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RESUMEN

En la actualidad, las microalgas han ganado un gran interés, ya que son fuente de
importantes sustancias naturales y producen biomateriales que presentan diversas
aplicaciones industriales. Se han analizados tres cepas de diferentes origenes
geograficos de Arthrospira sp. La Arthrospira platensis aislada de Laguna Capitan
del chaco Paraguayo fue cultivada en fotobiorreactor tipo batch con medio Zarrouk
en condiciones de 24 hs luz, 0,45 vvm e intensidad luminica de 12.500 Im durante 75
dias que genero6 un rendimiento de 5,82 gramos de biomasa por litro de cultivo. Las
determinaciones realizadas para evaluar la composicion proximal de las cepas fueron
humedad, cenizas, proteinas y lipidos de acuerdo con los métodos oficiales (AOAC,
1990). Los lipidos fueron analizados por el método de Bligh y Dyer (1959) y el perfil
de acidos grasos fue evaluado mediante cromatografia gaseosa, para la cepa de
Arthrospira platensis de origen Paraguayo se obtuvieron los valores de porcentaje de
proteinas un 67,40%, grasas totales 5,69%, humedad 20,02% Yy cenizas 9,11%. Las
cepas fueron sometidas a hidrdlisis enzimética con tres proteasas comerciales
Alcalase 2,4 L, Flavourzyme y una pepsina inmovilizada proveida por PROIMI
(Planta Piloto de Procesos Industriales Microbiolédgicos) de la ciudad de Tucuman,
Argentina. Se analizaron la solubilidad y el peso molecular de los hidrolizados, en
donde la solubilidad de la Arthrospira platensis fue de 33,864 mg/ml hidrolizada con
Alcalase 2,4 L, los pesos moleculares variaron de 5kDa hasta 30 kDa con las tres
proteasas. De acuerdo a la bibliografia se puede inferir que estos péptidos tienen un
alto poder antioxidante y podrian tener actividad bioldgica para en tratamiento de
diversas afecciones cronicas como la presion alta, inflacion intestinal y obesidad.
También se ha detectado la presencia de acidos grasos esenciales de acuerdo con el
perfil lipidico, por lo que esta microalga podria ser utilizada como suplemento

alimenticio o complemento nutricional.
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Proximal characterization, lipid profile and protein hydrolysis of Arthrospira
platensis
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SUMMARY

At present, microalgae have gained great interest, since they are a source of
important natural substances and produce biomaterials that have various industrial
applications. Three strains of different geographical origins of Arthrospira sp have
been analyzed. The Arthrospira platensis was isolated of Laguna Capitan of
Paraguayan Chaco was cultivated in Batch-type photobioreactor with Zarrouk
medium under 24 HS light conditions, 0.45 VVM and luminum intensity of 12,500
Im for 75 days that generated a yield of 5.82 grams of biomass per liter of crop.
Determinations made to evaluate the proximal composition of strains were moisture,
ash, proteins and lipids in accordance with official methods (AOAC, 1990). The
lipids were analyzed by the method of Bligh and Dyer (1959) and the fatty acid
profile was evaluated by gas chromatography, for the Arthrospira platensis strain of
Paraguayan origin, the values of the protein percentage obtained was 67.40%, total
fats 5.69%, moisture 20.02% and 9.11% of ash. The strains were subjected to
enzymatic hydrolysis with three commercial proteases Alcalse 2.4 L, Flavourzyme
and an immobilized pepsin provided by PROIMI (Planta Piloto de Procesos
Industriales Microbioldgicos) of Tucuman city, Argentina. The solubility and the
molecular weight of the hydrolysates were analyzed, where the solubility of the
Arthrospira platensis was 33,864 mg/ml hydrolyzed with Alcalase 2,4L, the 5kDa
molecular weights up to 30 kDa with the three proteases. According to the
bibliography can be inferred that the peptides obtained have a high antioxidant power
and could have biological activity for treatment of various chronic conditions such as
high pressure, intestinal inflation and obesity. The presence of essential fatty acids
has also been detected according to the lipid profile of each strain, so this microalgae

could be used as a food supplement or nutritional supplement.

Keywords: Arthrospira platensis, proximal analysis, hydrolysis
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1. INTRODUCCION

Se espera que la poblacion mundial aumente en 2.000 millones de personas
durante los proximos 30 afios, para la cual se deben producir alimentos suficientes
que puedan satisfacer la demanda general. Las proyecciones citadas por
Alexandratos et al, (2012) en el documento de la FAO, titulada Recomendaciones
Agricolas Mundiales 2030/2050, mencionan que la demanda mundial de fuentes de
proteinas tradicionales, constituidas por ganado y pescado, crecera en un 76 % para
el 2050. La busqueda de nuevas fuentes de alimentos y productos naturales es la
consecuencia del incremento de la demanda alimenticia a nivel mundial, y la
necesidad de generar alternativas de alimentos para una dieta mas saludable, asi lo
menciona Ramirez et al., (2010).

El consumo de microalgas como fuente de alimento humano se remonta al
siglo X1V en el Imperio Precolombino, sin embargo, fue a principios de la década de
1950, cuando el aumento incipiente de la poblacién mundial, motivé su consumo
como fuentes alternativas de proteinas para equilibrar la posible escasez de alimentos
(FAO, 2008).

Ademas de ser una buena fuente de proteinas, estas microalgas contienen
ingredientes bioactivos, lo que les da un gran potencial como moléculas funcionales
(Vaz et al., 2016). Asi mismo, evaluaciones nutricionales han demostrado que la
biomasa de microalgas es beneficiosa como suplemento dietético o sustituto de las
fuentes convencionales de proteinas (Beker, 2007).

En las Gltimas décadas, aumentd el nimero de investigaciones y empresas
relacionadas con la produccion de productos y derivados microalgales que se
comercializan en forma de capsulas, tabletas y polvo (Ganta & Svircev, 2008). Por
otro lado, su consumo esta relacionado con la reduccion y prevencion del desarrollo
de patologias tales como diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares, cancer,
entre otras; lo cual esta asociado fundamentalmente al alto contenido en fibra que
contienen (Cano et al., 2012).

La Arthrospira sp posee un elevado porcentaje de proteinas totales, entre el
50% a 75% (Altmann et al., 2020; Licett et al., 2014; Plaza et al., 2009) y esta
caracteristica la convierte en una materia prima de interés para elaborar hidrolizados

proteicos.



En este contexto, en este trabajo se ha implementado la hidrolisis de la misma
utilizando tres proteasas diferentes. Inicialmente la cepa de Arthrospira platensis
aislada de la region del Chaco Paraguayo, fue caracterizada de acuerdo con su
contenido proximal de macronutrientes y paralelamente se realizé una comparacion
con dos cepas de Arthrospira sp de diferente origen. La cepa de Arthrospira
platensis, fue obtenida de un cultivo controlado en el laboratorio de Biotecnologia
Ambiental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

La intencién es dar un aporte a la comunidad cientifica acerca de las
bondades de esta microalga, de manera tal de abrir nuevos horizontes a futuras

investigaciones con esta linea.

1.1. Planteamiento del problema

Las especies de Arthrospira sp son organismos procariotas fotosintéticos con
morfologia filamentosa que pertenecen al filo Cyanobacteria y tienen un valor
comercial excepcional en la industria alimentaria de alto valor nutricional debido al
alto contenido de proteinas que presenta (Soni et al., 2017). Es rica en vitaminas,
minerales, B-caroteno, &cidos grasos esenciales y antioxidantes (Capelli et al., 2010);

Su comercializacion en forma de cépsulas y tabletas, ya estd siendo
establecida tanto para la industria alimentaria, como cosmética, debido a que es una
fuente de ficocianina, utilizado como tinte natural (Kamble et al., 2013).

Su 60-70% de contenido proteico en peso seco, la hace apreciarse como un
alimento altamente proteico, superior a cualquier otra fuente alimentaria ya que
posee proteinas de alta calidad con presencia balanceada de aminoacidos esenciales,
lo que trae ventajas al consumidor en términos de mejoras profilacticas para
mantener un buen estado de salud (Arsenault et al., 2012)

Su biomasa es considerada GRAS segun certificacion emitida por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), que garantiza su posible uso
como alimento y medicina cuando se cultiva y procesa bajo los estandares de salud y
seguridad requeridos. En los ultimos afios, se desarrollaron numerosos estudios sobre
la hidrdlisis de microalgas como método eficaz para producir péptidos bioactivos
(Bamdad & Chen, 2013). Los péptidos son inactivos en la proteina precursora y, para

tener un efecto fisioldgico, deben hidrolizarse dependiendo de la estructura,



composicion y secuencia los péptidos generados por hidrdlisis de proteinas pueden
presentar actividad antioxidantes (Lisboa, et al., 2016; Sheih, et al., 2010;),
anticancer (Sheih et al., 2010), antihipertensivo, hipocolesterolémico, antimicrobiano
e inmuno modulador y quelante de metales (Hartmann & Meisel, 2007, Kim &
Wijesekara 2010). De esta manera, varios estudios han demostrado diversos
beneficios de las microalgas sobre la salud (Blinkova, et al., 2001; Khan, et al., 2005;
Kulshreshtha et al., 2008). La hidrolisis se realiza generalmente por enzimas
derivadas de microorganismos o plantas (Samaranayaka & Li-Chan, 2011) aunque
también se han reportado estudios de digestion por enzimas del tracto gastrointestinal
como la pepsina o la tripsina (Minic et al., 2016).

Las proteinas de origen animal contenidas en las harinas de pescado, carne o
sangre son de excelente calidad; pero su precio es elevado, ya sea para alimentacion
animal en donde el principal mercado es el sector agropecuario y la industria
alimenticia. Entre los criterios de seleccion de algunas fuentes proteicas alternativas,
es necesario considerar que el contenido de proteinas del producto a utilizar, sin
importar su origen (animal, vegetal o unicelular), sea lo suficientemente elevado
como para permitir sustituciones importantes de fuentes de proteinas utilizadas hasta
ahora (Rodriguez et al., 2013).

