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RESUMEN

La C-ficocianina (C-FC) es un biopigmento que se usa como un suplemento proteico y
antioxidante pues contiene un cromdforo (ficocianobilina) que, por tener estructura similar
a la bilirrubina, un antioxidante natural, tiene la capacidad de eliminar sustancias de
nitrégeno y oxigeno reactivos. El género Arthrospira, (cianobacteria) produce una gran
cantidad de este pigmento y una de sus especies, la A. mdxima, que crece en ambientes
alcalinos y salinos, fue cultivada en el Lago de Texcoco por los mexicas prehispanicos y mas
recientemente de 1967 a 1993 por Sosa Texcoco SA a escala industrial. Mundialmente se
sigue produciendo debido a su alto contenido de biocompuestos de interés comercial. La
cantidad y calidad de la C-FC acumulada que se puede recuperar de A. mdxima depende
principalmente de la fuente de N y del método de extraccién.

El objetivo en este trabajo fue cultivar una cepa de Arthrospira en condiciones cercanas a
las del Lago de Texcoco, con una fuente de nitrégeno alternativa y obtener este pigmento
por diferentes métodos de extraccion y de conservacion para evaluar su capacidad
antioxidante in vitro e in vivo.

La cepa A. maxima LJGR1 fue cultivada en un fotobiorreactor de placa plana a 30+2°C con
intensidad luminosa de 108 pmol m2s?, en un medio de 10.6 mM de ureay 0.26M de NaCl,
con lo que se obtuvo una produccién de 11 mg C-FC L''d™. Se evalud la recuperacién de C-
FC por tres diferentes métodos de extraccion: agitacidn, sonicacion a 45y 35°Cy enzimatico.
A los extractos obtenidos se les evalud su capacidad antioxidante por dos métodos in vitro,
el DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) y el ABTS (acido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico). Para conservar sus propiedades antioxidantes y el color original, se utilizaron
diferentes materiales de recubrimiento de los cuales el mucilago de chia y los
revestimientos de harina de amaranto conservaron mejor la actividad antioxidante de C-FC
ante variaciones de temperatura y degradacion de color a 20°C, respectivamente. Se evalué
como un suplemento antioxidante y proteico en un extensor de corta duracién para la
preservacion de espermatozoides de Sus scrofa domesticus (cerdo) almacenados hasta 72

horas a 4°C.

Vi



Con los métodos de extraccion, agitacion y sonicacion a 45°C se obtuvieron los mejores
rendimientos de C-FC, la mayor pureza y la minima inhibiciéon de los radicales oxidantes:
215 mg C-FC g DPPH?, 0.74, 92% y 29%; y 221 mg C-FC gABTS?, 0.75, 87% y 27%
respectivamente. Se observo una energia de activacion de descomposicion (Ea=60 k) mol)
con el mucilago de chia. Sin recubrimiento, la descomposicion de la C-FC fue de 80% y de
solo 18% con mucilago de chia a 60°C a los 15 dias. La menor tasa de degradacién del color
(rAE*) de 4.2 d! se observd con harina de amaranto. Se encontré que la motilidad
progresiva y el ADN de los espermatozoides de Sus scrofa domesticus (cerdo)
permanecieron 20% vivos después de 48 horas con 138 ug mL* C-FC. Obteniendo un buen

resultado pues con 20% es posible la reproduccidn asistida.
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CAPIiTULO 1: Introduccién

1.1. Justificacion
La C-FC es un biopigmento que se extrae principalmente del género Arthrospira y se emplea

como aditivo en la industria alimentaria e industria cosmetoldgica (Dixit & Suseela, 2013;
Fernandez-Rojas et al., 2014). Es el Unico pigmento que tiene un croméforo (ficocianobilina)
con estructura similar a un antioxidante natural, la bilirrubina (Kuddus et al., 2013; Pisoschi
& Pop, 2015). Se han hecho diferentes estudios sobre este pigmento y se ha determinado
que favorece el sistema inmunoldgico, el cual estd estrechamente ligado al sistema nervioso
y al sistema endocrino (Belay et al., 2002), actiia como neuroprotector (Rimbau et al., 1999;
Pentén-Rol et al., 2011), hepatoprotector (Ou et al., 2011) y estimula el sistema de defensa
de enzimas antioxidantes (lvanova et al., 2009). Tiene la capacidad de eliminar diferentes
sustancias de oxigeno reactivo (SOR): hidroxilo *OH, alcoxilo (RO®), superdxido (02*7) y
perodxido de hidrégeno (H20;) evaluados por métodos in vivo e in vitro (Romay et al., 1998;
Bhat & Madyastha, 2000; Ou et al., 2011; Kuddus et al., 2013). De igual manera disminuye
sustancias de nitrégeno reactivo (SNR), suprimiendo la expresién de 6xido nitrico sintasa
(iNOS) e inhibe la peroxidacién de los lipidos microsomales hepaticos (Bhat & Madyastha,
2001; Kamble et al., 2012).
Arthrospira son organismos procariotas fotosintéticos oxigénicos que producen distintos
productos bioquimicos y poseen mas tipos de pigmentos que las plantas, principalmente
la C-FC (Schlebusch, 2012; Dixit & Suseela, 2013). Es el género de microalga
(cianobacteria) mas comercializada (Dadheech et al., 2010; FAO, 2018). Las tres especies
mds comercializadas son A. platensis, A. fusiformis y A. maxima (Dadheech et al., 2010;
Gad et al., 2011; Sharma et al., 2011). En México esta ultima especie tiene un habitat
natural con un medio alcalino (pH 8.5 a 11) y salino (0.36-3.5% NaCl) (Ciferri et al., 1983;
FAO 2008; Dadheech et al., 2010). En el Lago de Texcoco desde la época prehispanica los
mexicas consumian y cultivaban el tecuitlat/, como se nombraba a esta cianobacteria.
Después de la conquista se dejé de producir y consumir hasta que en 1967 la compaiiia
Sosa Texcoco, S.A. inicio su cultivo en 1973 comercializando 150 toneladas,

posteriormente se llegé a comercializar hasta 500 toneladas al afio (Ciferri et al., 1983;



Sasson, 1984). Desafortunadamente esta empresa cerrd en 1993 y su produccidn a gran
escala fue abandonada (FAO, 2008). En cambio, en Africa Central (Lago Chad), China,
Estados Unidos, India y Japdn se cultiva a gran escala y se comercializa por sus propiedades
nutricionales, nutracéuticas, cosmetoldgicas y otros beneficios a la salud (Deng & Chow,
2010; Lu et al., 2011; Grewe & Pulz; 2012; Sili et al., 2012). Esto las hace atractivas para la
investigacion de bioprospeccién y la potencial comercializacidn de diferentes biomoléculas
(Betancourt, 1997; Borowitzka, 2013). A. mdxima es considerada como un alimento
funcional, debido a que tiene biocompuestos como C-FC y algunos carotenoides, acidos
grasos insaturados, todos los aminodacidos esenciales y un alto contenido de proteina (55-
70%), altas concentraciones de vitaminas y minerales (Liang et al., 2004; Ramos-Molina,
2011; Singh & Dhar, 2011; Sotiroudis & Sotiroudis, 2013). Los pigmentos (C-FC y
carotenoides) se les reconoce con nutracéuticos (Spolaore et al., 2006) y actualmente hay
una tendencia de utilizar colorantes naturales en diferentes industrias como: la alimentaria,
de cosméticos y farmacéutica (Sekar & Chandramohan, 2008). Estos compuestos en general
son inocuos, sin embargo, el nimero y gama de estos pigmentos son escasos en relacion
con las necesidades de las industrias (Ramos-Molina, 2011). Por este motivo, es
conveniente optimizar e incrementar la gama de estos pigmentos.

El cultivo de A. maxima en condiciones naturales puede ser muy sencillo pues se adapta a
diferentes habitats y representa el 4% del total de la biomasa en la superficie de la tierra 'y
son capaces de convertir la energia solar en energia quimica (Schlebusch, 2012; Dixit &
Suseela, 2013). Esta distribuida en el continente americano, tolera temperaturas mesdfilas,
aunque se ha establecido que crece mejor a 30°C (Ogbonda et al., 2007; Dadheech et al.,
2010; Sili et al., 2012). Todas estas condiciones indican que puede ser posible la
recuperacién de su produccion en el Lago de Texcoco que conserva las condiciones para su
cultivo.

Los factores que influyen en la produccion de C-FC son: 1) la concentracién de selenio, 2)
fuente de carbono (Chen et al., 2006; Chainapong et al., 2012), 3) la intensidad y tipo de luz
(Loreto et al., 2003; Chainapong et al., 2012); 4) el contenido y fuente de nitrégeno (Ajayan

et al., 2012; Oztiirk-Urek & Tarhan, 2012). Con base a diferentes experimentos el



parametro con el que se obtiene una sobreproduccidn de este biopigmento es la fuente y
concentraciéon de nitrégeno (Chaiklahan et al., 2010; Ajayan et al., 2012; Oztiirk-Urek &
Tarhan, 2012; Hifney et al., 2013). La fuente de N mas utilizada en los medios de cultivo es
el nitrato. El nitrato en microorganismo fotosintético necesita reducirse a nitrito (a través
de la reaccion catalizada por nitrato reductasa) y mds tarde a amoniaco (a través de la
reacciodn catalizada por nitrito reductasa) (Converti et al, 2006). Como este proceso requiere
energia, el alga prefiere utilizar el nitrégeno reducido en la forma de urea que sin embargo
es toxica en altas concentraciones debido a la hidrélisis de este compuesto a amoniaco ya
sea debido a las condiciones alcalinas o de la liberacidén de la ureasa (Converti et al, 2006;
Matsudo et al, 2009). La urea es una fuente de N interesante ya que proporciona una
ganancia energética debido a que su hidrélisis mediante la ureasa en medio alcalino es
exergoénica y produce CO; y amoniaco (Schlebusch, 2012; Oliver et al., 2012) que puede ser
facilmente asimilado por Arthrospira (Converti et al., 2006; Matsudo et al., 2009). Sin
embargo, se han hecho pocas investigaciones utilizando esta fuente alternativa de

nitrégeno (Ajayan et al., 2012).

Se sabe que la capacidad de C-FC para atrapar SOR y SNR se debe a su estructura
cromofora, que es similar a la bilirrubina (Zheng et al., 2013; Fernandez-Rojas et al., 2014).
Sin embargo, en otros estudios se ha demostrado que la parte de apoproteina si afecta la
funcién antioxidante debido a que interactua con la parte croméfora (Zhou et al., 2005).
Debido a ello es posible que esta ultima parte sea muy sensible y por lo tanto el método
de extraccidon es determinante. Los diferentes pardmetros de los métodos de extraccion
dependen de las caracteristicas fisicoquimicas del extracto, reproductibilidad, rapidez,
limitacién de los solventes, extraccidon enzimatica, selectividad, trasformacion, proteccién
del extracto molecular, costo y facilidad (Pasquet et al., 2011). Los métodos de extraccion
mas utilizados para obtener C-FC son maceracién, agitacion, sonicacidon y enzimatico
(Soundarapandian & Vasanthi, 2008; Chen et al., 2010; Hemlata et al., 2011; Banji et al.,

2013). Para optimizar la extracciéon hay que considerar las siguientes variables:

temperatura, solvente, volumen de solvente, concentracién de sales, tiempo de



extraccién, poder del ultrasonido y duracién del ciclo aplicado (Azuola & Vargas,

2007; Vilkhu et al., 2008).

Los antioxidantes se definen como aquellas sustancias que retardan, previenen o eliminan
el dafio oxidativo de una molécula, previniendo las sustancias con oxigeno (SOR) y nitrégeno
(SNR) reactivo, (Gutteridge & Halliwell, 2010). La capacidad antioxidante se puede evaluar
por métodos in vivo e in vitro (Niki, 2010). Los métodos in vitro mas utilizados son el ABTS y
el DPPH (Kuskoski et al., 2005). El fendmeno de oxidacién es una ganancia de oxigeno o una
pérdida de electrones que favorece las SOR y SNR que abarcan una variedad de pequefias
moléculas radicales y no-radicales. La propiedad antioxidante de C-FC tiene la capacidad de
eliminar las SNR y SRO como: *OH, RO®, H,0;, 02°7, NO®, y otros radicales como ABTS®** y
DPPH® (Romay et al., 1998; Bhat & Madyastha, 2000; Ou et al., 2011; Kamble et al., 2012;
Kuddus et al., 2013; Fernandez-Rojas et al., 2014).
Una forma de estabilizar este pigmento es utilizar algunos aditivos como material de
recubrimiento. Los materiales de recubrimiento, biopeliculas y encapsulamiento pueden
retardar la degradacién y extender la vida util de pigmentos y compuestos bioactivos
(Carvalho et al., 2014; Lacroix & Dang, 2014). Se han investigado como potencial
recubrimientos el mucilago de nopal y de chia, y la harina de amaranto, debido a su
(Salgado-Cruz et al., 2013). Debido a que protege al ingrediente sensible de influencias
externas, pueden controlan la transferencia de humedad, la liberacion del ingrediente y
permeabilidad de los gases (Tapia-Blacido et al., 2011; Salgado-Cruz et al., 2013; Segura-
Campos et al., 2014; Salinas-Salazar et al., 2014). Adicionalmente se ha determinado que
las proteinas aisladas del amaranto actuan eficientemente como agente estabilizador
(Fidantsi & Doxastakis, 2001) y que puede retener grupos odorantes como: monoterpeno,
alcoholes, cetona, fenoles o esteres (Blaszczak et al., 2013).
Los alimentos funcionales producen un beneficio a la salud mas alla de sus propiedades
nutricionales (Bernal et al., 2011). A. Maxima es un alimento funcional que sintetiza C-FC
(Carvalho et al., 2006; Sotiroudis & Sotiroudis, 2013). Se ha demostrado en innumerables
estudios que la C-FC tiene diferentes beneficios a la salud (Ou et al., 2011; Pentén-Rol et

al., 2011; Tso et al., 2012; Borowitzka, 2013; Koller et al., 2014; Ferndndez-Rojas et al.,



2014). A pesar de las diferentes aplicaciones de C-FC, no se ha determinado su uso como
extensor para la proteccién de espermatozoides. Debido a la estructura de C-FC, que tiene
una parte apo-proteica y una no-proteica (tres cromoéforos) (Fernandez-Rojas et al., 2014),

se cree que puede tener doble funcidn en los extensores, como proteina y antioxidante.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general:
Obtencion de C-FC a partir de Arthrospira mdxima cultivada en condiciones alcalinas con

urea, para obtener el mejor rendimiento y conservando la actividad antioxidante in vitro,
proteccion con recubrimientos comestibles y uso como suplemento en un extensor para la
proteccion de espermatozoides.

1.2.2. Objetivos particulares:

1. Cultivo de A. maxima LIGR1 en condiciones para obtener una sobreproduccién de C-FC
utilizando diferentes fuentes de nitrégeno y un mayor contenido de cloruro de sodio.

2. Extraccion eficiente de C-FC de como antioxidante.

3. Proteccién de C-FC a la desnaturalizacidon de sus proteinas utilizando recubrimientos
naturales.

4. Evaluar la capacidad antioxidante de C-FC por dos métodos in vitro (ABTS y DPPH).

5. Evaluar la proteccién de C-FC de espermatozoides de Sus scrofa domesticus.



CAPITULO 2: Arthrospira como biofactoria

2.1. Morfologia y taxonomia.

Arthrospira (familia Oscillatoriaceae) son organismos fotosintéticos oxigénicos, no téxica,
filamentosos y sin diferenciacion multicelular, con tolerancia a la sal por tener canales de
doble via (antiporter) Na*/H* (Dadheech et al., 2010; Cheevadhanarak et al., 2012). Su
organizacioén celular es tipica de una bacteria Gram negativa, su pared celular estd envuelta
por su cdpsula o vaina compuesta de polisacdridos y un nimero de capas débiles de
peptidoglucano vy lipolisacarido. Sus componentes celulares son ribosomas, fibrillas de
ADN, ficobilisomas (membrana tilacoidal), vacuolas de gas, carboxisomas donde se fija el
CO: (RuBisco), granulos de lipidos localizada cerca de la superficie celular y granulos de
cianoficina -copolimero de aspartato y arginina- (Sotiroudis & Sotiroudis, 2013). La forma
helicoidal de los filamentos (o tricomas) es caracteristica del género y se mantiene solo en
un medio liquido o medio de cultivo. Los tricomas tienen una longitud de 50 a 500 um
(Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006) y un ancho de 3 a 4 um. La espirulina se
reproduce por fisidon binaria (FAO, 2008). Se multiplica por la fragmentacién del tricoma
(necridio), que tienen forma de hélice abierta (Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006).
Tiene 20 especies este generd las mas representativa y comercializada a gran escala son:
A. platensis, A. maxima y A. fusiformis (Dadheech et al., 2010; Gad et al., 2011). Algunas
cepas de este género son nombradas comercialmente como Spirulina, aunque en estricto
sentido son géneros diferentes (Cheevadnarak et al., 2012). Sin embargo, A. maxima era
llamada como S. maxima (Setchell et Gardner y Bernard), S. geitleri u O. pseudoplatensis
(Dadheech et al., 2010; Sili et al., 2012). A. maxima esta distribuida en el continente
americano, tiene vacuolas con gas, presenta nitrogenasa, produce sulfolipidos y tolera
temperaturas mesdfilas, aunque se ha establecido que crece mejor a 30 °C (Ogbonda et
al., 2007; Dadheech et al., 2010; Sili et al., 2012). Naturalmente crece en depdsitos con
alto contenido de sal en México, Estados Unidos, Asia y Africa Central (Deng & Chow,
2010).

