospira maxima, lo es mas
el estudio de la produccion de ficobiliproteinas, por lo cual es importante saber como

potencializar su produccién, tomando en cuenta su alto valor econémico.

COOH COOH -
(f'HSC \
HC, CHz HC Y

N
H H H

llustracion 4. Estructura quimica ficocianobilina (De la Cruz José, 2018)

La ficocianobilina es una ficobilina azul, est4 presente solo en la aloficocianina y
ficocianina. Férmula: C33sH40N4Os

COOH COOH

llustracion 5. Estructura quimica ficoeritrobilina (De la Cruz José, 2018)

La ficoeritrobilina es una ficobilina roja, esta presente solo en la ficoeritrina.
Formula: Cs3H3sN4Os
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llustracion 6. Estructura Molecular Ficoeritrobilina (Omega, 2021)

llustracion 7.Estructura Molecular Ficocianobilina (Omega, 2021)
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llustracion 8. Estructura tridimensional de las ficobiliproteinas

(a) Estructura de las subunidades de polipéptidos a y B de aloficocianina. (b)

Ficocianina. (c) Ficoeritrina. (d) Estructura molecular de ficobilina, ficocianobilina.

El croméforo presente en la aloficocianina y la ficocianina es la ficocianobilina (d)
gue se destaca en las estructuras (a y b) en azul, mientras que los croméforos
presentes en la ficoeritrina son la ficoeritrobilina y la ficourobilina que se destacan

en la estructura cristalina (c) en rojo y naranja, respectivamente. (Pulvis et al., 2019)
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llustracion 9. Estructuras de las cadenas a'y £

(A) Alineamiento de las secuencias de las cadenas alfa y beta. Superposicién de
las estructuras tridimensionales de las cadenas alfa (azul) y beta (magenta) de la

ficocianina.

(B) En la ampliacién de la superposicion de la estructura de los croméforos de la
cadena alfa (mostrado en rojo) y de la cadena beta (mostrado en verde) se observa

gue ocupan basicamente la misma posicion espacial. (Llopiz et al., 2016).

Uso de luz LED en microalgas

La luz emitida por un diodo emisor de luz tiene una longitud de onda especifica y
por lo tanto un color especifico. La luz azul se produce si se libera un elevado nivel
de energia, y la luz es roja si el nivel de energia emitido es mas bajo, por lo que el

verde queda en un nivel intermedio entre el azul y rojo.
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Los LED tienen varias ventajas como menor consumo de energia, menor emision
de calor y mayor duracion por lo que son de mayor eficiencia de conversion

comparados a las lamparas fluorescentes e incandescentes (Chen et al., 2011).

Las diferentes especies de microalgas requieren distintos espectros de luz,
dependiendo de los principales pigmentos presentes en ellas, lo que aunado a la
intensidad luminica constituyen parametros importantes para el crecimiento y

metabolismo (Carvalho et al., 2011).

Las ficobiliproteinas son un grupo de proteinas solubles en agua con un cromaéforo
asociado, responsable de la recoleccion de luz en las cianobacterias. La ficoeritrina,
ficocianina y aloficocianina, se caracterizan por su estructura y absorcién de calidad

de luz (Fernando Pagelsa et al., 2018).

La luz es uno de los parametros de crecimiento mas importantes; puede provenir de
fuentes naturales (sol) o artificiales (lamparas). La irradiacion de luz en los sistemas
con luz artificial debe proporcionarse con cuidado, ya que el exceso de ésta provoca
un fendmeno llamado fotooxidacién o fotoinhibicion donde se produce dafios del

aparato fotosintético de la célula (Pedrosa-Bezerra et al., 2012).

Aunque la luz artificial cuesta mas que la luz solar, permite un control estricto de la
bioguimica y el crecimiento de las microalgas, o que aumenta la fiabilidad de los
procesos industriales para la produccién de biomoléculas de alto valor (Blanken, W.,
2013; Schulze P.S.C. et al., 2014); sin embargo, la competitividad de cualquier
produccion artificial de microalgas impulsada por la luz depende del consumo de

energia. La disminucién de los costos de energia requiere mejoras en la recoleccion
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de fotones por microalgas y la eficiencia de conversién de fotones de las fuentes de
luz. Se puede lograr un mejor uso de la energia luminica por los fototrofos
adaptando los espectros de emision de fuentes de luz artificial especificos de la

especie (Schulze P.S.C. et al., 2014; Peter Schulze et al., 2016).

El uso de LED es una solucion para optimizar la productividad y la composicion
bioguimica de la biomasa producida por microalgas (Gustavo M. Lima et al., 2018).
La iluminacion artificial no solo es necesaria para la consistencia de la produccion,
la iluminacion con diodos de emision de luz (LED) es particularmente atractiva, ya
gue es mas eficiente energéticamente, tiene una vida Util mas larga y genera menos
calor que las fuentes de luz tradicionales, como las lamparas incandescentes y las
luces fluorescentes (Glemser et al., 2016; Yeh y Chung, 2009; Schulze P.S.C et al.,
2014) de las que gran parte de la energia consumida por ese tipo de iluminacion se
desperdicia en calor o en un espectro de luz que no es beneficioso para la
fotosintesis (Morrow, 2008). Los LED permiten un mejor control del crecimiento y en
comparacion con otro tipo de iluminaciébn que puede causar estrés térmico, las
lamparas LED tienen una temperatura superficial mas baja y generan mucho menos
calor radiante (Gomez et al.,, 2013). Los LED se pueden seleccionar para
proporcionar luz de una longitud de onda especifica, o un rango estrecho de
longitudes de onda, para influir en la produccion de metabolitos (Schulze P.S.C et
al., 2014). Ademas, en general, la iluminacién basada en LED tiene un impacto

ambiental menor que la iluminacién convencional (Zhang et al., 2016).