Los hidrolizados proteicos en su mayoria tienen como materia prima las
proteinas de origen animal, lo cual excluye a la fraccion de la poblacion que por
filosofia de vida no consume productos de origen y derivados animales. El principal
motivo por el cual se decidié realizar un hidrolizado a partir de microalgas es debido
a la abundancia en el porcentaje de proteina que ofrece la Arthrospira platensis.

Asi, el grado y tipo de hidrolisis va a determinar el resto de las propiedades
del hidrolizado. Los hidrolizados con poder espumante son usados en la produccion
de pasteles, pan, helados y postres, los hidrolizados con buen poder emulsificante son
usados en la fabricacion de mayonesas, carne picada, salchichas o helados, también
hidrolizados con una buena absorcién de aceite o agua son usados en derivados
carnicos y en productos bajos en grasas (Viogue et al., 2001; Marti et al., 2019;
Mendoza, 2017)



El hidrolizado de microalgas representa una alternativa nutricional para la
proteina animal, a bajo costo (Madkaur et al., 2012), incidiendo positivamente en el
progreso de la seguridad alimentaria. (Rodriguez et al., 2013).

Los hidrolizados de Arthrospira sp a ser empleada como fuente de proteina
microalgal, representan un avance importante en la tecnologia de alimentos con
miras a la sustitucion parcial o substancial de algunos ingredientes y proteinas de
origen animal, en la alimentacion de animales del sector agropecuario y consumo

humano.

1.2.  Pregunta de investigacion
1. ¢Cual es el contenido proteico total de la cepa de Arthrospira platensis
del chaco paraguayo?
2. ¢Cudl es su caracterizacion bioquimica?
3. ¢Serd posible realizar la hidrdlisis enzimatica proteica de tres cepas de

Arthrospira sp?

1.3.  Justificacion

El proposito de este trabajo es caracterizar mediante el analisis proximal de
macronutrientes, una cepa de Arthrospira platensis del chaco paraguayo que ain no
ha sido estudiada. Ademéas se pretende realizar la hidrélisis de ésta, utilizando
diferentes proteasas y evaluar los pesos moleculares de los péptidos generados. Por
ultimo, estas determinaciones también serdn realizadas sobre otras cepas de
Arthrospira sp de diferentes origenes geogréaficos.

Las microalgas son un producto de facil produccién y con impacto ambiental
favorable debido a que pueden convertir el CO2 en biomasa y oxigeno a través de la
fotosintesis y absorbe dioxido de carbono del ambiente para incorporarlo en su
metabolismo (Moraes et al, 2016).

Arthrospira platensis, una alga azul-verde ha ganado popularidad en todo el
mundo como un suplemento alimenticio, siendo uno de los alimentos méas nutritivos
conocidos por el hombre. Hoy en dia el consumo de Arthrospira sp como
suplemento alimenticio y alimento funcional, ha ganado un amplio terreno en el

mercado y se consume en todo el mundo por su valor nutricional (Ponce, 2013; Grahl



et al., 2018). Algunas de las microalgas biotecnoldgicamente mas relevantes son las
algas verdes como la Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis, Dunaliella salina
y las cianobacterias como Arthrospira maximas que se comercializan y utilizan
ampliamente, principalmente como suplementos nutricionales para humanos y como
suplementos para piensos de animales criados con potencial econémico (Gutiérrez et
al., 2017)

Se ha demostrado que la Arthrospira sp es una excelente fuente acidos grasos
poliinsaturados, pigmentos, vitaminas y compuestos fendlicos. Actualmente, el
principal uso de Arthrospira es la extraccion de ficocianina, un pigmento
fotosintético azul (Priyadarshani & Rath, 2012). Al contrario de otros
microorganismos propuestos como fuentes de proteinas como levaduras, Chlorella,
Scenedesmus, etc, la Arthrospira sp, no contiene paredes celuldsicas, sino una
cubierta de mureina, relativamente fragil, este hecho explica la buena digestibilidad
de sus proteinas en el caso de consumo directo, sin un tratamiento previo, que es del
83% a 90% (Neptali, 2014). Ademas de su contenido en proteinas y aminoacidos
esenciales, las microalgas son conocidas por presentar excelente contenido de
vitaminas, macro y microelementos, &cidos grasos esenciales, carbohidratos,
pigmentos y proteinas antioxidantes (Gershwin & Belay, 2008; Deamici, et al., 2018;
Moraes, et al., 2016).



1.4.  Objetivos
1.4.1. Objetivo General
Caracterizar quimicamente la biomasa de cepas de Arthrospira sp, y estudiar

la hidrdlisis enzimética de las mismas y su perfil lipidico.

1.4.2. Objetivos Especificos

a) Obtener biomasa de Arthrospira platensis en condiciones controladas de
cultivo.

b) Determinar la composicion proximal de tres cepas de microalgas Arthrospira
platensis.

¢) Realizar la hidrolisis proteica con tres proteasas diferentes de tres cepas de
microalgas Arthrospira sp.

d) Determinar el peso molecular de los péptidos resultantes de la hidrolisis
proteica de tres cepas de microalgas Arthrospira sp.

e) Determinar el perfil lipidico de las cepas Arthrospira sp



2. MARCO TEORICO
2.1.  Arthrospira platensis

La continua designacion actual del nombre Spirulina para las especies del
género Arthrospira sp tiene un significado mas tradicional, practico y tecnoldgico que
taxondmico, sin embargo esta designacion suele crear confusion. Por lo tanto es
importante destacar que las especies Arthrospira platensis y Spirulina platensis son
diferentes y filogenéticamente distantes (Vonshak, 1997). Aunque comparte con la
Spirulina la forma helicoidal de los tricomas y la distribucion de estas especies en los
mismos habitats.

La popularidad o notoriedad de las especies de cianobacterias Arthrospira
platensis, Arthrospira maxima, Arthrospira geitleri y Arthrospira fusiformis, es el
resultado de su importancia economica, que surge de las caracteristicas peculiares de
las especies cultivadas en cuanto a sus bondades nutricionales y sus posibles
aplicaciones (Grahl et al., 2018). Desde hace afios se recomienda su consumo diario la
Organizacién Mundial de la Salud y la FAO debido a que las microalgas conforman un
alimento conocido y usado por la raza humana desde hace siglos. Ultimamente han
adquirido un creciente interés comercial, debido a que tienen la capacidad de producir,
gracias a su metabolismo varios compuestos nutracéuticos (Molino et al., 2018;
Markova et al 2020) que facilitan la prevencién de diferentes patologias o alteraciones
de la salud, por lo cual las microalgas son una ejemplificacion de los denominados
superalimentos (Wollina et al., 2018).

La Arthrospira contiene un alto contenido de proteinas (hasta un 70%), junto
con altas cantidades de acidos grasos esenciales, aminoacidos esenciales, minerales,
vitaminas (especialmente B12), pigmentos antioxidantes (ficobiliproteinas y
carotenoides) y polisacaridos (Belay et al., 1993; Vonshak, 1997). Estas caracteristicas
hacen atractiva la explotacion de este organismo en cultivos masivos como fuente de
alimento.

Otro aspecto que la caracteriza, es que actualmente se cultiva industrialmente
en varios lugares del mundo debido a su capacidad de reproduccion, ya que se divide
en dos cada 7 horas, y en condiciones ideales puede generar hasta 15000 kg/ha anuales
de material seco, y con la aplicacién de tecnologia apropiada los rendimientos pueden

mejorar. (Camacho, 2017).



En el afio 2000 se estim6 que la produccién mundial llegaria a las 2000
toneladas por afo, para el afio 2013, a nivel mundial en el afio 2000 existian 500
plantaciones que producian 6 mil toneladas al afio. La cantidad de agua que se necesita
para cultivarla en litros para producir un kilogramo de biomasa con un porcentaje
aproximado de 65% de proteinas, es de 2.499 litros, y comparando con otras fuentes
proteicas como la soja con un porcentaje de 34% de proteinas utiliza 8.860 litros por
kilogramo; el maiz tiene 9% de proteinas y consume 12.416 litros; una res en establo
alimentada con grano tiene 20% de proteinas y consume 104.000 litros por kilogramo
(Ponce, 2013). A diferencia del maiz, la soja y la cria de ganado, las algas no compiten
con los cultivos tradicionales por espacio, y consumen una cantidad mucho menor de
agua para producir biomasa con alta calidad proteica.

Se estima que la proteina serd uno de los principales nutrientes que escaseara en
el futuro, por lo que actualmente la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO, 2020), poseen proyectos que se enfocan en la
produccién alternativa de proteinas de distintos suministros tradicionales, tanto de
origen animal como vegetal, y las algas y las microalgas son consideradas una fuente
viable de produccion proteinas para el futuro.

De acuerdo con diversos autores (Licett et al., 2014; Vonshak, 1997; Capelli et
al., 2010; Molino et al., 2018) la composicion nutricional de la Arthrospira sp presenta

los componentes especificados en las tablas 1, 2, 3y 4.

Tabla 1. Contenido de aminoacidos de Arthrospira sp.
Aminoacidos esenciales

Nombre Contenido (%)
Leucina 5,9-6,5
Valina 7,5
Isoleucina 6,8
Lisina 2,6-3,3
Fenilalania 2,6-3,3
Metionina 1,3-2,0
Triptéfano 1,0-1,6
Aminoacidos no esenciales

Acido glutamico 7,3-9,5

Acido aspartico 5,2-6,0

Cisteina 0,5-0,7




Tabla 1. Contenido de aminoacidos de Arthrospira sp.