La posicion sistematica de las cianobacterias ha sido un tema de discusién, ya que estos

organismos fotosintéticos se consideraron por primera vez algas (FAO, 2008). Las



cianobacterias ocupan una posicion intermedia entre bacterias y las algas eucariotas, no
poseen bacterioclorofila, sino clorofila a, y realizan fotosintesis oxigénica; pero su
estructura celular procariota las situa taxondmicamente dentro del grupo de las bacterias
(Reino Procaryotae). No obstante, en un sentido mas amplio y desde el punto de vista
biotecnoldgico, el término microalga suele referirse a aquellos microorganismos que
contienen clorofila a y otros pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar fotosintesis
oxigénica. En este contexto las cianobacterias son consideradas microalgas (Betancourt,
1997). En 1962 Stanier y Van Neil incorporaron algas verde-azules en el reino procariota
y propusieron llamar a estos microorganismos cianobacterias. Esta designacion fue
aceptada y publicada por primera vez en 1974 en el Manual de Bacteriologia

Determinativa de Bergey (FAO, 2008).

2.2. Arthrospira como alimento funcional

El termino de alimento funcional fue por primera vez utilizado en los aiflos 80’s en Japén y
fueron adoptados de varias maneras alrededor del mundo. Un alimento funcional puede
ser considerado como aquel que demuestra satisfactoriamente uno o mas beneficios a la
funcién del cuerpo, con efectos nutricionales y con la prevencién o reduccién de alguna
enfermedad. El mercado nutracéutico es muy atractivo para muchos productos derivados
a partir de microalgas (Bernal et al., 2011; Borowitzka, 2013). Las microalgas tienen una
diversidad evolutiva y filogenética, favoreciendo la produccion de distintos productos
bioquimicos. Esto las hace atractivas para la investigacion bioprospeccién y la potencial
comercializacién de diferentes biomoléculas (Borowitzka, 2013). Juntas las microalgas
forman alrededor del 50 % de la produccidn de biomasa primaria en la tierra y es la base de
la alimentacién marina (Jaspars y Folmer, 2013). Arthrospira es un alimento funcional
debido a que al consumirla produce un beneficio a la salud mas alla de sus propiedades
nutricionales (Pentén-Rol et al., 2011; Bertolin et al., 2011; Grewe & Pulz; 2012; Borowitzka,
2013). También es considerada como suplemento alimentario o nutracéutico (Otles & Pire,
2001; Grewe & Pulz; 2012; Mayank & Arya, 2013).

Las primeras microalgas comercializadas fueron Chlorella y Arthrospira (Spirulina) como

alimento sano en Japdn, Taiwan y México. Arthrospira fue de las primeras microalgas en



empezar a comercializarse a gran escala en Japon en los anos 60°s por ser un alimento
funcional y sintetizar el pigmento de color azul, la C-FC (Carvalho et al., 2006; Borowitzka,
2013). La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (ONUAA
o FAO por sus siglas en inglés) estimd que en 2016 se obtuvo una produccién de 89,000
toneladas de esta microalga (peso fresco). Se produce en 11 paises, sin embargo, China
tiene aproximadamente el 99% de produccién de microalgas, incluida la Arthrospira (FAO,
2018).

Arthrospira es un alimento de consumo seguro y de altamente digerible (~90%). Pertenece
a la categoria enumeradas como GRAS (generalmente reconocido como seguro) y una clase
A por la DSI-EC (informacidn de suplementos dietéticos del comité de expertos) (Otles &
Pire, 2001; Karkos et al., 2011; Marles et al., 2011; Baylan et al., 2012; Mayank & Arya,
2013). De igual manera esta legalizada como suplemento dietético por las autoridades
europeas, japonesas y la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos (Berto lin
etal., 2011). Contiene una concentracion importante de proteina entre 50 a 70% y ademas
contiene todos los aminodcidos esenciales: metionina, cisteina y lisina. Concentraciones
altas y diferentes minerales -potasio, calcio, cobre, magnesio, hierro, selenio, zin y sodio- y
vitaminas -vitamina B1, B2, B3, B6, B9, B12, C, D y E- (FAO, 2008; Singh & Dhar, 2011;
Sotiroudis & Sotiroudis, 2013; Mayank & Arya, 2013). Tiene entre 6 a 13% acidos grasos, los
acidos grasos saturados mas distribuido son el acido palmitico (35-46%) y acido caprilico
(3.5-4%); y de los acidos grasos insaturados se reportan principalmente el GLA (8-22%),
acido linoleico (16-17.5%) (Otles & Pire, 2001). Ademds, contiene 24% de carbohidratos y
4% fibra (Mayank & Arya, 2013). Tiene compuestos bioactivos con valor afiadido como
fenoles, tocoferoles, B-carotenos (BC), C-FC y acido gama lindlenico (GLA) los cuales tienen
diversos efectos benéficos a la salud (Capelli & Cysewski, 2010; Pentén-Rol et al., 2011,

Bertolin et al., 2011).

2.3. Cultivos de cianobacterias: Arthrospira
Para lograr un cultivo masivo de cianobacterias y microalgas en crecimiento activo es
necesario un indculo viable de tamafio minimo, suministro de nutrientes vy

microelementos, condiciones adecuadas fisicoquimicas como T, pH, salinidad y luz como



fuente de energia. La concentracion de indculo inicial es importante, debido a que a bajas
concentraciones puede ver una perdida celular por la fotooxidacién y a altas hay una
perdida por respiracion o por no utilizar la luz adecuadamente (Betancourt, 1997). En los
ultimos afios la biomasa de las microalgas ha encontrado un abrumador interés para la
produccién de diversos tipos de productos. Por lo tanto, la produccidn tiene que aumentar
en varios ordenes de magnitud (Posten, 2009). La mayor parte de produccidon de biomasa
de microalgas se produce en estanques abiertos. Sélo unos pocos cientos de toneladas se
producen en condiciones cerradas, fotobiorreactores. Arthrospira se produce en estanques
abiertos principalmente y en menor medida en fotobiorreactores. El primer medio sintético
y mas utilizado para cultivar Arthrospira es el medio Zarrouk, se han empleado otros medios
como Schldsser, Paoletti (Cuadro 1). También se han utilizado medios alternativos como
suplementados con aguas residuales y medios suplementados con agua de mar (Lamela &
Mdrquez, 2000; Olguin et al., 2003; Rodrigues et al., 2011; Leema et al., 2010). Los factores
que favorecen el principalmente el rendimiento de C-FC son: la fuente de nitrdgeno,
carbono y luz (Loreto et al., 2003; Chen et al., 2006; Chainapong et al., 2012; Ajayan et al.,
2012; Oztirk-Urek & Tarhan, 2012). Otros factores a considerar en los cultivos son la
temperatura, intensidad de luz y el pH. La temperatura influye fuertemente en la actividad
del oxigeno en el fotosistema Il (PSll), la cual tiene una serie de efectos sobre las membranas
de la cianobacteria y la disponibilidad de nutrientes. Se ha establecido que que la

temperatura optima para A. maxima es de 30-35°C (Malakar et al., 2012).

Cuadro 1.- Principales medios de cultivo para Arthrospira.

Reactivo Schldsser (gL) @ Zarrouk(gL?')® Paoletti(gL?)?
NaHCO3 13.6 16.8 15.2
NaCOs 4 | - 8.9
K2HPO4 0.5 0.5 0.5
NaNOs 2.5 2.5% ---

KNOs | - | - 2.6
K>SO, 1 1 -
NazSO4 --- - 1.88
NacCl 1 1 0.92
MgS0O4 7H,0 0.20 0.2 0.25
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CaCl; 2H;0 0.04 0.02 0.05
FeSO47H,0 0.01
Na;EDTA 0.08

Fe;EDTA 1mL
Metales 6 mL 1mL ---

Micronutrientes 1mL 1mL 1ml
Vitamina B1. 0.15mg - -

aRodrigues et al, 2011. PLamela & Marquez-Rocha, 2000; micronutrientes (g L™%): 2.85 H3BOs, 1.81 MnClsH-0,
0.22 ZnS047H:0, 0.079 CuS045H20 y 0.015 MoOs. Solucién metales (mg L™): 23 NH4VOs3, 96 KaCr2 (S04)a2H:20,
48 NiS047H:0, 18 NaW042H:0, 40 Tiz (SO4)3, 44 Co (NO3)26H0.

En general las cianobacterias son capaces de utilizar una amplia gama de fuentes de
nitrégeno (N), sin embargo, la mds utilizada en los medios de cultivo es el nitrato. Todas
las fuentes de N son convertidas a amonio e incorpora a la célula mediante el ciclo de la
glutamina y glutamato sintetasa (GS-GOGAT) (Schlebusch, 2012; Oliver et al., 2012). La GS
cataliza la incorporacién de amonio a glutamato, y la GOGAT que cataliza la transferencia
reductiva del grupo amina de la glutamina al 2-oxoglutarato (2-OG) para dar dos
moléculas de glutamato (Navarro, 1998; Schlebusch, 2012). La asimilacién de nitrégeno
en forma de amonio se da por medio del 2-oxoglutarato (2-OG). Dos proteinas responden
al 2-0G: 1) la proteina traductora de seiial (Pll) y 2) el factor de transcripcion de control
de nitrégeno NtcA. La proteina Pll regula la asimilacién de N, mediante la interaccidn de
proteinas diana o blanco y regula el metabolismo. El NtcA regula la expresidon de genes
gue codifican la asimilacién de amonio (Oliver et al., 2012). La incorporacion del amonio
es necesario para la formacidn de aminodcidos que son necesarios para sintetizar
proteinas (Sili et al., 2012; Stal, 2012). El uso de urea es particularmente atractivo desde
el punto de vista econdmico y energético. Proporciona una ganancia energética debido a
su hidrdlisis en amoniaco en medio alcalino, por lo tanto puede ser facilmente asimilado
por Arthrospira (Danesi et al., 2011). La urea es degradada por la enzima ureasa, que
requiere un cofactor de Ni, liberando dos moléculas de amonio y una de CO; por cada
molécula de urea hidrolizada (Schlebusch, 2012; Oliver et al., 2012). Sin embargo la urea
es toxica en altas concentraciones debido a la hidrdlisis de este compuesto a amoniaco ya
sea debido a las condiciones alcalinas o de la liberacién de |la ureasa. Como consecuencia,

el control del suministro de urea durante el cultivo es un requisito fundamental; en niveles
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altos una porcidn de la fuente de nitrédgeno se pierde por emisidn de gases y el crecimiento
es inhibido por la toxicidad de amoniaco, mientras que concentraciones demasiado bajas
dificulta el crecimiento por limitacién de nitrégeno (Converti et al., 2006; Matsudo et al.,
2009).

Arthrospira puede crecer con grandes cantidades de CO; alrededor de un 18% (Chu, 2012).
Sin embargo, el crecimiento sostenido se da con bicarbonato de sodio. A. maxima crecia
naturalmente con bicarbonato-carbonato en el Lago de Texcoco (Sili et al., 2012; Stal, 2012).
El bicarbonato es catalizado por anhidrasas carbdnicas a CO,, como se muestra en la
siguiente ecuacion: 2 HCOs 5 CO, + CO3% + H20. El CO; es un sustrato de la enzima RubisCO
gue incorpora carbono al ciclo de Calvin-Benson-Bassham (Sili et al., 2012; Stal, 2012).
Durante la incorporacion de dos iones de bicarbonato, las cianobacterias consumen una en
forma de didxido de carbono y liberar el otro en la forma de carbonato, que conduce al
aumento progresivo del pH (Santos et al., 2011).

La intensidad y distribucion media de luz son importantes para la produccién de biomasay
metabolitos secundarios (Mc. Donald, 2003; Carvalho et al., 2006). Los metabolitos
secundarios se producen en fases subsecuentes al crecimiento y son considerados como
bioactivos (Azmir et al., 2013). Las cianobacterias tiene fotosintesis oxigénica que requiere
de dos fotosistemas que estan regulada por la intensidad de luz. La luz es un nutriente
esencial para las células fotosintéticas y se cuantifica por la incidencia de fotones a través
de unidad de superficie por unidad de tiempo (umol m2s?). La fluencia de fotén es medida
en unidades de mol m? s donde un mol es 6.023*10?% (nUmero de Avogrado) fotones o
guanta. La unidad mas practica que expresa la densidad de flujo de fotones fotosintética
(PPF) es umol m2st. Por ejemplo, la irradiacién solar es aproximadamente 1000 W m2 o
100000 lux, en la que el PPF (400 a 700 nm) es 2000 umol m2 s* (Mc. Donald, 2003).

Una intensidad luminosa alta puede causar la fotoinhibicién en el centro de reaccion del
PSII. EI PSIl es un complejo multimero captador de luz (ficobilisoma) que genera electrones
por la oxidacién del agua a oxigeno y H*. Estos electrones son trasportados al fotosistema |

(PSI) que esta asociada con la clorofila a, y da como resultado la reduccidn de ferredoxina
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a NADP* (figura 1). Esto genera energia y reductantes para el metabolismo de la célulay la
fijacién del carbono (Schlebusch, 2012; Oliver et al., 2012). Arthrospira obtiene mejores
rendimientos de biomasa con luz blanca y roja (Soundarapandian & Vasanthi, 2008;
Chainapong et al., 2012).

NADP + H NADP
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Figura 1.- Linea fotosintética de la via de transferencia de electrones en la membrana

tilacoidal (Oliver et al., 2012).

2.3.1 Reactores raceway y fotobioreactores
El cultivo de las cianobacterias puede realizarse en diferentes fotobioreactores, estanques
entre otros recipientes como botellas, bolsas. Sin embargo, se ha visto que se obtiene una
mayor productividad de esta cianobacteria cuando se utiliza fotobiorreactores (Del Valle,
2008). Arthrospira es cultivada principalmente en sistemas abiertos, utilizando estanques
naturales como en el Lago de Chad y en reactores raceway (Lu et al., 2011; Sili et al., 2012).
Este ultimo sistema se emplea mas para la comercializacién de Arthrospira cultivada
principalmente en Tailandia, EU y China (Shimamatsu, 2004; Lu et al., 2011; Sili et al.,
2012). Sin embargo, la produccion de C-FC requiere sistemas cerrados capaces de
controlar todos los parametros fisicos y quimicos. Por lo que, desde la década de 1980, se
han desarrollado sistemas cerrados: fotobioreactores tubulares y de placa plana (Carlozzi,
2008). Ambos fotobioreactores favorecen la actividad fotosintética y son los mads
utilizados en la produccion de Arthrospira (Carvalho et al., 2006).
El principal parametro que afecta a un reactor es la penetracidon de la luz, esto es
importante en la eficiencia de la fotosintesis. La energia que requiere una célula depende
de la maxima incidencia total radiante (lo) y de la concentracién de biomasa. La lo,

depende de la naturaleza de la luz, intensidad y posicidn relativa de la fuente de luz, todos
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estos pardmetros pueden ser manipulados y controlados. Otro factor importante en los
cultivos es la transferencia de gases; debido a que la mayoria de los medios se enriquecen
con COy, el cual favorece una mezcla de nutrientes y también favorece la mezcla de la
biomasa. Después de los requerimientos de nutricion, un pardmetro critico es el mezclado,
debido a que es necesario recircular el cultivo en el reactor. Un mal mezclado favorece que
el sistema se encuentre en tres fases: liquido, gas y sélido; lo cual promueve a una
degradacidn de la transferencia de radio de trasferencia de masa. Las técnicas de mezclado
pueden ser bombeo, agitacién mecanica o por burbujeo de gas, por ejemplo, CO,. La
transferencia de CO; ocurre entre la fase gaseosa y liquida de los cultivos, principalmente
dos procesos se incrementan en el drea de interfaz pueden ser dividido en: modelo pasivo,
cuando el gas se difunde dentro del cultivo; y modelo activo, cuando se utiliza un equipo
extra para airear el medio de cultivo, expandiendo el drea del gas con el medio de cultivo.
Otro factor importante en los fotobiorreactores es el O, debido a que una acumulacién de
esta molécula en el medio inhibe fotosintesis de la microalga, en Arthrospira se recomienda

concentraciones menores a 35 mg O, L (Carvalho et al, 2006).