Las longitudes de onda del espectro de emision de luz fluorescente tienen una baja

actividad fotosintética para ciertas especies de microalgas y cianobacterias

20



(Carvalho et al., 2011). Por otro lado, los LED tienen bandas de longitudes de onda
especificas, que pueden causar un mayor uso energético de estos microorganismos
Y, €n consecuencia, una mayor actividad fotosintética de la célula (Schulze P.S.C.

et al., 2014).

Los diodos emisores de luz se convertiran en una de las fuentes de luz mas
importantes del mundo y debe considerarse su integracion en sistemas de
produccion de microalgas (fotobiorreactores). Los LED pueden mejorar la calidad y
cantidad de la biomasa de microalgas cuando se aplican durante fases de
crecimiento especificas; sin embargo, las microalgas necesitan una combinacion
equilibrada de longitudes de onda para un crecimiento normal, y responden a la luz
de manera diferente segun los pigmentos adquiridos o perdidos durante su historia
evolutiva. EI nimero de fotones en longitudes de onda azul o roja que pueden ser
capturadas por una molécula de clorofila en un alga depende de la arquitectura
celular, la composicion del pigmento y la disposicién del cloroplasto. Curiosamente,
la historia evolutiva de las microalgas parece explicar la preferencia de las
microalgas a crecer bajo la luz azul o roja. Esta preferencia se correlaciona bien con
el mega grupo evolutivo de cada microalga, que a su vez parece reflejar la
composicion de pigmento de los complejos de captacidén de luz en sus cloroplastos

(Peter Schulze et al., 2014).

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Materiales

e Agitador
e Bureta
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e Embudo Buchner
e Matraz Aforado
e Matraz Erlenmeyer
e Matraz Kitasato
e Pafio marca Scotch
e Pinzas
e Pipetas graduadas
e Soporte Universal
e Tubos conicos para centrifuga marca Falcon de 50 mL
e Vasos de precipitados
Reactivos
e Acido Clorhidrico (HCI)
e Agua desmineralizada (H20)
e Coagulante polielectrolito liquido catiénico marca SNF Floerger
Reactivo Nomenclatura Cantidad (g/L)
Bicarbonato de sodio NaHCOs3 16.00
Cloruro de sodio NacCl 1.00
Nitrato de sodio NaNO3 2.50
Fosfato de potasio monobasico KH2PO4 0.05
Sulfato de potasio K2S0O4 1.00
Sulfato de magnesio MgSOs 7 H,0 0.20
EDTA C10H16N20s 0.08
Cloruro de calcio CaCl * 2 H,O 0.04
Sulfato de hierro FeSO,+7 H,O 0.01
Tabla 1. Composicion del medio mineral semejante al de Zarrouk (1996)
Equipos
e Balanza de Humedad (OHAUS Analizadores de humedad estandar MB35).
e Luces LED (Adesi Pro modelo CE-0008-BL de 30 W).
e Potencidmetro (OHAUS Starter 300, medidor portatil para pH).
e Prueba de Jarras (Phipps & Bird modelo PB-700 con seis paletas).
e Turbidimetro (HI 98703 Hanna Instruments).
e Vortex (Scientific Industries modelo G-560).
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
El siguiente diagrama de flujo describe la metodologia en general para producir
ficobiliproteinas a partir de Arthrospira maxima con una técnica de extraccion nueva

empleando un coagulante polielectrolito liquido catiénico.

Produccién de
ficobiliproteinas a partir

de Arthrospira maxima

{ Filtrar sobrenadante ]
En condiciones de luz
visible i

_— lg - } [ i i

longitud de onda de Sélidos Suspendidos ] [ Filtrar colorante ]

Turbidez ]

[ Agregar coagulante ]

620-630 nm (luz roja) Totales

Hacer barrido en
En un rango de [ PH ] espectrofotdbmetro
longitud de onda de i l
[ Alc

465-475 nm (luz
azul) y 522-532 nm
(luz verde)

alinidad ] Estimar produccién de
ficobiliproteinas

llustracion 10. Diagrama de flujo de produccion de ficobiliproteinas
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Montaje de técnicas analiticas Turbidez, SST, pH y Alcalinidad

Se hicieron por triplicado los siguientes pasos para cada reactor.

-Turbidez:

En un vaso de precipitados se tomo una muestra de 55 mL del cultivo de Arthrospira
maxima, con una pipeta graduada se tomo6 una alicuota de 5 mL de ella y se
vertieron en un matraz aforado de 50 mL, se aforé con agua destilada y se agito
para posteriormente llenar la celda del turbidimetro previamente calibrado, modelo
HI 98703 marca Hanna Instruments; la medicion se multiplicé por diez ya que

Unicamente contenia el 10 % de biomasa.

-Solidos Suspendidos Totales (SST):

Se peso un papel filtro en la balanza de humedad modelo MB35 marca OHAUS y
en un matraz Kitasato se filtr6 al vacio una alicuota de 50 mL restantes de la
muestra. Se peso el papel filtro con la biomasa filtrada en la balanza de humedad y
con el proceso de calentamiento se determiné el agua contenida con el porcentaje
de humedad que da junto con la masa final. Se calcularon los Sdlidos Suspendidos
Totales restando la masa final del peso del papel filtro, lo resultante se dividio entre

0.05 y se multiplicé por 1000 para convertirlo en mg/L.

-pH:
Con un potencidmetro previamente calibrado modelo Starter 300 marca OHAUS se

midio el pH del sobrenadante que quedd después de filtrar en el matraz Kitasato.
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-Alcalinidad:
Con el mismo sobrenadante se hizo una titulacion con HCI 0.1 M usando
fenolftaleina hasta que se torné incoloro el sobrenadante y posteriormente se uso

naranja de metilo hasta que se torné en un color canela.

Inoculacion y Operacién de biorreactores

El alga se obtuvo de un cultivo comercial, al cual se le mandé a hacer una prueba
proteémica para determinar que fuera Arthrospira maxima; el in6culo se fue
adaptando al medio mineral de crecimiento con el que se alimentd, es un medio
nutritivo semejante al medio de Zarrouk (1996), contiene nueve nutrientes disueltos

en agua desmineralizada descritos en la tabla 1.