Aminoéacidos esenciales

Nombre Contenido (%)
Leucina 5,9-6,5
Valina 75
Isoleucina 6,8
Lisina 2,6-3,3
Fenilalania 2,6-3,3
Metionina 1,3-2,0
Tript6fano 1,0-1,6
Aminoacidos no esenciales

Acido glutamico 7,3-9,5

Acido aspartico 5,2-6,0

Cisteina 0,5-0,7

Tabla 2. Contenido de vitaminas presentes en Arthrospira sp.

Nombre Contenido (%)
Provitamina A 0,11-0,2
Tiamina B1 3-4mg
Riboflavina B2 2,5-3,5mg
Niacina B3 0,014
Vitamina B6 0,5-0,7mg
Cobalamina B12 0,15-0,25mg
Vitamina E 5-7mg
Vitamina K 2.2mg
Acido félico 4-5mg
Acido pantoténico 0,5-0,8mg
Biotina Sug

Tabla 3. Contenido de &cidos grasos en Arthrospira sp.

Nombre

Contenido (%)

Acido miristico
Acido palmitico
Acido palmitoleico

0,23
44,6-54,1
1,26

Acido gamma-linoleico (GLA) 8-32

Acido linolénico
Acido oleico
Otros

11
1-15,5
20,88




Tabla 4. Contenido de minerales en Arthrospira sp.

Nombre Contenido (%)
Potasio 1-14
Sodio 0,45-0,5
Fésforo 0,3-0,7
Calcio 0,1-0,4
Magnesio 0,1-0,2
Hierro 0,03-0,05
Manganeso 0,005
Zinc 0,003
Cobre 0,0012
Cromo 0,28mg

La Arthrospira sp es una alternativa innovadora para ser utilizadas como
factorias celulares con el fin de producir grandes cantidades de metabolitos primarios
y secundarios, y también posee una la alta capacidad de acumular lisina
intracelularmente, un aminoécido esencial y vitaminas , los cuales tendrian una
aplicacion importante en el campo de la salud humana y animal (Naranjo et al.,
2010)

2.2.  Cultivo de Arthrospira platensis

Actualmente para el cultivo de las de Arthrospira platensis se utilizan
fotobiorreactores con el fin de propiciar condiciones optimas para la reproduccion
celular y aprovechar al maximo su potencial (Soletto et al., 2008; Zhu et al., 2018;
Radmann et al., 2007).

Se puede cultivar en sistemas abiertos o cerrados como se muestran en la
figura 1 y 2, en donde la fuente de luz y la intensidad son factores que afectan su
desarrollo y crecimiento (Alvarez, 2018; Soletto et al., 2008). En cultivos de sistemas
abiertos, la luz solar es la principal fuente de energia, mientras que para sistemas de
cultivo cerrados hay diferentes fuentes luminosas que se pueden utilizarse como:
lamparas de tungsteno o hal6geno, diodos emisores de luz (LED), lamparas
fluorescentes y laser. También uno de los factores mas importantes para el 6ptimo
crecimiento, es la buena oxigenacion del cultivo mediante la aireacion y la
biodisponibilidad de nutrientes (Ramirez et al., 2014; Soletto et al., 2008).
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Figura 1. Cultivo de Arthrospira sp en un sistema abierto tipo raceways.
Fuente:(Rodriguez, 2010)

Figura 2. Cultivo de Arthrospira sp en un sistema cerrado tipo fotobiorreactor.
Fuente:(Rodriguez, 2010)
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Es posible cultivar Arthrospira sp con sales de grado comercial para
disminuir los costos de los cultivos y reemplazar los componentes del medio Zarrouk
por sales como la urea, bicarbonato de sodio y sal marina cruda, y tener un
rendimiento de proteinas totales aproximadamente de 52,95% en un periodo de
cultivo de 30 dias con un rendimiento similar (Madkour et al., 2012).

Una vez cosechada la biomasa generada, queda el medio de cultivo
remanente posee componentes con principio activo, productos del metabolismo de la
microalga. Aunque la mayoria de los metabolitos bioactivos que se han aislado de
cianobacterias se acumularon en la biomasa, también se sabe que estos
microorganismos excretan varios compuestos activos bioldgicos durante su
crecimiento al medio de cultivo en cantidades variables (Jaki et al., 2000; Challouf et
al., 2011).

Se ha demostrado que tiene actividad antimicrobiana y actividad molicida
contra los caracoles Biomphalaria alexandrina, que es el huésped intermedio de
Schistosoma mansoni el parésito causante de la esquistosomiasis (Mostafa &
Gawish, 2009). Por lo tanto, el medio cultivo remanente podria ser utilizado para
control bioldgico. También se ha comprobado de acuerdo con la investigacion
realizada por Challouf et al., (2011) antibacteriana y antioxidante.

El medio de cultivo también tiene la capacidad de utilizarse para el
pretratamiento de semillas antes de ser cultivadas, por su accion protectora en contra
de los efectos secundarios que podrian tener los herbicidas que se aplican a los
cultivos (Osman et al., 2016).

Asimismo la Arthrospira sp posee dentro de sus células y también excreta,
componentes con capacidad de inhibir el crecimiento de ciertas bacterias, como
Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella  Typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus lo cual es muy alentador, ya que se podria utilizarse en la industria de
alimentos como conservantes 0 en el area farmacéutica reemplazando el uso de

ciertos antibidticos (Shanmugapriya et al., 2012).
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2.3.  Produccién de biodiesel a partir de microalgas

El biodiesel desarrollado con microalgas tiene potencial como combustible
sostenible, ya que algunas especies muestran niveles altos de produccién de lipido
con la capacidad de acumularse bajo diversas tensiones en las condiciones de cultivo.
Se ha demostrado que el elemento precursor para la produccion de &cidos grasos en
Arthrospira sp es el nitrogeno, el cual puede estar disponible en el medio de cultivo
mediante diversos compuestos que lo contienen (Licett et al., 2014). Variar la
disponibilidad de nitrégeno en el medio es una estrategia que puede ser usada a favor
del productor, de manera tal de forzar a las cepas a aumentar los niveles de
produccion de &cidos grasos.

El cultivo de Arthrospira platensis en aguas residuales para la produccion de
biodiesel ha logrado un rendimiento de biomasa de hasta 30,23% en peso de lipidos
en biomasa seca, debido al déficit en el porcentaje de concentracion de nitrogeno que
fuerzan a una mayor produccion de &cidos grasos (Hena et al., 2018).

2.4.  Efectos nutracéuticos de Arthrospira sp

Las proteinas que forman parte de la estructura de la Arthrospira platensis
tienen el poder de eliminar radicales libres, el extracto de estas proteinas ha
demostrado ser efectivo en la inhibicion del crecimiento y evitar la migracion de
células cancerigenas. Los tumores tratados con el extracto de proteinas desarrollan
grados de vascularizacion mucho menores que los que no tratados (Markova et al.,
2020)

Los &cidos grasos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA)
pertenecientes a la serie omega 3 son esenciales y tienen la funcién de controlar
diversas respuestas del sistema inmune, como las respuestas a las inflamaciones, el
DHA interactia con la membrana celular, ayudando a su normal crecimiento y
desarrollo también el consumo diario de los mismos mejora el rendimiento muscular
durante la actividad fisica y aumenta la tolerancia a la fatiga (Peixoto et al., 2020).

Las recomendaciones sobre la ingesta diaria de acidos grasos Omega-3
flucttan alrededor de 500 mg de EPA + DHA en forma de alimentos o
suplementos (Simopoulos, 2002; Kris et al., 2009). EI EPA es el precursor de las

prostaglandinas, los tromboxanos y los leucotrienos, y el DHA es un componente de
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la membrana de fosfolipidos del cerebro y las células de la retina, por lo tanto,
ambos acidos grasos son esenciales para la salud humana, mostrando acciones
sobresalientes en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y el desarrollo de
la cognicion (Zhong et al., 2007). Sus beneficios han motivado, en las ultimas
décadas, el desarrollo de productos con su incorporacion como aditivos, emulsiones
o0 capsulas (Kolanowski y Laufenberg, 2006; Bermudez et al., 2011).

Las dietas vegetarianas y veganas se han vuelto tendencia en los ultimos afios,
aunque este estilo de alimentacion se ha relacionado con algunos beneficios para la
salud, la baja biodisponibilidad de determinados micronutrientes en los alimentos
vegetales puede resultar en riesgo de déficit nutricional (Brignardello et al., 2013;
Rojas et al., 2017). En este sentido, se ha evidenciado que el déficit de vitamina B12,
vitamina D, EPA y DHA son comunes en las personas vegetarianas, y esta
consensuada la necesidad de ingerir suplementos alimenticios para cubrirlo. La baja
biodisponibilidad del hierro, el zinc y selenio en los alimentos vegetales también
puede afectar al estado nutricional de vegetarianos, por ello el uso de Arthrospira sp
en la dieta diaria para las personas vegetarianas o veganas resulta muy beneficiosa
(Garcia et al., 2019). En este sentido, las algas aportan cantidades significativas de
EPA y DHA, vitaminas del complejo B como la B12, B1, B2 y B6, también biotina y
minerales como el Fe, Na, Zn, K, Ca y Mg (Christaki et al., 2011).

2.5.  Arthrospira platensis en la dieta diaria

La Arthrospira platensis, esta aprobada por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) como GRAS (generalmente reconocidos como seguros)
(Masojidek & Prasil, 2010).

