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Resumen

La aloficocianina (“otra proteina azul de algas™) es una proteina que contiene pigmentos captadores de
luz denominados ficocianobilinas. Forma parte de la familia de las ficobiliproteinas, intervienen en la

fotosintesis de ciertas bacterias y algas.

Las cianobacterias o algas verde-azules son los organismos fotosintetizadores aerébicos mas antiguos
del planeta; algunos pueden fijar nitrégeno molecular, mientras que otros pueden incorporar y

almacenar fésforo, contribuyendo significativamente a la produccidn primaria acuatica.

Las cianobacterias son un grupo de microorganismos con potencial biotecnoldgico y juegan un papel
muy importante en la industria ya que se utiliza cominmente como suplemento alimenticio debido a su
composicion particular (por ejemplo, proteinas, lipidos, hidratos de carbono, vitamina, fibras,
exopolisacaridos y colorantes) y su alta actividad antioxidante. También dentro de estas encontramos
las Aloficocianinas con la cual podemos realizar ciertos suplementos alimentarios, maquillaje,

colorantes, pigmentos.

Este trabajo de investigacién esta basado en seleccionar del cepario de INNOValgae las Cianobacterias
con mayor produccién de Aloficocianina APC (UFPS001-UFPS011) aisladas previamente de termales
localizados en el Departamento Norte de Santander. De las cepas la que mas produjo Aloficocianina
fue la 004 y por esto se procede a preparar medio para inocular la Cepa madre la cual se debe dejar en
crecimiento con una condicion de 12 horas luz 12 horas oscuridad en un periodo de 15 a 20 dias.
Luego de esto para cada experimento se realizan distintos tipos de medios (BG11), excluyendo un

componente principal el cual es el &cido citrico y estos son sometidos a diferentes concentraciones.
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Introduccién

Las cianobacterias, también conocidas como algas verdeazuladas, son un grupo de bacterias
autotrofas oxigénicas gramnegativas y fotosintéticas compuestas por alrededor de 150 géneros y 2000
especies. Tienen un nivel de organizaciéon simple y se dividen en especies unicelulares, flamencas y
formadoras de colonias. Debido a la gran flexibilidad de las adaptaciones bioquimicas, fisioldgicas,
genéticas y reproductivas, se encuentran en ambientes terrestres y, principalmente, en ambientes
acuaticos, siendo mas comunes en agua dulce. (Godoy et al, 2021). En las cianobacterias se encuentran
pigmentos fotosintéticos, llamados ficobiliproteinas que se agregan en la célula como ficobilisomas,
que se unen a una membrana tilacoidal del cloroplasto. Las ficobiliproteinas cianobacterianas se
pueden dividir en tres clases principales; ficoeritrina (PE) (color rojo), ficocianina (PC) (color azul) y
la aloficocianina (APC) (color verde azul). (Saniye et al, 2018)

La ficocianina es un complejo pigmento-proteina de la familia de las ficobiliproteinas
captadoras de luz, presente con la aloficocianina y la ficoeritrina. Es un pigmento de color azul claro y
absorbe luz naranja y roja a 620nm y emite fluorescencia a aproximadamente 650nm. (Khandual et al,
2021); La principal aplicacion de la ficobiliproteina (PBP) es la utilizacion como colorantes naturales
en sustitucion de los sintéticos actuales colorantes en la industria alimentaria y cosmética. (Mogany et
al, 2018). En cuanto a los metabolitos secundarios, las cianobacterias son responsables de producir una
alta gama de compuestos de alto valor, con un importante potencial farmacéutico y varias aplicaciones,
como compuestos de toxicidad animal, antibacterianos, anticoagulantes, antifingicos,
antiinflamatorios, antiprotozoarios, agentes antivirales, antitumorales y citotoxicos. (Godoy et al,
2021)

Este estudio presenta una nueva cianobacteria del género Oscillatoria sp. aislado de las aguas
termales de la ciudad de cucuta , en Colombia , que ha demostrado ser un cepa prometedora en la
produccién de Aloficocianinas, para lograr lo anterior se propusieron ,los siguientes objetivos:

Determinar los principales macro y micronutrientes que afectan la produccion de biomasa y
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acumulacion de aloficocianina; Mejorar la relacién entre macro y micronutrientes que optimicen la
produccién de biomasa y Aloficocianina.

