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RESUMEN

En el trabajo se estudia la posibilidad del aislamiento, el cultivo y la caracterizacién de
Arthrospira platensis (Spirulina), con el objeto de determinar los procedimientos de
bioprospeccién de cepas nativas del Chaco paraguayo como propuesta alternativa para fines
alimentarios. Primeramente, se obtuvo la muestra a ser estudiada de la Laguna Yaragui, Colonia
Lolita (Coordenadas UTM X: 241188,705 Y: 7439984,23), Loma Plata, Paraguay. Luego, se
optimizaron las condiciones de aislamiento y la preparacién de los médulos de cultivo, que
fueron realizados en recipientes de plastico transparente. Las condiciones adecuadas fueron de
fotoperiodo de 12 h luz y 12 h de oscuridad, temperaturas que oscilaron los 26 °C, pH 10, medio
de cultivo Schlésser modificado (PIV y CHU). Posteriormente se escalaron a un mddulo de
cultivo tipo acuario de interior, llegando hasta la capacidad de 50 litros. Finalmente, se realizd
el procedimiento de cosecha, filtrado y secado. El producto obtenido fue sometido a la
determinacidn de proteinas (58,6 g/100 g bs) y grasas totales (0,4 g/100 g bs) por el método de
Kjdall y Twiselman, respectivamente. En el ensayo de toxicidad con Daphnia magna no se
observaron mortalidad en las condiciones y concentraciones realizadas. Los resultados
demostraron que las condiciones de aislamiento y cultivo fueron adecuadas, ya que se pudo
replicar los procedimientos satisfactoriamente ajustandose a los recursos y materiales
disponibles. La identificacion morfoldgica y molecular fue fundamental para la confirmacion
de la especie, reconociendo la complejidad de los procedimientos de extraccion de ADN. Se
registré un alto porcentaje de proteinas presentes y un porcentaje bajo en grasas totales de la
Arthrospira platensis. Estos hallazgos sugieren considerar la proyeccion hacia nuevos
horizontes teniendo en cuenta el escaso conocimiento acerca de la Arthrospira platensis a nivel

nacional y el potencial que ésta podria tener en el area de los alimentos.

Palabras Claves: Arthrospira platensis, bioprospeccion, aislamiento, cultivo.
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ABSTRACT

The present work investigated the isolation, cultivation and characterization of
Arthrospira platensis (Spirulina), under the objective of determining the bioprospecting
procedures of Arthrospira platensis native of the Paraguayan Chaco as an alternative proposal
for alimentary purposes. The sample to be studied was obtained from Yaragui Lake, Lolita
Colony (Coordinates UTM X: 241188.705 Y: 7439984.23), Loma Plata, Paraguay. The
isolation conditions and the preparation of the culture modules were optimized, which were
carried out in transparent plastic containers, with the appropriate photoperiod conditions of 12
h light and 12 h of darkness at temperatures ranging from 26 °C to pH 10, medium of modified
Schlésser culture (PIV and CHU) to subsequently scale them to an indoor aquarium-type
culture module, reaching the capacity of 50 liters and perform the harvesting, filtering and
drying procedure. The final product was subjected to the determination of proteins (58,6 g/100
g db) and total fats (0,4 g/100 g db) by the method of Kjdall and Twiselman, respectively. In
the toxicity test no mortality was observed in the conditions and concentrations carried out. The
results showed that the conditions of isolation and culture were adequate, since the procedures
could be replicated satisfactorily adjusting to the available resources and materials, while the
morphological and molecular identification has been fundamental for the confirmation of the
species, recognizing the complexity DNA extraction procedures. It is recognized the high
percentage of proteins present and low in total fat in the Arthrospira platensis that makes it
possible to project new horizons locally, taking into account the scarce knowledge about the
Arthrospira platensis at a national level and the potential that this could have in the area of
food.

Key words: Arthrospira platensis, bioprospecting, isolation, cultivation.
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INTRODUCCION

La inadecuada alimentacion es una de las principales dificultades que atraviesa, el ser
humano, donde se sigue evidenciando hambre, extrema pobreza, 1o que en muchos casos
imposibilita la completa y el eficaz consumo de nutrientes, desencadenando una inseguridad
alimentaria y nutricional. Asi también, este problema se puede presentar en animales de
importancia econdémica, que requieren la ingesta de alimentos segun la necesidad de cada
especie zoogenética, para ello se requiere producir balanceados y suplementos dietarios que
proporcionen un alto contenido en nutrientes. Por ello ha sido siempre una necesidad imperante,
ya sea por organismos estatales como internacionales, la busqueda de alimentos alternativos

que puedan dar respuestas a estas problematicas.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura
(FAO, 2016), en la década de 1990 se impulsaron iniciativas para producir algas para el
consumo humano, esto gracias a su alto contenido de macro. Destaca especialmente el aporte
de proteinas, por tal razén se la considera como un superalimento que puede dar respuesta a

multiples necesidades alimenticias.

La Arthrospira platensis es una cianobacteria filamentosa no diferenciada, azul
verdosas, multicelulares y habitante de lagos alcalinos, que se cultiva para consumo humano

debido a su contenido nutricional (Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez , 2006b).

Es importante el estudio de esta cianobacteria en regiones en donde sea propicia su
crecimiento de forma natural. Partiendo de esta premisa, adquiere relevancia la bioprospeccion
como una herramienta valida de busqueda de informacion y posterior procedimiento de

aislamiento y cultivo de la A. platensis para fines alimentarios.

Por lo expuesto anteriormente, es importante reconocer ciertas caracteristicas de la A.
platensis que sean conocidas a nivel nacional y asi convertirse paulatinamente en una nueva
alternativa que complemente a la nutricion ya sea humana como en animales, por ello, su uso

se convierte en un medio innovador para alcanzar estos fines.

Actualmente es escasa la informacidn que se tiene sobre la A. platensis en Paraguay, su

uso, comercializacion y mas aun sobre las evidencias cientificas sobre el aislamiento, cultivo y
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caracterizacion de cepas nativas. Por ello, el objetivo de esta investigacion es realizar la
bioprospeccidn de Arthrospira platensis nativas del Chaco Paraguayo, para fines alimentarios.
Siendo la metodologia utilizada experimental, abarcando las etapas de colecta, identificacion,

cultivo y caracterizacion bioquimica y genética de la misma.

Teniendo en cuenta la finalidad de esta investigacion, a continuacion, se detallaran los

diferentes capitulos y los contenidos respectivos:

En el Capitulo I, se detalla los conceptos generales relacionados a la investigacion, las
experiencias en diferentes paises y a nivel nacional como asi también las propiedades y

caracteristicas resaltantes.

En el Capitulo I, se especifican los materiales y métodos utilizados para la obtencién

de informacion necesaria sobre la bioprospeccion realizada.

En el Capitulo 11, se describen y analizan los resultados y discusion, en base a los

objetivos especificos planteados en el trabajo.

Finalmente, en el Capitulo IV, se detalla las evidencias de aporte, teniendo en cuenta el objetivo
general.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar la bioprospeccion de la Arthrospira platensis nativas del Chaco Paraguayo para

fines alimentarios.
Objetivos Especificos

1. Establecer las condiciones adecuadas para el aislamiento y cultivo de Arthrospira
platensis.

2. ldentificar la especie presente en aguas del Chaco Paraguayo mediante la
caracterizacion morfoldgica y molecular.

3. Disefiar el sistema de cultivos de Arthrospira platensis a escala de laboratorio.

4. Determinar las propiedades alimentarias de la Arthrospira platensis en base sus

caracteristicas bioquimicas mas relevantes.



CAPITULO I. REVISION Y ANALISIS DE LITERATURA

1. Generalidades
1.1. Bioprospeccion

La bioprospeccion ha sido reconocida como el estudio de especies y de elementos que
muestran ciertas caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas peculiares que pueden aportar
grandes contribuciones a diversas areas. Resulta interesante si se considera el enfoque de
bioprospeccién “como la exploracion de la biodiversidad para fines comerciales, y como se ha
convertido recientemente en una potencial estrategia mediante la cual los paises ricos en
biodiversidad pueden aumentar sus capacidades enddgenas para realizar actividades de ciencia
y tecnologia, especialmente mediante la interaccién con otros paises de mayor desarrollo

tecnologico” (Duarte Torres, 2009).

La bioprospeccion hace uso de técnicas biotecnoldgicas para lograr nuevos productos que
estan relacionados con las diferentes industrias, tanto farmacéutica, agricultura, medicina,
alimentos, entre otros. Esto se desarrolla bajo procesos que tienen que ver con una amplia
interaccion desde el conocimiento tradicional local hasta el conocimiento cientifico y

tecnologico (Moran et al., 2001).

Las caracteristicas particulares que se incluyen dentro del término de bioprospeccion se
refieren a las potencialidades en el uso comercial y su interaccion en la biodiversidad, es asi
que, “la bioprospeccion propiamente dicha, implica que a menudo se desarrolle en un contexto
legal especifico mas restrictivo y regulado que el referido a otras actividades que también son

parte de la prospeccion bioldgica en general” (Pastor y Siguefias, 2008).
1.2. Microalgas y Cianobacterias

Al hablar de microalgas, se debe tener en cuenta a aquellos microorganismos
unicelulares capaces de llevar a cabo la fotosintesis. “En esta categoria quedan agrupadas tanto
las cianobacterias (conocidas tradicionalmente como algas verdeazuladas) como las algas

eucariotas (tradicionalmente algas verdes, rojas y doradas). Las microalgas son generalmente
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organismos fotoautotrofos, es decir, organismos que obtienen la energia de la luz proveniente
del Sol y se desarrollan a partir de materia inorganica. Sin embargo, algunas especies de
microalgas son capaces de crecer empleando la materia organica como fuente de energia o de
carbono” (AST ingenieria S. L., 2013).

La versatilidad del metabolismo de las microalgas las hace potencialmente interesantes,
para el area farmacéutica, comercial, industrial, produccion de biodiesel, remediacion y
depuracién de efluentes industriales altamente contaminados y por supuesto, para el area de
alimentos en animales y seres humanos, reconocidos por su contenido en carbohidratos, lipidos
y proteinas, aunque también son fuente de vitaminas como la A, B1, B2, B6, C, y E. En cuanto
al cultivo controlado, se desarrolla un crecimiento rapido, presenta ventajas relacionadas a su

capacidad de almacenamiento de CO-, acumulacion de moléculas de interés (Rave, 2013).

La produccion de los compuestos potencialmente Gtiles a partir de microalgas estan
estrechamente ligados a factores de tipo ambiental, el sistema de cultivo y los métodos de

cosecha (Satyanarayana et al., 2011).

La biotecnologia de microalgas ha adquirido una considerable importancia en las
ultimas decadas, teniendo en cuenta, la biodiversidad de las microalgas y de los avances en la
ingenieria genética que constituyen fuentes promisorias para el desarrollo de nuevos productos
y aplicaciones, éstas Ultimas van desde la produccion de biomasa para alimentos destinados a
humanos y animales como tecnologias que dan respuesta a problematicas vinculadas con el
medio ambiente. Con los estudios de cultivo e investigacion de cepas, la biotecnologia de
microalgas se ha introducido también al tratamiento de aguas residuales, biorremediacion de

suelos, biocombustibles, acuicultura e industria cosmética (Garcia, 2013).

El cultivo de microalgas se inicia de forma masiva en los afios 50, para la obtencion de
lipidos y proteinas como reemplazo a las proteinas de origen animal y vegetal convencionales,
destinados para consumo directo de ganado y alimentacion humana. Fue asi que se desarrolla
con mayor interés el estudio en estas propiedades especificas que aporté valiosos conocimientos

a la cadena alimentaria proteica de aquellos tiempos (Colorado et al., 2013).



1.3. Clasificacion de las microalgas

Segun Olaizola (2003), los primeros parametros para identificar a los grupos de
microalgas se basaban en la pigmentacion, donde radica la importancia en los diversos grupos
de microalgas. Por ello, se describieron las caracteristicas como la morfologia, presencia de
flagelos, composicién de pared celular y tipo de producto fotosintético almacenado, asi para ser
Ilamado microalga, el organismo necesita, que sea usualmente microscépico, unicelular, con
pigmentacion, de habitos comunmente acuaticos y en algunos casos fotoautotroficos (parcial o

total).

En tabla 1 se presenta la clasificacion de las microalgas atendiendo sus requerimientos

nutriciones segun Ruiz (2011).

Tabla 1. Clasificacion de las microalgas segin su requerimiento nutricional.

Clasificacion Caracteristicas

Fotoautotrofa ~ Las algas obtienen la energia del Sol y el carbono de compuestos
inorganicos (sales). Son a las que nos referiremos principalmente en
este trabajo

Fotoheterétrofa: ~ Obtienen la energia del Sol y emplean compuestos organicos como
fuente de carbono.

Mixotréfica Muchas algas son capaces de crecer bajo procesos tanto autétrofos
como heterétrofos, de manera que la fuente de energia es tanto la luz
como la materia organica. El carbono lo obtienen por tanto de
compuestos organicos y de CO..

Heterotrofa Los compuestos organicos proporcionan tanto la energia como la
fuente de carbono. Es decir, existen en efecto algas que pueden
desarrollarse bajo ausencia de luz

Fuente: Adaptacion de Aplicaciones de las microalgas: estado de la técnica (Tecnoplades, 2013).

1.4. Importancia de los cultivos de microalgas

La importancia radica en que “las cepas utilizadas para fines comerciales se obtienen
generalmente de colecciones ya establecidas y conocidas, pero existen varios motivos para
seguir aislando especies de microalgas de poblaciones naturales locales, en parte porque se
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encuentran mas adaptadas a las condiciones ambientales dominantes en cada region”
(Tecnoplades, 2013).

En la actualidad la biotecnologia de las microalgas juega un papel muy importante en
diversas &reas economicas, politicas, ambientales y sociales. Como lo mencionan Jasso et al.
(2012), en el sector acuicola son destinados para el crecimiento y desarrollo de la mayoria de
las etapas larvales de diversos organismos acudticos, las microalgas se han considerado
importantes al igual que para otras especies diminutas, ciertas larvas de moluscos gasteropodos
y bivalvos, camarones, ranas, peces marinos y dulceacuicolas. Las microalgas oleaginosas
dinoficeas y cloroficeas son consideradas como fuente de biocombustibles y contribuyen en el
ambiente para la fijacion de bidxido de carbono. En algunos casos, las microalgas, han sido
empleadas para diagnosticar concentraciones significativas de petrdleo mediante ensayos en

ambientes acuaticos.

Otros aportes mencionados por Gémez et al. (2010), sefialan que, en las Gltimas dos
décadas, la biotecnologia de microalgas ha cobrado protagonismo, desde la produccion de
biomasa para alimentacion, su uso en la acuicultura o aplicacién como biofertilizante, hasta la
fabricacion de productos con significativo valor industrial y terapéutico, por sus cuantiosas
moléculas bioactivas destinadas para alimentacion y salud humana. Las cianobacterias de
interés son la Arthrospira sp, las cloroficeas (Chlorella sp, Dunaliella sp y Haematococcus sp)
y algunas otras especies de otros grupos (Odontella, Porphyridium o Phaedactylum) para

producir, esencialmente, biomasa y carotenoides.

1.5. Microalgas fotoautétrofas

La utilizacion de energia solar para la produccion de hidrogeno por microalgas
fotoautotrofas ha sido evidenciada en estructuras denominadas tilacoides tanto que en “la
membrana de estas estructuras esta la serie de proteinas y compuestos que en ultimo término
transportan los electrones desde el agua hacia moléculas como NADH (Dinucleo6tido de
Adenina y Nicotinamida) y el H>”. Esta transferencia de electrones hacia la enzima reversible
Hidrogenasa, reduce los protones del hidrogeno, oxidando a la ferrodoxina, que pasa de su

estado reducido al estado oxidado.(Mendoza et al., 2008).



