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Resumen

La cianobacteria Spirulina (Arthrospira platensis) es cultivada para obtener productos
de alto valor comercial debido a que contiene del 40 al 70 % de proteina, cuenta con
todos los aminoécidos esenciales, minerales, vitaminas, antioxidantes y pigmentos
(ficocianina y carotenoides). Ha sido sumamente estudiada por su potencial nutricional,
antioxidante, terapéutico y coadyuvante en el tratamiento de la obesidad. El proceso de
desarrollo para la obtencién de polvo de Spirulina cuenta con una etapa fermentativa, en
la cual se hace necesario evaluar diferentes medios de cultivo con el fin de determinar
con cual se alcanzan los mayores valores de biomasa. Se realizé un estudio de nuevas
condiciones de operacion a partir de la evaluacion de diferentes medios de cultivo Spirel,
OFFER, Shlosser y BGI1. La fermentacion se realizé en Erlenmeyer de 250 mL con
200 mL de medio de cultivo y 20 % de inoculo. El experimento se realiz6 por triplicado
a temperatura ambiente, con agitacion y luminosidad controladas. La fermentacion dur6
10 dias y se monitore6 el cultivo con un espectrofotometro (A=560 nm), lo que permitio
elaborar la curva de crecimiento para cada experimento. La producciéon maxima de
biomasa se obtuvo con el medio de cultivo Spirel (14,58 g/L) en la fase de crecimiento
exponencial, seguido del medio OFFER (10,06 g/L), Shiésser (9,62 g/L) y por tltimo
BGI11 (6,33 g/L).

Palabras claves: microorganismo, fermentacion, crecimiento, biomasa, medio de
cultivo.

Abstract:

Spirulina cyanobacterium (Arthrospira platensis) is cultured due to its high market
value. This is the case, due to its protein content, which is roughly 40 to 70 %, it has all
the essential amino acids, minerals, vitamins, antioxidants and pigments (phycocyanin
and carotenoid). It has been thoroughly researched given its nutritional potential



antioxidant properties and it is integration in obesity treatments. The development
process to obtain Spirulina powder has a fermentation stage, in which it is necessary to

Revista Cubana de Ingenieria Vol. XIV (3) €360 (2023) ISSN: 2223-1781



ixad Yadira Gutiérrez et al 3

evaluate different culture media in order to determine which one achieves the highest
biomass values. There was a conducted study for each culture protocol Spirel, OFFER,
Shiosser and BGI1 and its individual results were evaluated. This fermentation took
place in a 250 mL Erlenmeryer flask, containing 200 mL of the culture medium and
20 % of inoculum. The experiment was done three times at room temperature, with
controlled agitation and lighting. The fermentation process lasted 10 days and was
monitored with a spectrophometer (A=560 nm), which gave place to creating the
growing curve for each experiment. The maximum biomass production was obtained
with Spirel (14,48 g/L) in the exponential growing phase, followed by OFFER medium
(10,06 g/L), Shlosser (9,62 g/L) and lastly BG11 (6,33 g/L).

Keywords: microorganism, fermentation, growth, biomass, culture medium.

1. Introduccion

Las cianobacterias se han estudiado ampliamente con el fin de producir compuestos que
son de interés en las grandes industrias: alimentarias, farmacoldgicas, cosméticas,
acuicolas, entre otras; esto, gracias a sus potenciales usos en la produccion de biodiesel,
tratamiento de aguas residuales, elaboracion de pigmentos para alimentos, antioxidantes
para la dieta humana, entre muchos otros [1, 2]. Existen diversas especies de
cianobacterias que poseen caracteristicas nutracéuticas. El término Spirulina se utiliza
para referirse principalmente a dos especies: Arthrospira platensis y Arthrospira
mdaxima, las cuales son las que mayor importancia tienen en la economia y en la
industria de productos alimenticios. Estas son cultivadas, cosechadas y vendidas para
fabricar productos con propiedades nutritivas y su consumo esta relacionado con la
reduccion y prevencion del desarrollo de patologias tales como diabetes, obesidad,
enfermedades cardiovasculares, cancer, entre otras; lo cual estd asociado
fundamentalmente al alto contenido en fibra que contienen [3].