Para lograr lo anterior se proponen las siguientes etapas: (1) Mejoramiento del medio de cultivo
para cianobacterias termotolerantes, (2) optimizacion de los parametros abidticos criticos (ciclo
luz/oscuridad, intensidad luminica y pH inicial) que favorezcan la produccién de biomasa, colorantes

(APC).
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1. Problema

1.1 Titulo

DISENO DE MEDIO DE CULTIVO PARA MAXIMIZAR PRODUCCION DE

ALOFICOCIANINAS EN CIANOBACTERIAS TERMOTOLERANTES.

1.2 Descripcion del Problema

Varios géneros de cianobacterias, se han propuesto como una alternativa para muchas aplicaciones
biotecnoldgicas. También se ha comprobado su uso potencial para transformar la energia luminosa en
formas renovables de productos de gran utilidad en industrias como la alimentaria y la farmacéutica
(Fuenmayor, et a., 2009). Debido al gran potencial que tienen este género de cianobacterias en la
produccién de aloficocianinas, este estudio va enfocado en obtener més informacién acerca de estos

microorganismos pues la informacion que se encuentra en literatura es muy limitada.

Actualmente se usan los colorante comidnmente utilizados son las antocianinas, los carotenoides, las
betalainas y las clorofilas en otros (Prado,2020), en la industria se usa por lo general colores como rojos,
anaranjados, y amarillos, y por la poca comercializacion los colores azules y verdes, no son muy usados
en la industria por eso nace la necesidad de investigar nuevas cepas de Cianobacterias productoras de
Aloficocianinas , ya que esta integrante de la familia de la Ficobiliproteinas se caracteriza por ser un
colorante natural verde azulado.(Prado,2020) .

Debido al crecimiento del mercado de pigmentos para el uso de colorantes naturales en la industria
de alimentos: goma de mascar, productos deshidratados, helados, gelatinas, entre otros, se requieren
nuevas estrategias de produccion que sean amigables con el medio ambiente y, a su vez, con la salud del

consumidor.
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Por ello, gracias a sus destacables ventajas frente a los otros procesos de obtencidn, la obtencidn
biotecnoldgica de pigmentos ha adquirido un gran interés en la industria de alimentos, dado esto se ha
propuesto el disefio de medios de cultivo con diferentes concentraciones de nutrientes para asi determinar
qué medio de cultivo resulta mas eficiente y con mayor produccién de aloficocianinas siendo de gran
utilidad para esta industria, por ser de origen bioldgico, este tipo de pigmentos es de bajo costo, facil

acceso Y el bioproceso permite alcanzar altos rendimientos del mismo.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general. Disefiar un medio de cultivo que maximice la produccién de

Aloficocianinas en cianobacterias termotolerantes.

1.3.2 Objetivos especificos. Determinar los principales macro y micronutrientes que afectan la
produccién de biomasa y acumulacién de Aloficocianina.

Mejorar la relacion entre macro y micronutrientes que optimicen la produccién de biomasa y

Aloficocianina.
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2. Marco Referencial
2.1 Antecedentes

La familia de Ficobiliproteinas tiene como integrantes las Ficocianina(C-PC), Aloficocianina
(A-PC), y la Ficoeritrina (PE) estas generan un color caracteristico de cada uno de los nombrados estos
colorantes que son usados presente en los alimentos cosméticos y farmacéuticas, actualmente, la
mayoria de los colorantes utilizados en la industria son sintéticos. Con las nuevas formas de reducir
dafios y problemas de salud en las personas consumidoras y en el medio ambiente, con relacion a lo
anterior se busca alternativas naturales que no generen dafios y sean mas amigables con el medio
ambiente, Por sus propiedades colorantes, naturaleza no téxica y facil disponibilidad (Garcia,2018) de
estos colores naturales tales como antocianinas, ficocianinas y genipina usados como aditivos
alimentarios naturales con beneficios para la salud. (Prado, 2020),

Los pigmento de Ficobiliproteinas esta limitado por la gama de colores que proporciona, esto
nos crea la necesidad de encontrar vias de bajo costo, con una mejor eficiencia en la extraccién y
purificacién (Garcia,2018),los estudios previos de estas Ficobiliproteinas se centran principalmente en
mejorar los métodos de cosechado de biomasa y extraccion, para obtener una colorante con altos
indices de pureza, por lo tanto la maximizacion del medio para las cianobacterias termotolerantes, se
considera una opcién de bajo costo, amigable con el medio ambientes, estudios han comprobado que la
optimizacion mejora el rendimiento de produccidn de las Ficobiliproteinas.(Garcias,2018)