1.6. Cianobacterias-Clasificacion taxondmica

Las cianobacterias o cianoficeas, son considerados como microorganismos
procariontes, aerobicos y fotoautotrofos. Se encuentran entre los organismos mas primitivos de
la tierra; su facil crecimiento, favorece su aparicion tanto en el suelo como en el medio acuatico,
preferentemente en los ambientes dulceacuicolas de aguas alcalinas o neutras con pH entre 6 y
9, y temperaturas entre 15 y 30 °C. Prefieren una alta concentracion de nutrientes,

principalmente nitrogeno y fosforo (Roset et al., 2001).

Asi como lo mencionan Mendoza et al. (2008), “las cianobacterias son organismos con
una talla que se sitla de manera general entre 1 y 10 micras. Su pared es de tipo gram-negativo
clasico. Son verdaderas procariotas (organismos desprovistos de membrana nuclear), a pesar
de su sistema fotosintético cercano del de las eucaridticas ya que contienen clorofila-a y un
fotosistema 1l (PS-Il). A este grupo pertenecen de los géneros Spirulina, Arthrospira,

Clostridium, Chromatium, entre otras”.

Una de las mayores controversias sobre las cianobacterias se refiere a su tratamiento
taxondémico. Tomando como referencia el Codigo Internacional de Nomenclatura de Bacterias
(CINB), éstas deberian considerarse como bacterias, ya que su caracteristica principal de ser
productores primarios en casi todos los ambientes de la biosfera. Los bi6logos moleculares
tienden a seguir la propuesta del CINB. Por otro lado, teniendo en cuenta el Cdédigo
Internacional de Nomenclatura Botanica, las algas azules o cianobacterias deben considerarse
como algas eucarioticas, esta propuesta suele ser aceptado usualmente por los botanicos y

ecllogos, basados en sus atributos morfoldgicos (Rosso y Leda Giannuzzi, 2011).

Por otra parte, Rodriguez y Triana (2006), afirman que se presenta una confusion en el
uso de los términos Espirulina, Spirulina y Arthrospira, que podrian deberse a errores en las
determinaciones cientificas de los afios 1950 y también de la designacién nominal comercial de
algunas cianobacterias alimentarias. La denominacion Arthrospira es utilizado
mayoritariamente en los argumentos cientificos, como también son términos compatibles; algas

verdes-azuladas o cianoficeas, que responden a su taxonomia y filogenia; ecologia y biologia.



Tabla 2. Ubicacion taxondémica de A. platensis.

Reino: Eubacteria

Dominio: Bacteria

Phylum: Cianobacteria

Clase: Cianobacteria

Orden: Oscillatoriales

Familia; Oscilatoriaceae

Género: Spirulina-Arthrospira

Especie: Spirulina platensis-Arthrospira

Fuente: Evaluacion del pH en el cultivo de Spirulina spp. (=Arthrospira) bajo

condiciones de laboratorio (Rodriguez y Triana, 2006).

2. Spirulina

Se reconoce como Spirulina a la denominacion mas comun en el ambito comercial y se
han identificado mas de cincuenta mil especies de microalgas. “La gran mayoria forman parte
del fitoplancton y unas pocas son cultivadas por el hombre. La Spirulina (Arthrospira platensis)
es una cianobacteria que pertenece al phylum Cianobacteriay que en la naturaleza habita en
lagos alcalinos de zonas tropicales. La forma de espiral de sus tricomas le dio su nombre vulgar,
se considera como un tricoma helicoidal de forma cilindrica e inmovil, cuya reproduccion se
realiza por ruptura intracelular. Su talla oscila entre 13 y 25 micras. Su alto contenido de
proteina, vitaminas, minerales, y compuestos especiales de la Spirulina ha motivado su

produccion comercial” (Barra Galérraga, 2010).
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A. platensis es el género de cianobacteria mas investigado, por su importancia en
alimentacion y la produccién de metabolitos. “Actualmente la Spirulina es conocida como
Arthrospira, tiene su rango de pH éptimo entre 9 y 10 y admite hasta pH 11,5; pero no se
desarrolla a pH 7. Tras el aislamiento de diversas cepas y un estudio sobre su temperatura
Optima de crecimiento, se ha llegado a la conclusién que para algunas ésta se sitla entre 24-28
°C mientras que para otras cepas el rango llega hasta 40-42 °C. Su eficiencia de fijacion de CO;

puede llegar al 38%, siendo una de las mas altas entre las cianobacterias” (Ruiz, 2011).

Tabla 3. Identificacion de especies de A. platensis

Especies de Arthrospira Primera Descripcion
A. fusiformis Estepa siberiana, Rusia, Lago Tunatan
A. gomontiana América del Norte, agua estancada
A. indica Madurai, India, estanque natural
A. jenneri Europa, agua estancada
A. khannae Rangoon, Myanmar, estanque natural
A. massartii Luxemburgo, agua de manantial
A. maxima Oakland, California, poza salina
A. platensis Montevideo, Uruguay, agua estancada
A. spirulinoides Lahore, Pakistan, agua de lluvia
Estancada
A. tenuis Bengala. India, estanque artificial

Fuente: Arthrospira (Spirulina) Systematics and Ecophysiology (Vonshak y Tomaselli, 2000) y
Adaptado por (L. Ramirez, 2006).

En cuanto a las caracteristicas generales de la Arthrospira L. Ramirez (2006), describe
que las cianobacterias, son usualmente alagas azules, multicelular, células cilindricas con ancho
de 3 a 16um . Presenta filamentos en forma de hélices abiertas de entre 100 a 200 um, éstas
dependerén de las condiciones ambientales y del desarrollo. En cuanto a su reproduccion se

realiza por fisidn binaria transversal.
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Figura 1: Arthrospira platensis.
Fuente: Propia

2.1. Antecedentes

La Arthrospira es un organismo primitivo que se origind hace unos 3,5 billones de afios
Satyanarayana et al. (2011). La especie que conocemos actualmente como espirulina pertenece
realmente al género Arthrospira y no al de Spirulina. Segun sefiala Gomez (2015), ninguna
especie del género Spirulina es comestible y que las especies mas utilizadas en el sector
nutracéutico son la de Arthrospira maxima y Arthrospira plantesis. Este hecho puede deberse
a que hasta el afio 1989 solo existia el género Spirulina, que posteriormente dio lugar al género
Arthrospira, si bien se sigue utilizando el término Spirulina o Espirulina como nombres
comunes, crea una gran confusion de usos. La Arthrospira fue aislada por primera vez por
Turpin en 1827 a partir de una corriente de agua dulce, y posteriormente se han encontrado
especies de espirulina en una gran variedad de ambientes (tierra, arena, pantanos, agua salobre,

agua de mar y agua dulce.

Asimismo Satyanarayana et al. (2011) describen que los aztecas fueron los primeros en
descubrir sus propiedades en la salud, en el siglo XVI, cercanos al lago de Texcoco. “Los
cronistas esparioles describen a los pescadores con redes finas de color azul que recogen este
Techuitlatl de las lagunas y hacen un pastel azul-verde de ella. Otras descripciones afirman que

los mensajeros Aztecas corredores tomaban la espirulina para realizar sus recorridos”.
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En el 1940 un ficélogo francés, descubri6 en el lago Chad y los lagos del Valle del Rift
en Africa oriental que eran las principales areas en las que la espirulina prosperaba (Piccolo,
2016).

El ciclo de vida es uno de los aspectos fundamentales de la biologia de Arthrospira,
enmarcado por su ubicacion taxondmica, su fisiologia e implicaciones ambientales de cultivo.
Todas las células dispuestas en filamentos o rosarios, tienen la facultad de multiplicarse por
biparticion. Hacia los extremos de los filamentos, la division es mas frecuente que en la zona
intercalar, este es un periodo que se puede resumir en tres etapas fundamentales como
fragmentacion de tricomas, a ampliacion de células del hormogonio y procesos de maduracién

y el alargamiento de tricoma (Asero Farinango, 2014).

El tricoma maduro se divide en varios filamentos u horgomonios pequefios, gracias a la
formacién previa de células especializadas, las Ilamadas células de necridio, que se caracterizan
por tomar un aspecto granuloso, sus tabiques transversales se abomban fuertemente y la célula
se vuelve biconcava, la materia de la célula se reabsorbe para permitir la fragmentacion (Berry
et al., 2003).

2.2. Experiencia del uso de Arthrospira en algunos paises

Segun Arias (2010), la Arthropira se origina en forma natural en numerosos lugares,
como los lagos de Africa, principalmente en Kenia, Etiopia, Egipto, Sudéan, Argelia, Congo,
Zaire y Zambia. Se la encuentra ademas en Asia tropical y subtropical (India, Myanmar,
Pakistan, Sri Lanka, China, Tailandia y Rusia), en América (Peru, Uruguay, California) y en

Europa (Espafia, Francia, Hungria y Azerbaiyan).

A nivel internacional, millones de personas en todo el mundo utilizan esta cianobacteria
como complemento alimenticio de su dieta siguiendo las recomendaciones de las Naciones
Unidas (ONU) y la Organizacién Mundial de la Salud. En este informe realizado a partir del
Instituto Intergubernamental para el Uso de las Microalgas Spirulina contra la Malnutricion,
perteneciente a las Naciones Unidas (IIMSAM - Intergovermental Institution for Use of Micro-
Algae Spirulina Against Malnutrition-United Nations), se recomienda el empleo de Arthrospira
contra la malnutricion aguda en situaciones de las emergencias humanitarias, de malnutriciones

de indole crénico, y para el desarrollo sostenible (Gémez y Garcia, 2013).
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Segun Naranjo (2013) “los grandes productores mundiales de Arthrospira como China,
India y Estados Unidos realizan el cultivo en areas tropicales y bajo un disefio que impera desde
hace 40 afios: grandes piscinas abiertas de 200 metros de largo, 10 de ancho, formando un évalo

alargado, a modo de una pista de carreras, con una profundidad considerable”.

Se han llevado a cabo los programas y proyectos en el marco del apoyo al sistema de
las Naciones Unidas para un mejor mundo y de las metas de las Naciones Unidas para el
Desarrollo Sostenible 2015-203 en alianza con la Institucion intergubernamental para el uso de

la Arthrospira contra la desnutricion (IIMSAN, por sus siglas en inglés) (IIMSAM, ONU, 2017).
2.2.1 Arthrospira en México

La Agencia Nacional de México (para el Desarrollo Integral de la Familia) implemento
un programa de distribucion de la Arthrospira en todo el estado para combatir la desnutricion
masiva con hechos concretos. “Este fue un gran paso hacia adelante en una escala sin
precedentes en la distribucion de la Arthrospira desde el inicio del programa en 2011. En
representacion de + 7% de la poblacion del Estado y + 3% de reduccion en el indice de
desnutricion” (IIMSAM, ONU, 2017).

Tabla 4. La Informacion de Atencidn y Vollimenes de producto en los Programas Alimentarios del

IIMSAM / DIF Chiapas, Republica de México: La Cobertura de Atencién y Volimenes de Productos.

Programa Beneficiarios  Pasta para sopa con Mazapéan con
spirulina Concentrado
(Unidades) proteico y spirulina
(Unidades)
Desayunos escolares 197717 180302 3837831
Cocinas comunitarias 1425 172043 0
Adultos mayores 3769 38430 0
Fortalecimiento 52395 838644 195928
Nutricional
Un Kilo de Ayuda 15310 0 551160
Centros asistenciales 8452 130554 651160
Maternidad Segura 17248 242212 0

Total general 298499 1602629 4655440
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Fuente: Instruction manual for the cultivation of spirulina for personal consumption
(IIMSAM, ONU, 2017).

2.2.2. Arthrospira en la India

Se han distribuido mas de 300.000 dosis de Arthrospira a personas con problemas de
desnutricion en el estado de Punjab desde creacion del proyecto Campafia Mundial de
Arthrospira desde el 12 de febrero de 2011. El objetivo es llegar a 1.000.000 de dosis en
aproximadamente cuatro afios (IIMSAM, ONU, 2017).

2.2.3. Arthrospira en Somalia

EI lIMSAM y la Real Fuerza Aérea de Jordania estan abocados a la distribucion de Arthrospira,
para socorrer a las victimas de la hambruna de Somalia como también la desnutricién que afecta
a bebés, nifios y adultos (IIMSAM, ONU, 2017).

2.2.4. Arthrospira en Burkina Faso

La primera granja para la acuicultura de Arthrospira, fue lanzado en Koudougou en el
afio 1999 bajo los auspicios de la Organizacion Catolica para el Desarrollo y la Solidaridad,
OCADES (Organizacion Catholique pour le Développement y la Solidaridad). “En la
actualidad el éxito de Arthrospira ha dado lugar a la extensién de las explotaciones existentes
y la creacion de otras nuevas para satisfacer la creciente demanda en Burkina y en los paises
vecinos” (IIMSAM, ONU, 2017).

2.2.5. Arthrospira en Nigeria

Antenna Technologies, una organizacién no gubernamental, cuyo objetivo principal es
la lucha contra la desnutricidn, decidid desarrollar la cultura de la Arthrospira, en los paises en
desarrollo, mediante la construccion de tanques de cultivo subsidiados por el gobierno de

Francia, como asi también la venta de la biomasa seca de Spirulina (IIMSAM, ONU, 2017).
2.2.6. Arthrospira en Espafia

La Arthrospira, de forma salvaje, se puede encontrar en el Parque nacional de Dofiana
(Huelva), se estima que no es originaria de Espafia, pero que fue transportada por los flamencos,

en sus emigraciones, desde las lagunas volcanicas africanas. Asi también, en el Parque Natural



-12 -

de Sierra-Espafia es posible encontrar a la Arthrospira, donde existe una explotacién comercial
de la empresa ASN Leader, que aprovecha la presencia en el Parque. Cabe resaltar que el
conocimiento acabado de esta cianobacteria es parcial, aunque la venta de Arthrospira sea
totalmente desarrollada y los medios de ventas especializados a través de internet,

mayoritariamente (Gémez y Garcia, 2013).
2.2.7. Arthrospira en Ecuador

La principal planta productora de Arthrospira de Ecuador, se encuentra en la sierra, a
30 kilémetros de Quito, en Pintag. Realizan el cultivo, cosecha y su procesamiento a través de
métodos novedosos que aun no son aplicados en otras partes del mundo. “Su sistema es avalado
por certificaciones como la ISO 22000, norma internacional que especifica los requisitos para
un sistema de gestion de inocuidad de alimentos y el certificado de Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) que reconocen los principios basicos y practicas generales de higiene en
la manipulacion, preparacion, elaboracion, envasado y almacenamiento de productos para

consumo humano” (Naranjo, 2013).
2.2.8. Antecedentes de Arthrospira en Paraguay

Durante la sexagésima Asamblea General de las Naciones Unidas se inicié un proyecto
de resolucion revisado (A/C.2/60/L.14/RE.1), en al afio 2005, sobre el uso de la Arthrospirapara
combatir el hambre y la malnutricion y contribuir al logro del desarrollo sustentable que fue
presentada por; Burundi, Camerdn, Replblica Dominicana, Nicaragua y Paraguay. Esta
resolucion fue retirada por un impase diplomatico. Asi para dar continuidad a la presente
resolucién, la Organizacion para la Agricultura y Alimento de las Naciones Unidas (FAQ) fue
designada para desarrollar el proyecto de Arthrospira. En el informe se expone los argumentos
relacionados a la necesidad tanto para los gobiernos nacionales y las organizaciones
intergubernamentales para volver a evaluar las potencialidades de la Spirulina en torno a la
seguridad alimentaria, asi como una herramienta para las respuestas ante emergencias. También
ha sido propuesto considerar las soluciones técnicas y econdémicas en la produccion de la
Spirulina en condiciones ambientalmente empobrecidas, proporcionar suplementos
nutricionales en las zonas rurales y urbanas donde su la dieta sea insuficiente; ensefiar a un
corto y mediano plazo de que la Spirulina es una solucidn a situaciones de emergencia y es en
un producto alimenticio sostenible de alto contenido proteico y vitaminas. Por lo tanto, esto
implica la capacidad de instalar rapidamente sistemas en diversos ambientes que puedan ser
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sostenidas por las comunidades locales para cubrir tanto las necesidades alimentarias a corto

plazo y para complementar los requerimientos nutricionales a mas largo plazo (FAO, 2016).