2.4 Compuestos bioactivos de Arthrospira: C-ficocianina, f-caroteno y

dcido ¥ linolénico
En Arthrospira los compuestos bioactivos de mayor importancia y valor agregado en el
mercado son la C-FC, el B-caroteno (BC) y el acido ¥ linolénico (GLA) (Yamaguchi, 1997).
La C-FC (figura 2) es una ficobiliproteina de color azul que se sintetiza y comercializa
principalmente en Arthrospira, aunque también se produce en otras cianobacterias como
Scenedesmus, Anabaena, algas rojas y criptofitas (Betancourt, 1997; Sekar &
Chandramohan, 2008; Ramos-Molina, 2011). Se encuentra en agregados multiméricos
llamados ficobilisomas. Los ficobilisomas estdan dispuestos en varillas espaciadas
regularmente en la superficie protoplasmatica de la membrana tilacoidal y son asociadas
con el fotosistema Il. A nivel celular la C-FC funciona como: 1) antioxidante, 2) fuente de
nitrégeno y 3) como pigmento accesorio -la fotosintesis puede funcionar en ausencia de
las ficobiliproteinas- (Betancourt, 1997; Eriksen, 2008). Se puede utilizar como

nutracéutico debido a que tiene diferentes propiedades benéficas a la salud (Borowitzka,
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2013). A nivel clinico se recomienda consumir de 4.5 g de Arthrospira por dia, es decir de

675-900 mg C-FC por dia (McCarty et al., 2010).

Proteina

| CO,H CO,H

Figura 2.- Estructura de C-ficocianina (Gupta et al., 2011).

Los carotenoides son los pigmentos mas distribuidos en la naturaleza con alrededor de 600
variedades (Kiokias & Oreopoulou, 2006). Son tetraterpenos liposolubles, que forman una
serie de dobles enlaces conjugados que conforman un sistema de croméforo (Goswami et
al., 2010). Juegan importantes roles en los organismos fotosintéticos: 1) actian como
pigmentos accesorios y 2) protegen los aparatos fotosintéticos del estrés oxidativo
asociandose con la clorofila (Kiokias & Oreopoulou, 2006; Singh & Dhar, 2011). Ademas, en
algunas microalgas juegan un rol importante en el mecanismo de fotoprotecciéon junto con
la proteina carotenoide naranja (OCP) (Pilorow et al., 2012; Kirilovsky & Kerfeld, 2012). En
Arthrospira el 80% de sus carotenoides son BC (figura 3), el resto son fucoxantina y
criptoxantina (Pignolet et al., 2013; Mayank & Arya, 2013). Tiene hasta 10-1000% mas de
BC por gramo de biomasa que otros vegetales (Rodriguez-Amaya, 1997). Este pigmento es
el carotenoide que se le asigna 100% de actividad de provitamina A y se estima que 60% de
la vitamina A dietaria proviene de las provitaminas A (Rodriguez-Amaya, 1997; Kim et al.,
2012). Se recomienda ingerir 1-6 mg en adultos y 10-30 mg en adultos mayores al dia

(Sanchez et al., 1999).

Figura 3.- B-caroteno (Pignolet et al., 2013).
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El GLA (figura 4) es un acido graso omega 6 (w-6), actualmente se obtiene de semillas de
Borago officinalis (borraja; 18-26%), Ribes nigrum (grosella negra; 15-20%), Oenothera
(onagra, 7-10%) (Horrobin, 1992; Kim et al., 2012; Tso et al., 2012). El GLA obtenido de
Arthrospira tiene una ventaja ya que el isémero del acido linolénico esta ausente, lo cual
facilita la purificacion del GLA (Mahajan & Kamat, 1995) y representa alrededor del 94% de
los glicolipidos (Grewe & Pulz, 2012). La funcidn bioldégica de los lipidos es como
componente estructural de membrana, importante molécula de almacenamiento
energético e importante sefal molecular (Bernal et al., 2011). Se emplea en suplementos
alimenticios y formulas infantiles (25-50 mg GLA d!) (Horrobin, 1992) y se recomienda

consumir de 20-25.5 mg GLA d! para una persona adulta de 60 kg (Tso et al., 2012).

L)
6 1
— Y g ST o W W o
H e

Figura 4.- Acido gamma linolénico (Koller et al., 2014).

2.4.1. Usos generales de la C-FC, el BCy el GLA.
En la industria alimentaria y cosmética se utilizan como aditivos el BC, el GLA y la C-FC
(Liang et al., 2004; Del Campo et al., 2007; Borowitzka, 2013; Bhakar et al., 2014).
Favorecen el sistema inmunolégico, el cual estd estrechamente ligado al sistema nervioso
y el sistema endocrino. Debido a ello, el deterioro del sistema inmunitario tiene
consecuencias de gran alcance en el cuerpo (Belay et al., 2002). Adicionalmente tienen
propiedades farmacéuticas como anti-inflamatorio, antitumoral y previenen
enfermedades asociadas a la inflamacién como ateroesclerosis y artritis, puede prevenir
algunas enfermedades cardiovasculares y efecto antilipidémico (Sanchez et al., 1999;
Belay et al., 2002; Manconia et al., 2009; Goswami et al., 2010; Pentdn-Rol et al., 2011;
Tso et al., 2012; Koller et al., 2014). El BC y la C-FC se utilizan principalmente como
colorantes y antioxidantes (Carranco et al., 2011; Kamble et al., 2012; Borowitzka, 2013).
Ambos compuestos tienen propiedades fluorescentes y se utiliza como biomarcadores
(Betancourt, 1997; Spolaore et al., 2006). El GLA ayuda en tratamientos de alcoholismo,

depresién, sintomas pre-mestrual, en deficiencia de zinc, en el crecimiento celular y
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sintesis de la membrana celular (Horrobin, 1992; Tiburcio et al., 2007; Kovac et al., 2013).
La C-FC pueda también ser neuroprotector (Rimbau et al., 1999; Pentén-Rol et al., 2011),
hepatoprotector (Ou et al., 2011), estimula el sistema de defensa de enzimas
antioxidantes (lvanova et al., 2009). En experimentos in vivo, se recomienda consumir
100-200 mg kg' como protector neuronal y para disminuir la hapatoxicidad de
compuestos quimicos (Belay et al., 2002; Deng et al., 2010). También se ha evaluado como

antiinflamatorio y se recomienda de 25-200 mg kg* (Romay et al., 2003).

2.4.2 Mercado de la C-FC, el BCy el GLA
Los pigmentos de origen natural (biopigmentos) carotenoides y C-FC son de gran
importancia y se estima que en 2020 tendran un valor de 1.5 billones de ddlares (Carvalho
et al.,, 2014). Los carotenoides mas comercializados son BC, luteina, astaxantina,
cathaxantina, annato y licopeno. El BC y la astaxantina representan la mayor parte de
pigmentos de obtencién de forma natural por microalgas. El BC se obtiene de forma
sintética (75%) y natural (25%) con un valor en el mercado de 2010 de USS 270 millones.
El pais que tiene la mayor produccién es Australia y sus companias mas representativas
son: Betatene y Western Biotechnology (con 17-20 ton) y Aqua Carotene (Del campo et
al., 2007; Rosenberg et al., 2008; Borowitzka, 2013). Tiene un valor en el mercado que
depende del grado de pureza alimentario o grado analitico (Cuadro 2). El mercado de las
ficobiliproteinas esta valuado entre USS 50-60 millones anuales (Sili et al., 2012;
Borowitzka, 2013). Las empresas que venden FC son: cyanotech Corporation, Prozyme
Inc., Dainippon Ink & Chemicals Inc. (500 ton), entre otras. Su precio se determina por su
grado de pureza. La pureza se define como la relacidn de las absorbancias a 620 nm y 280
nm (Ae20/A280) donde: A es la absorbancia de las muestras a 620 nm (ficocianina) y 280 nm
(todos los aminoacidos aromaticos). El grado alimentario tiene una pureza < 0.7 y el costo
de la calidad analitica es de < 4.0 (Cuadro 2). Los acidos grasos poliinsaturadas mas
comercializados de las microalgas y empleados en suplementos nutricionales y en
formulas infantiles son: acido araquiddnico (AA), dcido gamma linolénico (GLA), acido
eicosapentenoico y acido docosahexaenoico (DHA). Estos acidos grasos tienen un gran

potencial en el mercado de formulas infantiles a nivel mundial con una venta de 10
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billones. EI DHA es el de mayor venta en el mercado mundial con un valor de USS 50 por
Kg (Spolaore et al., 2006; Koller et al., 2014). El GLA tiene un valor en el mercado mayor
al DHA (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Precio de los biocompuesto C-ficocianina, B-caroteno y Y-linolénico.

Biocompuestos  A(US$ 100 mg™?) B(USS Kgt)
C-ficocianina 1250°-1363°¢ 100-1300°
B-caroteno 532¢ 100-9997%; 300-3000¢
Acido Y - 173¢ 40-170?

linolénico

AGrado andlitico (Ip>4), Bgrado alimenticio (Ip<0.7). ?http://spanish.alibaba.com; *http://www.prozyme.com-
2015; *http://www.sigmaaldrich.com-2015; “Rosenberg et al., 2008.

2.5. Produccion de C-ficocianina en Arthrospira
Los factores que influyen en la produccion de FC son: 1) la concentracion de selenio, 2)
fuente de carbono (Chen et al., 2006; Chainapong et al., 2012), 3) la intensidad y tipo de
luz (Loreto et al., 2003; Chainapong et al., 2012); 4) el contenido y fuente de nitréogeno
(Ajayanetal., 2012; Oztiirk-Urek & Tarhan, 2012). Se han hecho diferentes investigaciones
utilizando estos pardmetros, reportando una producciéon de entre 40-195 mg FC g
(Cuadro 3). La concentracion media reportada es de 100 a 150 mg C-FC g%, obtenida de
medios de cultivos con 29.4 mM NaNOs e intensidad luminosa entre 85 a 140 pmol m2s-
1a 30-35°C (Cuadro 3). Sin embargo, los mejores rendimientos de C-FC de entre 180-195
mg g1, se han obtenido en medios de cultivos con diferentes concentraciones y fuente de
nitrégeno e intensidad luminosa 30-80 umol m2s™o con luz natural a 26-35°C (Cuadro 3).
Con base a los experimentos del Cuadro 3 el parametro que determina en mayor medida
la produccion de C-FC es la fuente y concentracion de nitrégeno. Sin embargo, en este
generd de cianobacteria y en particular en A. maxima se han hecho pocas investigaciones
utilizando fuentes de nitrégeno alternativa, como la urea (Ajayan et al., 2012). La
investigacion reportada por Ajayan et al., (2012) utilizando urea obtuvieren una mayor
concentracion (148 mg g?) que al utilizar nitrato de potasio (121 mg g!). Sin embargo, se
obtiene la mayor concentracién de C-FC (Cuadro 3), cuando se utiliza una mayor cantidad

de NaNOs (Oztiirk-Urek & Tarhan, 2012), en combinacidn con otras fuentes de nitrégeno
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(Hifney et al., 2013).

Cuadro 3.- Parametro de C-ficocianina producido por Arthrospira.

Referencia

Condiciones de cultivo

Luz (umol

como urea (Chaiklahan et al., 2010) y en combinacion con concentraciones altas de NaCl

. A. platensis. Zarrouk (8 g L' NaHCOs) y 29.4 NaNO3+
Cha'klzgig etal, | @ edio 2* (20% efluyente UASB) a 26°C. L”z(;‘;'é‘;ra' 16NHs+3.3 | 195
0.28 g X L? urea
Hifney et al., Arthrospira sp. Zarrouk con 0.3*,0.6*,0.9 0,7, 15,
14.5, 28, 48* 1
2013 M NaCl a 30°C. > 28, 29.4* NaNOs 90
Oztiirk-Urek & ) . 10, 30, 50"
Tarhan, 2012 A. maxima. Zarrouk a 28°C. 30 NaNOs 190
Ruengjitchatcha . ok
A. platensis. Zarrouk a 20, 25 and 35°C*. 80 29.4 NaNO3 180
walya et al., 2002
Chainaponget | A. platensis. Medio autotréfico vy | Natural, azul,
al., 2012 mixotréfico a 25-30°C. 1 g X L! rojo, amarillo” 29.4 NaNOs 175
Ajayan et al., A. platensis. Medio de cultivo de Kaushik " 24.7 KNOs3,
2012 a28-30°C.1.4gXxL? >8-72,,30-36 41.6 urea* 148
Bhattacharya et . o
al, 2005. Arthrospira. Zarrouk a 28°C. 120 29.4 NaNOs 148
A. platensis. Zarrouk (4* g acetato L) y Se
h I, 2 . 29.4 NaN 14
Chen et al, 2006. | 350 450 y 600 pg L) a 30°C. 1.9 g X L >0 9.4 NaNOs 8
Minkova et al., | A. fusiformis. Medio Aiba y Ogawa (AO) a
2003. 32°C. 400 29.4 NaNO3 128
Sarada etal., . R
2011 A. platensis. Zarrouk a 30°C. 140 29.5 NaNO3 128
Hongsthong et | A. platensis. Filamentos rectos” y espiral
al., 2007. en Zarrouk a 35°C. 100 29.4 NaNOs 126
Boussiba & . o " 3.7,29.4*
Richmond, 1980. A. platensis. Zarrouk a 35°C. 85%*, 175 NaNOs 100
Doke, 2005. Arth:osp/ra sp. Medio modificado (CFTRI) 37.63 17.6 NaNOs 86
a 30°C.
Leemaetal., A. platensis. Zarrouk y suplementado con
14 .3 NaN 4
2010. agua de mar, 26°C. 3 g X L 0 35.3 NaNOs 8
Lamela & A. maxima. Medio mineral o con agua de 230 12, 24, 29.4* 45
Marquez, 2000. | mara23°C:2.7gX L™ NaNO3
Hu et al., 2011 A. maxima. Zarrouk. 2.1 g X L! 150 29.4 NaNOs 43
Gordillo et al., A. platensis. Zarrouk y modificado con 100 1,29.4* 4
1999. C02(0.35y 1%) a 25°C. NaNOs

*Tratamiento Optico. X= biomasa.

2.6. Produccion de carotenoides en Arthrospira: 3-caroteno.

Se acumula gran cantidad de carotenoides en Arthrospira, principalmente en respuesta a:
1) la intensidad y tipo de luz; 2) la concentracidon de NaCl (Chainapong et al., 2012); 3) la
fuente de nitrégeno (Ajayan et al., 2012), pero no es tan determinante como en el caso de

la FC; 4) la temperatura (Hu et al., 2011).
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En los cuadros 4 y 5 se reportan la concentracién de carotenoides (C) y la de B-caroteno
(BC) respectivamente con diferentes factores y medios de cultivo de Arthrospira. Se
reportan una concentracion promedio de 3-5 mg BC g* en medios de cultivo con nitratos a
25-35 mM e intensidad luminosa de 50-140 pmol m2s* a 20-30°C. La mejor concentracion
de BC se da en medio sin fosfatos o con 0.9 M NaCl y en medios con 29.4 mM NaNOs e
intensidad luminosa de 48.4 umol m2s?, obteniendo 13 mg BC g*. Con base a estos
resultados, puede empezarse a considerar a Arthrospira como una fuente importante de fC
(Cuadro 5), que de hecho es mucho mayor a lo reportado en diferentes vegetales
(Rodriguez-Amaya, 1997). Un factor importante para una mayor concentracién de BC es el
NaCl. Se ha reportado que no existe diferencia en cultivos control con 0.017 M NaCl o con
concentraciones de 0.4 a 0.6 M NaCl (Cuadro 5). Sin embargo, a concentraciones de 0.9 M
NaCl, aumenta la concentracién de BC (Cuadro 5) obteniendo 13 mg g* (Hifney et al., 2013).

Cuadro 4.- Produccion de carotenoides en Arthrospira.