El consumo diario de 1g de Arthrospira platensis tiene efectos muy
beneficiosos sobre la salud y uno de ellos es la disminucion de los niveles de
triglicéridos en sangre (Mazokopakis et al., 2014), posee gran cantidad de polifenoles
gue se encuentran en concentracién aproximada de 350 mg por cada 100 gramos de
biomasa seca con efecto vasodilatadores, que regulan la presion arterial, también
aporta acidos grasos esenciales y de esta manera el consumo diario ayuda a mejorar

el perfil lipidico y nutricional (Matos et al., 2020).
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El alto nivel de proteinas de varias especies de microalgas es una de las
razones principales para considerarlos una fuente no convencional de este compuesto
tan valioso para la alimentacion humana y animal. La Arthrospira Platensis produce
entre 460-750 g de proteinas por 1 kg en base de materia seca cuya composicion es
de alta calidad nutricional en comparacion con las proteinas de origen animal y
vegetal (Lupatini et al., 2017)

Desde hace afos su consumo se ha utilizado para la alimentacion de animales
de cria en los balanceados para mejora la calidad de la carne en la sustitucion de
otras fuentes de proteinas que se utilizan actualmente en la formulacién de los
balanceados, como son las de soja y pescado (Altmann et al., 2020). La ingesta en la
dieta mejora el color de la carne fresca del animal, la dureza y la textura luego de ser
cocidas, también mejora de sobre manera el porcentaje de aminoacidos esenciales y
el porcentaje final de proteinas totales de la carne (Marti et al., 2018).

Actualmente, muchos productos céarnicos para consumo humano poseen
aditivos de proteinas, como la proteina de soja o de pescado para mejorar su perfil
nutricional y caracteristicas tecnofuncionales (Marti et al., 2018; 2019). Este es un
inconveniente para las personas alérgicas a este tipo de alimento, por lo tanto es
necesario buscar alternativas para mejorar la calidad del producto y brindar a este
grupo poblacional una opcion innovadora y segura.

La ingesta diaria minima recomendada de proteina en la dieta del ser humano
es 0,8 g por cada kg de peso del individuo, el consumo de cantidades menores a este
valor se ha considerado insuficiente para el crecimiento y el desarrollo muscular en
jévenes y mantenimiento de la masa muscular en adultos. Los adultos mayores
necesitan una mayor cantidad de ingesta diaria de proteinas, aproximadamente 1,0 a
1,2 g / kg o mayor cantidad en aquellos més activos para mantener la salud muscular
(Naclerio, 2019).

La digestion con proteasas de Arthrospira platensis, especificamente con
pepsina, simulando las condiciones de la digestion en el estbmago, genera péptidos
con elevado poder antioxidante (Minic et al., 2016), por ello consumo diario de
Arthrospira sp podria contribuir sustancialmente a la promocion de la salud humana
al aumentar la carga de antioxidantes en el organismo, por otro lado obesidad se

considera un problema grave asociado con el desarrollo de las principales
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enfermedades metabdlicas humanas, de acuerdo con el reporte de Fan et al, (2018) se
ha demostrado que los péptidos generados con pepsina tienen la capacidad de inhibir
la generacion de células adiposas, lo que indica que el consumo diario de

hidrolizados de Arthrospira platensis puede evitar el desarrollo de la obesidad.

2.6.  Agregados de Arthrospira sp en productos alimenticios

El consumo de Arthrospira sp se remonta a los tiempos de las civilizaciones
aztecas, en donde eran cosechadas de las aguas por los nativos, y hasta hoy en dia su
consumo sigue vigente en la adicién de diversos productos.

Las proteinas representan uno de los componentes principales de los
alimentos, tanto desde un punto de vista funcional como nutricional. Las texturas de
los alimentos como la carne, queso o pan dependen en gran medida de la cantidad de
las proteinas que la constituyen (Glemes et al., 2009; Marti et al 2019). La
Arthrospira sp es utilizada actualmente como suplemento proteico de muchos
productos como espaghetis, donde su incorporacion hasta un 10% como ingrediente
funcional, ha generado un producto de adecuada calidad nutricional, favoreciendo a
los pardmetros estdndar del producto, como tiempo de coccién, peso, pérdidas de
solidos durante la coccion, proteinas y reduccion de firmeza (Torres et al 2014).

Se ha utilizado en la formulacion de golosinas funcionales con un alto
porcentaje de cobertura de energia, proteinas, grasas y hierro (Tafur et al., 2019).
También se ha empleado en la formulacion de bebidas como lo es en el caso de la
bebida a base de limén que fue destinada para la prevencién de deficiencia de
proteinas y hierro en nifios (Izquierdo, 2019)

En los alimentos ricos en grasas, la oxidacion de los lipidos es la segunda
causa de deterioro, después de la accion de los microorganismos, esto se da tanto en
el procesado como en su almacenamiento, en ambas circunstancias se limita la vida
del producto (Velasco & Williams, 2011). Este proceso puede causar olor y sabor a
rancidez, un proceso que se conoce como rancidez oxidativa, ademas, la oxidacion
lipidica puede dafiar enzimas y proteinas de los productos , y provocar la aparicion
de compuestos secundarios potencialmente toxicos y la formacion de substancias

potencialmente nocivas (Serra et al, 2020).
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La Arthrospira platensis tiene la capacidad de evitar la oxidacién de los
acidos grasos de los alimentos que contengan gran cantidad de lipidos y actuar como

conservante natural (Souza et al., 2017).

2.7.  Hidrolizados proteicos

Los hidrolizados proteicos se usan ampliamente en diversas industrias,
incluidas la de alimentos, productos farmacéuticos, cosméticos y biomédicos. Los
hidrolizados de proteinas tienen la capacidad de mejorar las propiedades funcionales
de las proteinas nativas y permiten la liberacion de péptidos de diferentes tamafios
con diversas actividades como antioxidante, antimicrobiano, antihipertensivo,
antiinflamatorio o antihiperglucémico. (Fan et al., 2018; Sun et al., 2015)

El uso de los hidrolizados proteicos en la alimentacion animal se remonta
hace cincuenta décadas atras, en donde eran utilizados para mejorar la calidad de la
carne y leche (Rakes et al, 1968)

Actualmente la mayoria de los hidrolizados proteicos que se pueden adquirir
son provenientes del colageno de los restos de animales faenados o del suero de
leche vacuna, restos de pescado o también de soja (Benitez & Ibarz, 2008), en donde
las personas que tienen alguna condicion alérgica o por filosofia de vida no
consumen derivados animal no pueden tener acceso a dicho producto. El colageno
hidrolizado esta constituido por un grupo de péptidos con bajo peso molecular entre
3 kDa y 6 kDa, que se obtiene mediante una accion enzimatica en medios &cidos o
alcalinos a una temperatura especifica, de proteinas de diferentes fuentes, como
bovina o porcina (Arely et al., 2019). El hidrolizado de proteinas de carne de vacuna
deshidratado representa un alto alimento nutricional que proporciona
aproximadamente un 82% de proteinas de alta calidad, que incluye un 40% del
aminoacido esencial con 6,6 g de leucina por cada 100 g de hidrolizado (Naclerio,
2019).

Se requiere hidrdlisis de las proteinas para facilitar su solubilidad en agua y
su digestibilidad, y es por ello que los hidrolizados de proteinas tienen mucho valor
en la nutricion, ya que la predigestion con proteasas ayuda a que los péptidos sean
mas facil de absorber y mejora el contenido de proteinas del musculo esquelético
(Wang et al., 2014).
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Los procesos de hidrolisis enzimética pueden ser inducidos con proteasas
purificadas comerciales o por procesos fermentativos (Benitez & Ibarz, 2008), en
donde la fermentacion de Arthrospira platensis con Lactobacillus plantarum en un
promedio de tiempo de fermentacion de 36hs, ha demostrado generar péptidos
bioactivos con actividades antioxidante y actividad quelante, y con el aumento del
tiempo de fermentacion también aumenta exponencialmente el porcentaje de
metionina libre, un aminoacido esencial. (De et al, 2019)

Innumerables investigadores han buscado fuentes alternativas de materia
prima para producir hidrolizados proteicos como lo ha hecho Dupont et al., (2020)
con hidrolizado de proteinas de arroz, debido a su baja alergenicidad, pero su
contenido total de proteinas en el arroz, es a menudo mas bajo que las proteinas de
origen animal, que representa aproximadamente el 30-40% de las proteinas, y en las

de origen vegetal el 20-25% de proteina.

Los hidrolizados no solo se utilizan con fines nutracéuticos, sino también
como aditivos en gastronomia para conseguir mejores texturas en las formulaciones
de alimentos y también para disminuir los tiempos de coccidén (Marti et al 2019;
Plaza et al., 2009). La hidrolisis de proteinas de huevos logré producir nuevas
texturas al ser afadido a las formulaciones de los alimentos, desde suaves y
cremosos, hasta rigidos y espumas ligeras con una alta capacidad de formacion de
espuma Yy capacidad de reincorporar aire una vez colapsado en diversas recetas, los
hidrolizados puede proporcionar los medios para mejorar las propiedades tecno
funcionales de los alimentos, como ingrediente y expandir su uso en nuevas recetas
(Garcés et al., 2016)

2.8.  Péptidos bioactivos

Hoy en dia diversas investigaciones estan dirigidas al estudio de las proteinas
y subproductos de origen proteico, y una de ellas es la hidrolisis de las proteinas, es

decir el rompimiento de los enlaces peptidicos generando péptidos de menor tamafio.

El potencial efecto beneficioso que poseen los péptidos depende de su

capacidad para alcanzar intactos los 6rganos en los que llevaran a cabo su funcion,
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sin embargo, una vez en el organismo, los péptidos deben cruzar una serie de

barreras potenciales que deben evitar para no ser inactivadas (Manninen, 2004).