Arthrospira platensis es una cianobacteria que pertenece al phylum Cianobacteria y que
en la naturaleza habita en lagos alcalinos de zonas tropicales. La forma de espiral de sus
tricomas le dio su nombre comun, 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 um. Puede ser cosechada y procesada debido a su alto contenido en macro
y micronutrientes [4, 5]. Es mas elevada en proteinas que otros alimentos. Su
sobresaliente perfil nutricional también incluye los 4cidos grasos esenciales, el 4cido
gamma linoleico (GLA), lipidos, &cidos nucleicos, acido ribonucleico y 4&cido
desoxirribonucleico (RNA y DNA), vitamina B12, vitamina B y E y fotoquimicos, tales
como carotenos, clorofila (purificador de sangre), ficocianina (pigmento azul) la cual es
una proteina que se conoce como inhibidora del cancer [6]. Esta especie es capaz de
convertir la energia del sol en compuestos quimicos usando dioxido de carbono y
liberando oxigeno, ademads de fijar el nitrogeno del medio [7].

Arthrospira platensis puede cultivarse facilmente, en biorreactores y sistemas acuosos
abiertos, naturales y artificiales, en los que el medio de cultivo liquido contiene sales
como bicarbonato de sodio y nitratos, que contribuyen a la alcalinidad del medio, uno
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de los factores mas determinantes en el escalado y produccion [8]. El primer medio
sintético formulado para el cultivo de Spirulina fue el medio Zarrouk, que todavia se
utiliza como medio cultivo estdndar aunque es considerado un medio de cultivo costoso
debido a la alta concentracion de sales de grado analitico[9, 10]. Posteriormente
diferentes medios de cultivo se han probado como el medio Bangladesh, el medio
OFFER, el medio CFTIR, el medio Rao y el Shiésser [9, 11]. La iluminacién es
importante por ser un organismo fotoautotrofico, y para lograr una adecuada
distribucion de nutrientes, se mantiene agitacion por medio mecanico o por burbujeo
[12]. Se conoce que la composicion de la biomasa puede ser manipulada mediante las
condiciones de cultivo. Estas condiciones optimizadas para la generacion de biomasa
son las habitualmente utilizadas en la produccion comercial de Spirulina [13].

El cultivo comercial e industrial de Spirulina ha estado exclusivamente basado en el
sistema de cultivo autotrofico, donde se requiere adicionar nutrientes que son necesarios
para los procesos metabolicos en la produccion de biomasa. Uno de los nutrientes
principales es la incorporacion de carbono, el cual tiene gran influencia en la definicion
de los costos de produccién de un cultivo masivo [14]. El presente estudio pretende
evaluar el efecto de la composicion de diferentes medios de cultivo en la produccion de
biomasa de Arthrospira platensis.

2. Materiales y Métodos

Obtencion de la cepa

La cepa de Arthrospira platensis utilizada para llevar a cabo este trabajo es de
procedencia brasilefia (codigo SPB) mantenida en el laboratorio de la UEB Spirulina
Jaruco de la Empresa GENIX-LABIOFAM en el banco de trabajo a:

- Camara climatica a 17 °C
- Temperatura ambiente

Arthrospira platensis se mantiene en el cepario del laboratorio, en tubos de ensayo que
contiene el medio de cultivo Spirel estéril.

Obtencion del inéculo

Se tomaron 50 mL del subcultivo de Arthrospira platensis mantenidos en el cepario del
Laboratorio y se inoculd un Erlenmeyer de 500 mL afiadiendo 200 mL de medio Spirel
previamente preparado, para obtener un volumen inicial de 250 mL y una densidad
optica (D.O) de 0,2.

Se fue afiadiendo gradualmente medio Spirel hasta que el cultivo alcanzé una D.O de
0,5 y un volumen final de 3 L, a partir del cual se extrajo la jalea para realizar las
siembras en los diferentes medios de cultivo.

Medios de cultivos
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Se pesaron los nutrientes para cada medio de cultivo (Tabla 1). Agregando 1 L de agua
destilada a un matraz de 1 L y se fueron disolviendo las sales a temperatura ambiente
con agitacion moderada en dos matraces por separado para evitar insolubilidad de las
mismas. Se eligieron cuatro medios de cultivos, el medio Spirel, OFERR, Shldsser y
BGI11, propuestos en la bibliografia debido a su capacidad para proporcionar los
nutrientes necesarios para el crecimiento de esta cianobacteria, asi como su simplicidad
y bajo costo [9, 11].