Se han identificado microorganismos capaces de sintetizar las Ficobiliproteinas o en algunas
especies de cianobacterias predominan mayor produccion de uno de los tres colorantes que integran la
familia de las Ficobiliproteinas. Estos microorganismos incluyen especies Spirulina Platensis(Safari
R,2016), Arthrospira Maxima,(A. Chandralekha,2019),Arthrospira Platensis (Daniele Carullo,2020) y

Oscillatoria pseudogeminata (Thangaraj,2021),entre otras especies endémicas.
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3. Disefio Metodolégico
3.1 Tipo de Investigacién

La investigacion que se desarrollara sera de tipo experimental ya que permite comparar
diferentes tratamientos de concentracion de macro y micronutrientes. Asi mismo, los conceptos
tedricos sobre la naturaleza del problema seran corroborados por medio de la evaluacién de los

resultados obtenidos.

3.2.Poblaciéon y Muestra

Se empleard una cepa de cianobacterias termotolerantes con alta capacidad de producir
aloficocianina, la cual fue aislada previamente de termales localizados en el departamento de Norte de
Santander.
3.3 Hipétesis

¢Es posible maximizar la concentracién de aloficocianina producida por una cepa de

cianobacteria termotolerante?

3.4.Fases de la Investigacion

Reactivacion de la cepa
La cepa UFPS004 se mantendra en medio BG11 solido a 100 umol m2 s! y una temperatura de
27°C. Para su conservacion, una vez cada 35 dias las cepas seran reinoculadas en tubos de 10 mL con

4 mL de medio BG11 solido fresco.
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Tabla 1. Medio BG11.

COMPONENTE SOLUCION CANTIDAD Concentracion final en el
STOCK UTILIZADA medio (M)
(g*L‘ldeo)

Acido citrico 6 1 ml 3.12 X 10°
Amonio citrato férrico 6 1ml 3X10°
NaNO; -- 1.5 g/L 1.76 X10%?
K2HPO, 40 1ml 1.75 X 10™
MgSO, 75 1ml 3.04 X 10*
CaCl,.2H,0 36 1ml 2.45 X 10™
Na,CO3 20 1 ml 1.89 X 10
MgNa2EDTA 1 1 ml 2.79 X 10°
Solucion de metales 1ml

H3BO3 -- 2.86¢ 4.63 X 10°
MnCl,.4H,0 -- 1.81g 9.15 X 10°®
ZnS0,4.7H,0 -- 0.22¢g 7.65 X 10”7
CuS04.5H,0 79 1 ml 3.16 X 107
NazMo00O,4 2H,0 -- 0.93¢ 1.61 X 10°
Co (NO3)2.6H,0 49.9 1ml 1.70 X 10”7

Fuente: Andersen et al 2005.

Produccién inicial de biomasa

Cada una de las cepas cultivard en medio BG11 (Andersen et al., 2005) en frascos de
borosilicato transparente de 500 mL con un volumen de trabajo de 300 mL. El medio se agitara
mediante la inyeccién de aire a un flujo de aproximadamente 180 mL aire/min, una radiacion de 100
umol m2 sty un ciclo de luz oscuridad de 12:12 horas durante 20 dias. Al finalizar el tiempo de
cultivo, los frascos se desconectaran del flujo del aire y se dejaran decantar por 1 hora. el medio se

centrifugard a 3500 rpm durante 20 minutos (20°C).
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Cuantificacion de aloficocianina

La biomasa obtenida sera sometida a extraccién de ficocianinas empleando el método descrito
por Chen et al (2017). Los filtros se suspenderan en 10 mL de solucién buffer fosfato (0,15M, pH 7.0)
y aproximadamente 1 gramo de perlas de vidrio (0,5 mm de diametro), la solucién se mezclara
empleando un vortex a 1500 rpm durante 30 minutos. Una vez terminado el proceso la muestra se
almacenaré en nevera a 4°C durante 24 horas. Para separar las células del extracto la muestra se
someterd a una separacion por centrifugacion a 3400 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante sera
colectado y medido en un espectrofotémetro a 620 y 652 nm. El célculo de la concentracion de
ficocianinas se realizard empleando las ecuaciones escritas por Bennett y Bogorad (1973) (Eql):

ODes2 — 0.208(0 De20) Eq 1.
5.09

arc &y =
L

Finalmente, la pureza de los extractos fue determinada empleando las ecuaciones descritas por Patil

et al., (2006) y Sobiechowska-Sasim et al (2014) (Eq 2):

ODgso Eq 2.