Concretamente, el uso de la Arthrospira se evidencio con la Innovacion de un
laboratorio en el centro de alevinajes del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) de
Paraguay que habilitd el primer laboratorio nacional de produccion de plancton, que sirve para
el cultivo de zooplancton, semillas actualmente importadas de Argentina. Esta infraestructura
estd ubicada en el Centro de Alevinaje de Eusebio Ayala, departamento de Cordillera,
construida en el afio 2010. “Las herramientas tecnoldgicas innovan el rubro acuicola y abaratara
los costos de produccion de peces, destacd el MAG. Con la existencia del laboratorio, Paraguay
cesara la importacion de Artemia y tendra alimentos de alto valor proteico a base de tecnologia
para la alimentacion de las larvas pacu. Esto asegurard una mayor produccion de alevines y
beneficiara de forma gratuita a los pequefios y medianos productores paraguayos” (La Nacion,
2015).

Por otra parte, segun Dos Santos, (2016) se identificd Arthrospira platensis mediante
muestreos de agua en las lagunas saladas del Chaco Paraguayo, especificamente en la Laguna
Capitan, Pozo Colorado, Regidon Occidental del Paraguay. Ademas, cabe resaltar que la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de Asuncion viene
desarrollando investigaciones relacionadas con cultivos de microalgas desde el afio 2011,
(FACEN, 2011).

3. Usos de la Arthrospira

3.1. Medicina

En los ultimos afios se han hecho diferentes estudios acerca de los efectos que la
Arthrospira tiene sobre algunos roedores y en el humano. “Algunos de estos efectos son la
inmuno-regulacion, efectos antioxidantes, anticancerigenos, antivirales, antitoxicos y contra la
hiperlipidemia y la hiperglicemia” (Belay et al., 1996). Ademas, “la proteccion contra el cancer
ha sido atribuida a su actividad antioxidante, siendo uno de los principales carotenoides

implicados en el sistema de defensa contra los radicales libres” (Chamorro et al., 2002).

Asi también, se ha comprobado a nivel experimental, in vivo e in vitro, la efectividad en
diversas patologias, debido a sus propiedades recientemente halladas, como ser el Ca-Spirulan

(Ca-SP), con actividad antiviral. Ademas de la presencia de acidos grasos poliinsaturados ®»-3
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y ®-6, el B-caroteno, a-tocoferol, ficocianina, compuestos fendlicos y un complejo aislado. Por
ello ha sido estudiado estas caracteristicas en tratamientos como alergias, anemia, leucemia y
otros tipos de cancer, reduccion de hepatotoxicidad, enfermedades virales y cardiovasculares,

procesos inflamatorios, entre otros (Chamorro et al., 2002).

Por otro lado, se ha estudiado sobre los posibles pigmentos de interés, asi “10S
carotenoides son un grupo de pigmentos naturales solubles en lipidos. Son los responsables de
una amplia variedad de colores vistosos en la naturaleza, los mas conspicuos siendo el amarillo,
el naranja y el rojo” (Olvera-Ramirez et al., 2003). Ademas, otro pigmento de interés es Il B-
caroteno, un constituyente comun de la fraccién carotenoide de la Arthrospira y de otras algas,
estando en mayor concentracién en las algas verdes. “Este compuesto incrementa la respuesta
inmune en animales y en los seres humanos y en los animales es convertido en retinol (vitamina

A), por lo que también se le conoce como provitamina A” (AEH, 2017).
3.2. Medio ambiente

En la investigacion realizada por Carmona y Coffeen (2013) se utilizd un cultivo por
lote de Arthrospira maxima en aguas residuales, la cual mostr6 tener una gran capacidad de

remocion de nutrientes (fosfatos, ortofosfatos y nitrégeno amoniacal).

Esta investigacion demuestra, por lo tanto, la efectividad para la remocion de
nutrientes. Estudios realizados por Cafiizares etal. (1994) utilizd Arthrospira maxima
inmovilizada en Kcarragenina para el tratamiento terciario de residuales porcinos diluidos al

50%, mostraron remociones entre el 70 y 80% para amonio en 100 dias.

En cuanto a los mecanismos de remocién de metales pesados Cerén Hernandez et al.
(2015) indican que se emplean biomasas suspendidas de Arthrospira o en consorcio con otras
microalgas. En zonas tropicales hay déficit de informacion al respecto, pues la mayoria de estos

estudios son realizados en zonas con estaciones diferenciadas.
3.3. Biocombustibles

Segun datos de Martin, et al. (2008) en Hawai, la empresa Cianotech, una de las pioneras
y méas avanzadas del mundo, utilizando Arthrospira platensis, anuncié que produce mas de 350
t/afio, con una superficie de estanques de 10 ha y 41.000 m® de agua. Esto supone 35 t/ha, muy

por encima de las 5,5 t/ha que pueden conseguirse con cultivos de palma de aceite.
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Se ha desarrollado de manera exponencial la industrializacion de la Arthrospira
platensis por su facil obtencion y crecimiento de esta especie en cualquier lugar del mundo,
teniendo en cuenta la adaptabilidad a las condiciones climaticas, en miras para la produccion
de biocombustibles, sin necesidad de competir con los cultivos de consumo humano y teniendo
en cuenta que la Arthrospira “presenta en su composicién quimica una concentracion cercana
al 20% de azucares, entre los que se encuentran azlcares fermentables que hacen de ésta un

candidato potencial para la produccion de biocombustibles” (Nie et al., 2002).

3.4. Alimentos

3.4.1. Arthrospira como alimento animal

La Arthrospira se ha empleado como suplemento en la alimentacion de variadas especies
animales: rumiantes, cerdos, aves, peces y crustaceos entre otros, como una fuente proteica o

como complemento de proteinas en dietas balanceadas (Fox, 1999; Viton, 2016).

Algunos beneficios reportados en aves son la mejora la calidad de las plumas, el color y la
fertilidad, acelera el desarrollo del sistema inmune en los polluelos; también en vacas lecheras
puede controlar la mastitis y estimular el apetito. Mejora la resistencia a enfermedades en cerdos
destetados. En caballos reduce la anemia, crea glébulos rojos y blancos, mejora la energia, la
resistencia a las infecciones y la recuperacion de lesiones. En gatos y perros mejora el pelaje,

reduce la dermatitis, mejora la resistencia a las infecciones virales y cancer (Henrikson, 2010).

Bezares et al. (1965), investigaron el valor pigmentante y nutritivo de Arthrospira en
dietas para gallinas en postura y el resultado obtenido fue el incremento de color en las yemas
de huevos a medida que se aumentaba el nivel de Arthrospira.

Por otro lado, Kulpys et al. (2009), informaron que el uso de Arthrospira en vacas
lituanas, en su periodo de lactancia temprana, produjeron un aumento de peso de 8 a 10% vy el

aumento de produccidon de leche en un 21%.

En el caso de los peces, la utilizacién de Arthrospira en la dieta de tilapia ha resultado
satisfactorio debido a que mostraron un mayor crecimiento y un aumento de contenido de
proteina en comparacion a una dieta convencional y se consider6 como estimulante del
crecimiento de la Tilapia del Nilo (B. Belal, 2012).
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Con el objetivo de conocer el poder atrayente de la harina de Arthrospira platensis como
aditivo en la alimentacion de Litopenaeus schmitti, se realizé un experimento en el laboratorio
himedo del Centro de Investigaciones Pesqueras, (Jaime-Ceballos et al., 2007). Se concluyd
que la adicion de 5% de harina de Arthrospira platensis mejoré la atractabilidad del alimento

para Litopenaeus schmitti (camarén blanco).

En tanto, Calderdn et al. (1976) llevaron a cabo tres experimentos con objeto de
determinar el valor nutricional de la harina de espirulina como fuente de proteina para

rumiantes, concluyendo que la Arthropira puede reemplazar a otros alimentos convencionales.

Asi también en la investigacion realizada por Valdivie y Dieppa (2001), se utilizaron
1200 pollonas de engorde White Plymouth Rock x Cornish de un dia de edad con el objetivo
de determinar el momento apropiado de suministrar el pigmento para lograr, en el menor tiempo
posible, la coloracién de la piel y la grasa segun las preferencias de los consumidores. Los
resultados obtenidos fueron la pigmentacion de piel y grasa abdominal con el uso de

Arthrospira, al momento del sacrificio.

3.4.2. Arthrospira como alimento humano

La evidencia muestra que desde hace mas de veinte siglos las microalgas son parte de
la alimentacién humana y en algunos paises persiste su uso. Las nuevas tecnologias han
permitido explorar con mas detalle el aporte nutricional de estas plantas microscopicas para

mostrarnos todo el potencial que tienen (Espinoza, 2017).

Se ha demostrado que la A. platensis tiene una buena aceptacion organoléptica, lo que
le confiere un gran potencial para considerarse como suplemento nutricional y, finalmente, no
se han reportado toxicidades crénicas ni agudas, haciéndola segura para el consumo humano
(Gutiérrez-Salmean et al., 2015).

Las Naciones Unidas (ONU) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) mediante
el Instituto Intergubernamental para el Uso de las Microalgas Spirulina contra la
Malnutricién la ONU, recomienda el empleo de microalgas como la spirulina contra la
malnutricién aguda en situaciones de emergencia humanitaria, de malnutriciones de indole
cronico, y para el desarrollo sostenible. De esta manera las Naciones Unidas avalan, apoyan y
recomiendan la utilizacion de la Arthrospira para corregir estados nutricionales, convirtiéndose

en uno de los pocos productos alimentarios (sino el Unico) en ser reconocido completamente y
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propuesto como una posible solucion definitiva a los problemas alimentarios mundiales
(Organizacion de las Naciones Unidads (ONU), 2008).

Sera Blanco y Garcia Diaz (2017) resaltan las propiedades de la Arthrospira para la

nutricion y la salud humana, por su alto porcentaje de proteina y valor bioldgico.

La A. platensis se ha comercializado y consumido como alimento humano y ha sido
aprobado como alimento para el consumo humano por muchos gobiernos, agencias de salud y
asociaciones de estos paises: Argentina, Australia, Austria, Bahrein, Bahamas, Bangladesh,
Bielorrusia, Bélgica, Brasil, Bulgaria, Canada, Chad, Chile, China, Colombia, Costa Rica,
Croacia, Republica Checa, Dinamarca, Ecuador, Egipto, Etiopia, Finlandia, Francia, Alemania,

Grecia, Guam, Estados del Golfo, Haiti, Hungria, India, entre otros.

Asi también Henrikson (1997) elabor6 un programas de autocuidado con energia verde
limpia, en donde detall6 que la A. platensis puede llegar a ser beneficioso en una dieta natural
para disminuir los niveles de colesterol, reducir el sindrome pre-menstrual, disminuir el riesgo
de contraer cancer, aumentar el rendimiento en atletas, en algunos paises como Indiay Vietnam
se prescribe el consumo de A. platensis en mujeres embarazadas y madres lactantes con la

finalidad de combatir la anemia ferropénica.

A la luz de la bondad nutricional de A. platensis, varias organizaciones estan desarrollando
programas para abordar la desnutricion en paises en desarrollo. Ademas de considerarse como
un superalimento para combatir virus, prevenir el envejecimiento e incluso prevenir el cancer.
(Matondo et al., 2016; Gallardo-Rodriguez et al., 2012) citado por (Soni et al., 2017).

En las investigaciones realizadas por Durand-Chastel, (1980), citado por (Gutiérrez-
Salmean et al., 2015) con respecto a la proteina presente en la Arthrospira, se han registrado
informes de resultados favorables en el caso de nifios o infantes mexicanos que sufren de
desnutricion severa. En otro estudio, llevado a cabo en Africa, se ha suplementado con A.
platensis a nifios con desnutricion proteica, como resultado, el estado nutricional mostré una
mejoria significativa y se redujo el nimero de nifios diagnosticados con desnutricion; en
promedio, el grupo suplementado con Arthrospira gano 25 g/dia de peso, mientrasque el grupo
control 15 g/dia (Simpore et al. 2005; J. et al. 2006).
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3.4.3. Ejemplos de alimentos elaborados con Arthrospira

Investigaciones realizadas por Camacho (2017), en andlisis a la A. platensis, fue
estudiada mediante la aplicacion de varios tratamientos con distintas condiciones especificas
que permitan una mejor asimilaciéon de la misma, en el caso de ser aplicada como ingrediente
farmacéutico activo o suplemento proteico, en donde el pH dptimo registrado fue de 5, relacién
1:20 de sustrato-agua y una temperatura de hidrdlisis entre los 65 °C a 70 °C, se aplico las
técnicas de electroforesis SDS-PAGE y cromatografia RP-HPLC, obteniéndose un proceso de
hidrélisis adecuado y una mezcla compleja de péptidos y aminoécidos libres con bajos pesos

moleculares, que podria convertir a la A. platensis como un ingrediente funcional.

Segun Ruiz (2016) la busqueda de las condiciones ideales en proporcion de ingredientes
para la elaboracion de un queso adicionado con A. platensis pretende proporcionar un producto
innovador y suplementario ya que se mejorara la calidad proteica de este, asi como sus
caracteristicas sensoriales y el analisis cualitativo. Esto proporcion6 una aceptabilidad del
queso, teniendo en cuenta la textura mejorada, el color verde caracteristico, la diferencia

significativa de olor y sabor a diferencia del queso fresco.
4. Propiedades bioquimicas de la Arthrospira

En todos los anélisis bioquimicos de la composicién de nutrientes de la A. platensis se
presentan diferencias en los valores las sustancias medidas segun se corrobora en la
investigacion de Saracho (2007), se debe tener en cuenta la estacion del afio y las condiciones
locales, ya que la A. platensis es considerado un alimento natural. En cuanto a su composicion
nutricional se encuentra; la proteina, compuesta de cadenas cortas de aminoacidos
indispensables y no indispensables, convirtiéndola en una proteina completa y facil de digerir.
Ademas, cabe resaltar, que es fuente natural de tocoferoles, contiene el complejo B y
betacaroteno, precursor de la vitamina A, minerales y oligoelementos. Acidos grasos esenciales
y acido gamalinolénico, este ultimo sélo presente en la leche materna y en la A. platensis.

Carbohidratos de fécil absorcion, como la glucosa y la ramnosa.
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Contenido Contenido Contenido
(%) (%) (%)
Proteinas 50-70* Vitaminas Pigmentos 6
Leucina 5,9-6,5 Provitamina A 0,11-0,2 Clorofilaa 0,8-1,5
Valina 7,5 Tiamina B1 3-4 mg Carotenoides 0,648
Isoleucina 6,8 Riboflavina B2 2,5-3,5mg betacaroteno 15
Lisina 2,6-3,3 Niacina B3 0,014 Equinenona 11-13
Fenilalanina 2,6-3,3 Vitamina B6 0,5-0,7mg b-criptoxantina 6-8
Metionina 1,3-2,0 CobalaminaB12 0,15-0,25mg 3- 7-11
hidroxiequinenona
Triptéfano 1,0-1,6 Vitamina E 5-7mg Zeaxantina 25
Tirosina 2,6-3,3 Vitamina K 2,2mg Diatoxantina 5
Acido 7,3-9,5 Acido félico 4-5mg Cantaxantina 5
glutamico
Acido 5,2-6,0 Acido 0,5-0,8mg Mixoxantofila 13-17
aspartico pantoténico
Cisteina 0,5-0,7 Biotina Sug Oscillaxantina 3-5
Acidos grasos 3-6,5* Carbohidratos 15-20 * No identificados 3-4
Acido 0,23 Glicerol 7,4 Ficocianina 16-20
miristico
Acido 44,6-54,1 Glucosa 7,5 Minerales 7*
palmitico
Acido 1,26 Ramnosa 17,1 Potasio 1-14
palmitoleico
Acido - 8-32 Fucosa 3,3 Sodio 0,45-0,5
linoleico
(GLA)
Acido 11-31 Ribosa 8,1 Fosforo 0,3-0,7
linoleico
Acido oleico 1-155 Xilosa 45 Calcio 0,1-0,4
Otros 20,88 Manosa 19 Magnesio 0,1-0,2
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Galactosa 8,2 Fierro 0,03-0,05
D-Glucosamina 2,12 Manganeso 0,005
No identificados 2,6 Zinc 0,003

Cobre 0,0012
Cromo 0,28mg

* % en base al peso seco de la biomasa.