Luz (umol Fuente N

Referencia Condicion de medio de cultivo

m32s?) (mM)

Gordillo et al., A. platensis. Zarrouk y CO2(0.35* y 1%) 100 1,294 24
1999. a 25°C. NaNOs
. * o
Hu et al., 2011 A. maxima. Zarrouk a 10, 20%, 40°C. 150 29.4 NaNOs. | 23
2.1gXL
Oztiirk-Urek & . 10, 30, 50*
Tarhan, 2012 A. maxima. Zarrouk. 30 NaNOs 5
Chainapong et al., A. platensis. Medllo. mixotroéfico y N.atural, a;ul, 29.4 NaNos 46
2012 autotrdfico. rojo, amarillo*
. Arthrospira sp. Schlésser: 0.2 y 0.4 M
Deniz et al., 2011. NaCly Cu (Il) a 28°C. 1.2 g X L. 25 29.4 NaNOs 4
. A. platensis. Medio de cultivo de « | 24.7KNOs,
Ajayan et al., 2012 Kaushik a 28-30°C. 1.4 g X L™ 28-72,30-36% | 41 6 urea* 3
Lamela & Marquez, A. maxima. SOT y 3 medios con agua 230 29.4%, 23.5, 29
2000 de mar (0.6 M NaCl) a 23°C. 11.8* NaNOs '
Hongsthong et al., A. platensis. Zarrouk con filamentos
1 29.4 NaN 1.
2007. rectos* y espiral a 35°C. 00 9.4 NaNOs 6
Soundarapandian . o
& Vasanthi, 2008 A. platensis. Zarrouk 32°C. 37 29.4 NaNO3 2-3

* Tratamiento dptico. X= biomasa.
Cuadro 5.- Determinacion de B-caroteno en Arthrospira.

Luz Fuente N ]
(umol m2s?) (mM) (mgg?)

Referencia Condiciones de cultivo

0,7.3,14.7,
29.4* NaNOs

Hifney et al., Arthrospira sp. Zarrouk con 0.3, 0.6, 0.9*

*
2013. M NaCl a 30°C. 14.5, 28, 48
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Miranda et al.,

1998, A. maxima. Paoletti a 20°C. 60 24.7 KNOs3 4.4
Leemaetal., A. platensis. Zarrouk* y medio con agua
2010. de mar (0.2*-0.6 M NaCl), 26°C. 3 g X L 140 35.3 NaNOs 4

A. platensis. Zarrouk con 2-4 g acetato L
* y selenioa 30°C. 1.2 g X L'!
Chainapong et A. platensis. Mixotréfico (1 g acetato L) | Natural, azul,

al., 2012 y autotrdfico. rojo, amarrillo

Chen et al., 2006. 50 29.4 NaNO3 3

29.4 NaNOs3 1.2

* Tratamiento 6ptico. X= biomasa.

2.7. Produccion del dcido ¥-linolénico en Arthrospira

La produccién de GLA en cianobacterias es regulada principalmente por: 1) la intensidad
de luz (Muhling et al., 2005); 2) la temperatura (Ruengjitchatchawalya et al., 2002); y 3) la
concentracion y fuente de nitréogeno (Mahajan & Kamat, 1995; Sharma et al., 2011).

La concentracién media de GLA reportada en Arthrospira es de 12-15 mg g* cuando se
cultivada con: 29.4 mM NaNOs a 20-25°C e intensidad luminosa bajas de 72 umol m2 s?
0 10-20 umol m2s? a 33-35°C y cuando se utiliza urea como fuente de nitrégeno (Cuadro
6). La mayor concentracién de GLA reportado es de 38-50 mg g en cultivos deficientes
de nutrientes a 25+2°C y 50 umol m2s* (Cuadro 6). También se han hecho experimentos
con medios de cultivo suplementados con aceite y dcidos grasos (Cuadro 6), donde se han
obtenido de 14-20 mg GLA g (Ronda & Lele, 2008; Kim et al., 2012).

En general se podria cultivar Arthrospira para obtener concentraciones medias de FC, BC
y GLA, si se emplea un medio de cultivo con 29.4 mM de NaNOs a 30-33°C e intensidad
luminosa de 50-80 pmol m2 s (Cuadros 3, 5y 6). También se reportan concentraciones
importantes de carotenoides y GLA cuando hay limitaciéon en el medio a 25°C y 50-100
umol m2s(Cuadro 4y 6). No existen muchas investigaciones para mejorar la produccion
de estos biocompuesto con otras fuentes de nitrégeno diferentes al nitrato de sodio
utilizado en el medio de cultivo Zarrouk. Solo se han reportado por Ajayan et al., (2012) y
Mahajan & Kamat, (1995), este ultimo autor ha realizado una investigacion donde utiliza
diferentes tipos de nitrégeno. En ambas investigaciones se ha determinado que se
mejoran los rendimientos de GLA, la C-FC y carotenoides con urea que con otras fuentes

de nitrégeno (Cuadro 3, 4 y 6). Con base Hifney et al., (2013) otro pardmetro poco
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estudiado es el compuesto, cloruro de sodio (NaCl). Este incrementa la concentracién de

la C-FCy del BC a 30°C e intensidad luminosa baja (Cuadro 2y 5).

Cuadro 6.- Determinacion de acido gamma linolénico en Arthrospira.

L Im F te N
Referencia Condiciones de cultivo uz (pmol m uente
Bhakar et al., Arthrospira. Zarrouk con 55-60 12*,18,29.4 50
2014 nutrientes limitados a 25+2°C. NaNOs
Ramadan et al., A. platensis. Medio deficiente a 48 Nutriente 38
2008. 25+2°C. deficiente
A. platensis. SOT y suplementado
Kim et al., 2012. (acido graso* y 10 mM de 100 29.4 NaNOs 20
acetato*, glucosa, citrato) a 28°C.
A. maxima. Zarrouk a 10, 20%,
Huetal, 2011 40°C. 2.1 X L1 150 29.4 NaNO3z 17
Ronda & Lele, A. platensis. SOT medium with "
2008 oil* at 25*, 33 and 36°C. 24,48y 72 29.4 NaNos 15
. . 10-50 (NH4)2SO
Mahajan & A. platensis. SOT y modificado a 19.2 KNO( Na4|)\120 K 13.5
* * o . 3, 3, .
Kamat, 1995. 15, 25%, 35%, 40°C. urea*, (NH4)3POa.
Miihling et al., Arthrospira. Zarrouk y Zarrouk "
2005 con 0.02 M glucosa* a 20*, 30°c, | 10/60¥70 294 NaNOs 13
Oliveira et al., A. maxima y A. platensis. Medio
1999 mineral a 20*, 40°C. 180 24.7KNOs 13

* Tratamiento Gptico. X= biomasa.

2.8. Extraccion de biocompuestos
La extraccion de compuestos naturales es la base para un crecimiento de la industria
nutracéutica (Denery et al., 2004). Los procesos de extraccion de los lipidos y pigmentos
son técnicas principalmente desarrolladas de procesos fitoquimicos en plantas superiores
y microalgas (Pasquet et al., 2011). El procedimiento de extraccion de pigmentos en
general incluye dos pasos: el aislamiento de un extracto crudo vy la purificacién de este
extracto. Algunas técnicas de extraccidon son las siguientes: ultrafiltracién, CO;
supercritico, extraccion asistida por ultrasonido, extraccién asistida por microondas. Estas
técnicas tienen como objetivo ser eficientes para la obtencion de pigmentos (Cisneros-
Ruiz et al., 2005). Todos estos métodos de extraccién involucran dos fendmenos fisicos:
difusidn a través de la pared celular y el lavado de los contenidos celulares, una vez que

las paredes se han roto (Cisneros & Rito, 2005; Azuola & Vargas, 2007). En estos sistemas

de extraccion se necesitan diferentes solventes. Un solvente que es usado con frecuencia
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son los fosfatos, esto se debe a que tienen diferentes ventajas tales como bajo costo, amplia

aplicacion, y un rango de pH de 6 a 9 bajo el cual los sistemas son estables (Cisneros-Ruiz et

al., 2005).
En paises como China se cultivan A. maxima y A. platensis a gran escala con una
produccién de aproximadamente 89000 toneladas (FAO, 2018). Pero la mayor parte de
esta produccidn no se utiliza para obtener biocompuestos de Arthrospira. Debido a esto,
se realizaron diferentes técnicas de extraccidn para obtener el mayor rendimiento de este
pigmento. Ya que la recuperacién y actividad de ficobiliproteinas depende del tipo de
solventey método de extraccién. Las ficobiliproteinas son moléculas hidrosolubles, para
su extraccién se han utilizados diferentes tipos de disolventes (Batista et al., 2006; Silveira

et al., 2007).

2.8.1 Extraccion de ficobiliproteinas.

Existen diferentes grupos funcionales que favorecen la capacidad antioxidante de los
compuestos (Erkan et al., 2008). Se sabe que la capacidad de C-FC para atrapar SORy SNR,
se debe a su estructura cromoéfora, que es similar a la bilirrubina (Zheng et al, 2013). Sin
embargo, en otros estudios se ha demostrado que la parte de apoproteina si afecta la
funcién antioxidante debido a que interactuia con la parte cromodforos (Zhou et al, 2005).
Debido a ello es posible que eta Ultima parte sea la mas afectada y por lo tanto el método
de extraccion es determinante.

La extraccion de biocompuestos de organismos fotosintéticos como Arthrospira puede ser
mas econdmico que la sintesis quimica de colorantes, por lo cual el método de extraccién
debe permitir la mayor productividad (Azuola & Vargas, 2007). Debido a esto, se han
investigado diferentes métodos de extraccién y disolventes para la recuperacién de
ficobiliproteinas (Cuadro 7).

Cuadro 7.- Recuperacién de FC (mg g!) por diferentes tipos de extraccion.

Autor-afio / método FC(mgg?)
de extraccion Soni-mace  Mace. Agit. Hom Des-co Enzim. Soni.

Banji et al., 2013 148
Chenetal., 2010 146-152
Doke, 2005 13.4 82 86
Hemlata et al., 2011 97-101 128 85-104 100 125
Licet, 2008 153
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Patel et al., 2005. 171

Pumas et al., 2011 55-60
Niu et al., 2007 95 95 104
Ramos-Molina, 2011 110-1442
Sarada et al., 1999 150 178 178
Silveira et al., 2007 1051

Soundarapandian &

Vasanthi, 2008 102 102 82 110

Mace = maceracidn, Soni = sonicacién, Hom = homogenizacion, Des-co = descongelacién, Enzim = enzimatico,
N-lig = nitrégeno liquido, Agit= agitacidn. Superindice (***) método de maceracién y agitacién con diferentes
solventes, mayor concentracién con buffer de fosfato.

Como se observa en el Cuadro 7 los métodos de extraccién mas utilizados para obtener FC
son maceracion, agitacién, sonicacién, descongelacién y enzimatico (Sarada et al., 1999;
Doke, 2005; Soundarapandian & Vasanthi, 2008; Chen et al., 2010; Hemlata et al., 2011;
Banji et al., 2013). Como base a estos datos se determind realizar tres diferentes métodos
de extraccién para obtener C-FC: agitacion, sonicacion y enzimdatico. Para optimizar esta
extraccion hay que considerar las siguientes variables: temperatura, solvente,
concentraciéon de sales, volumen de solvente, tiempo de extraccion, poder del ultrasonido
y duracién del ciclo aplicado (Azuola & Vargas, 2007; Vilkhu et al., 2008). Las moléculas de
ficobiliproteinas son hidrosolubles y para su extraccién se han utilizados diferentes tipos de
disolventes como: agua, buffer de fosfatos y acetatos, cloruro de sodio y de calcio. La mayor
concentracion de C-FC se obtiene con buffer de fosfato, que tiene diferentes ventajas como
bajo costo, amplia aplicacidn y un rango de pH de 6 a 9 (Batista et al., 2006; Silveira et al.,
2007; Hemlata et al., 2011).
En la extraccién por agitacion el choque osmético provoca la ruptura de las paredes
celulares y la consiguiente salida del material citoplasmatico. La posterior centrifugacion
tiene como objeto la eliminacidn de componentes estructurales mas pesados (paredes
celulares, organulos citoplasmaticos de gran tamano) (Ramos-Molina, 2011).
La extraccion asistida por ultrasonido o sonicacién; utiliza sonidos de alta frecuencia, que
favorece que las particulas sdlidas y liquidas vibren y se aceleren ante la accion
ultrasdnica, reduciendo el tamafio de las particulas del material vegetal aumentando el
area de exposicidn al solvente y a la cavitacidon producida (Azuola & Vargas, 2007; Vilkhu
et al., 2008). El ultrasonido ademas facilita la rehidratacién del tejido si se estan utilizando

materiales secos al abrir los poros, lo cual a su vez incrementa el transporte de masa de
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los constituyentes solubles por difusidon y proceso osmético. Para optimizar esta técnica
hay que considerar las siguientes variables: temperatura, solvente, volumen de solvente,
tiempo de extraccién, tamafio de la punta de prueba, poder del ultrasonido y duracién del
ciclo aplicado (Azuola et al., 2007). Existen tres diferentes tipos de transductores: de
manejo de liquidos, magnéticos y piezoeléctricos. La piezoelectricidad es la habilidad de
los cristales para generar un voltaje en respuesta a un estrés mecanico aplicado. Ejemplos
de estos equipos son los bafios ultrasdnicos utilizados en equipos experimentales. Son los
equipos mdas ampliamente utilizados; usan cargas con distintas polaridades hacia las
cuales el material responde por contraccidn o expansidn. Altamente eficientes (>95%) y
pueden utilizarse en un amplio rango de frecuencias (Azuola et al., 2007).
La extraccion enzimdtica es de interés a nivel industrial, debido a que se pueden obtener
altos rendimientos y conservar sus propiedades antioxidantes (Carrera, 2003; Pasquet et
al., 2011). Algunas enzimas que se han utilizado para mejorar las tasas de pigmentos
extraibles son xilanasas, pectinasas y celulasas. fueron propuestas y validadas para los
tejidos de plantas superiores y macroalgas. El cual podria ser de interés para investigar en
microalgas (Pasquet et al., 2011). La aplicacion de enzimas esta en funcién de la naturaleza
de la muestra y la enzima. Produce la degradaciéon y remocién de compuestos digeribles
como: pigmentos, proteinas, almidones, entre otros (Torres-Castro & Vargas Aguilar, 2010).
Las enzimas se pueden obtener de diferentes fuentes como tejido animal, vegetal o
mediante procesos de fermentacidn especifico utilizando microorganismos. A nivel
industrial generalmente se obtienen de microorganismos. Las empresas mas importantes a
nivel mundial de produccién de enzimas son: Novo Nordisk (Dinamarca) con el 50% de las
ventas, Gist Brocades (Holanda) y Rhom and Haas (Alemania). La produccién de enzima a
nivel industrial se ha desarrollado en paralelo con las aplicaciones de estas en la industria

alimentaria (Carrera, 2003).

2.9. Pigmentos naturales: ficobiliproteinas
Las microalgas son una fuente importante de colorantes naturales o biopigmentos, que
son de interés en biotecnologia. Son estructuras quimicas capaces de absorber la luz

visible 380-750 nm. Los pigmentos mds comercializados son los carotenoides: B-caroteno,
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zeaxantina, astaxantina y luteina; y las ficobiliproteinas: ficocianina y ficoeritrina (Ramos-
Molina, 2011; Carvalho et al., 2014). Estos ultimos grupos de colorantes tienen un enorme
potencial para sustituir colorantes sintéticos. Ademas, constituyendo una alternativa para
el incremento y diversificacion de la oferta actual de pigmento naturales existente en el
mercado (Ramos-Molina, 2011).

Las ficobiliproteinas son macromoléculas cromdéforas representan entre 40-60% de las
proteinas solubles en la célula y se pueden leer en una escala de longitud de onda de 495 a
650 nm. Las ficobilinas se pueden dividir en tres grupos con base a sus propiedades
espectrales: ficoeritrina (560 nm), ficocianina (620 nm) y alloficocianina (650 nm). Se
componen de dos unidades no polipécticas (a y B), que contienen uno o mas enlaces
covalentes de cadenas de croméforos tetrapirrélicos (Apt et al., 1995). Son una familia de
pigmentos hidroéfilos de color brillante con fluorescencia estable. Forman agregados de
forma esférica llamado ficobilisomas, unidos a la superficie exterior de la membrana
tilacoidal por puentes de sulfuros y asociadas con el fotosistema Il (Apt et al., 1995; Ramos-
Molina, 2011). Se organizan en orden a su maxima absorcién, de la siguiente forma:
Ficoeritrina-> ficocianina (FC) -> aloficocianina (AFC) -> clorofila (Ramos-Molina, 2011).

La ficobiliproteina mas representativa de Arthrospira es C-ficocianina (C-FC). La C-FC
representa un 20 a 30 % de la biomasa esto dependera de las condiciones de crecimiento
de esta microalga (Lamela et al., 2000; Eriksen, 2008). Existen dos tipos de ficocianina (FC)
gue se compone de una parte proteica y otra no proteica que tiene croméforos llamado
ficocianobilina (PCB) o ficoeritrobilina (PEB). Las que tiene solo PCB en las subunidades
proteica a y B son C-FC (ilustracién 5); y las que tienen una PEB en la subunidad B son R-
ficocianina. El cromdforo es un tetrapirrol de cadena abierta (figura 5-C) y representa 4%
del peso molecular de las ficobiliproteinas (Gantt, 1975; Fernandez-Rojas et al., 2014). Es
responsable de la capacidad de absorber luz en la region visible y en consecuencia de su
capacidad de coloracion (Carvalho et al., 2014). Se capta la luz y transfieren la energia en
la siguiente direccion: C-FC-> AFC-> PSII con una eficiencia entre 90-100% (Apt et al., 1995;
Chen et al., 2006; El-Baky & El-Baroty, 2012).
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Figura 5.- Estructura de ficocianina: A) estructura cristalina, B) subunidades a y B, y C)
estructura quimica (Fernandez-Rojas et al., 2014).