Se operaron 3 reactores biologicos Batch en condiciones de luz visible para cultivar
Arthrospira maxima y hacer recambios semanales del 40 % de medio mineral
durante 3 semanas para obtener un cultivo fresco en buenas condiciones. Diario se
midieron Turbidez, Sélidos Suspendidos Totales, pH y Alcalinidad. Al término de las
4 técnicas analiticas se midi6 el pH de cada reactor con el potencibmetro modelo
Starter 300 marca OHAUS, se agreg6 medio mineral y se ajusté el pH con HCI 1 M
hasta llegar al pH correspondiente de cada uno. En la ilustracion 11 se observan
dos reactores de 2 litros con agitacion constante de 70 RPM, uno con pH de 9 a
70°C, el otro con pH de 8.5 a 65°C. En la ilustracién 12 se observa el reactor de 20
litros con agitacion constante de 60 RPM, pH de 9 y temperatura ambiente de 20-

23 °C.
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llustracion 12.

Reactor de 20 litros de pH 9 con luz visible
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Operaciéon de las pruebas de jarras a longitud de onda 620-630 nm (luz roja)

En un equipo de prueba de jarras modelo PB-700 con seis paletas marca Phipps &
Bird, se llenaron las 6 jarras con sobrenadante de baja concentracién de 20 mg/L
de Sdlidos Suspendidos Totales tomados del reactor de 20 L que operaba con luz
visible. Las seis se expusieron durante 4 semanas a luz LED roja y 63 RPM, se
midieron diariamente Turbidez, Sélidos Suspendidos Totales, pH y Alcalinidad con
el fin de observar que hubiera aumento de biomasa. Durante 19 dias se tomaron
alicuotas de 50 mL para analizar, el primer dia una alicuota de la jarra 1, 3y 5, al
otro dia se tomaba de la 2, 4 y 6, con el propésito de evitar una cosecha diaria de
la misma jarra y permitir que tuvieran un dia para recuperar su biomasa. Al término
de las 4 técnicas analiticas se midio el pH de cada jarra con el potencibmetro modelo

Starter 300 marca OHAUS, se agregd medio mineral para completar el litro de la

jarra 'y se ajustoé el pH con HCI 1 M hasta llegar a un pH de 8.5 en cada jarra.

llustracion 13. Inicio de prueba de jarras con solo 20 mg/L de SST
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llustracion 14. Prueba de jarras con luz LED roja

Operacién alongitud de onda 465-475 nm (luz azul) y 522-532 nm (luz verde)

A la prueba de jarras modelo PB-700 con seis paletas marca Phipps & Bird se le
variaron las condiciones de luz y se expuso Arthrospira maxima a fuentes de luz
LED azul y verde a 63 RPM durante 10 dias. En la ilustracién 15 se puede observar
de izquierda a derecha, que las cuatro primeras jarras estan iluminadas con luz LED
azul y las dltimas dos jarras con luz LED verde. Diario se tomo una alicuota de 50
mL de cada jarra. El primer dia de la jarra 1, 3 y 5 para medir ficobiliproteinas y de
la jarra 2, 4 y 6 para medir técnicas analiticas, al otro dia se intercalaba el nimero
de jarras, es decir, la 1, 3 y 5 para medir técnicas analiticas y 2, 4 y 6 para medir
ficobiliproteinas (asi sucesivamente hasta completar los 10 dias).

Se midieron los mismos parametros analiticos como Turbidez, Sélidos Suspendidos
Totales, pH y Alcalinidad. Al término de las 4 técnicas analiticas se midio el pH de
cada jarra con el potencidmetro modelo Starter 300 marca OHAUS, se agrego

medio mineral y se ajusté el pH con HCI 1 M hasta llegar un pH de 8.5 en cada jarra.
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llustracion 15. Prueba de jarras con luz LED azul y verde

Pruebas de extraccion con coagulante

Se tomaron 18 alicuotas de 50 mL del reactor de 20 L, se utilizé un pafio absorbente
marca Scotch para filtrar el sobrenadante en un matraz Kitasato, el pafio con la
biomasa filtrada se metié a un tubo conico para centrifuga marca Falcon con 50 mL
de agua destilada y por triplicado se agreg6 a cada tubo cénico una dosis de 1, 1.5,
2, 2.5, 3y 3.5 mL del coagulante polielectrolito liquido catibnico marca SNF Floerger.
Se agité cada uno en un Vortex marca Scientific Industries modelo G-560 durante
un minuto, se dejaron reposar por 10 minutos y se volvieron a agitar en el Vortex un
minuto mas. Al otro dia se metieron los tubos cénicos a la centrifuga modelo C-600
marca Solbat. Se filtré el colorante en un papel filtro y con el sobrenadante se hizo
un barrido en el espectrofotometro de 800 a 200 nm para saber cual de las 6
diferentes dosis de coagulante podia extraer mas ficobiliproteinas; resulté ser la

dosis de 2.5 mL de coagulante y esta fue la que se utiliz6 para la extraccion.
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Extraccion de ficobiliproteinas

Se filtré cada alicuota con un pafio absorbente marca Scotch en un matraz Kitasato,
se metio el pafio con biomasa extraida a un tubo conico para centrifuga marca
Falcon y se lavo el pafio con 50 mL de agua destilada, se agreg6é 2.5 mL de
coagulante polielectrolito liquido catiénico al tubo cénico y se dej6 reposar durante
10 minutos para después agitar el tubo en Vortex marca Scientific Industries modelo
G-560 durante un minuto, se dejo reposar 10 minutos y se volvio a agitar en el Vortex
un minuto mas. Al dia siguiente se metio el tubo a la centrifuga modelo C-600 marca

Sobat, se filtr6 con un papel filtro en un matraz Kitasato y se tomé el sobrenadante

o colorante liquido para hacer un barrido en el espectrofotometro de 800 a 200 nm.