APC =
OD3g0
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Disefio de experimentos

Para lograr lo anterior se emplearé un disefio de caracterizacion de minimos experimentos tipo
V (8 factores, 2 niveles) empleando el software Design Expert 13. Los experimentos se encuentran en
la tabla 2. Cada uno de los experimentos se cultivara en medio BG11 (Andersen et al., 2005) en frascos
de borosilicato transparente de 500 mL con un volumen de trabajo de 300 mL. El medio se agitara
mediante la inyeccidn de aire a un flujo de aproximadamente 180 mLaire/min. Al finalizar el tiempo de
cultivo, los frascos se desconectaran del flujo del aire y se dejaran decantar por 1 hora. el medio se
centrifugard a 3500 rpm durante 20 minutos (20°C). La biomasa recolectada se empleara para la

determinacion de ficocianinas.

Tabla 2. Disefio de caracterizacion de minimos experimentos tipo V.

Run Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7 Factor 8
A B: C: D: E: F: G: H:
Fe-Citrate NaNO; K,HPO, - 3H,0 MgSO, - 7H,0 CaCl, - 2H,0 Na,CO; MgNa, EDTA | Trace metals
solution -H,0 solution
mL g/L MI mL mL mL mL mL

1 1 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

2 0,6 09 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

3 1 03 0,2 0,2 1 0,2 1 1

4 0,2 15 0,2 1 0,2 1 0,2 1

5 0,2 15 0,2 0,2 1 1 1 1

6 0,6 09 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

7 0,2 0,3 1 0,2 1 0,2 0,2 0,2

8 0,2 15 1 0,2 0,2 1 0,2 1

9 0,6 0,9 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6

10 0,2 15 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 1

11 1 0,3 1 1 0,2 0,2 1 1

12 1 15 0,2 1 1 0,2 1 1

13 1 15 0,2 0,2 0,2 1 1 1

14 0,2 15 1 1 0,2 0,2 1 1

15 0,2 15 0,2 0,2 0,2 1 0,2 0,2

16 1 0,3 0,2 1 0,2 1 1 0,2

17 0,6 0,9 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
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18 0,2 03 1 1 1 0,2 1 0,2
19 0,2 0,3 1 1 1 1 0,2 1
20 0,2 15 1 0,2 1 1 1 0,2
21 0,2 15 0,2 0,2 0,2 0,2 1 0,2
22 1 15 0,2 1 0,2 0,2 0,2 0,2
23 1 15 0,2 0,2 1 1 1 0,2
24 1 0,3 1 1 1 0,2 0,2 1
25 1 15 1 0,2 1 0,2 1 1
26 1 03 1 0,2 0,2 1 1 0,2
27 0,2 0,3 1 0,2 0,2 0,2 1 1
28 0,2 15 1 1 1 0,2 0,2 0,2
29 1 15 1 1 0,2 1 1 0,2
30 0,2 03 1 1 0,2 0.2 0,2 0,2
31 1 0,3 1 1 1 1 1 1
32 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 1 0,2 1
33 0,6 0,9 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
34 1 0,3 0,2 0,2 1 1 0,2 1
35 0,2 0,3 0,2 1 1 0,2 0,2 0,2
36 1 15 1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
37 1 15 0,2 0,2 1 0,2 0,2 0,2
38 1 15 1 1 1 1 0,2 1
39 0,2 0,3 0,2 1 0,2 0,2 1 1
40 0,2 0,3 0,2 0,2 1 1 1 0,2
41 1 0,3 1 1 1 1 0,2 0,2
42 0,2 15 0,2 1 1 1 1 0,2
43 1 0,3 1 1 0,2 1 0,2 1

La presente monografia se llevd a cabo con la ayuda de la siguiente metodologia: seleccién

de base de datos, revisién bibliografica, selecciéon de informacion, organizacién de la informacién

y analisis de la informacidn.