La C-ficocianina se utiliza como aditivo y colorante en la industria de alimentos y la industria
de cosméticos, con un valor de mercado de alrededor de 10-50 millones de ddlares anuales.
Se utiliza por ejemplo en gomas de mascar, sorbetes de hielo, refrescos, dulces, en lapiz de
labios y perfiladores de ojos entre otros productos (Liang et al., 2004; Spolaore et al., 2006;
Chaiklahan et al., 2011). En pequenas cantidades se puede utilizar como marcador
bioquimico de inmunidad debido a sus propiedades fluorescentes (Chaiklahan et al., 2011;
Grewe & Pulz; 2012). El costo de la ficocianina es muy variable y depende de la pureza, que
se define como la relacion de la absorbancia a 620nm y 280nm (A620/A280) (Moraes et al.,
2011; Chaiklahan et al., 2011).

Las aplicaciones practicas de la medida del color requieren medidas reproducibles. Los
extractos crudos de FC de Anabaena, Synechocystis y Arthrospira se han anadido a
diferentes alimentos, los cuales han sido evaluados por los pardmetros del espacio CIELAB.
Que es una técnica que se puede reproducir y evaluar el color (Ramos-Molina, 2011).
También se han evaluado estos parametros en pigmentos como betalainas encapsulado con
quitosano y maltodextrina (Gandia-Herrero et al., 2013).

El color es una percepcidén que genera el cerebro, la retina del ojo distingue la longitud de

onda que capta la parte visible del espectro electromagnético (Ramos-Molina, 2011).

27



Los principales atributos de color son: brillo, tono y saturacion; estos dos ultimos atributos
son los principales atributos de la cromaticidad. El Tono: es la cualidad que normalmente
se identifica con el color perceptible como rojo, verde o azul; Brillo: es un término
relacionado con el concepto de luz y oscuridad considerando al color como fuente de luz
reflejante; Saturacion: es la claridad o pureza del color, un color saturado parece claro y

brillante mientras que un color insaturado parece palido (Ramos-Molina, 2011).

2.9.1.1. Técnicas de colorimetria

Existen tres técnicas para evaluar el color: 1) serie de sistemas visuales; 2) un sistema fisico
en el cual un espectro de reflexion o transmisién se obtiene y se usa directamente o se
convierte a un sistema triestimulo; y 3) un colorimetro que es un sistema de colorimetria
triestimulo, que calcula las sefiales de una muestra por reflexion o transmision en unidades

referidas cdmo ve el color el ojo humano, CIELAB (Ramos-Molina, 2011).

Amarillo 90°
+b*

180° € .a*

*=0 'b'
Azul 270°

Figura 6.- Ejes del sistema CIELAB se indican con los nombres L*, a* y b*.

El espacio de color CIELAB tiene como parametros L*, a*, b*, C* y h® (Gandia-Herrero et
al., 2013). Tiene una transformacién matematica del espacio XYZ en el cual se fija un
blanco de referencia y cuyos valores de triestimulo son (Xn, Yn, Zn). Los tres ejes del

sistema CIELAB se indican con los nombres L*, a* y b* (ilustracidn 6). Los ejes del sistema



CIELAB representan la luminosidad, L*, (rango de 0-negro a 100-blanco), y dos coordenadas
de color: a* (valores positivo tonos rojos y negativos tonos verdes) y b* (valores positivo
tonos amarillos a negativos en tonos azules). Los asteriscos sirven para distinguir el espacio
de color CIELAB de otros con nombres similares. Los colores deben verse sobre un fondo
gue vaya de blanco a gris medio por un observador adaptado a un iluminante que no sea
demasiado distinto a la luz natural del mediodia (Ramos-Molina, 2011; Gordillo et al., 2015).
h° corresponde al tono, definido como el angulo (en grados) (Gandia-Herrero et al., 2013) y
C* representa la cromaticidad depende de la tonalidad y aparece en el mismo plano que h
(figura 6). Se le observa a 10° y con un estandar de luminosidad de D65, que corresponde a

la luz natural del dia (Gordillo et al., 2015).

2.9.2. Materiales de recubrimiento
Existen diferentes materiales de recubrimiento: polimeros sintéticos, proteinas de origen
animal y origen vegetal, azlUcares, gomas, ceras, lipidos, polisacdridos naturales y
sintéticos (Fang & Bhandari, 2010; Chaiklahan et al., 2012; Nesterenko et al., 2013; Yan et
al., 2014). Estos recubrimientos pueden usarse como revestimiento individual o como
material de embalaje en encapsulamiento (Nesterenko et al., 2013). El material de
recubrimiento mas utilizado en la industria de alimento es la maltodextrina, por ejemplo,
para proteger al B-caroteno y betalainas (Gandia-Herrero et al., 2013; Donhowe et al.,
2014; Botrel et al., 2014). Para proteger diferentes pigmentos se han utilizado diferentes
materiales de recubrimiento como proteina de suero; pero principalmente se han
utilizado polisacaridos como: maltodextrina, alginato, quitosano y pectina (Donhowe et
al., 2014; Gandia-Herrero et al., 2013; Ge et al., 2009; Xu et al., 2014). Las proteinas son
eficientes como barrera de lipidos, oxigeno y arromas en condiciones de baja humedad
relativa, pero no son eficientes como barreras de vapor de agua porque presentan grupos
hidrofilos en su estructura molecular (Tapia-Blacido et al., 2011). Se ha determinado, que
la absorcion de agua es un factor critico para la estabilidad de las microparticulas, porque
el agua puede afectar el proceso de oxidacion (Botrel et al., 2014). Para compensar esto
se ha utilizado diferentes polisacaridos, los cuales son mas eficientes como barrera de la

humedad (Lacroix & Dang, 2014). Otro material de recubrimiento utilizado en alimentos
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son las gomas por su eficiencia de encapsulacién y estabilidad. Las variaciones de costo,
calidad y suministro limitan el uso de algunas gomas (Kanakdande et al., 2007). Es
importante la diversificacion y la disminucion de costo de materiales de recubrimiento. Por
lo que en este trabajo se utilizan diferentes materiales de recubrimiento de origen
mexicano con perspectivas a ser utilizados como aditivo para proteger la degradacion de C-

FC.

2.9.2.1. Degradacion de C-ficocianina

La aplicacion de materiales en pigmentos como C-FC es importante, debido a que en la
industria se ve limitada el uso de este pigmento por la precipitacidon de las proteinas y la
pérdida de color azul. Este pigmento se degrada drdsticamente entre 50-60°C y su parte
proteica se desnaturaliza irreversiblemente a partir de los 65°C (Pumas et al., 2011;
Chaiklahan et al., 2012; Martelli et al., 2014). Debido a que estds proteinas son muy
sensibles a la agregacion y al medio ambiente (Chen et al., 1996; Chaiklahan et al., 2012).
Una forma de estabilizar la C-FC es usado la tecnologia de encapsulado (Yan et al., 2014) y

al utilizar algunos aditivos como materiales de recubrimiento (Chaiklahan et al., 2012).

2.9.2.2. Recubrimiento en C-FC
Los materiales de recubrimiento o conservante comestible pueden mejorar las cualidades
Opticasy tener una mejor estabilidad térmica y mecénica de los compuestos activos (Mishra
et al., 2008; Chen et al., 1996). Debido a que protege al ingrediente sensible de influencias
externas porque: controlan la transferencia de humedad, la liberacion del ingrediente y
permeabilidad de los gases (02, CO>), y evita la pérdida de sabor y aroma (Fang & Bhandari,
2010; Lacroix & Dang, 2014).
Se ha encapsulan por diversas tecnologias compuestos como enzimas, lipidos,
microrganismos, agentes aromatizantes, acidulantes, edulcorantes, colorantes, vitaminas
y minerales (Fang & Bhandari, 2010; Lacroix & Dang, 2014). El método de encapsulado y
el tipo de alimento o recubrimiento que se aplique, influyen en la digestién de pigmentos
(Donhowe et al., 2014). Los recubrimientos que se ha utilizado para encapsular la C-FC se
observan en el cuadro 8 (Chen et al., 1996; Manconi et al., 2010; Chaiklahan et al., 2012;

Yan et al., 2014). Como se observa en la tabla 8 se han utilizado el alginato y quitosano
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como recubrimientos para encapsular la C-FC (Manconi et al., 2010; Yan et al., 2014). Se
ha, mejora la propiedad de mucoadherencia de FC cuando se utiliza el quitosano como
recubrimiento (Manconi et al., 2010). También se mejora la mucoadherencia utilizando la
microencapsulacién FC/alginato/quitosano (Yan et al., 2014).

Cuadro 8.- Métodos de encapsulado y recubrimiento de ficocianina (FC).

Referencia Pared o aditivo FC(mg | Meétodo de recubrimiento
mL?)
Batista et al.,, 2006 | 32% de aceite vegetal en agua 0.75 En aceite y agua a 4°C.
Chaiklahan et al., . .. -
2012 Glucosa, sucrosa y sorbitol. 1 Se adiciona 20% aditivo.
Chen et al., 1996. TMOS (Silano tetrametoxi) 0.05 TMOS: F (1:2, v/v)
Manconi et al., Mezcla 0.5% Q con 2 a 10%

Quitosano (Q) y goma xantana (X) | 35

2010 X. Mezcla se le adiciona FC.

Martelli et al., 2014. | Metilglioxal (MGO), glucosa, 8 100-200 pL de FC con 100
sucralosa, fructosa. mM MGO y azucares a 37°C.

Yan et al., 2014 . . 1.5:1 FC-A 1.5:1y 2.5% de CaCl,.
Alginato (A) y quitosano (Q). FC-AQ | Mezcla con 2% de Q.

De igual manera se han hecho diferentes pruebas para determinar la termorresistencia
de FC, en donde se ha observado que diferentes tipos de azucares se tienen mayor
resistencia a diferentes temperaturas (60-80°C) (Pumas et al., 2011). Para evaluar las
propiedades de fluorescencia se ha encapsulado a las ficobiliproteinas con la técnica de
sol-gel con matriz de silicato; siendo mejor para recubrir la ficoeritrina que ficocianina y
aloficocianina (Chen et al., 1996).
2.9.2.3 Materiales de recubrimiento de origen mexicano

Los aditivos de origen mexicano a destacar son la harina de amaranto, el mucilago de nopal y de
chia, debido a su potencial como recubrimiento (Salgado-Cruz et al., 2013). Otro material de
recubrimiento extraido del agave es la inulina (Botrel et al., 2014).

La variedad de nopal Milpa Alta es la mas comercializada en México y recientemente se
investiga para utilizarse en peliculas y recubrimientos de alimentos. La epidermis del
nopal tiene dos capas donde se almacenan mucilago. El mucilago es un hidrocoloide el
cual forma enlaces moleculares que son capaces de retener gran cantidad de agua. La
estructura del mucilago se conforma de un polisacarido ramificado de acido galacturdnico y
ramnosa como unidad central. Se ha reportado una composicion bromatoldgica para el mucilago

del nopal obtenida con etanol de: 1g de proteina, 64g de carbohidratos, 2.3g de
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grasa, 20g de ceniza y 3 g Ca*; la composicidn reportada con acetona como solvente es: 3g de
proteina, 69g de carbohidratos, 0.9g grasa, 26g ceniza y 2.6g Ca?*. Este mucilago tiene un
peso molecular de 2.3*10% a 4.3*10% Da, el cual tiene la capacidad de utilizarse en
recubrimientos y peliculas comestibles (Salinas-Salazar et al., 2014).

Las especies mas cultivadas de amaranto son Amaranthus caudatus, Amaranthus cruentus
y Amaranthus hipochondriacus. Las dos Ultimas especies existen diferentes cepas de origen
mexicano (Tapia-Blacido et al., 2005; Kong et al., 2009). El amaranto se conforma de
glicerol, amilosa y amilopectina, proteina (14-17%) con alta cantidad de lisina y grasa (5-
9%). EI mayor tipo de biomacromoléculas son: amilosa y amilopectina, ambas estdn
relacionada con la propiedad de termorresistencia (Kong et al., 2008; Kong et al., 2009). El
amaranto es un interesante material para la formulacién de encapsulados y biopeliculas
comestibles. También se ha determinado que tienen propiedades como barrera de vapor
de agua como resultado de estos biopolimeros y su interaccién natural con los lipidos en la
harina de amaranto (Kong et al., 2009; Tapia-Blacido et al., 2011). Adicionalmente se ha
determinado que las proteinas aisladas del amaranto actuan eficientemente como agente
estabilizador (Fidantsi & Doxastakis, 2001) y que puede retener grupos odorantes como:
monoterpeno, alcoholes, cetona, fenoles o esteres (Blaszczak et al., 2013).

La chia fue utilizada como alimento por los aztecas, es nativa del sur de México y norte de
Guatemala. Las semillas son numerosas y pequeias de color blanco y negro (Capitani et al.,
2012). Su composicion bromatoldgica reportada es: 15-27% de proteina, 29-30% de fibra,
26-33% de grasas y un 4-5.4% de cenizas (Segura-Campos et al., 2014). La fibra dietética
incluye celulosa, hemicelulosa, lignina, pectina, goma, mucilago y otros polisacaridos
(Capitani et al., 2012). El mucilago de chia tiene una composicidon de B-D-xilopiranosil, a-D-
glucopiranosil y el acido 4-O-metil- a-D- glucopiranosiluronico, en un radio de 2:1:1. Este
mucilago tiene un gran potencial en la industria de alimento como recubrimiento (Segura-
Campos et al., 2014).

La inulina tiene actividad funcional como fibra y puede ser una alternativa como material
de recubrimiento. Recientemente se ha utilizado como material de recubrimiento de

proteinas. La inulina estd compuesta por una mezcla de polisacdridos de cadenas de
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fructosa (B-(2->1) D-fructosil-fructosa). Este compuesto tiene beneficios a la salud como el
incremento de absorcién mineral, efectos en la funcional intestinal, modula el apetito y

reduce la incidencia de cédncer (Botrel et al., 2014).

Capitulo 3: Usos antioxidantes de la ficocianina.

Se puede definir un antioxidante como la sustancia natural o sintética que retarda, previene
o elimina el dafio oxidativo de una molécula (Gutteridge & Halliwell, 2010). Durante los
ultimos anos los antioxidantes se presentan como compuestos de gran interés sometidos a
un gran numero de estudios médicos y biotecnoldgicos (Deng & Chow, 2010; Karkos et al.,
2011; Kuddus et al., 2013; Antonio-Marcos et al., 2016). Actualmente en el mercado hay un
gran numero de suplementos alimenticios que contienen antioxidantes sintéticos o
naturales. Los cuales ofrecen cumplir tres beneficios: (a) prevencidon de varios tipos de
cancer, (b) mantenimiento del sistema inmune y (c) salud del corazén (Schofield, 2007).
Los antioxidantes se clasifican por su funcién en: 1) antioxidantes que previenen, 2)
antioxidantes que atrapan o de barrido y 3) antioxidantes de novo o que reparan. Los
antioxidantes de barrido remueven rapidamente las especies de oxigeno reactivas (SOR) y
las especies de nitrégeno reactivas (SNR), antes de que estds dafien moléculas bioldgicas
esenciales (Niki, 2010). Los antioxidantes se pueden clasificar también por su origen en
natural o sintético. Los antioxidantes sintéticos autorizados para alimento son: la
butilhidroxianisol (BHA, C11H1602), el butilhidroxitolueno (BHT, C15H240), el galato de propilo
(PG) y butil hidroquinona (TBHQ) (Kishk & Al-Sayed, 2007). Estos antioxidantes fueron
autorizados para usarse en alimentos, sin embargo, se ha observado que se pueden
acumular en los tejidos y érganos del cuerpo (Lugo-Cervantes, 2003). Por otro lado, los
antioxidantes de origen natural no presentan estos problemas. Los antioxidantes de origen
natural pueden ser: biocompuestos (pigmentos), cofactores (coenzima Q), fenoles,
minerales, vitaminas (Huang et al., 2005; Ratnam et al., 2006).