Fuente: Uso tradicional y actual de Spirulina sp. (Arthrospira sp.) (Ramirez-Moreno y Olvera-
Ramirez 2006b).

Ademas, su uso no es toxico y por su alto contenido proteico, la Agencia Europea
Espacial lo selecciond para la dieta de los astronautas y es usado en clinicas para tratar la
malnutricion (Desmorieux y Decaen 2005) igualmente esta siendo considerado por la NASA
como un alimento ideal y es aclamada como el alimento del futuro (Raoof et al., 2006).
También ha sido catalogada como un Novel Food o alimentos nuevos, utilizado como

suplemento dietario en atletas (Carvalho et al., 2017).
5. Metabolitos de interés biotecnolégico presentes en A. platensis
5.1. Carotenoides y Betacaroteno

El betacaroteno es un constituyente comun de la fraccidn carotenoide de la A. platensis
y de otras algas, estando en mayor concentracion en las algas verdes. “Este compuesto
incrementa la respuesta inmune en animales y en los seres humanos y en los animales es
convertido en retinol (vitamina A), por lo que también se le conoce como provitamina A. La
proteccion contra el cancer ha sido atribuida a su actividad antioxidante, siendo uno de los
principales carotenoides implicados en el sistema de defensa contra los radicales libres”
(Chamorro et al., 2002).

5.2. Exopolisacaridos (EPS)

Muchas cianobacterias, incluyendo a la A. platensis, poseen estructuras superficiales
adicionales tales como vainas, capsulas o mucilago disperso, compuestos principalmente de

polisacaridos y que durante el crecimiento de las células en cultivos estacionarios son liberados
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al medio provocando que éste se vuelva mas viscoso. “Estos polisacaridos solubles en el medio
son facilmente recuperables, por lo que se han sugerido diferentes aplicaciones en biomedicina
y en la industria cosmética y de alimentos, como agentes emulsificantes, estabilizantes o

espesantes” (De Philippis y Vincenzini, 1998).
5.3. Lipidos

Los lipidos que contiene la Arthrospira varian entre un 6 y 13%, de los cuales la mitad
son acidos grasos. De los &cidos grasos presentes los que se encuentran en mayor proporcion
son los acidos palmiticos, g-linoleico (GLA), linoleico y oleico, pero el que mas importancia
tiene es el GLA, un acido graso insaturado, esencial, que rara vez esta presente en la dieta diaria.
Entre las fuentes que contienen GLA, A. platensis. es la que lo contiene en mayor concentracion

(Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez, 2006a).
5.4. Minerales

La A. platensis suministra un portentoso aporte de minerales en forma natural, los que
son facilmente absorbidos por el organismo y tienen una gran eficacia en nuestro cuerpo.
Igualmente es una excelente fuente de calcio, de hierro, de manganeso, y de magnesio. Ademas,

aporta zinc, germanio y cobre (Cardenas Nieto, et al., 2010).
5.5. Proteinas y vitaminas

El alto contenido de proteinas de A. platensis hace de ésta un alimento altamente
nutritivo, ademas de que contiene aminoacidos esenciales y su aminograma es muy similar al
de la yema de huevo. (Ximena Pedraza, 1989). A lo anterior, se puede agregar que las proteinas
presentes en esta cianobacteria son de facil digestion y metabolizacion, ayudando con esto al

tratamiento de la desnutricion (Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez, 2006b).
6. Aspectos de seguridad

Teniendo en cuenta los reportes recopilados por Sotiroudis y Sotiroudis (2013), la A.
platensis esta regulada como alimento y como suplemento dietético (Kulshreshtha et al., 2008).
La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de EE. UU. ha clasificado varios
productos de biomasa seca A. platensis como generalmente reconocidos como seguros (GRAS)
para el consumo humano. (Food and Drug Administration (FDA), 2011). La Arthrospira ha
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sido tipicamente estudiada en dosis diarias de 1 a 10 g y la dosis recomendada para adultos
suele estar en el rango de 3-10 g por dia. La cantidad de yodo contenida en 10 g de biomasa de
A. platensis seca es de solo 3 pg o menos (no detectada). Desde el nivel de seguridad superior
para la ingesta diaria total de yodo (para un adulto de 60 kg de peso corporal), establecido por
el Scientific Committee on Food (SCF) y la European Food Safety Authority (EFSA) son 600
ug, mientras que el valor correspondiente sugerido por el US Institute of Medicine es de 1100

ug, no hay riesgo de que un consumidor consuma excesivo yodo por el uso de Spirulina.

Se han reportado contenidos totales de acido nucleico de A. platensis de 4.2-6% de la
materia seca de microalgas (Falquet, 2017).

El contenido de ARN es aproximadamente 3-4 veces mayor que el del ADN,
comparados con los de la carne animal y alimentos vegetales, parecidos a las algas unicelulares,
pero mas bajos que las bacterias y las levaduras. Teniendo en cuenta la influencia de los &cidos
nucleicos en los niveles séricos de &cido urico, por el metabolismo de las purinas, se ha
recomendado un margen de seguridad de 30 g de ingesta maxima diaria de A. platensis
(Gershwin y Belay, 2008).

Segun Chamorro et al. (1996), la administracion oral de una suspension de A. platensis
a ratas Wistar, hasta dosis de 800 mg/Kg, no produce muertes, sintomas tdxicos, ni alteracion
en el consumo de alimento durante dos semanas de observacion. La autopsia tampoco acusa

alteracion en el peso e histologia de los 6rganos.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

1. Descripcion del area de estudio

Se procedio a la identificacion de posibles lugares, segun la bibliografia consultada (Dos
Santos, 2016), con posibilidades para la recoleccion de las muestras en lagunas del Chaco
paraguayo con evidencia o perspectivas de presencia de A. platensis. Teniendo en cuenta el

siguiente diagrama de flujo (Figura 2):

NO Estudiar las caracteristicas y
condiciones naturales de
- crecimiento en el medio
ambiente.

'
Registrar lugar de muestreo -

Figura 2. Diagrama de flujo de la identificacion de posibles lugares.

Fuente: Propia
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2. Colecta de la muestra

El muestreo se realizd en los meses de febrero y marzo del afio 2017. Para la colecta de la
muestra en lagunas se utilizd una red de fitoplancton de 25 um que fueron colectados en
recipientes estériles debidamente rotulados y conservados a 4° C para su traslado al laboratorio.
Se procedid al registro de las coordenadas geogréaficas de cada punto de muestreo mediante
GPS (Garmin Etrex20). Ademas, se midieron in situ los parametros como pH (ph-metro, marca

Hach) y temperatura.
3. ldentificacion morfoldgica

La identificacion y el conteo se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Itaplda-Facultad de Ciencias y Tecnologia. Las muestras rotuladas
fueron analizadas, previa homogenizacion manual. Se tomé una gota de la muestra utilizando
una pipeta Pasteur, se colocd sobre una lamina portaobjeto y se cubrié con una lamina
cubreobjetos. La observacion de las cianobacterias se realizé empleando un microscopio 6ptico
(Zeiss Primo Star) en los aumentos de 10X, 40X, 100X, repitiéndose este procedimiento por lo

Mmenos tres veces por muestra.

Con la observacion de la A. platensis en el microscopio se procedié también a la medicion
y la foto-documentacion. La identificacion taxondmica se llevé a cabo utilizando como base el
Atlas de Algas del Paraguay, (Dos Santos, 2016). La densidad celular (cel/ml) se determiné con

el conteo en la camara de Neubauer.
3.1.Tincion de Gram

Como parte de la caracterizacion morfolégica de la cepa de A. platensis aislada se procedio
a su identificacién por técnicas estandarizadas de tincién Gram con un kit (Britania Lab),
siguiendo las especificaciones del fabricante. Se preparé un extendido fino del material en
estudio, en este caso de A. platensis y se dejo secar al aire. Posteriormente, se fijé el material al
portaobjeto de modo que no sea arrastrado durante el proceso de tincion, pasando el portaobjeto
3 0 4 veces por la llama de un mechero de Bunsen. Se coloco el preparado sobre un soporte de
tincién y se cubrid la superficie con solucion de Cristal Violeta por 1 minuto, pasando el minuto,
se lavo con agua destilada y se cubri6 el preparado con Lugol Gram por 1 minuto. Nuevamente,

se lavd con agua destilada. Seguidamente, se colocaron unas gotas del decolorante alcohol
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acetona durante unos 30 segundos. Se lavd con agua destilada y se colocé nuevamente el
portaobjeto sobre el soporte. Se cubrio la superficie con Safranina (contracolor), durante un
minuto. Se procedio a lavar con agua y colocar el preparado en un soporte de tincion en posicion
vertical, se dejo que escurra el exceso de agua y que se seque el extendido. Finalmente, se
examinG el extendido al microscopio Optico con objetivo de inmersion (100X) y se

documentaron las imagenes con cdmara digital.

4. Aislamiento e inoculacion

Se realiz6 con el método de aislamiento con pipeta, que se utiliza para separar microalgas
mayores a 10 um de diametro en forma de quistes, células vegetativas, dinoflagelados, formas
coloniales o filamentosas (VVonshak, 2004). Para este proceso se aislo la cianobacteria de interés
con la ayuda de una pipeta Pasteur con punta reducida. Se coloc6 una gota de muestra de
fitoplancton en un portaobjeto y luego se observd bajo el microscopio, donde las células de
interés se succionaron por capilaridad con la pipeta y se pasaron a un portaobjetos limpio con
una gota de agua esteéril. Este procedimiento se repitio, lavando la célula en medio o en agua

estéril hasta no observarse contaminantes y la gota contenga un solo tipo de células.

Una vez realizadas las transferencias, la célula aislada se pudo colocar en tubos de ensayo
con 2-5 ml de medio de cultivo estéril. Posteriormente, en matraces de 200 ml se realizo el
sembrado con el medio nutritivo para ello se colocé la cianobacteria aislada en el medio de
cultivo inicial de 100 ml, se distribuyé los indculos en 3 matraces que necesitaron agitacion
constante mediante aireadores y acompafado de luz artificial, respetando las 12 horas luz y 12

horas de oscuridad necesarias.

5. Conservacion de la cepa

El cepario es el area que mantiene las cepas puras de interés biotecnoldgico, es importante
mantener los cultivos en condiciones apropiadas para garantizar que las cepas se mantengan

viables y disponibles para cualquier estudio posterior.

Los cultivos liquidos de las cepas se mantuvieron en recipientes de volumen pequefio, en

matraces Erlenmeyer de 20-100ml o en tubos de ensayo de 25-50 ml.
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Se rotularon los recipientes con el nombre y origen de la especie, fecha de inoculacion y
tipo de medio de cultivo. Finalmente se colocaron en condiciones favorables de luz y

temperatura para su crecimiento.
5.1. Conservacion en refrigeracion

Se utilizaron como agente crioprotector glicerol al 15%. En los viales se introdujeron 1 ml
de glicerol y 400 ul de la cepa, se marcaron los viales con tinta que no se desvanezca por la

baja temperatura. Se procede a la refrigeracién a 4-8 °C.
5.2. Criopreservacion

También fue utilizado como agente crioprotector glicerol al 15%. En los viales se agregaron
el agente crioprotector y 200 ul del cultivo bacteriano concentrado por centrifugacion, se
rotularon los viales. Se procedié a un primer paso de disminucion de la temperatura y se

almacenaron los viales a 0 °C por 24 h y luego se procedi6 a su almacenamiento final a -80°C.
6. Cultivoy escalado
6.1. Instalacion de los biorreactores de cultivo

Una vez aisladas la cepa de A. platensis, se procedié a la instalacion de biorreactores para
su cultivo. Estos fueron ubicados en un lugar cerrado, con aireacion (0,025 vwm) y luz artificial
disponible (Fluorescentes del tipo “cool-white” de 5600 lumenes, 40W), se incorporé ademas
un circuito automatico de tiempo, 12 horas de oscuridad (corte de luz a las 20:00 horas.) y 12
horas de luz (iluminacién a las 08:00 horas.). Se trabajo con 6 recipientes de plastico con tapa
de 2,5 L de capacidad para evitar que las microalgas cultivadas sean contaminadas y se dispuso

de un sistema de aireacion constante.
6.2. Preparacion de medios de cultivo

El medio de cultivo estandar fue el de Schldsser (1982) y citado por Bezerra et al. (2012)

cuya composicion, por litro de agua destilada, es la siguiente:



Tabla 6. Composicion del medio de cultivo
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NaHCOs 13,619
Na2COs 4,039
K2HPO4 0,509
NaNOs3 2,509
K2SOq4 1,009
NaCl 1,009
MgSOa4.7H20 0,209
CaCl2.2H20 0,049
“PIV” solucion de metales emL

“CHU?” solucion de micronutrientes 1mL

Vitamina B12 (15ug/100mL H20) ImL

Fuente: Cultivo de Spirulina platensis por proceso descontinuo alimentado repetitivo utilizando urea

como fuente de Nitrogeno, (Chuei, 2006).

Tabla 7. Composicion del medio PIV, solucién de metales (en 1 litro de agua destilada)

Na:EDTA 750 mg
FeClz.6H20 97 mg
MnCl2.4H20 41 mg
ZnCl: 5mg
CoCl2.6H20 2 mg
NazMo004.2H20 4 mg

Fuente: Cultivo de Spirulina platensis por proceso descontinuo alimentado repetitivo

utilizando urea como fuente de Nitrogeno, (Chuei, 2006).



-28 -

Tabla 8. Composicion del medio CHU, solucion de micronutrientes (en 1 litro de agua
destilada)

Na:EDTA 50,0 mg
H3BOs 618,0 mg
CuS04.5H20 19,6 mg
ZnS04.7H20 44,0 mg
CoCl2.6H20 20,0 mg
MnCl2.4H2.0 12,6 mg
NazMo04.2H20 12,6 mg

Fuente: Cultivo de Spirulina platensis por proceso descontinuo alimentado repetitivo utilizando

urea como fuente de Nitrégeno (Chuei, 2006).
6.3. Escalado del cultivo

Se utilizd un sistema semi-abierto tipo acuarios de interior. El biorreactor consiste en un
recipiente de vidrio de 40 cm de profundidad, 70 cm de largo y 30 cm de ancho, con una
capacidad de 50 litros. Se procedi6 a la instalacion de aireadores y la iluminacion, segun lo
mencionado en el apartado 6.1 Para el llenado de este acuario (Figura 3), se utilizé el contenido
de cada uno de los modulos de los biorreactores (2 litros) y el medio de cultivo correspondiente
(Tabla 9):

Tabla 9. Escalado del cultivo.

Mddulo de cultivo (2 L c/u)  Medio de cultivo escalado Intervalo de llenado (dias)

(L)
Biorreactor 1 2 15
Biorreactor 2 4 15
Biorreactor 3 6 15
Biorreactor 4 8 15
Biorreactor 5 8 15
Biorreactor 6 10 15
Total: 12 Litros Total: 38 Litros Total: 90 dias

Fuente: Propia
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Figura 3. Escalado del cultivo.