Se busc6 la informacién relacionada a 5 afios anteriores a este periodo en articulos de

revisidn, articulos cientificos, tesis de investigacion y de doctorado, la informacidn fue analizada

para generar contenido grafico respectivo de ser necesarios, y se realiz6 una sintesis de esta para

rescatar los datos méas relevantes en coherencia y concordancia con los objetivos planteados.
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4. Resultados

La produccidn de la cepa 004 se realiz6 sin mayores inconvenientes, ya que la cepa posee la
capacidad de crecer en temperaturas entre 25-29°C y altas radiaciones, lo cual le permite crecer

rapidamente (figura 1).

AR R 4 4§ GRS S Y
g— . ‘7 \ ,§’ - \"" -\

Figura 1. Cianobacterias en crecimiento.
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El anélisis de ANOVA para la concentracion de biomasa se presenta en la tabla 3. De acuerdo
con los resultados, el valor del F-value (3.24) indica que el modelo obtenido es significativo, por lo
cual, las variables estudiadas afectan el crecimiento de la cepa, y por ende la concentracidn final de
biomasa. En este caso, solo el Cloruro de calcio (E), afecta la concentracidn de biomasa. Por otra parte,
varias interacciones resultaron ser estadisticamente significativas, estas interacciones son: AB, AC,
AE, AF, AH, CH, FG Por otro lado, el valor del “Lack of Fit F-value” no es significativo en relacion
con el error puro, por lo tanto, los datos no se encuentran afectados por errores experimentales. Por

otra parte, El valor del R? de 0.67 demuestra que el modelo es significativo.

Tabla 3. Anélisis ANOVA para Concentracién de biomasa (g/L).

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 1,10 16 0,0690 3,24 0,0042 significant
A-Fe Citrate solution 0,0280 1 0,0280 1,31 0,2628
B-NaNO3 0,0125 1 0,0125 0,5872 0,4507
C-K;HPO,4 - 3H,0 0,0598 1 0,0598 2,80 0,1065
D-MgSO, - 7TH,0 0,0842 1 0,0842 3,94 0,0581
E-CaCl; - 2H.0 0,1197 1 0,1197 5,61 0,0259
F-Na.CO3 0,0009 1 0,0009 10,0415 0,8402
G-MgNa.EDTA - H20 0,0059 1 0,0059 0,2754 0,6044
H-Trace metals solution 0,0487 1 0,0487 2,28 0,1433
AB 0,1038 1 0,1038 4,86 0,0368
AC 0,1780 1 0,1780 8,34 0,0079
AE 0,2743 1 0,2743 12,85 0,0014
AF 0,2262 1 0,2262 10,60 0,0032
AH 0,1673 1 0,1673 7,84 0,0097
CE 0,0850 1 0,0850 3,98 0,0570
CH 0,1074 1 0,1074 5,03 0,0340
FG 0,3681 1 0,3681 17,25 0,0003
Curvature 0,0000 1 0,0000 0,0011 0,9733
Residual 0,5335 25 0,0213
Lack of Fit 0,3263 21 0,0155 0,3001 0,9709 not significant
Pure Error 0,2071 4 0,0518
Cor Total 1,64 42
R2 0,6743  Adeq Precision 10,4979 C.V. % 25,86
Adjusted R? 0,4659 Std. Dev. 0,1461

Predicted R? 0,1017 Mean 0,5649
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El analisis ANOVA para la concentracién de APC (% p/p) se presenta en la tabla 4. De

acuerdo con los resultados, el valor del F-value (4,89) indica que el modelo obtenido es significativo,
por lo cual, las variables estudiadas afectan la sintesis de APC. En este caso, se obtuvo que la
concentraciéon de buffer citrato (A), Na2CO3 (F), y la solucién de traza de metales (H). Por otra parte,
varias interacciones resultaron ser estadisticamente significativas, estas interacciones son: AH, BD,
BE, CF, DH, EF, EG, EH, GH. Por otro lado, el valor del “Lack of Fit F-value” no es significativo en
relacién con el error puro, por lo tanto, los datos no se encuentran afectados por errores
experimentales. Por otra parte, El valor del R2 de 0.94 demuestra que el modelo es significativo,
ademas, el ajuste entre el el R? predecido y el R? ajustado es inferior a 0.2, lo anterior demuestra que el

error obtenido es minimo y la previsién de los datos es significativa.

Tabla 4. Analisis ANOVA para Concentracién de APC (%p/p).