llustracion 16. Colorante listo para ser pasado por el espectrofotometro

RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo de algas con luz visible

Para cultivar algas es de suma importancia que se den las condiciones adecuadas
ademas de alimentarlas para lograr mantenerlas, de lo contrario pueden dejar de

reproducirse y morir.
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Dos reactores biolégicos de alga Arthrospira maxima mostrados en la ilustracion 11,
se operaron con agitacion constante a 70 RPM en matraces de 2 litros en
condiciones de luz visible a 65-70 °C las 24 horas durante 3 semanas a un pH de
8.5 y 9. El reactor de pH 9 consiguié mejores resultados en base a las técnicas
analiticas como Turbidez y Sdlidos Suspendidos Totales. La Turbidez promedio del
reactor de pH 9 fue de 369 NTU y la del reactor de pH 8.5 de 288 NTU. Los Sdlidos
Suspendidos Totales promedio del reactor de pH 9 fueron de 193 mg/L y en el
reactor de pH 8.5 de 168 mg/L. En ambos reactores diario se alcanzé un pH entre
8.7 y 9.4 antes de ser ajustados a su pH correspondiente. La cosecha se realizaba
cada semana, es importante hacerla antes de alcanzar un limite de sobrepoblacion

porque se correria el riesgo de perder el cultivo.

El reactor de 20 litros mostrado en la ilustracion 12, fue operado con agitacion
constante a 60 RPM para evitar sedimentacion en el fondo del reactor, se expuso a
luz visible a temperatura ambiente durante 3 semanas, a un pH de 9 porque dio
mejores resultados en los reactores de dos litros y se uso6 el mismo medio acuoso
alcalino y salobre que present6 pocas probabilidades de contaminarse. Obtuvo un
promedio de 724 mg/L de Sdélidos Suspendidos Totales y un promedio de 691 NTU

de Turbidez.

Las algas acuéticas son autotrofas y requieren solo luz, dioxido de carbono del aire
y nutrientes inorganicos para sostener el crecimiento (loannis S. Chronakis, 2001);
sin embargo, en la grafica 1 se observa un descenso de Solidos Suspendidos
Totales debido a la realizacion de cosechas excesivas, por lo que cada cuatro o

cinco dias se dejaban de hacer y enseguida subian los SST.
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De este reactor se tomo Arthrospira maxima para la prueba de jarras, los otros dos
reactores de 2 litros se utilizaban de repuestos como prevencion por si se llegaba a

perder la cosecha del reactor de 20 litros.
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Grdfica 1. Promedio de SST en reactor de 20 L con luz visible

Crecimiento de algas con luz LED roja

Se partié de una concentracion inicial de 20 mg/L de Sélidos Suspendidos Totales
gue se tomo del sobrenadante que quedd de una filtracion realizada al reactor de
20 L, por lo que en la ilustraciéon 13 se ve un color verde claro debido a la baja
concentracion de Arthrospira maxima. La prueba de jarras mostrada en la ilustracion
14 se expuso a un rango de longitud de onda de 620-630 nm (luz roja) con una
agitacion constante de 63 RPM, después de cuatro semanas una de las jarras logro

llegar hasta 1184 mg/L de SST. Las 6 jarras obtuvieron 1155 mg/L de SST
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aproximadamente, que resulta del promedio de los dos ultimos dias, porque 3 jarras
se midieron en el penultimo dia y las otras 3 en el dltimo dia. En la grafica 2 se
puede ver el crecimiento diario de Arthrospira maxima.

De la técnica de Alcalinidad, el sobrenadante que se obtiene en el proceso de
filtracion se titula con fenolftaleina para los carbonatos y naranja de metilo para los
bicarbonatos, se realiza en dos fases por su pH mayor a 8.3, ya que las aguas con
algas en crecimiento son alcalinas debido a las cantidades apreciables de
hidréxidos y carbonatos, lo cual indica que las algas toman para su fotosintesis el
diéxido de carbono, esa reduccién hace que el pH aumente de tal forma que la
Alcalinidad en los reactores alcanzaba diario un pH entre 8.7 y 9.4, indicando el
favorable crecimiento de las algas. Debido a lo anterior la preparacion del medio
mineral de crecimiento que consumieron las algas fue adecuada en los nutrientes

necesarios.

En la grafica 3 se muestra que la cinética de reaccion de la luz LED roja se ajusta a
orden 1 debido a que la rapidez de reaccién depende de la concentracion de
Arthrospira maxima, al igual que la cinética de reaccion con luz visible tomada de la
gréfica de una colega de un proyecto anterior al presente estudio. La pendiente de
0.0188 de la luz LED roja es claramente mas pronunciada que la pendiente de
0.0059 de la luz visible, lo cual demuestra que la luz LED roja potencializa mas el
crecimiento de Arthrospira maxima. La grafica se realiz6 tomando en cuenta
Gnicamente los primeros 7 dias (168 h) de crecimiento con la luz LED roja para
compararlos con los 7 dias con luz visible que realizaron en el proyecto anterior al

actual.
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1. Ecuacion de concentracion contra tiempo para orden 1

In [A] = In [AJo — kt

Debido a que es de orden 1 se grafico In [A] contra tiempo en horas, dando como

resultado una funcion lineal creciente.

2. Ecuacioén de rapidez

v = - d[A)/dt = k [A]

Donde:
v = rapidez de reaccién
k = m (la pendiente)
= la concentracion de Sdlidos Suspendidos Totales

3.Sustitucién de Ec. 2 para obtener la rapidez de reaccion de la luz LED Roja

A las 168 horas la rapidez de reaccién = (0.0188 h!) (406 mg/L) = 7.63 mg/L*h
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Grdfica 2. Promedio de SST de las jarras con luz LED roja

CINETICA DE REACCION
LUZ VISIBLE Y LUZ LED ROJA
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Grdfica 3. Cinética de reaccion luz visible y luz LED roja

Produccién de pigmento con luz LED azul y verde

Después de la exposicion a la luz LED roja, la prueba de jarras mostrada en la
ilustracién 15 se expuso a un rango de longitud de onda de 465-475 nm (luz LED
azul) y 522-532 nm (luz LED verde) con una agitacion constante de 63 RPM e inicio
con un promedio de 1155 mg/L en cada jarra, el cual es el promedio aproximado de
la mezcla generada los dias 18 y 19 para que todas las jarras con luz LED azul y

verde iniciaran con la misma concentracion.