Fuente: Propia

7. Evaluacion de parametros fisicoquimicos

Las evaluaciones de los parametros fisico quimicos se realizaron diariamente desde el inicio
de la instalacion de los médulos de cultivo, con un intervalo de 8 dias, durante 3 meses. Las
mediciones de los parametros fisicos y quimicos consistieron en registrar: temperatura del agua

de los cultivos y la medicion de pH del agua con papel tornasol o papel pH.
8. Determinacion de la cinética de crecimiento

Se realizé el conteo celular bajo microscopio (Primo Star Zeiss), cada 8 dias por 3 meses
que durd el manejo de los cultivos. Para el efecto se utilizé la formula de célculo de densidad
celular (Férmula 1).

Total células contadas X10000

Densidad = - Férmula 1.
Numero de cuadrados

La evaluacién de la cinética de crecimiento se realizd utilizando el modelo matematico
Gompertz, Coll et al. (2001) en cultivos discontinuos, donde las variables respuesta fueron los

parametros cinéticos de crecimiento, biomasa a (Férmula 2):
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N
log = — Foérmula 2.
Ny

Donde N es numero de células a un tiempo determinado (Ceél/ml) al tiempo (h) y No es
namero de células al inicio del experimento (Cél/ml), fase de adaptacion (A: horas) (Formula
4), velocidad especifica de crecimiento (umax: horas™) (Férmula 5) y tiempo de generacion (G:
horas) (Férmula 6). La cuantificacion de las células de A. platensis se realiz6 empleando
camara Neubauer (1/10 mm deep, Brigth line-Boeco, Germany) cuyos datos se introdujeron al

modelo matematico de Gompertz (Férmula 3):

Y = a*exp(—exp(b—c+T)) Formula 3.

Donde Y es el log (N/No) y T es el tiempo en horas. Las constantes (a), (b), (c) se
determinaron con el empleo del software STATISTICA 13; los que permitieron calcular los
valores de duraciéon de fase de latencia, velocidad especifica de crecimiento y tiempo de

generacion respectivamente:

b-1
A= (—C) Férmula 4.

umax = a X ¢ Férmula 5.

G = In(2)
umax

Férmula 6.

La precision del modelo matematico con respecto a los datos experimentales se evalué a

través de coeficiente de regresion (R), empleando el software anteriormente mencionado.
9. Cosecha, filtrado y secado de la biomasa

La cosecha se realiz6 con la ayuda de una bomba de vacio con papel filtro cuantitativo
Whatman N° 1 de 0,45 um y con el apoyo de la medicién visual de densidad mediante el
espirulimetro. Al término de la cosecha la biomasa se lavo con agua clorada para eliminar
contaminacion por gérmenes de colera o hepatitis (pH 5, dos gotas de cloro en 1 litro de agua).
La recoleccion se realizd con el agitador detenido para dejar en reposo el cultivo y esperando
que las algas se acerquen a la superficie. Posteriormente se realizo el secado suave en estufa a

65 °C. El producto final fue depositado en un recipiente de plastico con tapa.
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10. Determinacion de coliformes totales

Se utiliz6 el método de recuento por dilucién en tubos, mediante el NUmero mas probable
(NMP). El método de NMP para coliformes totales se basa en primera instancia, en una
seleccion de los microorganismos que producen &cido y gas a partir de lactosa a 37 °C. Por ello,
el primer paso es siempre la siembra en tubos roscados de Caldo Mac Conkey que contiene
lactosa, y agregando una campana de Durham o tubo de fermentacion invertido, que permite

recoger el gas que pueda producirse, (Baggini, 2014).
11. Ensayo de toxicidad de Arthrospira platensis con el cladécero Daphnia magna.

El siguiente ensayo se llevd a cabo de acuerdo a lo expuesto por Pica Granados (2004).
Dentro del grupo de los cladoceros, las especies del genero Daphnia son las mas utilizadas
como organismos de prueba o de referencia en pruebas de toxicidad. La amplia distribucion
geogréfica, el importante papel que cumplen al interior de la comunidad zooplancténica, la
facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproduccién partenogenética (lo cual asegura una
uniformidad de respuesta), y el corto ciclo de vida con la produccién de un alto nimero de crias,
han hecho de este grupo un ideal para la evaluacion de toxicidad, a nivel universal. El género
Daphnia se ubica dentro del orden cladocera de la clase crustacea, y especies como D. magna,
D. pulex, y D. similis, son utilizadas extensivamente en pruebas de toxicidad, por lo cual existe
una extensa informacion sobre las técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y
nutrientes, asi como su respuesta a muchos compuestos toxicos. Especificamente, los ensayos
de toxicidad con D. magna, permiten determinar la letalidad potencial de sustancias puras,
aguas residuales domesticas e industriales, lixiviados, aguas superficiales o subterraneas, agua

potable, entre otros.

Para el desarrollo de pruebas de toxicidad aguda con D. magna se emplean neonatos (< 24
horas de nacidos) expuestos a diferentes concentraciones de una muestra o de un agente toxico
durante un periodo de 48 horas. Como resultado de dicha exposicion, es posible determinar la
concentracion de la muestra o compuesto problema que produce la muerte al 50% de la
poblacion de neonatos expuestos (concentracion letal media o CL50), con un nivel de
confiabilidad del 95% (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2013).

Se obtuvo la D. magna (Figura 4), del Centro de alevinaje de Eusebio Ayala y la Misién
Técnica de Taiwan. Los ensayos se realizaron el Laboratorio de Quimica de la Facultad de

Ciencias y Tecnologia, perteneciente a la Universidad Nacional de Itapua.
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Figura 4. Daphnia magna, Centro de Alevinaje Eusebio Ayala.

Fuente: Propia.

Siguiendo la descripcion de Ramirez Romero y Mendoza Cantl (2013); (Figura 5), las
pruebas definitivas requieren por lo menos 5 diluciones, por lo que es necesario preparar un
minimo de 100 mL por dilucion. Este volumen sera suficiente para el llenado de las tres replicas
(25 mL en cada uno) de cada concentracion. Ademas de las diferentes concentraciones de la
muestra, se debe preparar, junto con las respectivas replicas, un control negativo con agua dura
reconstituida sin suplementos y un control positivo con una solucion del compuesto toxico de
referencia (Cr (VI)), preparada a partir de dicromato de potasio en la concentracién que, de
acuerdo a la carta control previamente elaborada, corresponda a la CLso. El control negativo se
emplea para verificar el adecuado estado de salud de los organismos, de manera que se esperaria
que al término del experimento su sobrevivencia fuera mayor a 90%. El control positivo se
emplea para valorar la estabilidad de la sensibilidad de los organismos. Aunque se pueden
utilizar diferentes compuestos toxicos de referencia, el recomendado para pruebas con D.
magna es el Cr (VI). Una vez preparadas cada una de las soluciones, se transfieren diez neonatos
de menos de 24 horas de nacidos a cada uno de los recipientes. Para realizar este procedimiento
se puede utilizar una pipeta despuntada. Terminada la transferencia, se cubren los vasos con
papel Parafilm y se colocan bajo condiciones controladas de iluminacién y temperatura por un

periodo de 48 horas.
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1. PREPARACION DE DILUCIONES
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Figura 5. Procedimiento de la prueba para el ensayo de toxicidad aguda

Fuente: (Ramirez Romero y Mendoza Cantu, 2013. p29)

Transcurrido el tiempo establecido, se revisaron los vasos de prueba y se registra el nimero
de organismos muertos en cada uno. La muerte se reconoce, por la carencia de movilidad o la
ausencia de ritmo cardiaco. Antes de efectuar las lecturas se agitan los recipientes en forma
circular para reactivar el movimiento de los organismos que se posan inmdviles en el fondo.
Aquellos que no presenten movilidad pueden observarse con un microscopio estereoscopico

para confirmar la ausencia de ritmo cardiaco (Ramirez Romero y Mendoza Cantu 2013).
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12. Caracterizacion molecular Arthrospira platensis por técnicas de ADN

Los siguientes procedimientos han sido realizados en el Instituto de Biotecnologia de

Misiones “Dra. Maria Ebe Reca". Universidad Nacional de Misiones, Argentina.

Como parte de la caracterizacion de A. platensis se han evaluado 3 protocolos de extraccion
de ADN. Se evalud un protocolo de extraccién de ADN para microalgas y plantas; un protocolo
de extraccion de ADN propuesto para algunas cepas de Arthrospira sp; y un kit comercial para
extraccion de ADN. La eficacia de estos protocolos se evalué midiendo la calidad y cantidad
de ADN extraido mediante geles de agarosa, espectrofotometria UV y amplificacion por PCR.
Los protocolos de extraccion utilizados fueron:

12.1. Protocolo de Extraccion de ADN 1: Método Chelex.

Para este protocolo se utilizo la solucién Chelex- resina Chelex 100 al 5% (p/v) (Bio-Rad,

Hercules, CA) en agua destilada estéril como se menciona en Berthold et al. (1993)

Primeramente, se agreg6 un pequefio nimero de células A. platensis a aproximadamente 20
uL de agua destilada estéril en un tubo de microcentrifuga conico de 1,5 ml. Se afiadieron 20
uL de etanol al 100% y las muestras se incubaron durante aproximadamente un minuto.
Posteriormente se agregaron 200 uL de solucion de Chelex al 5%. Luego, las muestras se
agitaron para mezclar. Las muestras se incubaron a 100 °C durante 5 minutos y se colocaron

inmediatamente en un bafio de hielo.

Finalmente, las muestras se agitaron vorticialmente para mezclarlas, y se centrifugaron
durante 5 minutos para sedimentar el Chelex y los restos celulares. El sobrenadante obtenido
se coloco en un tubo nuevo y se almacend a -20 °C. Este sobrenadante puede usarse

directamente en la reaccién de PCR.

12.2. Protocolo de extraccion de ADN 2: utilizado para algunas especies de Arthrospira sp.

Teniendo en cuenta estudios realizados por Scheldeman et al. (1999). Se recogid
aproximadamente 1 mL de un cultivo denso por centrifugacion en un tubo de microcentrifuga
(16,000 g, 15 min) y las células se lavaron tres veces con buffer RS (NaCl 0,15 M, EDTA 0,01
M, pH 8,0). Se agreg6 20 uL de una solucion de 0,05 pg/ul de proteinasa K en 1 X de buffer,

luego se incubaron a 37 °C durante 1 h, seguido de 5 min en un bafio de agua hirviendo.
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Seguidamente se afiadieron 5 pl de NaCl 5 M y se mezclaron suavemente para llevarlo a una

centrifugacion final (8,000 g, 5 min) y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

12.3. Protocolo de extraccion de ADN 3: Kit ADN PuriPrep-S. InBio Highway ®

Se siguio el procedimiento sugerido por el fabricante, que se describe brevemente a
continuacién. Para cada muestra en un microtubo de 1,5 ml, se afiadieron 20 pL de proteasa y
150 pL de buffer fosfato salino (PBS). Las muestras fueron mezcladas en un vortex. Se
agregaron 200 pL de buffer BL (proporcionado con el kit) al microtubo. Las muestras se
agitaron en vortex y se realizé un centrifugado de 5 segundos en la microcentrifuga. Se incubd
10 - 15 minutos a 56 °C, se realizé una centrifugacion de 5 segundos, se afiadieron 200 uL de
etanol (100%), se agitd invirtiendo 3 veces y se repitio un pulso de 5 segundos en el
microcentrifuga. El contenido del microtubo se coloco en una minicolumna (incluida con el
kit). Los microtubos se centrifugaron a 12,000 g durante 1 minuto, se descarto el filtrado y se
afiadieron a las paredes de la minicolumna 500 pL de buffer BLAV 1 (proporcionado con el
kit). De nuevo, el microtubo se centrifugd a 12,000 g durante 1 minuto, el filtrado se descart6
y se afiadieron 500 pL de buffer BLAV 2 (proporcionado con el kit) en las paredes de la
minicolumna. Los microtubos se centrifugaron a 15,000 g durante 3 minutos (porque cualquier
traza de BLAV 2 puede actuar como un inhibidor de PCR). A continuacion, los tubos de
recogida se descartaron y se colocaron 100 pL de buffer EDTA pH: 9 (calentado a 70 °C) en el
centro de la membrana de silice sin tocarlo con la punta de la micropipeta. Los microtubos se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12.000 g durante 2
minutos para la elucién de ADN. La solucion obtenida se almacend a -20 °C.

12.4. Evaluacion del ADN extraido

El ADN extraido se evalu6 en electroforesis en gel de agarosa (1% p/v). Se tifié con
una solucion de Gel Red (10.000 x). La evaluacion cuantitativa de los protocolos de extraccion
de ADN (Tabla 10), se realizO espectrofotométricamente (MAPADA UV 3300
Spectrophotometer, ULH1210003), midiendo por duplicado la absorbancia de cada muestra a
230, 260 y 280 nm para analisis cuantitativos comparativos de polisacaridos, ADN y proteinas
Sambrook et al. (1989). Se usé una relacion de absorbancia a 260 y 280 nm para verificar la

pureza del ADN extraido.
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Tabla 10. Protocolos de extraccién de ADN

Protocolo de Extraccion de ADN Métodos
Protocolo de Extraccion 1 Chelex
Protocolo de Extraccion 2 Para algunas especies de Arthrospira

Protocolo de Extraccion 3 Kit ADN PuriPrep-S. InBio Highway
Fuente: Propia

Ademas, el ADN extraido por cada protocolo se evalué cualitativamente por
amplificacion por PCR. La region espaciadora transcrita interna (ITS1-5.8S-1TS2) del ADNr
se amplifico mediante una reaccién de PCR. Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo
en una mezcla de reaccion de 20 pL que incluia 1 x tampon de PCR, 2,5 mM de MgCl2, 200
uM de mezcla de ANTP, 10 pmol de cada uno de los cebadores de amplificacion, 0,5 U de Taq
polimerasa(InBio-Argentina) y 5 -20 ng del ADN gendémico extraido con el protocolo 3, que
presentd mejor calidad. Los cebadores utilizados fueron ITS1 F- (5%
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ') e ITS4 R- (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") para
obtener un fragmento de PCR de aproximadamente 650 pb (White et al., 1990) y (Hadi et al.,
2016). El protocolo de amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante
4 min, seguido de 35 ciclos de amplificacion de PCR de 94 °C durante 40 s, 53 °C durante 40
sy 72 °C durante 40 s. Se incluy6 un paso de extensiéon final de 72 °C durante 10 min (Castrillo

et al., 2016). El fragmento amplificado se tifid y evaluo en electroforesis en gel de agarosa (2%

piv).

Adicionalmente, para la identificacion molecular se realiz6 la amplificacion de la region
16S ADNr utilizando el ADN extraido de mejor calidad (protocolo 3) y los cebadores 27F (5°-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1495r (5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA -3°)
(Griffoni et al., 1995; Scortichini et al., 2002). Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo
en una mezcla de reaccion de 20 pL que incluia 1 x tampon de PCR, 3 mM de MgCl», 200 uM
de mezcla de dNTP, 10 pmol de cada uno de los cebadores de amplificacion, 0,5 U de Taq
polimerasa (InBio-Argentina) y 5-20 ng del ADN gendmico extraido. El protocolo de
amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 min, seguido de 35
ciclos de amplificacion de PCR de 94 °C durante 40 s, 53 °C durante 60 s y 72 °C durante 60
s. Se incluyé un paso de extension final de 72 °C durante 10 min. EI fragmento amplificado se
tifd y evalud en electroforesis en gel de agarosa (2% p/v), y posteriormente se envid a

secuenciar por los servicios de Macrogen Korea.
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Luego, las secuencias de ADN enviadas por Macrogen Korea fueron analizadas
bioinformaticamente y contrastadas frente a las bases de datos moleculares del Genbank,
(NCBI, 2018).

13. Descripcién de las propiedades nutricionales de la biomasa, mediante la

caracterizacion bioquimica.

Las determinaciones se llevaron a cabo con el producto seco (polvo) de Arthrospira platensis
(304gr.)