Una vez ingerido los péptidos, en el organismo deben resistir el proceso de
digestion y llegar intactos al intestino, bien pueden ejercer una funcion local como
relajantes de la mucosa géastrica o inhibidores de la secrecion de enzimas (Fan et al.,
2018; Esthefany & Montalvo, 2018), o si su accion es sistemica deben atravesar el
epitelio y pasar al torrente circulatorio. Las enzimas digestivas, la absorcion a través
del tracto gastrointestinal y las proteasas sanguineas pueden producir la hidrolisis de
los péptidos, y generar fragmentos inactivos o con una actividad mayor que su
secuencia precursora (Segura et al, 2010)

Los hidrolizados de proteinas se pueden obtener mediante técnicas de
fermentacion utilizando bacterias y también levaduras (Liu et al., 2011), o con una
digestion quimica con tratamientos acidos o basicos. Algunos péptidos obtenidos de
diferentes fuentes de alimentos fermentados han mostrado efectos marcadamente
positivos en la salud al funcionar como antihipertensivos, antioxidantes,
anticancerigenos o antimicrobianos, de ahi provienen los efectos beneficiosos de los

alimentos fermentados (Korhonen & Pihlanto, 2006).

El interés por generar productos que tengan péptidos bioactivos se ha
enfatizado debido a la importancia que tiene su consumo en la salud, estudios
epidemioldgicos (Dominguez et al., 2014; Ruiz et al., 2017; Lopitz et al., 2006) han
demostrado que existe una buena relacion entre la dieta de las personas que
consumen hidrolizados de proteinas o alimentos fermentados y la poca incidencia de

enfermedades crénico degenerativas.

En la Arthrospira platensis su alto contenido de proteinas sugiere la presencia
de péptidos importantes encriptados dentro, que luego de ser liberados por el proceso
digestivo podrian mostrar un efecto antioxidante. (Martinez et al., 2015)

La digestion de Arthrospira sp especificamente con pepsina y pancreatina, ha
generado péptidos con un alto poder antioxidante y poder quelante, en donde las
proteinas hidrolizadas por mas tiempo tienen una actividad quelante mayor a las
demas (Martinez et al, 2015). Del mismo modo los péptidos generados a partir de la

hidrolisis tienen actividad antibacteriana, especificamente contra Bacillus subtilis,
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Staphylococcus aureus y Salmonella typhi y actividad antinflamatoria e inhibicion de
la hialuronidasa (Esthefany & Montalvo, 2018).

La digestion proteica de Arthrospira sp con pepsina, genera péptidos con
actividad sobre la hemdlisis oxidativa, regulando la actividad de la glutation
peroxidasa en eritrocitos (Zeng et al., 2020)

2.9.  Antecedentes

La determinacion de los parametros proximales de diversas materias permite
comprender la determinacion de los porcentajes de humedad, grasa, fibra, cenizas y
proteina en los alimentos. Al realizar el analisis quimico de alimentos proporciona un
resultado que sea valido para el consumidor en donde se demuestra las bondades de
los alimentos.

El género Arthrospira ha sido reconocido por su caracteristica proximal como
la composicion mineral, vitaminica, perfil de aminoécidos, perfil de acidos grasos,
digestibilidad proteica in vitro como también compuestos antioxidantes, estos valores
pueden variar de acuerdo a las condiciones de cultivo y también debido al origen
geogréfico en una misma especie (Molino et al, 2018). Dichas diferencias pueden
deberse a la distinta procedencia geografica, sin embargo, es indispensable
caracterizar en profundidad las diversas cepas existentes, aun cuando
taxondmicamente se les considere como iguales (pertenecen a la misma especie) para
la produccién de biomasa con una composicién nutricional especifica requerida para
el desarrollo de productos en la industria alimenticia.

La hidrolisis con papaina de Arthrospira platensis ha dado como resultado una
secuencia de aminodcidos que contiene 18 residuos de aminoacidos
(KLVDASHRLATGDVAVRA) con una masa molecular de 1878,97 Da, que tiene
la capacidad inhibitoria de bacterias para Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(Sun et al., 2015).
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3. METODOLOGIA
3.1. Materiales y equipamiento
3.1.1. Enzimas

Las proteasas utilizadas en esta tesis para llevar a cabo la hidrolisis fueron
Flavourzyme, Alcalase 2.4L y una pepsina inmovilizada desarrollada en el PROIMI
(Planta Piloto de Procesos Industriales Microbiol6gicos) de la ciudad de Tucuman-

Argentina.

3.1.2. Biomasa

Para realizar este trabajo se utilizaron tres cepas de microalgas, una cepa
comercial Arthrospira sp de argentina, y una cepa Arthrospira sp de origen chilena
que fue donada por el INIDEP (Instituto Nacional de Desarrollo Pesquero) de Mar
del Plata-Argentina.

La Arthrospira platensis (Figura 3) nativa del Paraguay fue aislada del Chaco
paraguayo e identificada molecularmente por Villalba et al., (2018). El punto de donde
fue aislada la Arthrospira platensis fue de la Laguna Yaragui que se encuentra
ubicada a 4 Km de la Colonia Lolita y a 59 Km del desvio de Loma Plata, Ruta
Transchaco; a una altitud de 113 m.s.n.m, tiene una extension aproximada en uno de

sus brazos de 17 ha y una profundidad promedio de 1.30 m (Villalba et al., 2018).
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3.1.3. Cultivo de Arthrospira platensis

La Arthrospira platensis de origen paraguaya, fue cultivada en el laboratorio de
biotecnologia ambiental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad Nacional de Asuncidn. Las condiciones de cultivo se llevaron a cado de
acuerdo con la metodologia de Huarachi et al. (2015) con ligeras modificaciones, con
fotoperiodo de 24 horas luz a una temperatura de 25°C £ 2°C con un pH 9 en medio
de cultivo Zarrouk (C. Zarrouk, 1966) (Tabla5y 6).

Tabla 5. Componentes del medio Zarrouk para 1 L

Nombre Contenido (g/L)
NaHCOs 16,8
K2HPO 0,5
NaNOs 2,5
K2SO4 1
NaCl 1
MgSO4 0,2
CaCl» 0.04
FeSO4 0.01
EDTA 0.08
Solucion A5 iml

Tabla 6. Componentes de la solucion A5

Nombre Contenido (g/L)
H3BO3 2,86
MnCl2.4H.0 1,81
ZnS0O4. TH20 0,22
Na:MoO4. 2H.0 0.39
CuS0,. 5H,0 0.08
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Figura 5. Fotobiorreactores utilizados para el cultivo de Arthrospira platensis

El fotobiorreactor tipo batch utilizado para el cultivo de la Arthrospira platensis
(Figura 4). El cultivo se inicié con 240.103 células/ml, con un tiempo de cultivo de
75 dias, con una reposicion del agua evaporada del medio con 1L de agua destilada
cada 15 dias. Se suministr6 una aireacion constante de 0,45 vvm, previamente
filtrada con filtros de nylon de membrana de 0,22 um a un volumen de 13 litros de
cultivo, con iluminacion de 5 fluorescentes cool-white de 36 w cada uno, con una
intensidad luminica total de 12.500 Im, la intensidad luminica es un factores
determinante en el proceso de fijacion de carbono y por ende en el rendimiento final
de la cepa, en condiciones operativas de 11.000 Im, se obtiene la tasa méaxima de
crecimiento. (Jacob, et al 2008). La cosecha de la biomasa generada (Figura 8), se
realizd con una centrifugacion del cultivo a 2500 rpm a 4°C durante 10 min.
Posterior a la cosecha la biomasa obtenida se lavé dos veces con agua destilada en

una proporcion 1/10 para retirar los excedentes de sales del medio.

3.2.  Andlisis proximal

Para la caracterizacién de las cepas se utiliz6 1 g en peso seco de biomasa. La
humedad se cuantificO mediante desecacion en estufa a temperatura de 105°C hasta
peso constante (AOAC, 952.08; 1990) y también las cenizas se determinaron por
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calcinacion en mufla a 550°C de temperatura, hasta la obtencidn de cenizas blancas y
peso constante (AOAC, 938.08; 1990). Las proteinas se determinaron por el método
Kjeldahl usando el factor de conversion 6,25 (AOAC, 24.027; 1984). Se realiz6 la
determinacion de grasas por el método de Randall (AOAC, 1990)

3.2.1. Determinacion de proteinas totales

Para la determinacion de proteinas totales se empled el método Kjeldahl
usando el factor de conversion 6,25 segln la térmica de la (AOAC, 24.027; 1984)
que se basa en la destruccion de la materia organica con acido sulfurico concentrado
en presencia de un catalizador metélico a una temperatura de digestion de 400°C.
Para la digestion se utilizaron 1 g de biomasa seca de cada una de las microalgas que
se colocaron en un tubo de digestién con 4 g de catalizador en una proporcion de
1:10 sulfato de potasio y sulfato ctprico con 10 ml de &cido sulfarico concentrado
que posteriormente fue conectado al digestor con los tiempos de 30 minutos a 150°C
luego otros 30 minutos a 205°C y por ultimo 60 minutos a 420°C. Los productos de
la digestion fueron neutralizados con 80 ml de NaOH al 30% hasta el viraje a marrén
oscuro, posteriormente se destilo la muestra con 40 ml de Acido Bérico al 4% y 5
gotas de fenolftaleina como indicador, durante 4:30 minutos hasta el viraje a un color
celeste palido.

Luego fueron valorados con HCI al 0.1 N hasta un viraje de color violeta
palido y se anot6 los mililitros de HCI consumidos para determinar el porcentaje de
proteinas presentes en cada muestra analizada.

Para la determinacién el porcentaje de las proteinas totales se utilizo la

siguiente férmula:

% N: (V_HCI -V blanco) x N HCI x 0.014 x 100
Peso muestra (gramos)

% Proteina: % N x factor de conversion.