En la prueba de jarras con la luz LED roja se obtuvo un incremento diario de biomasa

de Arthrospira maxima, pero en los resultados experimentales mostrados en las
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gréficas 4 y 5 se puede observar que al hacer el cambio a la luz azul y verde los
contenidos de biomasa fueron disminuyendo, pues estas dos no funcionan mejor
que la luz LED roja para acelerar el crecimiento, sino solo para potencializar la

produccion de ficobiliproteinas.

Se decidié exponer las jarras a luz azul y verde ya que en la literatura estaba
reportado un incremento en la produccion de ficobiliproteinas con ambas longitudes
de onda (Jihae Park y Thai Binh Dinh, 2019), y de experiencia propia se sabia que
con la luz LED verde bajan menos los SST que con luz LED azul.

En esta prueba de jarras los SST de la jarra nUmero 6 con la luz LED verde dio los
mejores resultados con 898 mg/L en el primer y tercer dia, pero la jarra 5 en el
segundo dia obtuvo 784 mg/L. En la jarra 6 habian mas SST, pero se obtuvieron
menos ficobiliproteinas y en la jarra 5 habian menos SST, pero mas ficobiliproteinas,
lo cual vuelve un poco impredecible usar luz LED verde. A diferencia de esto, las 4
jarras azules tenian una cantidad de SST similar entre ellas, al igual que una
concentracién similar de ficobiliproteinas.

En general con luz LED azul en el tercer dia se produjo el maximo de
ficobiliproteinas, pero con una disminucion de SST a 759 mg/L y el de luz LED verde
alcanzé el maximo en el segundo dia, con una disminucién de SST a 782 mg/L.
Tienen una diferencia de 23 mg/L por lo que con la luz LED azul los SST bajan un

2.94 % mas que con la luz LED verde.

Los LEDs ayudan a mejorar la calidad y cantidad de la biomasa de microalgas; sin
embargo, se necesita una combinacion equilibrada de longitudes de onda ya que

responden a la luz de manera diferente segun los pigmentos adquiridos o perdidos
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durante su evolucién y es asi como la luz LED verde y azul efectian un cambio en
la produccion de la ficobiliproteina después de haberla hecho crecer con la luz LED
roja. Las ficobiliproteinas forman complejos de antenas de captacion de luz y acttan
como pigmentos accesorios fotosintéticos en microalgas, la fuente habitual de estos

compuestos (Garcia et al., 2021).

En la grafica 6 se muestra que la cinética de reaccion de la luz LED azul y verde en
15 dias (360 h) se ajusta a orden 1 debido a que la rapidez de reaccion depende de
la concentracion de Arthrospira maxima, al igual que la cinética de reaccién con luz
LED roja, pero a diferencia de ésta, la pendiente de -0.0005 es negativa debido a
que la luz LED azul y verde unicamente potencializan la producciéon de

ficobiliproteinas y no el crecimiento del cultivo.

4.Sustitucion de Ec. 2 para obtener la rapidez de reaccion de la luz LED azul y verde

A las 360 horas la rapidez de reaccién = (-0.0005 h') (778 mg/L) = -0.389 mg/L*h

La rapidez de reaccion de la luz LED visible y roja es positiva, la de la luz LED azul
y verde es negativa, debido a que la generacion de SST con luz LED visible y roja
crece conforme al tiempo, por lo cual tiene pendiente positiva, dando como resultado
una funcion lineal creciente, pero con luz LED azul y verde sucede lo contrario, sin

embargo, aunque sus SST no aumentan, si aumentan las ficobiliproteinas.

37



SST (mg/L)

SST (mg/L)

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

SST CON LUZ LED AZUL

821 833
759 753 777
718 720
| | I I I I |
1 2 3 4 5 6
Tiempo (Dias)

Grdfica 4. Promedio de SST con luz LED azul
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Grdfica 5. Promedio de SST con luz LED verde
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CINETICA DE REACCION CON LUZ LED AZUL Y VERDE
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Grdfica 6. Cinética de reaccion con luz LED azul y verde
Funcion de los ficobilisomas
Los ficobilisomas son antenas recolectoras de luz que estan organizadas en forma
de triAngulo equilatero conformado por cilindros de pigmento rojo que son la
ficoeritrina y de ellas emanan estructuras periféricas de pigmento azul y verde azul

gue son la ficocianina y la aloficocianina respectivamente.

La funcién principal del ficobilisoma es transferir la energia luminica absorbida por
las ficobiliproteinas, las cuales son pigmentos accesorios que absorben la luz que
la clorofila es incapaz de absorber (la de longitudes de onda més cortas) y la llevan
hacia el centro de reaccion de la clorofila a en la membrana fotosintética para

convertirla en energia quimica. (McColl R, 1998)
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La clorofila juega un papel importante en la fotosintesis y las ficobiliproteinas ayudan
a la clorofila a ampliar la longitud de onda de absorcidén de los pigmentos de la
antena de fotosintesis (Zahra Zahra, 2018). La luz LED atrtificial absorbida por las
antenas recolectoras de las pruebas de jarras con luz roja, verde y azul esta entre
los rangos de longitud de onda que la clorofila no logra recolectar, pues la absorbe
muy poco y por esto necesita de dichas antenas (MacColl R, 1998). A pesar de ello
es importante resaltar que la luz LED verde si potencializa la produccion de clorofila
(Jihae Park y Thai Binh Dinh, 2019) y que después de la extraccién de
ficobiliproteinas, se puede extraer clorofila de la biomasa gastada (Tavanandi, H.A.,

Raghavarao, K.S.M.S., 2019).