Sum of

Source D Mean F- p-
Squares f Square value value

Model 4,95 3(;0,1650 4.89 2’002 significant

A-Fe Citrate solution 0,2053 1 0,2053 6,09 (7)’029

B-NaNOs; 0,0007 10,0007 0,0214 (2)’886

C-K.HPO, - 3H,0 0,0043 10,0043 0,1261 3’728

D-MgSO4 - 7H,0 0,0751 10,0751 203 1

E-CaCl, - 2H,0 0,0137 10,0137 0,4048 2’536

F-Na,CO3 0,2107 10,2107 605 o0

G-MgNa:EDTA - H,0  0,0958 10,0958 280 ot

H-Trace metals solution  0,2859 10,2859 8,48 8’013

AB 0,0385 10,0385 1,14 2’306

AC 0,1196 1 01196 3,55 (1)’084

AD 0,0513 10,0513 1,52 8*240

AF 0,0498 10,0498 1,48 (7)’247

AG 0,0846 10,0846 2,51 2’139

AH 0,1667 1 0,1667 4,94 0,046
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BD 0,1698 10,1698 5,03 (5)’044

BE 0,2206 10,2206 6,54 2’025

BF 0,0215 10,0215 06366 440

BG 0,0148 10,0148 0,4376 2’520

cD 0,1448 10,1448 4,29 (5)’060

CE 0,1178 1 01178 3,49 (2)’086

CF 0,5535 10,5535 16,41 2’001

DE 0,1435 10,1435 4,25 2’061

DF 0,1138 10,1138 3,37 2’091

DG 0,0782 10,0782 2,32 2’153

DH 0,2901 10,2901 8,60 (5)’012

EF 0,1794 1 01794 5,32 (7)’039

EG 0,2161 10,2161 6,41 2’026

EH 0,2834 10,2834 8,40 2’013

FH 0,1046 10,1046 3,10 (7)’103

GH 0,3684 10,3684 10,92 2’006
Residual 0,4048 ; 0,0337

Lack of Fit 0,1197 8 0,0150 0,2099 2’970 Qiogtmﬁcam
Pure Error 0,2851 4 0,0713

Cor Total 5,35 2

R? 0,944 ﬁgee(gsion §0,157 ;;V- 15,81
Adjusted R? 0,7354 Std. Dev 0,1837

Predicted R2 0,6381 Mean 1,16

24
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El analisis de ANOVA para la pureza de APC se presenta en la tabla 5. De acuerdo con los

resultados, el valor del F-value (4.78) indica que el modelo obtenido es significativo, por lo cual, las
variables estudiadas afectan el crecimiento de la cepa, y por ende la concentracién final de biomasa.
En este caso, se obtuvo que el sulfato de magnesio (D), el Cloruro de calcio (E), y el Carbonato de
sodio (F) son los nutrientes que méas afectan la pureza. Por otra parte, varias interacciones resultaron
ser estadisticamente significativas, estas interacciones son: AB, AC, AF, AH, CD, DE, DF, FH. Por
otro lado, el valor del “Lack of Fit F-value” no es significativo en relacién con el error puro, por lo
tanto, los datos no se encuentran afectados por errores experimentales. Por otra parte, El valor del R?

de 0.81 demuestra que el modelo es significativo.

Tabla 5. Anélisis ANOVA para pureza de APC.

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Model 0,1847 20 0,0092 4,78 0,0004 Significant
A-Fe Citrate solution 0,0015 1 0,0015 0,7550 0,3947
B-NaNO; 0,0002 1 0,0002 0,0922 0,7644
C-K2HPO, - 3H,0 0,0044 1 0,0044 2,27 0,1465
D-MgSO4 - 7TH20 0,0086 1 0,0086 4,42 0,0477
E-CaCl; - 2H.0 0,0277 1 0,0277 14,35 10,0011
F-Na,CO3 0,0309 1 0,0309 15,96 0,0007
G-MgNa:EDTA - H20 0,0082 1 0,0082 4,22 0,0525
H-Trace metals solution 0,0008 1 0,0008 0,4182 0,5249
AB 0,0166 1 0,0166 8,59 10,0080
AC 0,0317 1 0,0317 16,42 0,0006
AF 0,0262 1 0,0262 13,54 0,0014
AH 0,0475 1 0,0475 24,57 <0.0001
BH 0,0080 1 0,0080 4,16 0,0542
CD 0,0338 1 0,0338 17,46 0,0004
CF 0,0070 1 0,0070 3,60 10,0716
DE 0,0192 1 0,0192 9,95 10,0048
DF 0,0150 1 0,0150 7,77 0,0110
DG 0,0070 1 0,0070 3,63 10,0707
FG 0,0023 1 0,0023 1,17 0,2908
FH 0,0530 1 0,0530 27,41 <0.0001
Curvature 0,0003 1 0,0003 0,1447 10,7075
Residual 0,0406 21 0,0019