El fendmeno de oxidacion es una ganancia de oxigeno o una pérdida de electrones que

favorece las SOR y SNR que abarcan una variedad de pequenas moléculas radicales y no-

radicales (Kamble et al., 2012). La reaccidn de oxidacion es generalmente poco deseada
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pero inevitable; la respiracién celular, la oxidacién mitocondrial, el estrés y la peroxidacion
lipidica se consideran fuentes de radicales y dafio oxidativo. Las SOR se producen con la
luz solar, luz ultravioleta, radiacidon de ionizacidon, reacciones quimicas y el proceso de
metabolismos. Las SNR son generadas por el éxido nitrico sintetasa (NOS), generando
oxido nitrico, NO® (Valko et al., 2007; Donaghy et al., 2015). Los antioxidantes pueden
actuar inhibiendo a las SOR y SNR mediante dos mecanismos: 1) mediante antioxidantes
enddgenas (enzimas) y 2) mediante antioxidantes exdgenos, obtenidos de a dieta (Huang
et al., 2005). La capacidad antioxidante depende de la suma de los diferentes compuestos
y del microambiente en el que se encuentre el compuesto. Los compuestos interactuan

entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios (Kuskoski et al., 2005).

3.1.1 Sustancias de oxigeno y nitrégeno reactivo

El dafio oxidativo de las moléculas se genera por los efectos ocasionados por las SOR y las
SNR (Barja, 2014). Las SOR incluye a los radicales libres derivados del oxigeno y otras
sustancias o moléculas que no son radicales pero que pueden participar en la formacién de
estos. Los radicales libres son particulas cuyas cargas negativas y positivas no se encuentran
interiormente neutralizadas, como sucede con la mayoria de otras moléculas. Debido a su
elevada energia y a su baja estabilidad, los radicales libres liberan parte de esa energia al
reaccionar con otras moléculas, y una de las moléculas puede convertirse en otro radical
libre y perpetuar el proceso (Huang et al., 2005). Las SOR mas representativas son:
superodxido (02°7) e hidroxilo (*OH); el radical 02*" normalmente se forma primero y su
efecto puede ser magnificado ya que produce otros tipos de radicales y agentes oxidantes.
El radical hidroxilo (*OH) es extremadamente reactivo con la mayoria de las moléculas
bioldgicas (Kishk & Al-Sayed, 2007; Donaghy et al., 2015).

Las SNR inician con la generacién de dxido nitrico (NO®), es una especie altamente reactiva
y se difunde a través de la membrana. El NO® es un radical que presenta un electrén no
apareado, el cual reacciona rdpidamente con otros radicales libres y con metales de
transicion. Este radical con el radical superdxido (H.0,) forman peroxinitrito, ONOO"~

(Donaghy et al., 2015).
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3.1.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante
Se puede evaluar la capacidad antioxidante por métodos in vitro o in vivo (incluyen ex vivo).
Los métodos in vitro utilizan radicales no biolégicos para evaluar la capacidad antioxidante
(Gutteridge & Halliwell, 2010). Son los mas empleados, sin embargo, solo nos dan una
aproximacion de lo que ocurre en vivo. Sin embargo, es una herramienta de valor
incalculable para los estudios clinicos (Huang et al., 2005).
Pueden ser divididos en dos grandes grupos los métodos in vitro: métodos basados en
reacciones de transferencia de 4tomos hidrégeno (HAT) y métodos basados en reacciones
de transferencia de electrones (ET). Los métodos basados en ET miden la capacidad de un
antioxidante en la reduccién de un oxidante, el cual cambia de color cuando es reducido. El
grado de decoloracion se correlaciona con las concentraciones de antioxidantes en las
muestras (Huang et al., 2005). Estas reacciones de eliminacién las SOR, se dan en los
métodos de capacidad antioxidante in vitro, siendo el ABTS®** y DPPH® los radicales mas
utilizados (Kuskoski et al., 2005).
Las reacciones de la eliminacién de SOR y SNR (X*®) por antioxidantes de barrido (IH) se
puede dar por: la donacién de un atomo de hidrégeno (reaccién 1) o por la donacién de
electrones seguido por la transferencia de protones (reaccién 2); para dar compuestos
estables (XH) y antioxidante derivado del radical (Niki, 2010):

Reaccion1l: X*+IH — > XH+I°

Reaccion 2: X®*+IH ————» X +|H** —»XH + I°

3.1.2.1 Radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) ABTS

El método ABTS, es de los métodos espectrofotométricos mas utilizado para determinar la
capacidad antioxidante in vitro. Debido a su simplicidad operacional, ha sido utilizado en
muchos laboratorios de investigacién para evaluar la capacidad antioxidante de
compuestos y muestras de alimentos (Huang et al., 2005). El proceso de oxidacién del ABTS
en presencia de persulfato de potasio forma el radical cation ABTS®** con cuatro
absorbancias de 414, 654, 734-754 y 820nm. El radical ABTS®** puede ser disuelto tanto en
medio acuoso como en etanol acidificado lo cual permite evaluar compuestos hidrofilico y

lipdfilo. El radical ABTS®* que se caracterizan por poseer un color verde-azul intenso se
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reduce a un color trasparente cuando se le adiciona un antioxidante (Huang et al., 2005;
Kuskoski et al., 2005).

Durante el proceso de oxidaciéon se presenta un cambio de coloracion en la solucién
provocado por la formacién de radicales ABTS®** que se caracterizan por poseer un color
verde-azul intenso que absorbe en la region visible. En presencia de antioxidantes
reductores y donadores de hidrégenos la reaccion se detiene y la absorbencia del ABTS®**
disminuye, relacionando asi la capacidad antioxidante de la muestra (Gharibzahedi et al.,
2013). En la siguiente funcion la capacidad antioxidante del antioxidante (CTX) dona un

electron al radical ABTS®* para volverlo no radical: CTX+ ABTS®** = CTX® + ABTS*.

3.1.2.2 Radical 2, 2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

El método DPPH es simple, es un radical nitrégeno de larga vida, que no muestra similitud
alguna con los radicales peroxilo altamente reactivos. Muchos antioxidantes que
reaccionan rapidamente con los radicales peroxilo pueden reaccionar lentamente o incluso
ser inertes con el DPPH (Huang et al., 2005).

En su forma de radical estable el DPPH® se encuentra disponible en forma comercial y
presenta un maximo de absorcién UV-vis a 515-517nm. Los extractos de cianobacterias
pueden reducir este radical por ambos mecanismos de eliminacién de sustancias reactivas,
HAT y ET. La reduccion del radical DPPH?® (color violeta) a DPPH-H (color amarillo) que indica
gue es un potencial dador de un dtomo de H y tiene la capacidad de reducir o ceder
electrones a los radicales libres y general una molécula estable (Huang et al., 2005; Pumas
et al., 2011; Gharibzahedi et al., 2013). La reduccién del radical DPPH* por un antioxidante

(AH) se muestra en la siguiente ecuacion: DPPH® + AH = DPPH — H+ A®.

3.2 Usos de terapéuticos de la C-ficocianina

3.2.1 Capacidad antioxidante de C-ficocianina

La C-FC es un pigmento con propiedades antioxidante para combatir sustancias de
oxigeno reactivo. Esta propiedad se debe a la parte cromoéfora (ficocianobilina) de la C-
FC, que tiene una estructura similar a la bilirrubina que es un antioxidante natural en el

plasma (Kuddus et al., 2013). Tienen la capacidad de eliminar diferentes SOR: hidroxilo
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*OH, alcoxilo (RO®), superdxido (02*7) y perdxido de hidrogeno (H,0;) evaluados por
métodos in vivo e in vitro (Romay et al., 1998; Bhat & Madyastha, 2000; Ou et al., 2011;
Kuddus et al., 2013). Los dos primeros radicales (*OH y RO®) se pueden atrapar o secuestrar
de manera poco eficiente incluso in vivo, porque reaccionan rapidamente con lipidos,
proteinas y carbohidratos (Niki, 2010). También este pigmento, disminuye SNR,
suprimiendo la expresion de 6xido nitrico sintasa (iNOS) e inhibe la peroxidacién de los

lipidos microsomales hepaticos (Bhat & Madyastha, 2001; Kamble et al., 2012).

3.2.2. Antioxidantes y SOR en los espermatozoides.

La C-FC tiene una parte apo-proteina y un no-proteica (tres croméforos) segmentos que
pueden ser muy reactivos a otras proteinas. El segmento de proteina de C-FC estd
compuesto por dos apoproteinas a y una B que pueden funcionar como un suplemento
proteico en el extensor, ya que puede reaccionar con proteinas de membrana. Este
segmento de proteinas esta relacionado con el segmento no proteico (ficocianibina) a
través de cisteinas y enlaces tioéter (Fernandez-Rojas et al., 2014). El componente no
proteico puede capturar o prevenir la formacién de especies reactivas de nitrégeno y
oxigeno (RNS y ROS) como el radical hidroxilo (*OH), el radical alcoxilo (RO*), el perdxido de
hidrégeno (H20.) y el dxido nitrico (NO®) (Fernandez-Rojas et al., 2014). Como antioxidante,
puede retrasar, reducir y evitar que RNS y ROS puedan alterar moléculas esenciales (Niki,
2010), debido a un estrés oxidativo (EQ) causado por un desequilibrio en la produccién de
ROS y una alteracién en el sistema de defensa antioxidante (Aitken? et al., 2014; Mata-
Campuzano et al., 2014). El EO, relacionado con los procesos de envejecimiento (Fernandez-
Rojas et al., 2014; Li et al., 2016), conduce a una pérdida de la integridad de la membrana
debido a un incremento de la permeabilidad, inactivacidon de enzimas celulares, dafio del
ADN vy apoptosis celular (Walczak-Jedrzejowska et al., 2012; Amini et al., 2015). Estas
alteraciones estan relacionadas con los defectos de los espermatozoides, como Ia
infertilidad masculina (Agarwal et al., 2016; Nekoonam et al., 2016). Durante la capacitacion
de espermatozoides de mamiferos, se necesita un evento oxidativo, una cantidad limitada

de ROS (O'Flaherty, 2015; Aitken® et al., 2014).
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Los espermatozoides de cerdo se consideran un sistema modelo porque son muy
vulnerables al EO debido a la presencia abundante de acidos grasos insaturados en la
membrana plasmatica (Jin Hwang & Young Kim, 2013). Se han almacenado con
criopreservacion (Jin Hwang y Young Kim, 2013) pero los mejores resultados se encuentran
a 15-17°C (Pinart et al., 2015; Teixeira et al., 2015). Debido en parte a que se ha
determinado que a temperaturas de almacenamiento espermatozoides de verracos a 16°C
tiene una menor susceptibilidad al dafio del ADN durante el almacenamiento que a 5°C, que
podria estar asociada con cambios marcados en el empaque de la cromatina (Fraser &
Strzezek, 2004). Sin embargo, esta temperatura no es facil de mantener en las condiciones
rurales de México, ya que solo estan disponibles los refrigeradores normales a 4°C.

En la reproduccién animal asistida, como la inseminacidn artificial, el almacenamiento de
espermatozoides es necesario hasta que la hembra se insemine. En la industria porcina se
protegen los espermatozoides y se inhibe el crecimiento bacteriano con extensores
comerciales que proporcionan una fuente de energia, aseguran un pH y una presién
osmotica adecuada. Se ha desarrollado una amplia gama de extensores comerciales para la
conservacion optima del semen de verraco a una temperatura de 15 a 17°C durante
periodos cortos (3 a 4 dias), medios (5 a 6 dias), largos (7 a 8 dias) y extralargos (mas de 8
dias). Sin embargo, existe poca informacion sobre el efecto del extensor sobre la fertilidad
del semen refrigerado (Pinart et al., 2015). Kortowo-3 es un extensor a corto plazo que se
ha utilizado en el almacenamiento refrigerado de semen de verraco a 5°C (Dziekonska &
Strzezek, 2011) con adicién de proteinas para mejorar los pardmetros espermaticos (Fraser
& Strzezek, 2004). Usualmente se usa en los extensores para semen de carnero y verraco,
yema de huevo como un componente proteico (Valle et al., 2012; Malo et al., 2011). La
yema de huevo y la leche son los dos principales protectores criogénicos de membrana
comunmente utilizados en medios de refrigerados para la preservacion a largo plazo del

semen, solos 0 en combinacién con otras proteinas (Valle et al., 2012).
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3.2.2.1. Preservacion de espermatozoides de Sus scrofa domesticus.

En la reproduccién animal asistida, como la inseminacidn artificial, el almacenamiento de
espermatozoides es necesario hasta que la hembra se insemine. En la industria porcina se
protegen los espermatozoides y se inhibe el crecimiento bacteriano con extensores
comerciales que proporcionan una fuente de energia, aseguran un pH y una presién
osmotica adecuada. Se ha desarrollado una amplia gama de extensores comerciales para la
conservacion optima del semen de verraco a una temperatura de 15 a 17°C durante
periodos cortos (3 a 4 dias), medios (5 a 6 dias), largos (7 a 8 dias) y extralargos (mas de 8
dias). Sin embargo, existe poca informacidn sobre el efecto del extensor sobre la fertilidad
del semen refrigerado (Pinart et al., 2015). Kortowo-3 es un extensor a corto plazo que se
ha utilizado en el almacenamiento refrigerado de semen de verraco a 5°C (Dziekonska &
Strzezek, 2011) con adicidn de proteinas para mejorar los pardmetros espermaticos (Fraser
& Strzezek, 2004). Usualmente se usa en los extensores para semen de carnero y verraco,
yema de huevo como un componente proteico (Valle et al., 2012; Malo et al., 2011). La
yema de huevo vy la leche son los dos principales protectores criogénicos de membrana
comunmente utilizados en medios de refrigerados para la preservacion a largo plazo del

semen, solos o0 en combinacién con otras proteinas (Valle et al., 2012).

3.3 Hipotesis

e La urea como fuente de nitrégeno y el incremento de cloruro de sodio favorecera la
biosintesis de C-FC en los cultivos de A. mdxima.

e La extraccion por sonicacién obtendra un mayor rendimiento de C-FCy sin degradar
la actividad antioxidante.

e Laevaluacion de la actividad antioxidante in vitro determinara si no se desnaturalizo
la C-FC en el proceso de extraccién.

e La C-FCrequiere de recubrimientos ricos en proteinas y polisacarido para mantener
su termorresistencia y color.

e La C-FC como suplemento en un extensor preserva por mayor tiempo a
espermatozoides almacenado a 4 °C.
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4. Material y métodos

4.1. Microorganismos

Se cultivaron las cepas unialgales de A. maxima y A. maxima LIGR1. En este trabajo solo se
dan los resultados de esta ultima cepa, ya que se tiene una pureza de C-FC de 0.75 a
diferencia de 0.26 en la cepa A. maxima.

La cepa A. maxima registrada como LIGR1 fue aislada del material silvestre proveniente del
Lago Recreativo de Texcoco (Gerencia del Lago de Texcoco, CNA). Es una cepa unialgal de
A. maxima Setchell et Gardner 1917 aislada y cultivada por la M. en C. Guadalupe Vidal y Ia
Bidl. Jimena Gutiérrez, bajo la direccién del Dr. Eberto Novelo Maldonado. Cultivada en el
laboratorio de Algas Continentales. Ecologia y Taxonomia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).

Se cultivé esta cepa en fotobiorreactores de acrilico de placa plana (50 x 30 x 5 cm?3) agitados
mediante difusores de aire. Utilizando medio Zarrouk modificado con 10.6 mM (624 mg L
1) ureay 0.26M (15 g L'!) NaCl a 30+2°C e intensidad luminosa de 108 pmol m2s? durante
14 dias, a una concentracion inicial de biomasa X, de 0.06 a 0.08 g L. Se determina la
biomasa de esta cepa por peso seco, empleando el método de Bhattacharya et al., (2005).
Se toman 10 mL del cultivo agitado de A. maxima cada 2 dias. Posteriormente, las muestras
se filtran con papel y se dejan a peso constante durante 24 h en una estufa (mapsa modelo

HDP-867) a 105°C, por triplicado.
4.2. Extraccion y cuantificacion

4.2.1. Extraccion de 3-caroteno.

Se extrajo por maceracion el BC de 10 mg de A. maxima LIGR1 con 3 mL etanol: hexano
(v/v). Se le adicion6 1 mL de agua y 2 mL de hexano se agitd y centrifugé a 1000 xg por 5
min. El extracto se disuelve con diclorometano. El extracto disuelto se analizé bajo las
siguientes condiciones: se evalué y cuantifico por HPLC con una columna Nova-Pack C18
(3.9*300 mm) con una mezcla isocratica metanol: acetonitrilo (9:1, v/v) y flujo de 1 mL min-
! (modificado de Leema et al., 2010). Se lee a 450nm utiliza como estandar betacaroteno

SIGMA a 95%, las muestras se hacen por triplicado.
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4.2.2. Extraccion de acido Y-linolénico.

Método modificado de Kim et al., (2012) se pesd 10 mg de biomasa de A. maxima en base
seca en 1 mL de metanol-acido clorhidrico (20:1) a 30°C por 20-24 horas. Se decanta y se le
adiciona 1 mL de hexano y 1 mL agua destilada. Se cuantificd por cromatografia de gases
(GC-14 gas chromatograph): columna GC, T inyeccién (250°C) y T deteccidon (270°C), se

extrae con hexano. Teniendo como estandar a CL-10 (sigma).