13.1. Determinacion de proteinas

El contenido proteico fue realizado en el laboratorio BLB Ingenieria Industrial, Posadas-

Misiones, la metodologia que se utilizd fue Kjeldahl (Pearson, 1981).
13.2.Grasas totales

Se realizd por el método extractor Twisselman con éter de petr6leo por 5 h, realizado en el

laboratorio BLB Ingenieria Industrial, Posadas-Misiones (Pearson, 1981).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Descripcién del area de estudio

Se identifico la ubicacion de la fuente natural de A. platensis en el Chaco Paraguayo

(Proyeccién UTM-Zona 21 K Sur, Region Occidental del Paraguay), que segun la

referencia de Dos Santos (2016) se encuentra en la Laguna Capitan de Pozo Colorado

(Figura 6). Para ello, se procedio a la toma de muestra y posterior visualizacion al

microscopio, constatandose la ausencia de A. platensis en dicha laguna en los puntos

muestreados. (Figura 8 y 9)
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Figura 6. Puntos de muestreo. Laguna Capitan (Primera expedicion).

Fuente: Propia

Considerando que en la primera expedicion no se encontro la cepa de A. platensis,

se vio la necesidad de realizar una nueva expedicidn en lagunas saladas del Chaco, ya que

segun se detalla en FAO. Fisheries (2008); A. platensis crece vigorosamente en

condiciones de temperaturas y alcalinidad altas. Fue asi que en la Laguna Yaragui de la

Colonia Lolita (Figura 7) se llegé a recolectar muestras que posteriormente visualizadas
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al microscopio se confirmaron la presencia de A. platensis en los puntos muestreados en

la segunda expedicién, (Figura 8 y 9).
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Figura 7. Puntos de muestreo. Laguna Yaragui (Segunda expedicion).

Fuente: Propia

La Laguna Yaragui se encuentra ubicada a 4 Km. de la Colonia Lolita y a 59 Km.

del desvio de Loma Plata, Ruta Transchaco; a una altitud de 113 m.s.n.m, tiene una

extension aproximada en uno de sus brazos de 17 ha. y una profundidad promedio de 1.30

m.
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P ¢ u * \ A } X -
Figura 9. Punto de muestreo Laguna
Capitan. Segunda expedicién

Figura 8. Toma de muestra Laguna Capitan.
Primera expedicion

Fuente: Propia. Fuente: Propia.

2. Colecta de la muestra

La colecta se realizo el 19 marzo del afio 2017, se colectaron en dos sitios de muestreo
de la Laguna Yaragui, haciendo un arrastre con una red para fitoplancton (malla de 25
um) y colectados en recipientes estériles (Figura 10 y 11). Los recipientes fueron
debidamente rotulados y conservados a 4 °C para su traslado posterior al laboratorio de

la Universidad Nacional de Itapua para su identificacion.
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Figura 10. Utilizacion de la red de fitoplancton. Figura 11. Colecta de las muestras en
Laguna Yaragui. Colonia Lolita recipientes estériles.
Fuente: Propia. Fuente: Propia.

Las variables fisicoquimicas del agua colectada en el area de estudio se presentan

en la Tabla 11. Teniendo en cuenta la temperatura del agua y el pH se puede corroborar

que los resultados son similares con lo descripto por Rodriguez y Triana, (2006), lo que

diferencia el género A. platensis del resto de las cianobacterias, es su muy particular

nicho ecoldgico, ya que estos microorganismos proliferan en aguas muy mineralizadas,

extremadamente alcalinas y en ocasiones calientes.

Tabla 11. Pardmetros fisicoquimicos de la Laguna Yaragui. Colonia Lolita

Lugar de muestreo Temperatura del agua pH
(°C)

Lolital 21 9,06

Lolita 2 21 9,05

Fuente: Propia.

En la Laguna Yaragui se observd la formacion de una nata verde espesa 0 “scum”

(Figura 12 y 13), como asi también una marcada presencia de sales en el suelo que son

depositadas en las orillas de la laguna formandose depositos de sales.
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Figura 12. Toma de muestra de la Laguna  Figura 13. Formacion de nata verde.
Yaragui. Colonia Lolita

Fuente: Propia.
Fuente: Propia.

3. ldentificacion morfoldgica

Se observo en el microscopio para la verificacion de las muestras de acuerdo a las
caracteristicas morfoldgicas descriptas por Vonshak (2002) y Dos Santos (2016), los
microorganismos del género A. platensis deben registrarse como células de color azul
verdosas (Figura 16), filamentosas, de preferencia en con forma espiral, tal como lo
observado en la Figura 14 y 15.

En la muestra se observo la presencia dominante de Arthrospira, seguida por
diatomeas de forma dispersa. Esto concuerda con lo expuesto en la investigacion de A
et al. (2010), donde observaron que la concentracion de sal en los lagos presenta una

variada poblacion microbiana compuesta de cloroficeas, cianobacterias y diatomeas.
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Figura 14. Microfotografia de Arthrospira Figura_ 15. Microfotografl’_a de Ar_throspira
platensis. observada al mciroscopio dptico. platensis. observada al mciroscopio dptico.
Aumento 10x Aumento 40x
Fuente: Propia. Fuente: Propia.

Una vez establecidos los cultivos se procedio a la medicién morfolégica de la
Arthrospira, obteniéndose valores de 5 a 20 um de largo (Figura 17), cifra variable con
el periodo de crecimiento. Similares resultados se obtuvieron segin Chen (2011), la
hormogonia aparecio después de que los medios se desplazaron dentro de los 5 dias del
cultivo con medidas variables.

Figura 16. Tableta de color de referencia.
Fuente: Propia.

Seguidamente, se realiz la tincion de Gram, en donde se evidencié que la
Arthrospira corresponde a células Gram negativa, corroborando las afirmaciones de

Ramirez-Moreno y Olvera-Ramirez (2006a), donde se menciona a las células de A.
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platensis, al igual que las de otras cianobacterias, poseen una membrana plasmaética

rodeada por una pared celular multiestratificada, Gram negativa. (Figura 18)

Figura 17. Medicion de la Artthrospira Figura 18. Microfotografia de la Tincion de
Aumento 100X Gram.

Fuente: Propia. Aumento 100X

Fuente: Propia.

4. Aislamiento e inoculacion

Se realizaron las transferencias de las muestras en Erlenmeyer con el medio de cultivo
y visualizadas posteriormente al microscopio, (Figura 19). Posteriormente se realizo la
inoculacién, mediante el sembrado de la A. platensis con el medio de cultivo inicial de

100 ml, se distribuyeron en 3 matraces, incorporando agitacion y luz artificial. (Figura
20)

Figura 20. Iniciacion de la inoculacion.
Fuente: Propia. Fuente: Propia.
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5. Conservacion de la cepa

Las cepas fueron conservadas en refrigeracion y criopreservacion (segin metodologia
descripta en el Capitulo, apartado 5.2) para su posterior utilizacién (Figura 21). Teniendo
en cuenta los delineamientos desarrollados, de igual manera, por Casp Vanaclocha y Abril
Requena (2003). Depositadas en la coleccion de cultivos del Instituto de Biotecnologia
Misiones “Dra. Maria Ebe Reca” (InBioMis), Universidad Nacional de Misiones-

Argentina, con nimero de acceso LBM 213.

Figura 21. Viales con las cepas conservadas.
Fuente: Propia.

6. Cultivoy escalado

Para el cultivo de A. platensis a escala laboratorio se utilizaron 6 biorreactores
(Figura 22), estos consistian en recipientes de plasticos cada una de las cuales con el
inoculo que contenia 1 L de medio de cultivo de Schlésser von Richter (1873) y 100 ml
de cepa respetando los requerimientos de aireacion y fotoperiodo, por un periodo de dos
meses. Cuando aumenta la concentracion celular del cultivo, con la aireacion se logra una
dispersion efectiva de nutrientes, se mejora la disponibilidad de la luz para las células y
se aporta CO> ayudando a estabilizar el pH. Asi mismo se mantuvo en suspension las
microalgas, evitando la formacion de estratos térmicos y el cultivo se vuelve mas
uniforme al momento de la cosecha, (Tello Hidalgo, 2017).



-46 -

Se evidencio el crecimiento exponencial a los 15 dias posteriores a la inoculacion,
al igual que en los estudios de Chuei (2006) y Camacho (2016). Posteriormente, se
procedi6 al escalado, utilizando para tal fin, acuarios de interior con una capacidad de 50
litros, (Figura 23). Este procedimiento se realizé por un periodo de 3 meses, mediante el

aumento progresivo de volumen, (Figura 24).

Figura 22. Biorreactores utilizados para los cultivos bancos
Fuente: Propia.

‘ Spirulina viva :
\ ~

| S

Aireacién y luz artificial o 4

5 Medio de Cultivo

Termoémetro y papel pH

Figura 23. Instalacion del moédulo de cultivo.
Fuente: Propia.

Figura 24. Aspecto superficial del biorreactor de 50 litros
Fuente: Propia.
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7. Evaluacion de parametros fisicoquimicos

La temperatura del cultivo presentd un promedio de 23 °C registrandose temperaturas
mas bajas en el mes de junio, (Figura 23). Se registr6 un pH 10, de forma constante.
Afirmandose lo expuesto por Gaitero (2012), la A. platensis crece en condiciones
alcalinas con un pH que oscila entre 8.5y 10.5, y a una temperatura promedio de 23 a
35°C. La adicion de CO: es propuesta para la regulacion del pH, ya que este pardmetro

aumenta si la fuente de carbono es insuficiente.

Temperatura
35
30

25

- A
B

A

15

10

1 2 3 45 6 7 8 91011121314151617 18 19202122 232425262728293031
Dias

e=@==|unio ==@=Julio Agosto

Figura 25. Registro de Temperatura

Fuente: Propia.

8. Determinacioén de la cinética de crecimiento

Teniendo en cuenta el modelo matematico de Gompertz, se obtuvieron los siguientes
resultados (Figura 12), mediante el software STATISTICA 13:

Tabla 12. Cinética de crecimiento.

umax () % (h) G (h) R?
0.003351063  186.9358186  206.8439704  0.962369105

Fuente: Propia.
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Para un cultivo de un periodo de 3 meses, se obtuvo el mayor valor de biomasa
(@) log N/No: 1,62 (Figura 24) con un tiempo de generacion de 206,84 horas, en un medio
de cultivo de pH 10 y a una temperatura de 26 °C, una velocidad especifica (umax (h'%))
de 0,0033 h't y una duracion de la fase de latencia de 186,93 h con un R? de 0,96.
Similares resultados se obtuvieron en la investigacién realizada por Vazquez Villalobos,
et al., (2014), con valor de biomasa (a) log N/No: 0,928 a las 168,8 horas en un medio de
cultivo con pH de 8,8+0,1; a temperatura de 25°C, con y R? de 0,99; empleandose el

mismo modelo matematico.

Model: IY =a*exp(-exp(b-c*T))
y=(1,61509)"exp(-exp((1,38786)-(0,00207484)*x))

1.8
16}
1,4}
12t
10t

> 08}
06}
04}

0,2}

0,0

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600

T

Figura 26. Curva de crecimiento de Arthrospira platensis en el sistema de cultivo desarrollado.

Fuente: Propia.

9. Cosecha, filtrado y secado

El cultivo se realizo en el rea de cultivo de A. platensis en el laboratorio de Alimentos
de la Universidad Nacional de Itapua-Facultad de Ciencias y Tecnologia. Para la cosecha
se utilizd el cultivo del acuario de interior de capacidad de 50 L, teniendo en cuenta la
fase exponencial de crecimiento con el apoyo del espirulimetro, se observo la consistencia

del cultivo y se procedid a cosechar 40 L, dejando los 10 L restantes para un nuevo cultivo
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y posteriormente realizar una recirculacion del medio de cultivo, segun muestra en la

siguiente figura:

/_‘ Cultivo de Spirulina '
\.

| Reciclado del medio !

i
\ Filtrado

Biomasa fresca

Reciclado del medio

Lavado

Secado

Figura 27. Flujograma del proceso de reciclado de medio de cultivo.

Fuente: Propia.

Finalmente, luego de realizar el lavado y secado (65 °C por 6 horas) se obtuvo como
producto final un polvo fino seco de color verde intenso, con olor intenso y sabor
caracteristicos (umami). Teniendo en cuenta los estudios realizados por Jourdan, (2013),

corrobora estas caracteristicas.

10. Determinacion de coliformes totales

No se registraron la presencia de coliformes totales en las condiciones ensayadas
(Figura 28). Contrastando estos datos con los resultados obtenidos por Loreto et al.
(2007), en el que de 7 muestras estudiadas solo una dio negativo para coliformes totales.
Por lo tanto, indica la ausencia de contaminacién y de patdgenos.

Figura 28. Determinacion de Coliformes totales por el método de tubos multiples

Fuente: Propia.
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11. Ensayo de toxicidad de Arthrospira con el cladécero Daphnia magna

No se evidenciaron individuos de Daphnia magna inmaéviles o muertos a las 48 horas
de exposicion a las soluciones con Arthrospira en las condiciones y concentraciones
ensayadas (Figuras 29 y 30, Tabla 13). En el control negativo (agua dura reconstituida),
tampoco se observaron mortalidad; mientras que se produjo el 100% de mortalidad en el
control positivo (50 mg K2Cr20-/100 ml agua destilada). Teniendo en cuenta los estudios
realizados por Romo Pazmifio, (2014), esta cianobacteria no muestra toxicidad en
claddceros, razon por la cual, se utiliza la Arthrospira o conjuntamente con otros

preparados para la alimentacion de Daphnia.

Concentracion (%) Respuesta Total

6,25 0 10
6,25 0 10
6,25 0 10
12,5 0 10
12,5 0 10
12,5 0 10
25 0 10
25 0 10
25 0 10
50 0 10
50 0 10
50 0 10
100 0 10
100 0 10
100 0 10

Tabla 13. Resultados de mortalidad

Fuente: Propia



-51-

Figura 29. Preparacion de las diluciones para el ensayo con D. magna.
Fuente: Propia.

- T = - - S ot

Figura 30. Disposicion de Daphnia magna en las iferents dilucies.
Fuente: Propia.

Figura 31. Visualizacion de Daphnia

Fuente: Propia

Segun la Division of Biotechnology and GRAS Notice Review (2011), para las
evaluaciones de seguridad en A. platensis. con el propdsito de notificacion GRAS, se han
estudiado efectos agudos, subcronicos, cronicos, teratogenicos, mutagénicos,
carcinogenicos y de generacion mdltiple. No se observaron signos de toxicidad en

ninguno de estos estudios.
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En otros estudios, se ha reportado que el nivel de efecto no observado (NOEL) supera
los 10,000 mg/kg peso corporal/dia para A. platensis, esto corresponde a un 30% de la
dieta basada en A. platensis (30,000 mg/kg peso corporal/dia), en niveles maximos
probados en ratas y ratones (Hutadilok-Towatana et al., 2008; Krishnakumari et al.,
1981). En general, la A. platensis tiene valores altos de NOEL y desde la década de 1990,
los valores LD50 (mas de 5.000 mg/kg) se consideran que pertenecen a la categoria

"practicamente no toxica", segun una tabla de clasificacion de toxicidad
12. Protocolos de extraccion de ADN de A. platensis

Se observo que los rendimientos de ADN variaron con el procedimiento de extraccion
utilizado. En la evaluacion cualitativa en geles de agarosa, la cantidad de ADN aislado
con los protocolos convencionales utilizados fue menor que con el kit comercial utilizado.
Curiosamente, se observé una fuerte banda extraida de ADN solo con el kit comercial
evaluado cuando se tifio con una solucion de Gel Red (10.000 x) (Figura 32). Por otro
lado, ninguno de los tres protocolos requiri6 mucho tiempo, lo cual es una caracteristica

importante en cualquier protocolo de laboratorio estandar.