Lack of Fit 0,0139 17 0,0008 0,1231 0,9993 not significant

Pure Error 0,0267 4 0,0067
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Cor Total 0,2256 42

R2 0,8198 Adeq Precision 8,7750 C.V. % 14,03
Adjusted R? 0,6482 Std. Dev. 0,0440

Predicted R2 0,5152 Mean 0,3135

A partir de los diferentes resultados fue posible obtener las respectivas superficies de respuesta
que permiten identificar el comportamiento de la interaccion entre los nutrientes més importantes en la
concentracién de biomasa, sintesis de APC y su pureza. De acuerdo con la superficie de respuesta en
la figura 3., los nutrientes que mas afectan las tres respuestas son NaNO3y el buffer de citrato,
permitiendo obtener una deseabilidad superior a 0.8/1.0.

EI NaNOg3 es la fuente principal del Nitrdgeno que se encuentra en el medio, el Nitrégeno juega
un papel importante para la viabilidad celular ya que este ayuda a regular la sintesis de APC que a su
vez funciona como un almacén de Nitrégeno, esta fuente ayuda a mejorar el rendimiento maximo de
concentracién de biomasa y de sintesis de APC.

Sin embargo, hasta ahora, el buffer citrato no ha sido considerado como un nutriente critico
para la produccién de biomasa de ninguna cianobacteria, ya que su principal funcion es la de mantener
el pH del medio y mediar reacciones intermediarias fotosintéticas. Es por esto, que este es el primer
trabajo en el cual el buffer citrato es importante en el crecimiento celular, al igual que en la sintesis de
APC. Determinando el ajuste de las concentraciones optimas de estos componentes del medio de
cultivo (especialmente N, P, Ky C) por consiguiente el ajuste de los nutrientes es fundamental para
mejorar la produccion y pureza de APC.

Por otro lado, la concentracion de metales traza influye en el crecimiento y produccion de
metabolitos en diferentes especies de cianobacterias. Aunque estos se requieren en cantidades
minimas. Los componentes mas notables son el hierro, el cobalto, el zinc, el niquel, el manganeso, el

cobre, el boro, el vanadio y el molibdeno, cabe resaltar que el hierro es un componente muy
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importante ya que se ha encontrado que hace que las cianobacterias tengan un mayor crecimiento,
estos macronutrientes y micronutrientes afectan la acumulacion de pigmentos y la produccién de

biomasa
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Figura 2. Superficie de respuesta de deseabilidad del disefio propuesto.

A partir de lo anterior, el Sofware identifica los valores de los diferentes nutrientes, con cuales
es posible proponer la optimizacién del medio BG11 para maximizar la concentracion de biomasa,
APC y su pureza, respectivamente. En la tabla 6 se presenta la concentracion de los diferentes
nutrientes para el medio BG11_APC. Tomando como base las concentraciones, se destaca una
reduccion en la concentracion de cada nutriente utilizado en el medio, esto contribuye a la reduccion
de gastos en comparacion al medio BG11 este disminuye la cantidad utilizada de cada componente.

Esto permite reducir la pérdida de nutrientes en la produccion a escala industrial.
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Tabla 6. Medio BG11 Vs BG11_APC.

BG11 BG11_APC
NUTRIENTE

mL/L mL/L
Fe Citrate solution 1 0.99
NaNO; 1.5 (g/L) 1.36 (g/L)
K2HPO, - 3H,0 1 0.24
MgSO, - 7TH,0 1 0.96
CaCl, - 2H,0 1 0.6
Na,CO3 1 0.2
MgNa;EDTA - H,0O 1 0.2
Trace metals solution 1 0.98

El nuevo medio propuesto fue probado para determinar si maximiza la concentracidn de
biomasa, APC y su pureza respectivamente, para lograr lo anterior, se realizaron nuevos cultivos
usando las concentraciones descritas anteriormente, y los resultados fueron analizados empleando un

analisis de T-test. La figura 4 muestra la comparacion entre el BG11.