Factor: 6.25: para carne, pescado, huevo, leguminosas y proteinas en general
V HCI: Volumen de HCL consumido en la valoracién por la muestra

V blanco: Volumen de HCL consumido en la valoracion por el blanco

N HCI: Normalidad de la solucion de HCI
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3.2.2. Determinacion de lipidos totales

La determinacion de lipidos totales presentes se determind por medio de la
metodologia de Bligh y Dyer (1959) con ligeras modificaciones. Se utilizaron 1 g de
biomasa con una humedad de aproximadamente 80% Yy se le agrego 16 ml de agua
destilada y posteriormente fue homogeneizada por unos 30 segundos, luego se
agregaron unos 40 ml de metanol y 20 ml de cloroformo y nuevamente se
homogeneizaron por 1 minutos, luego de este procedimiento se le agregaron 20 ml
de cloroformo y se homogeneizo durante unos 30 segundos, se agregd 20 ml de agua
destilada y nuevamente fue homogeneizada por unos 30 segundos, luego toda la
muestra fue centrifugada a 2500 rpm por 20 minutos a 5°C en donde se formaron dos
fases, se tomé la fase inferior, que corresponde a la fase cloroférmica, y se colocé en
un balén de fondo plano que previamente fue secado y pesado, el cloroformo se
evaporo en un evaporador rotatorio a una temperatura constante de 60°C durante dos
horas, la cantidad de lipidos obtenidos se obtuvo por diferencia de peso.

Para la determinacidn el porcentaje de los lipidos totales se utilizé la

siguiente férmula.

A (9/100g) = VT xP>
VaX P 1

A: Concentracion en g/100g (%) de lipidos
P 1: Peso de la muestra

P 2: Peso de la grasa seca obtenida

V 1: Volumen total de cloroformo

V a: Volumen de la fase cloroférmica tomada

3.2.3. Determinacion de Humedad

Para la determinacion de la humedad, la biomasa empleada fue de 1 g, que
fue colocada en una placa de petri de vidrio previamente secada y pesada, la muestra
se mantuvo en estufa durante 24hs a 100°C + 5°C hasta obtener un peso constante.
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Para la determinacion el porcentaje de humedad se utilizd la siguiente

formula.

H %= m—mj x 100
m

ST%=100-H
H: humedad %
m: masa de la muestra inicial (gr)
m1: masa de la muestra seca o residuo (gr)

ST: sélidos totales (incluidas las grasas) en %

3.2.4. Determinacion de Cenizas

Para la determinacién de cenizas totales, se emple6 1 g de biomasa que se
coloco en crisoles de porcelana previamente pesada, los crisoles fueron colocados
sobre mechero hasta carbonizar las muestras, luego se coloc6 en una mufla a 500°C
+ 50°C por seis horas, una vez transcurrido este tiempo, se pesaron los crisoles y por
diferencia de peso se obtuvo la cantidad de cenizas presentes en cada muestra.

Para la determinacion el porcentaje de humedad se utilizé la siguiente formula.

% Cenizas= PC- P x 100
m
P: Peso del crisol solo

m: Peso de la muestra

PC: Peso del crisol més las cenizas
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3.3.  Hidrolisis enziméatica
3.3.1. Ruptura celular

Antes de realizar la hidrolisis la biomasa de las cepas fueron colocadas en
tubos falcon con 10 ml con buffer fosfato 0,2 M, y se congelaron durante 4 horas a -
20° C, se descongelo por 1 hora a temperatura ambiente y se sénico por 2 min
(Figura 5). Este procedimiento facilitd la ruptura de las células de las cepas de
acuerdo con las metodologias empleadas por Tavanandi et al., (2018) y Rempel et
al., (2018)

Figura 6. Tubo falcon con biomasa y buffer fosfato 0,2 M, luego del proceso de

congelacion, descongelacion y sonicado.

3.3.2. Proceso de hidrolisis

La hidrdlisis proteica de las cepas de Arthrospira sp se llevd a cabo de
acuerdo con la metodologia de Lisboa et al., (2016) y Martinez et al., (2015) con
modificaciones menores. Para las hidrélisis enziméaticas se emplearon enzimas
comerciales liquidas que fueron Alcalase 2,4 L, Flavourzyme y una pepsina
inmovilizada, desarrollada en el PROIMI (Planta Piloto de Procesos Industriales
Microbiologicos) de la ciudad de Tucuman Argentina.

Las enzimas fueron colocadas en una proporcion de 0,5 % de enzima con
relacién al sustrato, y una concentracion del 10% de sustrato en relacion con el buffer

fosfato 0,2 M para las tres enzimas.
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Las condiciones de la hidrdlisis enzimética (Tabla 7) de las cepas, para las
enzimas Alcalase 2,4 L (Figura 6) y Flavourzyme con un tiempo de hidrolisis de 2
horas a una temperatura de 50°c = 5°C y 7,15 de pH, y agitacion constante. Para la
enzima pepsina inmovilizada, la temperatura de hidrdlisis fue de 30°C + 2°C en
buffer fosfato 0,2 M y 7,15 de pH durante 2 horas, una vez terminado el tiempo de

hidrolisis las enzimas fueron inactivadas a 95° C por 5 min.

Tabla 7. Condiciones de la hidrdlisis enzimatica utilizadas para las diferentes

enzimas
Alcalase 2,4 L Flavourzyme Pepsina
Inmovilizada
Temperatura 50°c £ 5°C 50°c £ 5°C 30°cx 2°C
pH 7.15 7.15 7.15
E-S 0.5% 0.5% 0.5%
S-B 10% 10% 10%
Tiempo 2hs 2hs 2hs

E-S. Relacion enzima respecto al sustrato ~ S-B. Relacion sustrato respecto al buffer

Figura 7. Sistema de reactores batch de vidrio de 50 ml utilizados en el proceso de
hidrolisis de cepas. La foto corresponde al conjunto de hidrélisis con enzima
Alcalase 2,4 L
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3.4.  Precipitacion de proteinas hidrolizadas con sulfato de amonio

Los hidrolizados de las cepas se purificaron parcialmente con sulfato de
amonio al 40% de saturacion, realizando una precipitacion mediante el agregado de
esta sal, manteniendo la reaccion a 4° C por 4h para cada hidrolizado. Una vez
transcurrida dicho tiempo se procedié a centrifugar la solucion a 12000 rpm durante
15 minutos, el pellet precipitado fue resuspendido en buffer fosfato 0,2 M. Los
precipitados resuspendidos en buffer se utilizaron para determinar el tamafio de los

residuos resultantes de la hidrélisis.

3.5.  Determinacion de proteinas solubles
La determinacién de proteinas solubles de los hidrolizados crudos se realizd
utilizando el método de Lowry (1951), con albumina bovina como estandar. El
reactivo de Lowry empleado estaba constituido por el buffer A que contenia
Carbonato sadico al 2% en NaOH 0.1M, el buffer B Sulfato cuprico al 1% y tartrato
sodico-potasico al 2%.
Se emplearon 1 ml de hidrolizado crudo, se afiadieron 2 ml del reactivo de
Lowry y se dejo reaccionar 15 minutos, una vez transcurrido este tiempo se
agregaron 2 ml del reactivo de Folin con un tiempo de reaccién de 15 minutos

(Figura 7), luego las absorbancias de la muestras se leyeron en el espectrofotometro a

500 nm. Los resultados se expresaron como mg proteina/ml de hidrolizados.

Figura 8. En las figuras a y b se muestras los tubos con reaccion de Lowry de las

proteinas solubles.
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3.6.  Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para identificar los tamafios de los péptidos generados por la digestion
enzimatica se realizo una corrida de electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. La
misma se llevd a cabo usando una relacion de acrilamida / bisacrilamida (37, 5: 1) de
acuerdo con el procedimiento de Laemmli (1970). El gel de corrida se preparo al 4%,
y el de separacion al 12,5%. Inicialmente, alicuotas de los extractos (10 ul), fueron
desnaturalizadas por calentamiento en buffer Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8, SDS al 4%,
glicerol al 20%, B-mercaptoetanol al 10%. Luego, fueron sembradas en el gel de
corrida, y sometidas a una corriente constante de 65 mA durante 100 minutos.
Después de ese tiempo, los geles se tifieron con Azul Brillante Coomassie 0,1% R-
250, y a continuacion se decoloraron en metanol al 50% y &cido acético al 7%
durante 24 hs. El peso molecular del producto de hidrélisis se estimd utilizando
distintos marcadores de diferente peso molecular correspondientes a 245, 180, 135,
100, 75, 63, 48, 35, 25, 20, 17, 11 y 5 kDa.

3.7.  Perfil lipidico

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de las cepas se llevo a cabo
mediante metilacion alcalina en frio de los mismos y posterior cromatografia gaseosa
(1ISO 12966-2:2011). Se utiliz6 un equipo Shimadzu® GC-2010 acoplado a un
espectrémetro de masas GCMS-QP2010 plus, equipado con inyector Split/Splitless e
inyector automatico AOC-20i, se utiliz6 una columna capilar Supelco® Omegawax
320 (30m x 0,32mm x 0,25 um) y Split 100:1
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Cosecha de biomasa de Arthrospira platensis

El empleo de fotobiorreactores es una tecnologia potencial para el cultivo de
microalgas con una disponibilidad elevada de la luz, con fotoperiodos controlados.
La biomasa generada luego de 75 dias de cultivo con luz continua obtuvo un
rendimiento de 5,82 g/L. La tasa de crecimiento y la productividad de la biomasa en
las microalgas verdes difieren en el modo de reproduccidon si son expuestas a
diferentes fotoperiodos (Krzeminska et al., 2013). En la microalga Chlorella vulgaris
se puede obtener una méxima produccion de biomasa aumentando las horas de luz en
el fotoperiodo (Ruiz, 2014), en cambio para Scenedesmus acutus el aumento de las
horas de luz en el fotoperiodo inhibe su crecimiento (Valle & Tirado, 2018).