Las ficobiliproteinas que contienen Arthrospira maxima se obtienen como producto
de la disociacién de los ficobilisomas. Cuando las células de estos organismos se
lisan, los componentes celulares escapan al medio acuoso y los ficobilisomas se
disocian en sus componentes, por lo que las ficobiliproteinas se pueden encontrar
libres (MacColl R, 1998).

La ilustracién 3 muestra las tres ficobiliproteinas en la estructura del ficobilisoma;
estas proteinas las contiene la membrana tilacoide que hay dentro de un cloroplasto

de una célula de cianobacteria.
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llustracion 17. Estructura interna de una cianobacteria (VectorMine)

En la membrana tilacoide se sitian diversas proteinas y enzimas, entre ellas los
conocidos como pigmentos fotosintéticos, que son capaces de absorber la energia.
A diferencia de los tilacoides vegetales, los tilacoides de las cianobacterias no se
organizan en granas que son sacos apilados, sino en laminas paralelas cerca de la

membrana celular.

Funcion del coagulante

El coagulante utilizado es una poliamina de alto peso molecular en forma liquida
con excelentes aplicaciones en tratamiento de agua potable, industrial, municipal,
textil, papelera, minera, asi como en aplicaciones directas en la fabricacién de

diversas clases de papeles. Es un coagulante polielectrolito cationico no téxico que
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cumple con normas de la FDA (Food and Drugs Administration). Su aplicaciéon
combinada a la accion de un floculante ofrece excelentes resultados de remocion
de Sélidos Suspendidos Totales, Turbidez y color, asi como material coloidal en
suspension.

Un coagulante catidnico tiene la naturaleza policationica de poder unirse y
estabilizar a polimeros ricos en cargas negativas como las proteinas. Las
ficobiliproteinas tienen cadenas de polipéptidos (los cuales también son
polielectrolitos como el coagulante catiénico, pero cargados negativamente) que por
ser grandes se convierten en proteinas. La ficobiliproteina tiene un punto
isoeléctrico de 3 (Anusuya Devi M. et al., 1981) y es de carga negativa ya que a
valores de pH por debajo del pH isoeléctrico la carga neta de la proteina es positiva,
y a valores de pH por encima del pH isoeléctrico, la carga neta de la proteina es
negativa. Por lo tanto, el coagulante policationico y las ficobiliproteinas
polianidnicas, son polielectrolitos que podrian tener una interaccién entre si y
provocar la ruptura de la pared celular para extraer los pigmentos ficocianina,

aloficocianina y ficoeritrina.

Extraccion de ficobiliproteinas con coagulante

Se implementd una nueva técnica para extraer las ficobiliproteinas de una forma
mas rapida, sencilla y con un buen rendimiento. Se empled un coagulante y una
energia complementaria que fue la agitaciéon con el Vortex. El tipo de coagulacion
es por adsorcion ya que es agua turbia, debido a que la biomasa de Arthrospira
maxima es parte de una disolucién en el medio mineral y por eso forma los floculos

casi instantaneamente.
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La nueva técnica analitica de extraccion de ficobiliproteinas fue desarrollada a partir
de la prueba de diferentes concentraciones de coagulante polielectrolito liquido
cationico por triplicado de 1, 1.5, 2, 2.5, 3 y 3.5 mL como se muestra en la grafica 7,
para encontrar la cantidad éptima con el fin de desestabilizar las particulas para
favorecer su aglomeracion, ya que de lo contrario un exceso de coagulante puede

estabilizar de nuevo la molécula.

Al ser notable la mayor coloracion azul en los tubos Falcon de 2.5 mL en el menor
tiempo después de la agitacion en el Vortex y al calcular la concentracion de mg de
ficocianina por g de Sdlidos Suspendidos Totales, tomando en cuenta el rango de
desviacion estandar que se puede ver en la gréfica 7, la concentracion de 2.5 mL
de coagulante fue la mas alta y se usé como el volumen estandar necesario para
extraer las ficobiliproteinas que a simple vista tienen una coloracion entre azul y
roja, como se muestra en la ilustracion 16, esto debido a la presencia de ficocianina
en mayor cantidad que la aloficocianina y ficoeritrina. Lo anterior se vio reflejado en
el barrido que se realizé en el espectrofotometro UV-visible mediante el cual se
determiné la identificacién y cuantificacion de las ficobiliproteinas con ayuda de
ecuaciones tedricas. La ilustracion 18 es de algunas muestras después de hacer el

barrido, en la cual se puede apreciar un azul especial con rojo.
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Grdfica 7. Pruebas de extraccion con coagulante polielectrolito liquido cationico

llustracion 18. Matraz con filtrado color azul y fluorescencia roja
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Célculo de ficobiliproteinas

En términos de sus propiedades de absorcién, las ficobiliproteinas se dividen en
tres clases principales: ficocianina (FC) a una longitud de onda aproximada de
absorcion de 615 nm, aloficocianina (AFC) a 652 nm vy ficoeritrina (FE) a 562 nm.
La concentracion de ficobiliproteinas se calcula utilizando las ecuaciones basadas
en los coeficientes de extincion especificos para pigmentos en cianobacterias,
propuestas por Siegelman & Kycia (1978):

5. Ecuacién Ficocianinas (color azul)

A 615 — 0.474 (A 652)

FC (mg/ml) = =32

6. Ecuacion Aloficocianinas (color verde azulado)

A 652 — 0.208 (A 615)
5.09

AFC (mg/ml) =

7. Ecuacién Ficoeritrinas (color rojo)

A 562 — 2.4 (FC) — 0.849 (AFC)
9.62

FE (mg/ml) =

Donde A615, A652 y A562 representan las absorbancias medidas a 615, 652 y 562
nm. Si los valores se multiplican por el volumen de extracto y se dividen por el
namero total de células presentes en dicho volumen, se obtiene el contenido de

ficobiliproteinas (Betancourt, 1997).