10000 pb
4000 pb

1000 pb

Figura 32. Evaluacion cualitativa del protocolo de extraccion de ADN de A. platensis. Carriles
1y 2: protocolo 1. Carriles 3 y 4: protocolo 2. Carriles 5 y 6: protocolo 3. MM: marcador
molecular Escalera de 1 kb Trans Genbiotech®. 1% (p/v) de gel de agarosa tefiido con Gel Red.

Fuente: Propia.

La presencia de contaminacion del proceso de extraccion se debe a restos de
carbohidratos y proteinas, y se estimé midiendo la absorbancia de las muestras a las

longitudes de onda de 230 nm y 280 nm, respectivamente. El protocolo 3 fue el que
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mostré una concentracion mas baja de ADN, sin embargo, este protocolo fue el que
evidencio también la menor presencia de contaminantes remanentes en las muestras de
ADN extraido (menores valores de A230 y A280). Esto es importante porque la presencia
de altos niveles de contaminacion en el ADN como los carbohidratos parece disminuir la
eficiencia de amplificacion de la PCR (La Montagne et al., 2002).

Ademas, la calidad del ADN se estim6 midiendo la relacion de absorbancia UV
260/280. Los protocolos 1 y 3 dieron ADN con buenos parametros de pureza, con
relaciones A260/A280 de 1.8 y 2.5 respectivamente. El protocolo 2 mostré una baja
proporcion de A260/A280 a pesar de la alta concentracion de ADN extraido, lo que indica
la presencia de contaminantes de extraccion de ADN. La calidad del ADN extraido
también es importante, y el ADN extraido de mala calidad solo puede producir una banda
de PCR débil en geles de agarosa (Amita y Vandana, 2002). Se encontré que los
protocolos 1y 3 produjeron una cantidad baja de ADN (en comparacién con el protocolo
2), pero de buena calidad (Tabla 14).

Tabla 14. Anélisis cuantitativo del ADN extraido de Arthrospira platensis. Valores medios
DE+

Protocolo A230 A260 A280 Pureza de Concentracion
No. ADN de ADN pg/mL
A260/A280
1 0.285+0.011 0.079£0.033 0.045+0.02 1.85+0.31 294.48 + 123.03
2 0.281+£0.059 0.110+0.001 0.078+0,005 142 +0.11 409.25 + 2.62
3 0.008 £0.001 0.016 £0.002 0.0065+0.0007 2.57 £0.61 61.11 +7.86

A230=Absorbancia a 230 nm. A260=Absorbancia a 260 nm.

Fuente: Propia.

Para los analisis moleculares, uno de los atributos mas importantes del ADN
extraido es su pureza (Miller et al., 1999). El ADN extraido por el protocolo 3 se sometio
a amplificacion por PCR del gen 16S en condiciones estdndar para evaluar su calidad. Se
observé que el ADN del protocolo 3 producia una banda de aproximadamente 900 pb con
los cebadores 27f y 1495r.
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1500 pb

500 pb

200 pb
100 pb

Figura 33. Evaluacion cualitativa de la amplificacion del gen 16S extraido. Ap: ADN extraido
de A. platensis por el protocolo 3. MM: marcador molecular 100 pb PLUS Trans Genbiotech®.
C-: mezcla maestra de PCR sin ADN. Gel de agarosa al 1,5% (p/v) tefiido con Gel Red.

Fuente: Propia

Berthold et al. (1993) propusieron un protocolo rapido para extraer ADN para
PCR de algas y plantas, pero no usaron pasos adicionales de purificacion, y como
consecuencia plantearon almacenar el ADN extraido a -20 ° C solo por unos pocos meses.

Wu et al. (2000) propusieron un protocolo para la extraccion de ADN para PCR
a partir de cianobacterias filamentosas y plantas, pero requirié mucho tiempo debido a las

sucesivas etapas de rotura, incubacion y purificacion de las células.

Ademaés, Morin et al. (2010) encontraron que un protocolo de extraccion de ADN
con ciclos de congelacion-descongelacion, tratamientos enzimaticos de lisozima vy
proteinasa K, 2% de SDS e incubacion de solucion CTAB, cloroformo: extraccion de
alcohol isoamilico y precipitacion de ADN en isopropanol produjeron un ADN con
degradacién reducida y excelente calidad general para el analisis de biologia molecular.
Sin embargo, el protocolo posterior implica diferentes pasos adicionales y consume mas
tiempo que los protocolos evaluados en este trabajo. Este resultado respalda la sugerencia

de seleccion del protocolo de ADN de acuerdo con el uso adicional del ADN extraido.

Al seleccionar un método de aislamiento de ADN, la calidad del ADN vy la
reduccion de los inhibidores de la PCR en la solucién final deben considerarse y

optimizarse. (Gaget et al., 2016; Scheldeman et al., 1999) seleccionaron un protocolo de
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extraccién de ADN sin una etapa de purificacion del ADN antes de la PCR. Como
resultado, estos autores encontraron obligatoria la adicién de BSA a la mezcla de PCR

para el éxito de la amplificacion de los genes de rRNA en su estudio.

La purificacion y precipitacion del ADN se encuentran entre los pasos méas
importantes en cualquier protocolo de extraccion de ADN (Miller et al., 1999; Tan y
Yiap, 2009). Solo el protocolo 3 (kit de extraccion de ADN) realizd una etapa de
purificacion. La eliminacion de los restos celulares y los posibles inhibidores de la PCR
pueden mejorar el almacenamiento de ADN a tiempo. Esto esta de acuerdo con trabajos
previos donde se ha demostrado que algunos Kits de aislamiento de acidos nucleicos
produjeron ADN puro y adecuado de diferentes cepas de cianobacterias (Gaget et al.,
2016).

Las cianobacterias pueden producir vainas protectoras o mucilagos. Esto hace que la
extraccion de ADN de las cianobacterias sea particularmente dificil; también se
encontraron diferentes rendimientos de ADN de una cepa a otra (Morin et al., 2010); en
consecuencia, es muy importante evaluar diferentes protocolos de extraccion de ADN
(Gaget et al., 2016).

12.1. Identificacién molecular y andlisis bioinformatico

Utilizando el protocolo de amplificacion (por PCR) especificado en el capitulo
anterior se logré amplificar un fragmento del gen 16S ADNr de aproximadamente 1000

pb que fue enviado a secuenciar.

Desde los servicios de secuenciacion de Macrogen Korea enviaron secuencias
nucleotidicas sentido y antisentido que se analizaron bioinformaticamente (Geneious 8)
y se generd una secuencia consenso de buena calidad de aproximadamente 300 pb (Tabla
15), las cuales se alinearon y compararon con las depositadas en el banco de genes de
Genbank utilizando el programa on line BLASTn (BLASTn, 2017).
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Tabla 15. Secuencia nucleotidica consenso de A. platensis aislada de Paraguay.

>Arthrospira

CTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGCAGCGGCTCCCAAAA
GAAGGCACATTTCTGTGCCGGTCCCCTGCATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCC
CGTTGCATCCAATTTAGCCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGGACCCCTCAATTC
CTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTAATCCTCAGGGGGGGTACTTAACGCGTTAG
CTTGGCCACTGACGCGGTAAACCGCCCATAGCTAGTACAGAACGCTTTACAGTGT
GGACTACAGGGGGTATATAATCACCTT

Fuente: Propia.

Corroborandose por métodos moleculares la identificacion previa realizada en base a
sus caracteristicas morfoldgicas, se obtuvo como resultado que la secuencia de 16S ADNr
de la muestra Arthrospira platensis aislada del Chaco paraguayo con un cédigo de acceso
Genbank (MH828254), presentd una similitud del 82% con secuencias de ADN
depositadas de Arthrospira platensis, (Anexo 18). Segun el codigo de acceso de Genbank
(KJ562186.1), esta cepa corresponde a la India, registrada bajo el titulo de
“Cianobacterias en campos de arroz de Manipur”. Cabe resaltar que, al analizar la
secuencia obtenida, en la base de datos del Genbank, se tuvo en cuenta las opciones de
busqueda por filtro, indicando el organismo como “Arthrospira” en “secuencias de

muestras no cultivadas/ambientales”.

En los estudios realizados por Pineda-Mendoza et al. (2011), se obtuvo un porcentaje
de similitud con Arthropira por debajo de 97% en la identificacion de cepas aisladas de
tres lagos de México, aportando ademas que los estudios basados en la secuencia de 16S
ADNIr, son importantes para la identificacion taxondémica adecuada, corroborandose

también con caracteres morfoldgicos y ecolégicos.

La identificacion en particular de los microorganismos que pertenecen a
cianobacterias como el género Arthrospira, sigue siendo compleja. Los métodos
moleculares representan una estrategia sensible y rapida para identificar especies,
también las estrategias de identificacion molecular eliminan diversas limitaciones

técnicas Chakraborty et al. (2011). Los métodos moleculares no reemplazan la
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caracterizacion morfoldgica; por el contrario, complementan los métodos morfoldgicos
(Bich et al., 2016).

13. Descripcion de las propiedades nutricionales de la biomasa, mediante la

caracterizacion bioquimica analizada.

Los resultados obtenidos para la descripcion de las propiedades nutricionales se observan
en la siguiente tabla:
Tabla 16. Determinaciones fisicoquimicas de la muestra de Arthrospira

Determinaciones Métodos Resultados  Unidades
Fisicoquimicas

Humedad Secado en estufa a (103+2) 7,6 % bh
°C, hasta peso constante
Proteinas (N x 5,75) Método de Kjeldhal 58,6 9/100 g bs
Grasas totales Extractor Twisselman con 0,4 9/100 g bs

éter de petréleo por 5 h
Bh: base himeda Bs: base seca

Fuente: Laboratorio de Analisis de agua y alimentos. Informe de resultados N° 005-18. (BLB,
2018).

Segun el andlisis realizado a la muestra, se obtuvo un 58,6 g/100 g de biomasa seca,
de acuerdo con Khan et al. (2005) reportaron que el contenido de proteina de la A.
platensis oscila entre el 60 y el 70% de su peso seco, coincidiendo también con los
resultados obtenidos por Ali y Saleh, (2012). Esta es una proporcion excepcional ya que
la gran mayoria de los alimentos de origen vegetal contienen solo alrededor del 35%,

(Gutiérrez-Salmeén et al., 2015).

Los valores presentados en este estudio son similares a los obtenidos por Vazquez
Pérez et al. (2016). Estos investigadores reportaron que el contenido de proteina total de
A. platensis oscil6 de 70 a 40%. Igualmente Dillon et al. (1995), en ciertas muestras de
A. platensis se registra hasta 70% de proteina en peso seco, ademas de representar una
de las fuentes de proteinas mas ricas en origen vegetal, mucho mas que la carne y el
pescado (15-25%) o la harina de soja (35%).

Ofrece proteinas mas digeribles que las de la carne de vacuno, en estado seco contiene
entre el 55-70% de proteinas. Esta alga microscépica constituye un alimento
digestibilidad muy alta alcanzado registros entre el 88 y 92%, por tanto tiene una
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biodisponibilidad inmediata de sus componentes basicos como vitaminas, minerales y
proteinas (Neftali Asero, 2014).

Con respecto al consumo de agua en litros por kilogramo producido y al porcentaje
de proteina aportada, la A. platensis 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, (Ponce Lopez, 2013).

Por otra parte, en el analisis realizado a la muestra para la determinacién de grasas
totales, se obtuvo 0,4 g/100 g bs. De acuerdo a Gutiérrez-Salmean et al. (2015) segun el
perfil nutricional del polvo de A. platensis en una composicién de 100 g se estima en 4,3
g, de los cuales 1,95 g son grasas saturadas; 1,93 g grasas polinsaturadas; 0,26 grasas
monoinsaturadas y colesterol <0,1g . Asi, Henrikson (2013), describe que sélo contiene
entre 4-7% mayoritariamente son &cidos grasos esenciales que forman parte de la
membrana celular de todas y cada una de las células del organismo, favorecen la
normalizacion del colesterol y son precursores de los compuestos Ilamados
prostaglandinas, gammalinolénicos, glucolipidos y sulfolipidos. Por otra parte, Gutiérrez-
Salmean et al. (2015) reportaron 4,3 g/100 bs de grasas totales.

De esta forma, teniendo en cuenta las caracteristicas bioquimicas analizadas, su
alto contenido de proteinas y bajo en grasas totales la A. platensis podria también ser
utilizada a nivel nacional como suplemento dietario en humanos y animales, partiendo
desde las necesidades propias de la region y la experiencia de otros paises. Asi, se han
desarrollado programas de produccion y distribucion de A. platensis para fines
nutricionales en diferentes paises del mundo, como lo ha reportado (Antenna Foundation,
2018) y ratificada mundialmente por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) para
un mundo mejor y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como el mejor alimento
del futuro (IIMSAM, ONU, 2017)
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

En la investigacion se logré determinar los procedimientos de bioprospeccion,
clave para el reconocimiento de las caracteristicas naturales de Arthrospira platensisy su
posterior identificacion de una fuente natural, convirtiéndose, asi como el primer reporte

de cepa nativa del Paraguay en la Laguna Yaragui, Colonia Lolita-Chaco paraguayo.

Seguidamente a la identificacion de la fuente natural y posterior colecta de la
muestra se establece las condiciones de aislamiento y cultivo que resultaron adecuadas,
ya que se pudo replicar los procedimientos satisfactoriamente ajustandose a los recursos
y materiales disponibles, rigiéndose en la evolucion de los pardmetros fisicoquimicos y
de acondicionamiento (no se presentd problemas adaptativos) del cultivo al disefio a

escala de laboratorio.

Si bien, actualmente, es escaso el conocimiento acerca de la Arthrospira platensis
a nivel nacional en la Republica del Paraguay, es factible la implementacién de un sistema
de cultivo a escala laboratorio con una cepa nativa para el desarrollo potencial de la A.

platensis en diferentes areas.

Esta investigacion permitio el establecimiento de las condiciones necesarias
béasicas para el aislamiento y cultivo, desde los materiales utilizados y los pardmetros
monitoreados, evidenciandose en esta Ultima, caracteristicas particulares de la
Artrhospira, como ser: la ausencia de contaminacion fecal, de agentes patdgenos y de

toxicidad.

Por otra parte, la identificacion morfolégica y molecular en las condiciones
desarrolladas permitié el reconocimiento de la especie. Cabe resaltar la importancia del
establecimiento de protocolos adecuados para la extraccion de ADN del género
Arthrospira, reconociendo la complejidad en la determinacion correcta de la metodologia,

debido a las caracteristicas propias de este género.

Asimismo, las caracteristicas bioquimicas, tanto de proteinas y grasas totales han
demostrado la nobleza de sus propiedades para fines alimentarios, reconociendo el alto
porcentaje de proteinas presentes y bajo en grasas totales en la Arthrospira platensis. Esto

que posibilita la proyeccion de nuevos horizontes a nivel local de suplementacién
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alimentaria, como alternativa tanto para humanos como para animales de importancia

econémica.

De esta forma, reconociendo las caracteristicas que ofrece la Arthrospira platensis
se evidencia la posibilidad de proyeccion biotecnoldgica, partiendo de la herramienta de
bioprospeccidn, la Arthrospira platensis puede desarrollarse en las areas como; alimentos
funcionales, nutracéuticos, productos farmacéuticos, bioenergia y la exploracion en el

campo de la manipulacién genética.

Finalmente, se propone dar seguimiento a la presente investigacion, ampliando
aspectos como, el estudio del cultivo a una escala mayor y en diferentes condiciones, la
evaluacion de la calidad de la proteina presente en la Artrhospira platensis, determinacién
de mas propiedades bioguimicas y la profundizacion del estudio molecular. Asi también,
ampliar estudios vinculados con la toxicidad aguda y cronica en otros organismos

modelos.
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RECOMENDACIONES

Para un mejor monitoreo de las condiciones fisicoquimicas del cultivo de Arthrospira
platensis y el aseguramiento de la calidad de la produccion se recomienda la

automatizacién del mismo.