4.2.3 Extraccion de C-FC de Arthrospira.

Se agitd durante 4 horas a 300 rpm para extraer la biomasa de A. maxima con diferentes
concentraciones de solventes para obtener la C-FC. Se utilizaron los siguientes solventes:
cloruro de sodio al 5% y buffer de fosfato de sodio a 0.025, 0.05, 0.1y 0.2 M a pH 6.5. De
estos disolventes se obtienen un mayor rendimiento de extraccidon con los buffers de
fosfato a 0.025 M para dos muestras comerciales y de 0.1 M para la muestra de A. maxima
LIGR1. El sobrenadante fue cuantificado por espectrofotometria a 620 nm. Una vez que se
determiné el tipo y cantidad de disolvente en todas las muestras de Arthrospira se optimizo
el rendimiento de C-FC por tres diferentes técnicas de extraccidn: agitacién, sonicacién y
enzimatico.

En todas las extracciones se extrae C-FC de Arthrospira con buffer de fosfato de sodio 0.025

My 0.1 M apH 6.5 en una relacidon 1:10 (10 mg de biomasa: 1mL de buffer).

4.2.3.1. Extraccidn por agitacion
Se agitd a 300 rpm por 4 horas a temperatura ambiente. La solucidn fue centrifugada a 4800
xg por 10 min (Chaiklahan et al., 2011) y el sobrenadante fue cuantificada por

espectrofotometria a 620 nm.

4.2.3.2. Extraccion por sonicacién

Con un Sonicador Cole-Parmer 8892 con una frecuencia de 40 kHz a 25 min (Oh et a/., 2011)
a diferentes temperaturas (5, 15, 25, 35, 45, 55 y 65°C). De estas temperatura se
determinara en cual se obtiene una mayor concentracion de C-FC. La solucién fue
centrifugada a 4800 xg por 10 min (Chaiklahan et al., 2011) y el sobrenadante fue

cuantificado por espectrofotometria a 620 nm.
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4.2.3.3. Extraccidon por método enzimatico.
Se afiade 15% de lisozima a la suspension y se agita por 2 horas a 200 rpm a 37°C (Sekar &
Chandramohan, 2008). La solucién fue centrifugada a 4800 xg por 10 min (Chaiklahan et

al., 2011) y el sobrenadante fue cuantificada por espectrofotometria a 620nm.

4.2.3.4. Curva estandar de C-ficocianina
Se utilizaron varias concentraciones de una muestra estandar de C-FC (Sigma-Aldrich),
figura 7. Con esta curva patrén se determinar la cantidad de C-FC de las muestras

analizadas.

Curva estandar de C-ficocianina
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Figura 7. Curva estdndar de C-ficocianina. ABSe20= 1.0156 (Xrc)-0.0287 con r?> =0.997.
4.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante de C-FC

4.3.1. Método ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico)).
El radical catidon de ABTS®** se produce al reaccionar 7 mM ABTS y 2.45 mM persulfato de
potasio, la cual se afora a 10 mL con agua destilada. Esta solucién se deja reposar por 12-
16 h en la oscuridad. Para realizar las determinaciones, primero se mide la absorbancia de
la solucion del radical ABTS. Esta absorbancia debe ser de 0.740.02nm a una longitud de
onda de 754nm (Kuskoski et al., 2005; Tung et al., 2009). La capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) es definido como la concentracion mM de Trolox que es
equivalente a la capacidad antioxidante de compuesto investigado (Erkan et al., 2008).
El antioxidante sintético de referencia Trolox, se prepara a una concentracién de 0.08-1.3

mM.
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4.3.2. Método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil).

Se forma el radical DPPH afadiendo 1.1 mg de este compuesto aforado en 10 mL de
metanol (modificado de Kuskoski et al., 2005). Se lee a una longitud de onda de 517nm. La
actividad antioxidante se expresa como ICsg, definido como la concentracién que se
requiere para disminuir el 50% de la concentracion inicial del DPPH (Erkan et al., 2008).

En ambas técnicas se afiade 100 pL del radical en los pozos de la placa y se adiciono 100 pL
de diferentes concentraciones de extractos. Se utiliza el equipo Epoch, que cuenta con un

software de Gen 5.

4.4. Evaluacion de los recubrimientos como protectores de C-FC

Los recubrimientos utilizados son: inulina (obtenida del jugo de Agave Tequilana Weber,
vendida por €nature), dextrina amarilla (Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V.), pectina de
cascara de citricos (SIGMA), mucilago de chia (Salvia hispanica L., NATURCHIAMEX Products
S.A. de C.V.), harina de amaranto (Amaranthus hypochondriacus), mucilago de nopal

(Opuntia ficus indica) y aloe (Aloe barbadensis).

4.4.1 Recubrimientos de C-FC

Se mezclé 10 mg de recubrimientos con 10mg de C-FC (1:1) posteriormente a esta mezcla
se le afiadié 10 mL de buffer de fosfato, esto se hace por triplicado. De esta solucién con
una concentracion final de 1 mg C-FC mL* se evalua el color.

Para evaluar la termo-resistencia se mezclé 1 mg de C-FC con los diferentes recubrimientos

en una relacién 1:10 (w:w).

4.4.1 Evaluacion del color de la C-FC como indicador de estabilidad
El color se midié durante 15 dias a una temperatura de 20+2°C, en dos lotes por duplicado.
Se evaluaron los pardmetros CIELAB ( L*, a*, b*, C* y h°)y espectrofotometro con un
software SpectraMagic, con un observador 10° e iluminacién primaria D65. La
diferencia entre la condicidn inicial del tratamiento y final se evalian con AE* (Tello-

Ireland et al., 2011).
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4.4.2 Evaluacion de la termorresistencia C-FC recubierta.
Se evaluaron las muestras a 60, 70, 80 y 90°C por 30 min en bafio maria (modificado de
Chaiklahan et al., 2012). Se midié por espectrofotometria a 620 nm la cantidad remanente

de C-FCy se reporta como la fraccidn perdida.

4.5. Evaluacion de C-FC en la preservacion de semen de cerdo (Sus

scrofa domesticus).

4.5. Concentraciones de C-FC

La C-FC fue obtenida a partir de la cianobacteria A. maxima LGJR1 por sonicacién a 45°C.
Con las siguientes concentraciones: 0.0345, 0.069, 0.138 y 0.207 g C-FC L%,

4.5.2. Obtencion de los espermatozoides

Se utilizaron eyaculados frescos de verracos F2 linea maxter/pietrain de 1 afio y de fertilidad
comprobada, provenientes de la granja de produccion animal especializada en cerdos, de
la Universidad Auténoma de Chapingo. El eyaculado fue obtenido por masturbacién
(técnica de mano enguantada), la porcién gelatinosa se separd por filtracion al momento
de obtener la muestra, del mismo modo se descartaron muestras que presentaron algun
contaminante. La muestra fue transportada al Laboratorio de Reproducciéon Animal Asistida
de la UAM-Iztapalapa, protegida de la luz y a 17°C en diluyente Duragen de larga duracion
(10 dias) (Who, 2010; Roca et al., 2006). Al llegar al laboratorio las muestras fueron
colocadas en un bafo de circulacion ajustado a 17°C. Se evalud la calidad espermatica
determinando: movilidad, viabilidad y concentracidon espermatica usando las técnicas

recomendadas por la OMS en 2010 con algunas modificaciones.

4.5.3. Almacenamiento de espermatozoides

Se realizaron alicuotas de 30 x 10° espz mL* y se almacenaron a 4°C durante 0, 24, 48 y 72
hs en un medio especializado para almacenamiento de espz de cerdo Kortowo-3 (69.3 mM
de fructosa, 64.6 mM de citrato de sodio, 8 mM Na-EDTA, 14.2 mM de acetato de potasio
y gentamicina a 0.25 g L™ a pH 6.8), suplementado con diferentes concentraciones de C-FC

y un extensor sin C-FC.
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La suspension diluida de espz se incubaron durante 2 hs a T ambiente y posteriormente se
almacenaron a 4°C en los tiempos antes mencionados (Dziekonska & Strzezek, 2011). Al
terminar el tiempo de almacenamiento de los espz se realizd un estudio de la movilidad,
viabilidad y morfologia en cada uno se los tiempos, asi como la determinacién del dafio al

DNA y la formacion de SOR.

4.5.4. Determinacion del daiio al ADN de los espermatozoides.

Mediante citometria de flujo (FACScan, Becton-Dickinson) con un laser de argdn azul de 488
nm con naranja de acridina para mostrar fluorescencia; verde (530 nm, fotodetector FL-1)
sin dafio con doble cadena o rojo / naranja (620 nm, fotodetector FL-3) para ADN dafiado
con cadena simple (Evenson & Jost, 2000; Gadella & Harrison, 2002; Arenas-Rios et al.,

2016).

4.5.5. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Las concentraciones de espermatozoides intracelulares ROS (H.0,, HO® y ONOO?®) se
cuantificaron con citometria de flujo usando diacetato de diclorofluoreseina 2', 7' (DCFH-
DA), una sonda permeable a las células que es altamente sensible a la oxidacion celular y
fludrese cuando se oxida a DCF. Los resultados se expresan como la intensidad media de
fluorescencia (IFM) de las células vivas que muestran una respuesta fluorescente (Mayorga-
Torres et al., 2016). Citdmetro de flujo (480 nm / 520 nm; FACScan, Becton-Dickinson, San
Jose, CA, EE. UU.). El software Flowing se utilizé para analizar los datos, que se normalizaron
y expresaron como indice de fluorescencia (Fl) = (intensidad de fluorescencia media *% de

eventos de entrada).

4.6. Andlisis estadistico
Se determind por el paquete estadistico SPSS versién 15, con un nivel de significacion

P<0.05. ANOVA seguida de Duncan.
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5. Resultados y discusion

5.1. Cultivo de microorganismo

La cepa A. maxima LIGR1 se cultivé en medio Zarrouk modificado con 10.6 mM (624 mg L
) ureay 0.26M (15 g L'!) NaCl. Después de 14 dias, se registré una densidad de biomasa de
0.99 g L'! (Figura 8). Teniendo una velocidad especifica de crecimiento p= In (Xo-X) / t de
0.255 y un tiempo de duplicacién t= (In 2/ p) de 2.71. Con una ecuacion de cinética de

crecimiento y= 0.2552x-2.755 con R2= 0.9994.

Cultivo de Arthrospira
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Figura 8. Cultivo de A. maxima LIGR1 con 10.6 mM de urea y 0.26 M de NacCl.

5.2 Analisis y cuantificacion del dcido gamma linolénico y f3-caroteno
Los resultados de la evaluacion de los acidos grasos (AG) y BC se observan en el Cuadro 9.
El 4cido graso con mayor concentracion en este experimento fue el dcido palmitico seguido
del acido gamma linolénico, lo que es similar a lo reportado por otros autores donde el
acido palmitico (C16) tiene entre 35-46% que es un acidos grasos saturados; y de los acidos
grasos insaturados se reportan principalmente el GLA (8-22%), acido linoleico (C18:2, 16-
17.5%), acido oleico (C18:1, 2-5%) (Otles & Pire, 2001). La mejor concentracion GLA es
de 2.45 mg g en A. maxima LJGR1, esta concentracién es similar a la reportada por
Mahajan & Kamat, (1995) cuando utilizan medio SOT a 20 umol m?2sty 24°C. Sin embargo,
Mahajan & Kamat (1995) obtuvieron 13.5 mg GLA g cuando se le afiadié 10-30 mM de

urea, la principal diferencia de este experimento y el reportado en esta tesis
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fueron los pardmetros fisicos (30°C y 108 umol m2s!). Las concentraciones mas altas de
GLA se favorecen cuando el medio estd limitado en nutrientes (Ramadan et al., 2008;
Bhakar et al., 2014).

Cuadro 9.- Concentracion de acidos grasos y B-caroteno.

Concentracion de AG* (mg g?) BC (mgg?)
Cl16 C18 Ci18:1 C18:2 C18:3
610.1 0.048 0.36+0.07 1.81£0.2 2.45+0.2 4610.4

*Acido palmitico (C16), dcido estedrico (C18), acido oleico (C18:1), 4cido linoleico (C18:2) y
acido gamma linolénico (C18:3).

En este trabajo se obtuvo una concentracién importante de BC con 46+0.4 mg BC g* (Cuadro
9). Se ha reportado que el BC se acumula en respuesta a la concentracidn de cloruro de
sodio NaCl. Debido a que esta A. maxima LIGR1 fue cultivada con 0.26 M NaCl., es
posiblemente que se obtuvieron resultados superiores de BC a lo reportado por otros

autores (Hifneyet al, 2013).

5.3. Extraccion de C-ficocianina de Arthrospira

En este trabajo se utiliza el método de agitacién para determinar el tipo y concentracion del
solvente, que dio como resultado un mejor rendimiento con buffer de fosfato de sodio 0.1
M a pH 6.5, para la cepa A. maxima LIGR1. En experimentos de otros autores, también se
han tenido mejores rendimientos con buffer de fosfato para obtener este pigmento, Cuadro
7 (Silveira et al., 2007; Hemlata et al., 2011).

Después se eligen el método de extraccidn por agitacidn, sonicacidn y enzimaticos que son
de los mas utilizados para extraer FC y donde se han obtienen rendimientos altos (Cuadro
7). Para el método de sonicacion se optimiza la temperatura de extraccién (figura 9),
utilizando temperaturas de 5°C a 65°C con intervalos de 10°C.

Debido a que en general se utiliza a bajas temperaturas, se ha demostrado que la C-FC se
empieza a degradar a partir de 47°C (Chaiklahan et al., 2012). Obteniendo la mayor
recuperacién de C-FC a 35 a 45°C. Sin embargo, a 55°C la concentracion de C-FC disminuye

50-64% en comparacion a 35°C.
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Figura 9. Optimizacién de temperatura para obtener C-FC por el método de sonicacién.

En el Cuadro 10 se observan las concentraciones y pureza de C-FC con los diferentes
métodos de extraccion, por triplicado. La mejor concentracién de C-FC se obtiene por la
extraccién enzimatica, obteniendo 281+1 mg g de A. maxima LJGR1. Los métodos de
agitacion y sonicacién a 45°C tienen rendimientos similares, obteniendo 215+17 mg gy
221+13 mg g, respectivamente; con una pureza de 0.75 mayor a la obtenida por el método
enzimatico de 0.29. Estas ultimas concentraciones son superiores a lo reportado por otros
autores que han obtenido una concentracién del alrededor de 195 mg C-FC g (Chaiklahan
et al., 2010; Oztiirk-Urek & Tarhan, 2012; Hifney et al., 2013).

Cuadro 10.- Concentracién (mg g') y pureza (As20/A280) de C-FC por diferentes técnicas de
extraccion.

Extraccion mg C-FC g Ag20/A280
Enzimatica 281+1.3° 0.29+0.0014°¢
Agitacién 215+17° 0.74+0.0252
Sonicacion 35°C 187+13¢ 0.63+0.025P
Sonicacion 45°C 221+13°b 0.75%0.06°

Letras con diferencia significativa (P<0.05) (tratamientos dentro de las muestras de Arthrospira).

En este trabajo cultivamos la cepa de A. maxima LIGR1 a 0.26 M NaCl y con 10.6 mM de
urea, en donde se ha logrado obtener entre un 13 a 32% madas a los mejores valores
reportados. Es sabido que la urea puede ser tdxica para la célula a altas concentraciones,
sin embargo, en este trabajo se obtienen buenos rendimientos de C-FC. Debido

probablemente a que el carbono necesario para la generacién del sorbitol se favorece
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gracias a la degradacion de la urea, que genera CO; (Schlebusch, 2012) y la intensidad de
luz alta (108 umol m2s?) favorece la cantidad de electrones debido a la fotosintesis, lo que

finalmente favorece la concentracidn del pigmento-proteina de C-FC.