Las gréficas 8 a la 13 muestran la evaluacion de la produccion de ficocianina,

aloficocianina y ficoeritrina con luz LED azul y verde por separado. En cada gréfica
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se agreg6 el dia 0 en color rojo para identificar la cantidad de SST con la que

iniciaron con luz LED roja antes de ser expuestas a la luz LED azul o verde.

-Ficocianina;

En el tercer dia con luz LED azul se produjeron 204 mg FC/g SST, que fue el maximo
de ficocianina producido. De luz LED verde se alcanz6 el maximo en el segundo
dia, pero con una producciéon de 196 mg FC/g SST. Tienen una diferencia de 8 mg
FC/g SST por lo que con la luz LED verde la produccién de ficocianina baja 3.92 %

mas que con la luz LED azul.

-Aloficocianina:

En el segundo dia con luz LED azul se produjeron 66 mg AFC/g SST, que fue el
maximo de aloficocianina producido. De luz LED verde también se alcanzo el
maximo en el segundo dia con una produccién de 64 mg AFC/g SST. Tienen una
diferencia de 2 mg AFC/g SST por lo que con la luz LED verde la produccion de

aloficocianina baja 3.03 % mas que con la luz LED azul.

-Ficoeritrina;

En el primer dia con luz LED azul se produjeron 22 mg FE/g SST, que fue el maximo
de ficoeritrina producido. De luz LED verde se alcanzé el maximo en el segundo dia,
con una producciéon de 19 mg FE/g SST. Tienen una diferencia de 3 mg FE/g SST
por lo que con la luz LED verde la produccién de aloficocianina baja 13.63 % mas

que con la luz LED azul.
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Grdfica 8. Produccion de Ficocianina con luz LED azul
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Grdfica 9. Produccion de Ficocianina con luz LED verde
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Grdfica 10. Produccion de Aloficocianina con luz LED azul
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Grdfica 11. Produccion de Aloficocianina con luz LED verde
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Grdfica 12. Produccion de Ficoeritrina con luz LED azul
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Grdfica 13. Produccion de Ficoeritrina con luz LED verde

10

11

49



Comparacion de produccién de ficobiliproteinas

De Ficocianina con luz LED roja se obtuvieron 79 mgFC/gSST y al hacer el cambio
a luz LED azul se obtuvo un maximo de 204 mgFC/gSST en el tercer dia, por lo que
hubo un aumento de produccién del 158 % y logrando un rendimiento de 20.4 % por

cada gramo de Arthrospira maxima.

De Aloficocianina con luz LED roja se obtuvieron 44 mgAFC/gSST y al hacer el
cambio a luz LED azul se obtuvo un maximo de 65 mgAFC/gSST en el tercer dia,
por lo que hubo un aumento de produccion del 47.8 % y logrando un rendimiento

del 6.5 % por cada gramo de Arthrospira maxima.

De la Ficoeritrina con luz roja se obtuvieron 16 mgFE/gSST vy al hacer el cambio a
luz azul se obtuvo un maximo de 20 mgFE/gSST en el tercer dia, por lo que hubo
un aumento de produccion del 25 % y logrando un rendimiento del 2 % por cada

gramo de Arthrospira maxima.

En general se obtuvo un rendimiento del 28.9 % de ficobiliproteinas por cada gramo
de biomasa fresca de Arthrospira maxima al extraer con el coagulante polielectrolito

liquido catiénico.

En uno de los articulos mas recientes, la luz LED azul les produjo los siguientes
niveles de ficobiliproteinas: ficocianina 3.20 mg/g, aloficocianina 0.19 mg/g vy
ficoeritrina 0.97 mg/g, mediante un método de extraccidn con congelacion vy
descongelacién usando tampodn fosfato de sodio (Jihae Park y Thai Binh Dinh, 2019)
el cual es sencillo, pero muy bajo en cuanto a su produccién en comparaciéon con la

nueva técnica usando el coagulante polielectrolito liquido cationico.
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Varios métodos de secado estudiados para el procesamiento de Arthrospira maxima

(secado por flujo cruzado, secado por aspersion y secado al horno) dan como

resultado una pérdida de aproximadamente 50 % de ficocianina. Por lo tanto, la

biomasa fresca es mas adecuada para la extraccion de ficocianina (R. Sarada et al.,

1999).

Algunos ejemplos de otros articulos con datos de extraccion que nos ayudan a

comparar la eficiencia de la nueva técnica de extraccion con el coagulante son:

Método de extraccion congelacion, descongelacion y células tratadas con
HCI 0.02 N (R. Sarada et al., 1999).

176.6 mg de FC por g de biomasa de Arthrospira maxima.

Método de extraccidbn homogenizacion con mortero y células tratadas con
HCI 0.02 N (R. Sarada et al., 1999).

175.8 mg de FC por g de biomasa de Arthrospira maxima.

Método de extraccion con agua y células tratadas con HCI 0.02 N (R. Sarada
et al., 1999).

14.68 mg de FC por g de biomasa de Arthrospira maxima.

Produccion de ficobiliproteinas con nanoparticulas de TiO2 (Zahra Zahra et
al., 2018).

Aumento de ficocianina en 33 % y produccion de 29.3 mg/mL y aumento de
AFC en 55 % y produccién de 6.2 mg/mL

Recuperacion de ficocianina usando cromatografia de intercambio i6nico de
lecho fluidizado agitado (Kuei-Hsiang Chen et al., 2019).

59.42 % de rendimiento de recuperacion de FC con 7.52 mg/mL
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e Cromatografia de adsorcion para recuperar ficocianina (R. Bermejo, 2006).
80 % de rendimiento de FC con 0.97 mg/mL y 95 % de rendimiento de AFC
con 81 mg/mL

e Sistema acuoso de dos fases. Sistema PEG 4000/fosfato de potasio
(Narayan A.V. and Raghavarao K.S.M.S., 2007)

90.34 % de rendimiento de FC con 0.26 mg/mL

CONCLUSIONES

El método propuesto de intercambiar la longitud de onda a lo largo de la
experimentacion permitio por un lado el crecimiento acelerado de Arthrospira
maxima en el cultivo expuesto a la luz LED roja, y por otro la produccién de

ficobiliproteinas en el cultivo expuesto a la luz LED azul y verde.