De acuerdo con el reporte de Alvarez (2018) en donde el cultivo de
Arthrospira platensis se han expuesto a variaciones de fotoperiodo, el rendimiento
maximo se obtuvo con luz continua, entonces se podria afirmar que existe una
relacién entre la cantidad de horas de exposicion a la luz y la tasa de crecimiento de
la cepa de Arthrospira platensis con luz continua. Jacob et al. (2009) evalué el
crecimiento de la cianobacteria Aphanothece microscopica Nageli a diferentes
periodos de luz y bajo luz continua, y constato que existe una reduccién en la
produccién de biomasa en paralelo con la reduccion de los periodos de luz, de forma
similar a lo registrado para la cepa de Arthrospira platensis estudiada por Alvarez
(2018)
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a.l
Figura 9. a. Biomasa de Arthrospira platensis luego de la centrifugacion del medio de

cultivo, b. Biomasa de Arthrospira platensis cosechada.

4.2.  Analisis proximal

Determinar la composicion proximal es el primer requisito para evaluar el
potencial de nuevas fuentes de alimentos, los valores proporcionan una informacion
bioguimica rigurosa que detalla las bondades de las cepas analizadas y ayuda a
decidir las posibles aplicaciones a las cuales podrian ser destinadas. Para analisis
proximal realizado a las cepas estudiadas en la Tabla 8 se pueden observar los

valores obtenidos.

Tabla 8. Composicion de proximal de cepas de Arthrospira sp

Arthrospira Arthrospira sp. Arthrospira sp.

platensis. argentina chilena
Proteinas totales 67,40 63,55 73,69
Grasas totales 5,69 3,11 6,85
Humedad 20,02 9,11 6,37
Cenizas 911 7,43 6,31

Los valores de la tabla estan expresados en porcentajes
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4.2.1. Proteinas totales

Las proteinas son muy importantes en la composicion quimica de las
microalgas ya que estan involucradas en el crecimiento, la reparacion y el
mantenimiento de las células (Rosales et al., 2021). En el presente trabajo, el
porcentaje de proteinas totales obtenido se encontrd en el rango de 63 a 74%. Este
valor, es considerado un porcentaje de proteinas totales significativo, ya que en
promedio los alimentos de origen vegetal considerados buenas fuentes proteicas
contienen alrededor del 35% (Becker, 2007). Ademas, estos datos son concordantes
con reportes previos de otras cepas de la Arthrospira sp (Molino et al., 2018;
Duongbia et al., 2019). Molino et al., (2018) reporto un valor del 46,76% para una
cepa de Arthrospira comercial de origen italiano., Las diferencias obtenidas pueden
deberse a las condiciones de cultivo y al fotoperiodo (Peixoto et al., 2020).

Para Arthrospira sp existe una relacion directamente proporcional en el
aumento de la fase luminica en relacion al rendimiento del cultivo y la cantidad de
proteinas (Pedro, 2015).

Las proteinas totales de la cepa de Arthrospira platensis se cuantificd en un
67.40 %. Este valor mostré una diferencia significativa respecto del dato reportado
por Villalba et al, (2018) para la misma cepa que obtuvo un 58,6%. Esta diferencia
podria deberse principalmente a las condiciones de cultivo, ya que Villalba et al,
(2018) ensayo condiciones disimiles, a saber 12 hs luz y 12 hs oscuridad con el
medio de cultivo Schldsser (1982) con aireacion de 0,025 vvm y luz artificial
fluorescente de 5600 liumenes a 26° C, durante 90 dias. Ademas, la cantidad de sales
disponible en los diferentes medios de cultivos utilizados y el fotoperiodo al que

fueron expuestas pudo contribuir a esta divergencia (Peixoto et al., 2020).

4.2.2. Grasas totales

Reportes previos indican que Arthrospira sp muestra un contenido de lipidos
de 4 a 9% (Hernandez et al., 2019). La cantidad de grasas totales que produce la
Arthrospira sp esta fuertemente ligada a la disponibilidad de nitrégeno en el medio
de cultivo, la temperatura y el pH (Ogbonda et al., 2007).

Los resultados de la extraccion de las grasas totales de las cepas analizadas se

observan en la Tabla 8. La Arthrospira platensis mostr6 un 5,69%, un valor
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suficiente para que la cepa objeto de estudio de la presente tesis podria ser
investigada para la produccion de biodiesel a través de transesterificacion de acidos
grasos (Almeida et al., 2017).

Las grasas totales reportadas por Villalba et al, (2018) para la misma cepa fue
de 0,4%, valor drasticamente menor al obtenido en este trabajo. Esto pudo ser
debido a las diferencias en las condiciones de cultivo. El aumento del volumen de
aireacion en el cultivo mejora el rendimiento general del reactor, es decir, la tasa de
crecimiento especifica, y el contenido de &cidos grasos producidos por las células de
las Arthrospira platensis (Srinivasa et al, 2012). La aireacion y fotoperiodo del
cultivo de Arthrospira platensis en el presente trabajo fue de 0,45 vwm y 24 hs luz,
mientras que Villalba et al, (2018) trabajo con una aireacion de 0,025 vvm y un
fotoperiodo de 12 hs luz y 12 hs de oscuridad. Por otro lado, la produccién de acidos
grasos también depende del crecimiento de algas (biomasa), que esta influenciada
por la aireacion y el fotoperiodo empelado en el cultivo (Ruiz, 2014)

De acuerdo con Alvarez (2018), la cepa de Arthrospira platensis registré un
aumento del 27% en la produccion de &cidos grasos bajo una condicion de luz

continua frente a una condicion control de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

4.2.3. Humedad y cenizas

La determinacion de humedad es una de las técnicas mas importantes y de
mayor uso en el procesado, control y conservacion de los alimentos, puesto que la
mayoria de los productos alimenticios poseen un contenido mayoritario de agua.
También las cenizas son las sustancias inorganicas presentes en el alimento original,
como los minerales que constituyen a las células.

El mayor contenido de humedad, expresado como un porcentaje del peso
himedo fue para la cepa de Arthrospira platensis con un valor de 20.91% en
comparacion a las otras cepas analizadas que fueron de 9,11 y 6,37, la diferencia
significativa en la humedad se debe a que la cepa de Arthrospira platensis originaria
del Paraguay fue utilizada fresca en comparacion a las otras dos que se encontraban
liofilizadas. En comparacion con los reportes de Villalba et al, (2018) el parametro
de humedad para la cepa de Arthrospira platensis fue de 7,6%. Estos valores caen

dentro de los valores reportados por Molino et al, (2018) y Ogbonda et al., (2007).
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Para el parametro de las cenizas el mayor porcentaje fue para Arthrospira
platensis con un 9,11%, de la cepa Arthrospira sp de origen argentina y la cepa de
origen chilena, valores similares a este reporte se ha registrado por Molino et al,
(2018) y Ogbonda et al., (2007).

-
Valores del analisis proximal
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S 30
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PROTEINAS GRASAS TOTALES HUMEDAD CENIZA
Parametros analizados
Arthrospira platensis = Arthrospira sp. Argentina
L B Arthrospira sp. Chile

Gréafico 1. Comparacion de los valores del analisis proximal.

4.3.  Proteinas solubles

En matrices complejas como los productos alimenticios, donde las mezclas de
péptidos estan presentes como hidrolizados con diversas propiedades fisico quimicas,
se centran en la capacidad de los péptidos para modular la textura de los alimentos y
sus propiedades funcionales, incluida la solubilidad y la gelificacion e incluso
propiedades emulsionantes y espumantes (Benitez & lbarz, 2008; Vioque et al.,
2001)

En cuanto a la precipitacion de proteinas con sulfato de amonio, las proteinas
son solubles gracias a su interaccién con el agua, al afadir el sulfato de amonio se
unen al agua formando puentes de hidrogeno, la proteina se deshidrata y las
biomoléculas interactuan hidrofobicamente entre ellas y forman el precipitado
(Burgess, 2009).
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Tabla 9. Proteinas solubles

Alcalase 2,4 L Flavourzyme Pepsina
Inmovilizada
Arthrospira platensis 33,864 1,152 2,592
Arthrospira sp.
argentina 9,587 0,121 3,660
Arthrospira sp. chilena 2,798 9,793 4,199

Los valores de la tabla estan expresados en mg/ml

Los valores registrados de la cantidad de proteinas solubles (Tabla 9), para
las cepas hidrolizadas presentaron valores promedio, para la Arthrospira platensis que
obtuvo el mayor valor de solubilidad con un total de 33.864 mg/ml con la enzima
Alcalase 2,4 L, en el caso de la Arthrospira sp de origen argentino presentd el menor
valor de solubilidad de 0,121 mg/ml con la enzima Flavourzyme.

Proteinas hidrolizadas

= et solubles

3 §§

Py

) :

E _

2 798

2 =5 T

c

S Alcalase 2,4 L Flavourzyme Pepsina

DE_ Inmovilizada

Gréfico 2. Comparaciones de solubilidad de los hidrolizados en mg/ml.

La hidrdlisis enziméatica aumenta la solubilidad de las proteinas y al aumentar
la solubilidad también se incrementa la capacidad espumante, emulsionadora y
estabilidad de emulsion (Klompong et al, 2007). Los péptidos solubles pueden
ensamblarse espontaneamente 0 agregarse con otras proteinas cuando las
condiciones fisico quimicas de la solucion sean las adecuadas, es decir, el pH, la
fuerza ionica y la temperatura, por ello la agregacion de péptidos a la formulacion de
alimentos podria propiciar a mejorar la gelificacion o la estructura, brindandole

mayor textura a las emulsiones y espumas. (Konopka & Schnur, 2017)
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Los beneficios de los péptidos versus las proteinas nativas se dan debido a su
capacidad para disolverse mas rapidamente a través de su solubilidad mejorada y, a
su vez, para absorber mas rapidamente de aire-agua o lipidos-agua en los alimentos
(Arely et al., 2019; Hleap et al, 2015). El agregado de péptidos en la formulacion de
productos liofilizados ha demostrado mejorar la solubilidad de las proteinas nativas
del producto al ser rehidratadas para su consumo a bajas temperaturas (Torres et al.,
2018).