Si bien el medio BG11_APC tuvo una reduccién significativa de sus componentes, aunque
unos son mas influyentes que otros en la produccion de APC, concentracidn, Biomasa y pureza.
En la figura 4 las concentraciones obtenidas en el medio BG11 fueron menores que las obtenidas de
BG11_APC con la influencia en los cambios de las concentraciones de los nutrientes, se obtuvieron
que algunos nutrientes influyen maés, tales como en la concentracion de APC figura 4a, se destaca que
las variables que mas afecta la sintesis son: Buffer citrato, solucion de metales y Na,CO3scon una
reduccién en los componentes del medio de 0.99, 0.98 y 0.2 ayudando a aumentar la produccién hasta
casi 2.0 % p/p también se destaca las interacciones que se dan en la tabla 4.

La pureza influye de manera significativa ya que como se puede observar en la figura 4b su
MgSO.4- 7H20 0.96, CaCl, - 2H20 0.6, Na,CO3 0.2 estos tuvieron una alta concentracion a diferencia

de los demas componentes, pero fue menor en comparacion al medio original.
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En la produccion de biomasa el componente que afecta es el CaCl..

Mas sin embargo hay interacciones entre componentes que afectan significativamente e influyen en la
produccidn de biomasa como en la pureza y estos son AB, AC, AF por el contrario en la interaccidn
AH, intervienen en las tres variables.

Particularmente el componente MgSO4 7 H>0 no tiene ninguna influencia en la produccion de
biomasa asi mismo el componente MgNa>;EDTA H20 no influye en la pureza de APC y la biomasa no
repercute.

El componente Na,COs interviene tanto en la concentracion y pureza de APC, aunque se

reduce a 0.2 como componente este aumenta la produccion y mejora la pureza.
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Figura 3. Comparacion entre BG11y BG11_APC.
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5. Conclusiones

Los principales macro y micronutrientes que influye en la sintesis APC y su pureza, con
respecto a la cianobacteria Leptolyngbia sp UFPS004 en la pureza influye MgSO4 7H,0, CaCl; 2H,0
y el Na;COs, en la biomasa el componente que influye es CaCl; 2H,0 y para la concentracion de APC
son los siguientes buffer citrato, Na.COs3, los componentes més destacados son el NaxCO3z como fuente
de carbono que interviene directamente en la sintesis de APC y pureza, y el CaClz 2H,0 que interviene
en la concentracion de biomasa y pureza de APC, el CaCl,2H,0 es fuente nutricional indispensable
para crecimiento y desarrollo de las cianobacterias obteniendo mejora en su produccién.

Este estudio demostrd que la viabilidad en la produccién de APC para la cianobacteria

Leptolynghia sp UFPS004 mediante la optimizacion de los macro y micronutrientes en el medio

BG11, el metabolismo de las cianobacterias probablemente podria alterarse para adquirir la
composicion bioquimica intracelular deseada manteniendo las condiciones de cultivo nombradas
anteriormente, esta técnica es conveniente para mejorar la sintesis de Aloficocianina a nivel
internacional para ser empleados como suministros comerciales como colorante natural que puede ser
empleado en la industria alimentaria farmacéutica y cosmética.

La relacion entre los macro y micronutrientes que fueron mas significativas y que mejoran el
proceso son estas interacciones AB (Amonio Citrato Férrico/NaNO3), AC (Amonio Citrato
Férrico/KaHPQO4), AF (Amonio Citrato Férrico/Na;CO3) las anteriores mencionadas fueron notables en
la pureza y la biomasa aun asi la interaccion AH (Amonio Citrato Férrico/Solucién de metales) fue la
que mas destaco representativamente dentro de las tres biomasas, concentracion de APC y pureza.

El resultado fue satisfactorio ya que se pudo obtener un medio que maximizo la produccion de
Aloficocianina en cianobacterias con un minimo contenido de cada nutriente al medio general
normalmente utilizado obteniendo niveles de pureza a traza de obteniendo niveles de pureza 6ptimos

para el uso de biocolorantes.
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6. Recomendaciones

Es importante tener en cuenta que el medio optimizado puede ser usado en estudio de produccion a

gran escala

Se puede emplear un método fed-batch para aumentar losindices de pureza optenidos con el medio

BG11_APC.

Realizar estudios avanzados como procesos de purificacion para APC obtenida
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