Se operaron 3 reactores bioldgicos de Arthrospira maxima en condiciones de luz
visible para obtener un cultivo fresco y poder iniciar la prueba de jarras que resultd

una excelente manera de simular un proceso en reactores Batch a nivel laboratorio.

Se expuso a un rango de longitud de onda de 620—630 nm (luz roja) un cultivo fresco
de Arthrospira maxima para acelerar su crecimiento. En 19 dias se lograron
aumentar los Solidos Suspendidos Totales de 20 a 1164 mg/L. La cinética de
reaccion de la luz LED roja se ajusté a orden 1 debido a que la rapidez de reaccion
depende de la concentracion de Arthrospira maxima, dando como resultado una
funcion lineal creciente. La rapidez de reaccion a las 168 horas con luz LED roja fue

de 7.63 mg/L*h.
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Se expuso el cultivo de luz LED roja a un rango de longitud de onda de 465-475 nm
(luz azul) y 522-532 nm (luz verde) para incrementar la concentracion de
ficobiliproteinas. Con luz LED roja se extrajo de Ficocianina 79 mgFC/gSST, de
Aloficocianina 44 mgAFC/gSST y de Ficoeritrina 16 mgFE/gSST. Al hacerse el
cambio a luz LED azul la Ficocianina aumenté 159 % en concentracion para el 3er
dia, la Aloficocianina 47.8 % y la Ficoeritrina 25 %, ambas en el ler dia. Con luz
LED verde aument6 en concentracion la Ficocianina 148.7 % y la Aloficocianina

45.7 % para el 2do dia, la Ficoeritrina 19.3 % en el 5to dia.

Se estimo la produccion de ficobiliproteinas durante la experimentacion de cambio

de rango de longitud de onda cuantificando la concentracion de ficobiliproteinas.

Con luz LED azul se alcanzé un maximo de produccion de Ficocianinas de 204
mgFC/gSST en el 3er dia de exposicion, de Aloficocianina 66 mgAFC/gSST y de
Ficoeritrinas 22 mgFE/gSST en el 1er dia. Con luz LED verde se alcanz6 un maximo
de produccion de Ficocianinas de 196 mgFC/gSST y de Aloficocianina 64
MgAFC/gSST en el 2do dia de exposicion, de Ficoeritrinas 20 mgFE/gSST en el 5to
dia. Por lo tanto, para la produccion de ficobiliproteinas el uso de la luz LED azul se

considera mas eficaz y predecible en cuanto a la tendencia de la biomasa.

Se encontr6 una nueva forma de extraer las ficobiliproteinas mediante un
coagulante catidnico; este método permite obtener los compuestos sin requerir de
métodos de congelaciéon o equipos especializados, tiene efecto en un dia y libera

mas colorante azul.
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Analizando los resultados a nivel laboratorio se prevé que el proyecto es rentable
con las condiciones de pH, luz y medio mineral, ya que los reactores y pruebas de
jarras operaron de manera correcta dando los resultados esperados en cuanto a

biomasa y colorante.

El desarrollo de este proyecto permite ver a futuro qué tan viable es hacer a grande
escala la produccion de ficobiliproteinas a partir de Arthrospira maxima, y por
supuesto con el objetivo de comercializarla como materia prima o suplemento

alimenticio, pues este color azul actualmente es un pigmento de alto valor comercial.

Si se busca producir Unicamente Ficocianina se debe dejar crecer al maximo con
luz LED roja por dos semanas y exponer a luz LED azul por tres dias; si se quiere
producir Aloficocianina se debe exponer dos dias y si se quiere producir Ficoeritrina
se debe exponer solo un dia. Si se quiere producir Ficobiliproteinas en general, lo
mejor es exponerlas tres dias, porque la Ficocianina es la de mayor valor economico
y alimenticio. Por lo anterior es importante hacer la cosecha antes de los 3 dias
mencionados, de lo contrario bajardn considerablemente los SST y las

ficobiliproteinas.

Con la exposicion a la luz LED azul o verde, los Sélidos Suspendidos Totales bajan
mientras las Ficobiliproteinas aumentan. Esto sucede al contrario con la luz LED
roja, pues al presentar altos Solidos Suspendidos Totales tiene bajas

concentraciones de Ficobiliproteinas.
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Recomendaciones para dar continuidad al trabajo:

En las pruebas de jarras con luz LED azul y verde las ficobiliproteinas aumentan,
pero los Sélidos Suspendidos Totales bajan, lo cual podria evitarse usando luz
intermitente en la que los destellos de luz serian mas fuertes periddicamente para
que ayuden a absorber mas la luz (Peter S.C. Schulze, 2017). Podria usarse luz
LED roja con destellos de luz LED azul o verde para que se siga potencializando el

crecimiento y a la vez se incremente la concentracion de ficobiliproteinas.

En general, las luces intermitentes son herramientas de proxima generacion para
mitigar la atenuacion de la luz y aumentar la eficiencia fotosintética de los sistemas
de cultivo de microalgas iluminados por diodos emisores de luz (LED). Las
condiciones Optimas de luz intermitente dependen de la cinética de reaccion y las
propiedades de la cadena lineal de transferencia de electrones, la disipacion de
energia y los mecanismos de almacenamiento de un fotétrofo (Peter S.C Schulze,

2017).

Como otra recomendacion las ficobiliproteinas se deben almacenar a 20 ° C al vacio
en bolsas de plastico que contengan por dentro papel de aluminio, para evitar la
fotodegradacion ya que incluso en disolucion se degrada y pierde el pigmento en

dos meses.
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