Por ello, cabe destacar que junto con la instalacion del modulo de cultivo se ha
desarrollado un prototipo, que actualmente se encuentra en su etapa final de disefio de
interfaz del usuario (entrada y salida de datos), para el control de los pardmetros basicos
de medicion: pH, temperatura y horas de luz, mediante un sistema informéatico que
conectados a sensores podran enviar en tiempo real las informaciones citadas
anteriormente. EI fundamento del sistema se basa en un disefio web responsivo, es decir,
con una flexibilidad en visualizacién en computadoras como en dispositivos moéviles (ver
Anexo 19 y 20). Este prototipo servira de monitoreo tanto para cultivos a pequefia escala
como para gran escala que permitird un mejor rendimiento y calidad del producto. Para
la visualizacion en su dispositivo mévil u ordenador se dispone del codigo QR, para su

escaneo, (Anexo 21).

La siguiente propuesta se formula, partiendo de la base de que la Arthrospira
platensis posee un alto valor en proteinas que puede desarrollarse como un suplemento
dietario y teniendo en cuenta los datos actuales reportados en Paraguay (FAO, 2015) y
(Ellver, 2018) en donde se cita al Paraguay como uno de los paises con mayores indices
de desnutricion en el mundo, afectando a un 10% de la poblaciéon (700.000 personas
aproximadamente). De estas, el 10% corresponde a nifios de hasta 5 afios de edad, quienes
a consecuencia de ello estan expuesto a sufrir retraso como consecuencia de una
alimentacion deficiente. Esta cifra se multiplica en las poblaciones indigenas, donde el
41% de los nifios de estas edades padece desnutricion cronica, cuyos efectos pueden ser

irreversibles.

Por lo tanto, se propone armonizar las posibilidades de incorporaciéon de la
Arthrospira platensis como suplementacion dietaria en las poblaciones vulnerables

mencionadas, en programas de erradicacion de la desnutricion en Paraguay.
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ANEXOS

Anexo 1. Mapa general de puntos muestreados
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Anexo 2.

Concentracion del Conteo 1 al 10 del recipiente N° 1

CONTEO 1
A C D PROM
2 1 1 1.5
Concentracion (cél/ml): 15000
CONTEO 2
A B C D PROM
1 2 1 1 1.25
Concentracion (cél/ml): 12500
CONTEO 3
A B C D PROM
1 2 3 2 2

Concentracion (cél/ml): 20000




CONTEO 4
A B C D PROM
3 3 2 2 2.5
Concentracion (cél/ml): 25000
CONTEOS5
A B C D PROM
3 3 3 3 3
Concentracion (cél/ml): 30000
CONTEO 6
A B C D PROM
3 3 4 5 3.75
Concentracion (cel/ml): 37500
CONTEO 7
A B C D PROM
4 6 3 7 5
Concentracion (cél/ml): 50000
CONTEO 8
A B C D PROM
9 10 10 11 10
Concentracion (cél/ml): 100000
CONTEO 9
A B C D PROM
53 40 65 52 52.5
Concentracion (cél/ml): 525000
CONTEO 10
A B C D PROM
29 45 34 14 30.5

Concentracion (cél/ml): 305000

Fuente: Propia.

-76 -



Anexo 3. Concentracién del Conteo 1 al 10 del recipiente N° 2
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A B C D PROM
27 27 23 20 24.25

Concentracion (cél/ml): 242500
Fuente: Propia.

Anexo 4. Concentracion del Conteo 1 al 10 del recipiente N° 3

CONTEO 1
A B C D PROM
2 0 1 0 0.75
Concentracion (cél/ml): 7500
CONTEO 2
A B C D PROM
2 1 1 0 1
Concentracion (cél/ml): 10000
CONTEO 3
A B C D PROM
0 0 1 5 1.5
Concentracion (cél/ml): 15000
CONTEO 4
A B C D PROM
2 1 1 4 2
Concentracion (cél/ml): 20000
CONTEO 5
A B C D PROM
4 2 3 3 3
Concentracion (cél/ml): 30000
CONTEO 6
A B C D PROM
3 3 3 5 3.5
Concentracion (cel/ml): 35000
CONTEO 7
A B C D PROM
6 5 8 7 6.5
Concentracion (cél/ml): 65000

CONTEO 8




A B C D PROM
20 17 23 20 20
Concentracion (cél/ml): 200000
CONTEO 9
A B C D PROM
59 60 63 65 61.75
Concentracion (cél/ml): 617500
CONTEO 10
A B C D PROM
38 50 36 31 38.75
Concentracion (cél/ml): 387500

Anexo 5. Concentracion del Conteo 1 al 10 del recipiente N° 4

Fuente: Propia.

A B C D PROM

0 1 2 1 1
Concentracion (cél/ml): 10000

A B C D PROM

3 1 0 1 1.25
Concentracion (cél/ml): 12500

A B C D PROM

1 3 3 1 2
Concentracion (cél/ml): 20000

A B C D PROM

4 2 3 3 3
Concentracion (cél/ml): 30000

A B C D PROM

4 3 4 5 4
Concentracion (cél/ml): 40000

A B C D PROM

7 6 7 8 7

Concentracion (cél/ml): 70000
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A B C D PROM

13 9 8 6 9
Concentracion (cél/ml): 90000

A B C D PROM

32 35 34 39 35
Concentracion (cél/ml): 350000

A B C D PROM

88 37 83 82 72.5
Concentracion (cél/ml): 725000

A B C D PROM

15 28 30 27 25

Concentracion (cél/ml): 250000

Fuente: Propia.

Anexo 6. Concentracion del Conteo 1 al 10 del recipiente N° 5

CONTEO 1
A B C D PROM
2 2 1 0 1.25

Concentracion (cél/ml): 12500

CONTEO 2
A B C D PROM
1 2 2 2 1.75

Concentracion (cél/ml): 17500

CONTEO 3
A B C D PROM
2 2 3 2 2.25
Concentracion (cél/ml): 22500
CONTEO 4
A B C D PROM
1 2 4 3 2.5
Concentracion (cel/ml): 25000




CONTEO 5
A B C D PROM
4 1 2 5 3
Concentracion (cel/ml): 30000
CONTEO 6
A B C D PROM
7 10 10 10 9.25
Concentracion (cél/ml): 92500
CONTEO 7
A B C D PROM
15 19 15 14 15.75
Concentracion (cél/ml): 157500
CONTEO 8
A B C D PROM
13 11 23 26 18.25
Concentracion (cél/ml): 182500
CONTEO 9
A B C D PROM
51 50 47 52 50
Concentracion (cél/ml): 500000
CONTEO 10
A B C D PROM
18 10 9 22 14.75

Concentracion (cél/ml): 147500

Fuente: Propia.

Anexo 7. Concentracion del Conteo 1 al 10 del recipiente N° 6

A B C D PROM

1 1 0 1 0.75
Concentracion (cél/ml): 7500

A B C D PROM

1 1 1 2 1.25
Concentracion (cél/ml): 12500

A B C D PROM

3 0 2 1 1.5

Concentracion (cel/ml): 15000
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A B C D PROM

2 1 2 5 2.5
Concentracion (cél/ml): 25000

A B C D PROM

2 2 3 5 3
Concentracion (cél/ml): 30000

A B C D PROM

3 3 5 7 4.5
Concentracion (cél/ml): 45000

A B C D PROM

7 7 9 5 7
Concentracion (cél/ml): 70000

A B C D PROM

21 25 32 22 25
Concentracion (cél/ml): 250000

A B C D PROM

28 67 28 37 40
Concentracion (cél/ml): 400000

A B C D PROM

21 17 19 25 20.5

Concentracion (cél/ml): 205000
Fuente: Propia
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Anexo 8. Cinética de crecimiento de los diferentes recipientes.

-83-

Recipientes Hmax A G R?
1 0.00299394 340.488579 231.516422 0.90455864
2 0.004230102 526.5903142 163.8606358 0.966442958
3 0.00395894 216.614374 175.083922 0.95496138
4 0.00372887 100.056879 185.886446 0.92236709
5 0.00379887 165.003073 182.461422 0.90200621
6 0.00335958 45.9628197 206.319409 0.9354647

~ Fuente: Propia.

Anexo 9. Curva de crecimiento, recipiente N° 1.

Model: Y =a*exp(-exp(b-c*T))

0,2

y=(2,58825)"exp(-exp((1,39386)-(0,00115675)"x))

-200

0 200

400 600 800

1000 1200

1400 1600

Fuente: Propia.



Anexo 10. Curva de crecimiento, recipiente N° 2.

y=(1,42664) exp(-exp((2,56138)-(0,00296508)x))

Model: [Y=a*exp(-exp(b-c*T))

0.2

-200

200

400 500 800 1000 1200 1400 1600

Fuente: Propia.

Anexo 11. Curva de crecimiento, recipiente N° 3.

Model: Y =a*exp(-exp(b-c*T))

y=(3,26408) exp(-exp((1,26273)-(0,00121288)x))

-200

200

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Fuente: Propia.
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Anexo 12. Curva de crecimiento, recipiente N° 4.

2.0

Model: 1Y =a*exp(-exp(b-c*T))

y=(2,01936)*exp(-exp((1, 18476)-(0,00184656)x))

0,2
-200

200

400 500 800 1000 1200 1400 1600
T

Fuente: Propia.

Anexo 13. Curva de crecimiento, recipiente N° 5.

1,8

Model: 1Y =a*exp(-exp(b-c*T))

y=(1,46255)exp(-exp((1,42858)-(0,00259743)"))

16}

1

-0,2

-200

0

200

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Fuente: Propia.
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Anexo 14. Curva de crecimiento, recipiente N° 6.

Model: 1Y =a”exp(-exp(b-c*T))

-0,2

y=(2,13664)"exp(-exp((1,07227)-(0,00157237)"x))

-200

200 400

600 800

T

1000

1200 1400 1600

Fuente: Propia.

Anexo 15. Registro de temperatura (°C), desde el mes de Junio a Agosto de 2017

Dias Junio Julio Agosto | Promedio
1 16 19 28 21
2 17 20 26 21
3 18 19 15 17
4 19 21 20 20
5 19 21 23 21
6 20 22 23 22
7 18 24 26 23
8 17 25 25 22
9 14 20 23 19
10 17 24 25 22
11 19 25 31 25
12 20 27 29 25
13 21 26 18 22
14 22 28 18 23
15 24 27 24 25
16 25 25 24 25
17 29 15 26 23
18 24 10 27 20
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19 23 19 26 23
20 15 21 17 18
21 23 21 18 21
22 24 24 23 24
23 26 29 25 27
24 27 30 32 30
25 26 30 31 29
26 25 29 28 27
27 26 27 24 26
28 27 28 26 27
29 27 29 33 30
30 22 25 29 25
31 29 26 28

Fuente: Propia.
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Anexo 17. Informe de Resultados del Laboratorio de Agua y Alimentos.

7 o
ol
Ly amn

_‘_—__‘/ LABORATORIO DE ANALISIS DE AGUA Y ALIMENTOS "=’.

L3 L

Intertek

Posadas, 2 de enero de 2018
INFORME DE RESULTADOS Nro. 005-18

DATOS DEL SOLICITANTE/CLIENTE
SOLICITANTE/CLIENTE: Srta. Clara Villalba
DOMICILIO: Itapda, Paraguay CUIT: -
®:- E: claravillalbaB88@gmail.com

DATOS DE LA MUESTRA

N® DE MUESTRA: 015595-17 MUESTRA MANIFESTADA: Espirulina
LOTE: Mo indica FECHA ELABORACION: No indica IDENTIFICACION DE ORIGEN: Muestra 1
LUGAR DE MUESTREQ: PManta Piloto FECHA DE MUESTRED: 23/12/2017

RESPONSABLE DEL MUESTREOQ: Srta. Clara Villalba

Determinaciones

Métodos Resultados )
FISICOQUIMICAS Unidades

Secado en estufa a (103£2) #C, hasta peso

Humedad 1.6 % bh
constante.

Proteinas (N x 5,75) Método de Kjeldhal 54,6 /100 g bs

Grasas Tatales Extractor Twiss E|I'I;;I'I ;c: éter de petrdleo 04 2/100 g bs

Observaciones: Los resultados se refieren dnicamente a la muestra examinada.
bhi: base humeda bs: base seca

.

(-
Bgca. lll]l.-'l}“ﬂ'll Fretes

Director Técnsoo
L. Andai Agul y Alrrerend

B 325 CUNT: 2T Le63E05-8
* Raguel M. Fretes - Bloguimica MP 225 - * Luls A. Brumaviky - Dr. Ing. Quimico MP 2149 Pdgina 1 de 1
Aveniga Mitre 2281 - {1900) Posadas - Misiones = Argenting - Telefox 03 78-44.22 769 REG-LAS-O6 VER O3
email. anglisogua, aimentos @gmail com i LA

Fuente: Propia.
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Anexo 18: Identidad molecular del aislamiento de Arthospira platensis de Paraguay segin base
de datos Genbank del NCBI.

C ) | & Esseguro | hitpsy//blastncbinim.nihgov/Blast.coi

Description Rl Ident Accession
score score cover value
tm;iimmm 183 183 75% 2e-46 82% KJ5621861
ToSpira S Thosomal Ene. partal Sequence TS0 T80 TA% 2840 81T

) Arthrospira sp. PMC737.11 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 180 180 74% 2e-45 81% Kx8403601
1 Arthrospira sp. strain DICP-F 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 180 180 74% 2e-45 81% KY3635161
") Arthrospira platensis rsemsu 1/02-P 168 ribosomal RNA gene and 165-233 ribosomal RNA intergenic spacer. parfial sequence 180 180 74% 2e-45 81% KU8553751
I} Arthrospira platensis rsemsu 1/02 168 ribosomal RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer, partial sequence 180 180 74% 2e-45 81% KU855374.1
U Anthrospira platensis GMPC1 168 ribosomal RNA gene. partial sequence: 168-238 ribosomal RNA intergenic spacer, complete sequence andz: 180 180  74% 2e-45 81% Kx2794181
[ Arthrospira platensis GMPB1 165 ribosomal RNA gene. partial sequence: 165-235 ribosomal RNA intergenic spacer. complete sequence:andz 180 180 74% 2e-45 81% KxX2794161
[ Anthrospira platensis GMPAT 165 ribosomal RNA gene partial sequence: 165238 ribosomal RNA intergenic spacer complete sequence:and2 180 180  74% 2e-45 81% KX2794151
U Anthrospira platensis YZ genome 180 360 74% 2e-45 81% CP013008.1
O Athrospira sp. Nigrita C1' 168 ribosomel RNA gene and 165-235 ribosomal RNA intergenie spacer. paria sequence: and (RNAdle and IRNA2 180 180 74% 2e-45 81% KUGIS610.1
1 Arthrospira platensis RRGK-AP 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 180 180 74% 2e-45 B81% KI2509291
(" Arthrospira platensis CHM 165 ribosomal RNA gene partial sequence 180 180 74% 2e-45 81% KJ4636251
O Arthrospira sp. MV86 168 ribosomal RNA gene, parfial sequence 180 180 74% 2e-45 81% KP6315571

I Arthrospira platensis strain PCC 7345 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 180 180 74% 2e-45 81% NR_1257111
[ Arthrospira platensis SAG 21.99 16S ribosomal RNA gene. partial sequence 180 180 74% 2e-45 B81% KM019966 1
[ Arthrospira sp.str PCC 8005 ck complste genome 180 360 74% 2e-45 81% FOB8186401

Fuente: Genbank, 2017
Anexo 19. Prototipo visualizado en computadora.
O ndechiml x a8 o *
« C @ filerDyusers/Downloads spirulinasspiruling/index. html «+ B
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Fuente: Propia.

Spirulina

Paraguay




-90 -

Anexo 20. Visualizacion en dispositivo movil.

Spirulina
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Fuente: Propia.

Anexo 21. Codigo QR

E33% &

Fuente: Propia.