Tabla 1. Concentracion de nutrientes en cada medio de cultivo a emplear

Nutrientes Spirel OFERR BGI11  Shlosser
NaHCOs (g/L) 16,8 8,0 - 13,61
NaCl (g/L) 1,0 5,0 - 1,0
MgS04.7H20(g/L) 0,2 0,16 0,075 0,20
CaCl2.2H20 (g/L) 0,02 - 0,036 0,04
FeS04.7H20 (g/L) 0,01 0,05 0,006 -
KClI (g/L) 1,0 - - -
K>HPO4 (g/L) 0,25 0,052 0,04 0,5
NaNO:s (g/L) - 0,5 1,5 2,5
K>SO4 (g/L) - 1,0 - 1,0
EDTA (g/L) 0,04 - 0,02 -
Urea (g/L) 0,1 0,2 - -
NaxCO; (g/L) - - 0,01 4,03

Condiciones del cultivo

Se filtraron 80 mL del cultivo de Arthrospira platensis. Se inocularon los Erlenmeyer
de 250 mL con la biomasa filtrada anteriormente y 200 mL de cada medio de cultivo,
cerrados posteriormente con tapones de algodones estériles. El experimento se realizo
por triplicado, haciendo un total de 12 muestras. La cepa de Arthrospira platensis se
inocul6 en los medios de cultivo en condiciones de laboratorio durante diez dias. Cada
matraz con el cultivo se coloca en fotoperiodos de 12 h de luz natural y 12 h de
oscuridad, agitacion en zaranda y temperatura ambiente. Se tomaron lecturas de
absorbancia diariamente en un espectrofotdmetro, para lo cual se registrd la medicion de
absorbancia a 560 nm para la evaluacion de la turbidez del medio. Se realizd un
monitoreo con el microscopio Optico controlando los siguientes parametros: color,
morfologia, pigmentacion, numero de espiras, fragmentacion, contaminantes y materia
organica.

Determinacion de biomasa

Para poder calcular los diferentes parametros del proceso que tienen relacion con la
biomasa, es necesario disponer de una metodologia que permita cuantificar la misma.
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Para ello se realizdo una curva de calibracion que permiti6 correlacionar D.O y la
determinacion gravimétrica o peso seco (PS).

El procedimiento para elaborar la curva de calibracion se describe a continuacion: A un
cultivo de cianobacterias se le midi6 la densidad optica a 560 nm en espectrofotometro
UV-visible (Shimadzu, modelo UV-1700), y teniendo en cuenta el valor de D.O
obtenido se tomaron 20 mL de la solucion original y se mezcldé con igual volumen de
agua destilada lo que resultd en una reduccion a la mitad su concentracion inicial. El
proceso se repitid en serie cuatro veces obteniéndose una solucion final con una

concentracion - veces menor que la solucién original. A dichas diluciones se le midio

posteriormente la densidad 6ptica por triplicado.

Posteriormente, los tubos Eppendorf de 1,5 mL fueron lavados con agua destilada y
puestos a secar 24 h en estufa a 100 °C hasta peso constante y se determin6 su peso seco
inicial mediante balanza analitica (Electronic Balance, modelo FA1204).

Luego de secados los tubos, se pipeted6 1 mL de cada dilucion a los Eppendorf, por
triplicado. Haciendo un total de 15 muestras. Los mismos fueron puestos a secar
aproximadamente 48 h en la estufa a 105 °C hasta peso constante y se determino su peso
seco final mediante balanza analitica.

La cantidad de biomasa, expresada como peso seco, se determind segun la Ecuacion 1.

(=— N
Donde:

- Peso seco final (g)

- Peso seco inicial (g)

- Volumen de suspension (L)

Posteriormente, se correlacionaron los valores obtenidos de biomasa con las
determinaciones de D.O reales con el fin de hallar la regresion lineal correspondiente.

Cinética y cuantificacion de crecimiento

Para determinar la curva de crecimiento de Spirulina en los diferentes medios de cultivo
se tomaron muestras periddicas cada dia durante 10 dias aproximadamente a la misma
hora, se determino su densidad dptica y se determin6 la biomasa utilizando la curva de
calibracion. Lo que permiti6 la estimacién de parametros de interés como la velocidad
especifica de crecimiento (p), el tiempo de duplicacion (Td) y el indice de crecimiento
(I0).

Velocidad especifica de crecimiento (u): Los datos del crecimiento celular fueron
graficados en la forma de logaritmo natural vs tiempo. Esto permitio la obtencion de
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una linea recta sobre la fase de crecimiento exponencial. El valor de la pendiente de esta
parte lineal de la curva corresponde al valor de p, cuyas unidades estan definidas como
tiempo!.