5.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro: ABTS y DPPH
En la figura 10 se muestran los resultados de la evaluacién de la capacidad antioxidante al
minuto 30, por los métodos ABTS y DPPH. La C-FC de A. maxima LJGR1 inhiben el radical
ABTS entre 82-92% sin haber diferencia significativa en concentraciones de 82 0 62 pg C-FC
mL?!y entre los métodos de extraccidn (figura 10).
A diferencia del radical DPPH cuando se evalla a estas concentraciones, si influye el tipo de
extraccién que se utilice para extraer la FC. Obtenieno una inhibicidn del 26-37% del radical
DPPH con el método de sonicacion a 45°Cy a 62 0 82 ug C-FC mL2.
Chen & Wong (2008) reportaron porcentajes de inhicbicidn similares a los obtenidos en este
trabajo (figura 10); obtenieron un 80% de inhibicién del radical ABTS y 45% de inhibicidn
para el radical DPPH, con 5 uM y 16 uM de C-FC, respectivamente. También Madhyastha et
al, (2009) han reportado concentraciones similares de inhibicién (37-45%) del DPPH con 16
UM de C-FC. El-Baky & El-Baroty, (2012), han reportado una inibicién del 80% del radical
ABTS con 50 pg C-FC mL™. Sin embargo, se han obtenido una inhibicién del 42-50% del
radical ABTS que es menor a lo obtenido en este trabajo (Madhyastha et al., 2009). Una
inhibicién del radical DPPH del 85-95% con 50 pg C-FC mLy pureza de 2.25, que es mayor
a lo reportado (El-Baky & El-Baroty, 2012). Esto podria ser explicado en alguna medida a la
pureza de C-FC, ya que en el trabajo reportado por Gantar et al (2012), se inhibia el radical
DPPH un 75% con una pureza de 1.5y 15% con una pureza de 0.8, en cepas comerciales de
Spirulina.
En la figura 11, se observa la grafica de inhibicion del 50% del radical DPPH (ICso) por la C-
FC extraida por sonicacién y agitacion. Obteniendo un ICso en promedio de 1.5 a 2.3 mg
mL?, por los métodos de sonicacion al 45 y 35°C. Chen y Wong (2008) reportan un ICso =
0.7 mg mL™. Otros autores han reportado un ICso de 0.08 y 1.75 mg C-PC mL* con purezas
de 0.58 y 1.5 respectivamente (Gantar et al., 2012 y Thangam et al., 2013) 1. Como se

muestra, la pureza es determinante en la inhibicién del radical DPPH®. La inhibicién del
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radical ABTS (como TEAC) depende del método de extraccion en el que el tratamiento con
sonicacién a 45°C produce los mejores resultados (figura 12) obtener una concentracion
TEAC inicial de 40 ug mL?! y una tasa de incremento de 0.73 pg mL! mint. Un equivalente
Trolox de 219+2.1 uM g se obtiene a través de sonicacion a 45°C. Este resultado es mayor
a lo reportado en otras frutas como la granada, guanabana y aceitunas, se obtuvieron
81+2. 4, 6+0.1y 23.620.1 uM g1, respectivamente (Fu et al., 2012). Se evalud la biomasa
de A. platensis SAG obteniendo un equivalente de trolox de 108.5 + 2.2 uM g, donde se
observd una correlacion de actividad antioxidante con ficobiliproteina, mas que con

carotenoides en esta cianobacterias (Tarko et al., 2012).
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Figura 10.- Inhibicion de los radicales DPPH (A) y ABTS (B) de C-FC obtenida de A. maxima LIGR1 al minuto 30.
Letras con diferencia significativa (P<0.05) (letras en mindsculas diferencias significativas de las diferentes
técnicas de extraccion y mayusculas diferencias significativas dentro las concentraciones de C-FC).
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Otros autores que evaluaron las proteinas miofibrilares del duodeno de la carpa (Cyprinus
carpio L.) alcanza concentraciones similares de equivalente de Trolox a los obtenidos en el
presente trabajo. Obteniendo 232+ 4.5 uM g en experimentos in vitro y 173 + 5.7uM g

con experimentos ex vivo (Borawska et al., 2016).
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Figura 12. Evaluacidn de la equivalencia de Trolox con el radical ABTS. 4= sonicacién 45°C m= maceracion,
A = sonicacién 35°C, e= enzimatico.



5.4. Evaluacion de los recubrimientos comestibles

En este trabajo se utilizaron materiales de recubrimientos comestibles biodegradables y
originarios de México como: la harina de amaranto, el mucilago de chia, nopal y sabila.
Como se observa en la figura 13, los diferentes materiales de recubrimientos favorecen una
menor degradacion de C-FC de A. maxima LIGR1 que cuando no se utiliza ningln
recubrimiento. La C-FC se degrada en todas las muestras de Arthrospira un 18-21% cuando
se utiliza mucilago de chia a 60°C. Esto se ve reflejado al evaluar la energia de activacién de
los recubrimientos que tienen correlacién con el cambio de temperatura de 60-90°C

después de 30 minutos (figura 13-B).
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Figura 13.- (A) Degradacién de C-FC y (B) Energia de activacion de la degradacién de C-FC con diferentes
recubrimientos. m= nopal (nop), 0= pectina (pec), A =inulina (In), 0= dextrina (Dex), 0= amaranto (Am), e=
sabila (Sab), #=chia y == = sin recubrimiento (Wc).
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Una degradacion del 20% similar a la reportada en este trabajo, fue reportado por Antelo
et al., (2008) utilizando sorbitol al 30% y un pH de 5-6 a 59-62°C. En otros experimentos se
han reportado una degradacién de 30-40% de C-FC cuando se adiciona de 20-40% de
glucosa a 60°C (Chaiklahan et al., 2012), y cuando se utiliza una solucion de fructosa
saturada a 80°C por 30 min (Martelli et al., 2014). Con base a estos dos reportes podemos
decir que el recubrimiento de chia a 60°C tiene un porcentaje similar a los obtenidos con
sorbitol y superior a la glucosa. Este mismo recubrimiento (chia) a 80°C es similar a lo

obtenido por fructosa saturada.
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Figura 14. Cambio de color (AE*) de C-FC-recubrimiento durante 14 dias. m= nopal, o= pectin, A= inulin, 0=
dextrin, 0= amaranth, e= aloe and ¢=chia.

Cuadro 11.- Parametro de color (CIELAB) de C-FC con diferentes recubrimientos.

Inicial

Amaranto | Nopal Inulina Dex Amaranto | Nopal Inulina Chia Dex I
[ 98.9+0.5 99.9+0.13 100.5+0.0 97+1.3 99.8+£0.2 100.6+0.2 102+0.01 101.7+0.2 99+0.5 101.5+0.1
a* -3.2+0.4 -1.7+0.04 -2.54+0.0 -3+0.5 -3.3+0 -1.2+0.14 -0.45+0.01 -0.6+0.02 -0.6x0 -0.73+0.1
b* -2.9+0.5 -0.8+0.08 -2.5%0 -1.8+0.5 -2.2+0.6 0.39+0.16 1.3+0.058 0.83+0.28 2.5+0.3 1.6+0.06
C= 4.3+0.6 1.9+0.06 3.54+0.07 3.5+0.7 4+0.6 1.3+0.08 1.4+0.05 1.05+0.16 2.6x0.3 1.8+0.05
he 222+2 205+1.7 224+0.64 21145 213.74¢5 161.9+8.8 109.3+1.3 127+16 104+2.3 11443
AE* 60 96 97 107 100

Se evalud el color de C-FC con los parametros del espacio CIELAB con diferentes

recubrimientos y se determind la degradacion de C-FC por medio de AE*. Este pigmento
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tiene un color azul, las tonalidades azules estan en el rango de 270° hasta 180°. Como se
muestra en el cuadro 11, los materiales de recubrimiento de amaranto, nopal, inulina, chia,
dextrina inicialmente tienen un tono (h°) de 224+0.64 a 211+5. Se obtiene un AE* de 60 con
una tasa de incremento de 4.2 d!. Lo que refleja que la degradacion de color de C-FC en A.

maxima LJIGR1 con este recubrimiento es menor (figura 14).

5.5 C-ficocianina como protector de espermatozoides refrigerados de
cerdo (Sus scrofa domesticus).

La viabilidad de los espermatozoides después del almacenamiento a 4°C, con C-FC como
antioxidante y proteina en un extendedor, se deteriora rapidamente después de 24 horas
al pasar del 90% a alrededor del 16% a las 72 horas. La mejor concentracion de C-FC, que
preserva la viabilidad 16+6% mas que con otras dosis, es de 138 ug mL?. Considerando que
una viabilidad de los espermatozoides del 20% es adecuada para la reproduccion asistida,
se puede concluir que C-FC puede preservar hasta 1616% de la viabilidad de los
espermatozoides durante 72 horas, después de lo cual los espermatozoides ya no son utiles
para la inseminacién (figura 15).
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Figura 15.- Efecto de la C-FC en un extender de corta duracion en la viabilidad de espermatozoides. Los
valores se expresan como medias +DE. Diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05). ANOVA
seguido de Duncan.

Sin embargo, la motilidad progresiva (PMot), que se ve afectada por las ROS intracelulares,

es de alrededor del 90% de la viabilidad (figura 16), mientras que el dafio
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en el ADN es cercano al 40% de todos los espermatozoides (figura 17), por lo tanto, la
fraccion de Los espermatozoides con PMot que tienen ADN intacto son solo menos de la
mitad de los PMot (figura 18). A partir de ahi, se puede concluir que la C-FC como
suplemento proteico del extensor, es insuficiente para proteger la membrana de los
espermatozoides. En el otro segmento no proteico, parece que la C-FC como antioxidante
tiene buenos resultados, ya que la intensidad de fluorescencia media (MIF) (figura 19) de
los espermatozoides restantes con PMot y el ADN no dafiado también tienen un MIF bajo,
lo que indica un buen control de Las ROS intracelulares.
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Figura 16.- Efecto de la dosis de C-PC a diferentes tiempos de almacenamiento en la motilidad progresiva de
los espermatozoides a 4 ° C. Los valores se expresan como medias *DE. Diferentes letras son
significativamente diferentes (P<0.05). ANOVA seguido de Duncan.
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Figura 17.- Efecto de la dosis de C-PC a diferentes tiempos de almacenamiento en el ADN de los
espermatozoides a 4°C. Los valores se expresan como medias + SEM. Diferentes letras son
significativamente diferentes (P<0.05). ANOVA seguido po r Duncan.
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Figura 18.- Efecto de C-PC en el ADN de espermatozoides no dafiado con PMot.
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Figura 19.- Porcentaje de media de intensidad de fluorescencia (MIF) indicativos de SOR. Los valores se
expresan como medias * SEM. Diferentes letras son significativamente diferentes (P<0.05). ANOVA seguido
por Duncan.

Se ha determinado que las temperaturas de almacenamiento de 5°C o menos inducen
efectos de estrés frio en los espermatozoides de verraco (Teixeira et al., 2015), que es uno
de los factores mas importantes que explican la permeabilidad irreversible y pérdida de

integridad de las membranas plasmaticas que causan un rendimiento celular
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distorsionado y, finalmente, la muerte celular. Se sabe que ciertas proteinas son capaces de
proteger a los espermatozoides del estrés por frio y la desestabilizacién de las membranas
plasmaticas (Dziekonska & Strzezek, 2011), por lo tanto, se han utilizado diferentes
proteinas en los extendedores (Fraser & Strzezek, 2004; Malo et al., 2011; Valle et al., 2012).
El extensor Kortowo-3 se ha utilizado en almacenamiento refrigerado (Fraser & Strzezek,
2004; Dziekonska & Strzezek, 2011) con motilidad progresiva similares a la obtenidas en
este trabajo. Sin embargo, cuando se complementa con lipoproteinas de pollo y yema de
huevo de avestruz el extensor, se obtiene un PMot mas alto (70%) a las 48 horas que sin las
proteinas (Fraser y Strzezek, 2004), mientras que en el presente trabajo se obtiene el 35%
de PMot con 138 pg de C-PC mL? a las 48 horas (figura 16). Ademads, se obtiene un 28% de
PMot sin agregar C-PC al extensor, que es un resultado similar al obtenido por Fraser &
Strzezek, (2004) a 5°C. Por lo tanto, la apoproteina C-PC no funciona tan bien como otras
proteinas (yema de huevo o lipoproteinas) para estos parametros espermaticos. En general,
estas proteinas protegen a los espermatozoides de las sustancias de los medios oxidantes
mediante uniones de cisteina u otras uniones entre las proteinas de membrana espermatica
y las proteinas extensoras (Teixeira et al., 2015).

Sin embargo, se sabe que el ADN del jabali tiene una mayor resistencia al proceso de
congelacion y descongelacidon que cualquier otro espermatozoide de mamiferos. Esta
resistencia puede relacionarse con la cantidad de residuos de cisteina en la protamina 1 que
forma los enlaces disulfuro y la cromatina de espermatozoides estabilizadora. Estos
residuos se asociaron negativamente con la susceptibilidad de los espermatozoides al estrés
oxidativo, pero al mismo tiempo los compuestos antioxidantes bioactivos del té de mate
(como los flavonoides) también pueden proteger el ADN del espermatozoide del verraco
(Lufio et al., 2015). Estos conceptos contradictorios pueden explicar por qué la
concentracion de dafio en el ADN con y sin C-PC exhibe una diferencia significativa (figura
16), aunque no tan grande como en otras especies de mamiferos (Hernandez et al., 2006;

Flores et al., 2011) y Diferencia entre 138 y 207 ug mL* C-PC.
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El extensor tiene alglun efecto sobre la calidad espermatica, aunque no interfiere con su
fertilidad y prolificidad (Pinart et al., 2015). Esto es importante ya que después de 48 horas,
el 20% del espermatozoide original todavia tiene motilidad progresiva sin dafo en el ADN
(figura 18). Ademas, la inseminacidn artificial (1A) se realiza dentro de los 3 dias posteriores

a la recoleccidn (Pinart et al., 2015).

6. Conclusiones

El cultivé Arthrospira maxima LJIGR1 en un fotobiorreactor de placa plana usando altas
concentraciones de urea (10.4 mM) y NaCl (0.26 M). Se tiene una sobre produccidn de C-FC
obteniendo 221413 mg g con una pureza de 0.75+0.06. Esta concentracion se obtiene por
medio de extraccion por sonicacién a 45°C.

Se obtuvieron concentraciones similares con el método de agitacidon obteniendo 215+17
mg C-FC g con una pureza de 0.74 + 0.025. Con el método enzimatico se obtiene 281+1.3
mg C-FC g pero con una pureza menor de 0.29 + 0.025

Ademas de la produccién de C-FC, Arthrospira tiene otros dos biocompuestos con valor
agregado en el mercado: el BC y el GLA. En este trabajo se obtuvo también una
sobreproduccién del BC obteniendo 46+0.4 mg g' y una concentracion baja de GLA
2.45+0.2 mg g.

Se obtiene un ICsp de 1.5 mg C-FC mL* y un equivalente de Trolox de 55 pg mL™* 0 219 uM
gl. Este equivalente de Trolox es de 3 a 10 veces superior a lo reportados por otros autores
en frutas como granada y oliva. Esto es importante porque significa que puede inhibir mas
eficientemente las SOR que favorecen diferentes enfermedades degenerativas.

Para proteger la propiedad antioxidante presente en la C-FC, se determind que el mucilago
de chia protege un 82% la C-FC a temperaturas de 60-90°C. Comparada con una pérdida del
80% de C-FC sin recubrimiento. Otro pardmetro para determinar la propiedad antioxidante
es evaluando el color. Los materiales de recubrimiento que favorecen el color durante 6
dias son: harina de amaranto, mucilago de nopal e inulina. El amaranto es el que conserva
mejor el color con una tasa de incremento (raex) de 4.2 d* a diferencia del nopala 7.4d*e

inulina a 7.6 d1. Por tanto, el recubrimiento de harina de amarantoy
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mucilago de chia se podrian empezar a considerar para alargar la vida de anaquel de la C-
FCy que favorecen la capacidad antioxidante de este pigmento.

Como se esperaba, la parte de la proteina del biopigmento C-PC no aumenta los pardmetros
espermaticos en un extensor a corto plazo (Kortowo-3), ya que estan mejorados con otro
tipo de proteinas como la yema de huevo. Sin embargo, la porcién antioxidante del
biopigmento induce la reduccién de ROS, por lo que podria usarse como antioxidante con
extensores de almacenamiento a corto y largo plazo.

Después de 48 horas de almacenamiento a 5°C, 20% de los espermatozoides aun tienen
motilidad progresiva sin dafio en el ADN cuando se mantienen con 138 pg mL* C-PC y se

pueden usar en inseminacién asistida.

7. Perspectivas de investigacion.

En este trabajo se logrd la produccion de C-ficocianina (C-FC) cuando se cultivd A. maxima
LJGR1 en un medio Zarrouk modificado con 10.4 mM urea y 0.26 M NaCl. Esta cepa es
originaria del conjunto lacustre del Valle de México y se cultivaba en la época prehispanica
como alimento. Sin embargo, actualmente no se cultiva a gran escala y no tiene valor
agregado en el mercado mexicano (Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006; Bertolin et
al., 2011). Por lo que una perspectiva, es cultivar Arthrospira a gran escala para obtener
biomasa y C-FC para comercializarlos como suplemento alimenticio.

Otra perspectiva es hacer microencapsulamiento con amaranto y mucilago de chia para
poder proteger la degradacion de C-FC y poder controlar la cantidad liberada de este
pigmento que podria utilizarse en la industria farmacéutica, cosmética y de alimentos.
También con mas estudios clinicos podria utilizarse en tratamientos como paliativos para

diversos tipos de cancer, para obesidad y diabetes.
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