Tiempo de duplicacion (Td): otro parametro importante a conocer en un proceso
discontinuo es el tiempo de duplicacion de la biomasa, que se define como el tiempo
que tarda una poblacion celular en duplicar su numero durante el crecimiento
exponencial. El mismo fue calculado a partir de la Ecuacion 2.

—In(®@
= @)

Indice de crecimiento (IC): expresa la cantidad de veces que la biomasa inicial (indculo)
se ha duplicado a lo largo de un periodo de cultivo. El indice de crecimiento fue
calculado utilizando la Ecuacion 3:

= G

Donde:
» —Concentracion de biomasa final (g/L)
1 —Concentracion de biomasa inicial (g/L)

Analisis estadistico

Para la determinacion de las curvas de crecimiento y los parametros cinéticos de cada
experimento realizado se utilizé el programa Microsoft Office Excel Professional Plus
2019 (version 16.0.11601.20144).

La existencia de diferencias significativas entre la biomasa final obtenida en cada
experimento se determind a partir de un andlisis de la varianza (ANOVA).
Posteriormente se realizo el test de rangos multiples para determinar cudles medias son
significativamente diferentes de otras y establecer asi grupos homogéneos. Para ambos
procedimientos el nivel de confianza aplicado fue del 95,0 %. Dichos andlisis se
realizaron mediante el programa estadistico Statgraphics Centurion XV.II (version
15.02.0014).

3. Analisis de los resultados
Determinacion de Biomasa: Curva densidad optica versus peso seco

A partir de los datos obtenidos se realiz6 la curva de calibracion (Fig.1) que permitid
cuantificar la cantidad de biomasa expresada en gramos de peso seco por litro de medio
de cultivo (g PS/L) en funcion de la medicion de la densidad optica (D.O) a una A=560
nm. La Ecuacion 4 representa la correlacion lineal obtenida junto con su valor de R2.
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Gréfico del Modelo Ajustado
Biomasa = -0,325764 + 17,0266*DO nm
.1 5 T T T T T T T T T T T T T T T T T

12

Biomasa
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Fig.1 Curva de calibracion de Biomasa (g PS/L) vs Absorbancia 560 nm
(—)=1703 . -o033 R?=0,9686 Ecuacion 4

Al observar los puntos en la grafica, se puede apreciar que estos ajustan a una recta,
siendo el Coeficiente de Correlacion igual a 0,98. El estadistico R? indica que el modelo
ajustado explica 96,86 % de la variabilidad de la biomasa. Puesto que el valor-P (0,2736)
de Durbin Watson es mayor que 0,05 no hay indicacion de una posible autocorrelacion
serial de los residuos. El modelo puede ser adecuado para los datos observados con un
nivel de confianza del 95,0 %.

Influencia de diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento de Spirulina
(Arthrospira platensis)

En la Fig.2 se puede apreciar el crecimiento de Spirulina (Arthrospira platensis) para
los distintos medios de cultivo evaluados (Spirel, OFERR, Shlosser y BG11), graficando
logaritmo natural de la concentracion de biomasa en g PS/L versus el tiempo en dias. Se
observo crecimiento en todas las condiciones ensayadas. En el medio de cultivo Spirel
se aprecio un crecimiento de tipo exponencial durante todos los dias, esto se debe a que
este medio de cultivo es precisamente en el que se conserva la cepa por lo que la fase
adaptativa no se manifiesta. Tomando como referencia el medio Spirel, en el medio de
cultivo OFERR la concentracion de la fuente de carbono (NaHCO3) disminuye en
52,2 % y se incrementa la concentracion de urea al doble. En este medio de cultivo la
fase de adaptacion fue de dos dias y a partir de este periodo se aprecia un crecimiento
exponencial. Comparado con el medio Spirel, el medio de cultivo Shidsser presenta
como fuente de carbono el carbonato de sodio (4,03 g/L) y el bicarbonato de sodio
(13,61 g/L) que en su conjunto aportan la misma cantidad a la del medio Spirel. Por su
parte la fuente de nitrogeno es el nitrato de sodio, con un aporte superior en 90 % a lo
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que aporta la urea. En el medio de cultivo Shldsser se observo hasta el cuarto dia la fase
de adaptacion donde el cultivo de Spirulina (Arthrospira platensis) se acopla a las
condiciones establecidas, a partir del cuarto dia se aprecia un crecimiento exponencial.
Por su parte el medio de cultivo BG11 presenta como fuente de carbono el carbonato de
sodio NaCOs (0,01 g/L) con una disminucién significativa comparado al medio de
cultivo Spirel, como fuente de nitrégeno cuenta con el nitrato de sodio (NaNO3) el cual
aporta un 81 % superior a lo que aporta la urea. El medio de cultivo BG/1, es el medio
de cultivo con las concentraciones mas bajas de nutrientes, esta causa provocod que se
prolongara la fase adaptativa durante 6 dias, a partir del sexto dia se aprecia crecimiento.

CURVAS DE CRECIMIENTO

—
=
A
A 2.5
o
5 2
<
=
9 15
=a]
N’
4
= 1
0.5
0
0 2 4 6 8 10 12

—o— Spirel —8— OFFER —&— Shlosser BG11  t(dias)

Fig.2 Curvas de crecimiento de Spirulina (Arthrospira platensis) bajo la influencia de
diferentes medios de cultivo

A los 10 dias de cultivo la mayor concentracion se observo en el medio de cultivo Spirel,
la biomasa final para el medio de cultivo OFERR y Shldsser son valores cercanos,
presentado el medio Shldsser una mayor velocidad especifica de crecimiento y a su vez
un menor tiempo de duplicacion. El mayor indice de crecimiento se reportd en el medio
de cultivo Spirel. Por su parte el medio de cultivo BG11, aunque su velocidad de
crecimiento fue mayor reportd el valor de biomasa final mas desfavorable; esto puede
deberse a la disminucion significativa en la concentracidon de los nutrientes y a que la
fase adaptativa se prolong6 mas. En la Tabla 2 se detallan los parametros cinéticos de
crecimiento para las distintas condiciones.
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Tabla 2. Parametros de crecimiento de Spirulina (Arthrospira platensis) para los
distintos medios de cultivo.

Medios de Velocidad Tiempo de Indice de Biomasa
cultivo especifica de duplicacion crecimiento  final (g/L)
crecimiento Td (dias)
(w)(dias™)

Spirel 0,16 4,35 3,3 14,58
OFERR

0,12 5,90 1,52 10,06
Shlosser 0,14 4,98 2,11 9,62
BGI1 0,19 33 0,87 6,33

Fig.3 Crecimiento de Spirulina (Arthrospira platensis) en los diferentes medios de
cultivo

En la Fig.3 se observa la coloracion final alcanzada en cada experimento, siendo el
medio Spirel el de mayor biomasa, el medio Shlosser y OFERR muy similares y el
medio de cultivo BG11 de menor concentracion de biomasa, por su parte este medio
también presenta una coloracion mas verde amarillenta que puede deberse a que
presenta un déficit de nutrientes. Al observarse al microscopio no se observan cambios
morfoldgicos significativos predomina una poblacion en espiral de buen tamafio y
buena pigmentacion. No se observaron contaminantes solo presencia de materia
organica producto de la degradacion.

Revista Cubana de Ingenieria Vol. XIV (3) €360 (2023) ISSN: 2223-1781



1350 Yadira Gutiérrez et al 11

Analisis estadistico
Tabla 3. ANOVA para biomasa por tipo de medio

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 85,7886 3 28,5962 9,66666E31 0,0000
grupos
Intra 0,0 8 0,0
grupos
Total 85,7886 11
(Corr.)

Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de biomasa entre un tipo de medio y otro,
con un nivel del 95,0% de confianza.

Para determinar cuéles medias son significativamente diferentes de otras, se selecciond
las pruebas de multiples rangos. Método: 95,0 porcentaje LSD

Tabla 4. Resultados de las pruebas de multiples rangos para biomasa por tipo de medio

Tipo de Casos Media Grupos
medio Homogéneos
BGI11 3 6,7689 X
OFFER 3 9,48709 X
Shlosser 3 10,7746 X
Spirel 3 14,2041 X
Contraste Sig.  Diferencia +/- Limites
BGI11— OFFER * -2,71819 0,0
BGI11 — Shlosser * -4,00575 0,0
BGI11 — Spirel * -7,43516 0,0
OFFER — Shlosser * -1,28756 0,0
OFFER — Spirel * -4,71697 0,0
Shlosser — Spirel * -3,42941 0,0

Los resultados obtenidos muestran que existen diferencias estadisticamente
significativas entre cada uno de los medios con un nivel del 95,0% de confianza.

4. Conclusiones

Se obtuvieron los graficos y parametros necesarios para evaluar la cinética de
crecimiento de los diferentes medios propuestos. El medio Spirel resultd ser el mas
favorable para el cultivo de Spirulina Platensis, obteniendo una mayor produccion de
biomasa (14,58 g/L) y un mayor indice de crecimiento (3,30).
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