Estas caracteristicas sugieren una potencial utilidad industrial de péptidos
derivados de la hidrolisis enzimatica para mejorar la solubilidad y caracteristicas tecno
funcionales para la formulacion de alimentos, particularmente a bajas temperaturas.
(Franco et al., 2013)

4.4.  Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las cepas estudiadas fueron sometidas a hidrdlisis con tres proteasas
diferentes y los hidrolizados fueron purificados parcialmente con sulfato de amonio,
tanto para el hidrolizado puro y el parcialmente purificado, se han determinado el
peso molecular de los péptidos resultantes de la hidrélisis enzimaética que se pueden
observar en las figuras 9, 10 y 11, en el margen izquierdo se encuentran los
marcadores moleculares indicados con su pesos moleculares correspondiente en kilo
Dalton (kDa) que van desde 245 kDa como el fragmento de mayor tamafio y 5 kDa

como el fragmento de menor tamafio.

4.4.1. Gel SDS de Arthrospira platensis

La distribucion de siembra elegida para los hidrolizados de Arthrospira
platensis fue, en el carril 1 (C1) se sembré el hidrolizado con Alcalase 2,4L puro, en
el carril 2 (C2) se encuentra el hidrolizado con Alcalase 2,4 L purificado con sulfato
de amonio al 40%, en el carril 3 (C3) el hidrolizado puro con Flavourzyme, en el
carril 4 (C4) el hidrolizado con Flavourzyme purificado con sulfato de amonio al
40%. Siguiendo esta secuencia, en el carril 5 (C5) se sembro el hidrolizado puro con
la pepsina inmovilizada y en el carril 6 (C6) el hidrolizado con pepsina inmovilizada

purificado con sulfato de amonio al 40%. Las bandas de los péptidos se pueden
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observar en la figura 9 que muestra el gel SDS-PAGE de Arthrospira platensis de

origen paraguayo obtenidas luego de la corrida.
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Figura 10. Gel SDS-PAGE de Arthrospira platensis.

Como se muestra en dicha figura en el C1 y C2 se pueden observar
fragmentos de aproximadamente 60 kDa, 35 kDa, 11 kDa y 5 kDa. Los fragmentos
de 11 kDa y 5 kDa son resultado de la hidrélisis con Alcalasa 2,4 L. En el caso del
C2 y C3 que fue el hidrolizado con Flavourzyme se obtuvieron residuos del mismo
tamafio que con Alcalasa 2,4 L. En los carriles C5 y C6 se obtuvieron residuos de
135 kDa, 63 kDa, aproximadamente 30 kDa, 11 kDa, aproximadamente 8 kDa y 5
kDa, generados con la pepsina inmovilizada. Como se ve en los carriles 1-3, las
muestras mostraron una banda con un peso molecular (MW) entre 17-19 kilodalton
(kDa), que probablemente corresponde a la subunidades o y p de CPC y APC, las
principales proteinas de la Arthrospira.
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4.4.2. Gel SDS de Arthrospira sp de origen argentino

La distribucion de siembra elegida para los hidrolizados de Arthrospira sp de
origen argentino fue, en el carril 1 (C1) se sembro el hidrolizado con Alcalase 2,4L
puro, en el carril 2 (C2) se encuentra el hidrolizado con Alcalase 2,4 L purificado con
sulfato de amonio al 40%, en el carril 3 (C3) el hidrolizado puro con Flavourzyme,
en el carril 4 (C4) el hidrolizado con Flavourzyme purificado con sulfato de amonio
al 40%. Siguiendo esta secuencia, en el carril 5 (C5) se sembrd el hidrolizado puro
con la pepsina inmovilizada y en el carril 6 (C6) el hidrolizado con pepsina
inmovilizada purificado con sulfato de amonio al 40%. Las bandas de los péptidos se
pueden observar en la figura 10 que muestra el gel SDS-PAGE obtenidas luego de la
corrida.
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Figura 11. Gel SDS-PAGE de Arthrospira sp de origen argentino.
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Como se observa en la figura 10, en el carril C1 se obtuvo residuos de 11 kDa
y 5 kDa, para el C2 se diferenciaron residuos de 135 kDa, 11 kDa y 5 kDa, en ambos
carriles se encuentran residuos de la hidrolisis con Alcalasa 2,4 L. Para el carril C3 se
diferenciaron productos de 11 kDa y 5 kDa, para el carril C4 se observaron residuos
de 100 kDa, 11 kDa y 5 kDa, tanto en el carril C3 y C4 se encuentran residuos de la
hidrolisis con Flavourzyme 50U. Para los residuos generados con la pepsina
inmovilizada, en el carril C5 se observaron residuos de 11 kDa y 5kDa, y para el

carril C6 no se observaron residuos.

4.4.3. Gel SDS de Arthrospira sp de origen chileno

La distribucion de siembra elegida para los hidrolizados de Arthrospira sp de
origen chileno fue, en el carril 1 (C1) se sembr¢ el hidrolizado con Alcalase 2,4L
puro, en el carril 2 (C2) se encuentra el hidrolizado con Alcalase 2,4 L purificado
con sulfato de amonio al 40%, en el carril 3 (C3) el hidrolizado puro con
Flavourzyme, en el carril 4 (C4) el hidrolizado con Flavourzyme purificado con
sulfato de amonio al 40%. Siguiendo esta secuencia, en el carril 5 (C5) se sembr¢ el
hidrolizado puro con la pepsina inmovilizada y en el carril 6 (C6) el hidrolizado con
pepsina inmovilizada purificado con sulfato de amonio al 40%. Las bandas de los
péptidos se pueden observar en la figura 11 que muestra el gel SDS-PAGE obtenidas

luego de la corrida.
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Figura 12. Gel SDS-PAGE de Arthrospira sp de origen chileno.

En la figura 11 en el carril C1 se observaron residuos de 100 kDa, 11 kDay 5
kDa, en el carril C2 se pudo observar residuos de 135 kDa, 100 kDa, 11 kDa y 5
kDa, en ambos carriles se encuentra residuos generados con Alcalase 2,4 L. Los
residuos generados con Flavourzyme, el carril C3 se observaron residuos de 100
kDa, 11 kDa y 5 kDa, en el carril C4 se observaron residuos de 135 kDa, 11 kDa y 5
kDa. Para los residuos generados con la pepsina inmovilizada, en el carril C5 se
identificaron residuos de 11 kDa y 5 kDa, en cambio en el carril C6 no se observaron
residuos.

De acuerdo con el genoma de Arthrospira platensis y el estudio proteémico
se han identificado 593 secuencias de proteinas (Chang et al., 2017; Matallan et al
2014), las diez proteinas mas abundantes representan el 26,2% de las proteinas
totales identificadas, las cuales estan relacionadas con el sistema fotosintético. De
acuerdo con un analisis in silico de digestion con pepsina se han identificado 78
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posibles péptidos con actividad biolégica como regular la presion arterial, actividad
antioxidante, actividad antibacteriana y regulador de los niveles de azUcar en sangre.
(Li et al., 2020), los tamarios de los péptidos bioactivos pueden variar desde 440 Da
a mayores a 10 kDa. De acuerdo con el reporte de Li et al., (2020), y las bandas
observadas en las figuras 9, 10 y 11, se puede inferir la posible presencia de péptidos
con dichas actividades.

Se han registrado péptidos procedentes de Arthrospira platensis generados
con pepsina, con actividad antioxidante con fracciones de péptidos menores a 3 kDa
que presentan actividad antioxidante muy fuerte y también fracciones de 3 kDa a 10
kDa, fracciones mayores a 10 kDa tienen actividad antioxidante mas baja. (Zeng et
al., 2020). De acuerdo con esto las fracciones generadas con la pepsina inmovilizada
ha tenido un tamarfio de 30 kDa, 11 kDa, 8 kDa y 5 kDa para la cepa de Arthrospira
platensis, para la cepa de Arthrospira sp de origen argentino y chilena, se han
obtenido fracciones de péptidos de 11 kDa y 5 kDa. En los hidrolizados con Alcalase
2,4 Ly Flavourzyme se han obtenido péptidos entre 5 kDa y 11 kDa.

La lipasa pancreatica es una enzima clave en el curso del metabolismo de los
lipidos, su inhibicion es eficiente para prevenir la obesidad, que es uno de los
métodos mas importantes para la evaluacion de la obesidad in vitro (Liu et al., 2013)
Los péptidos generados con la Alcalase 2,4 L de acuerdo con el reporte de Fan et al,
(2018) para Arthrospira platensis fueron con peso moleculares de 10 kDa hasta 1
kDa , siendo los péptidos de entre 10 kDa a 5 kDa los que presentaron una mayor
actividad de inhibicion de la lipasa y aparicion de células adiposas, en cambio para la
pepsina se han mostrado mayor actividad inhibitoria para los péptidos 5 kDa y 3
kDa.

Como puede observarse, la cepa paraguaya mostré el mayor nimero de
péptidos con las 3 proteasas estudiadas. Esto puede deberse al tratamiento original de
la muestra. La cepa paraguaya es la microalga objeto de estudio que ha tenido un
seguimiento en su produccion desde el inicio de esta tesis. Las otras cepas son
comerciales, por lo que se desconoce su tratamiento general hasta la
comercializacion. Dentro de las enzimas estudiadas, puede observarse que Alcalase
2,4 L hidroliz6 la cepa paraguaya arrojando los péptidos de peso molecular

mencionados. En las otras cepas, Alcalase 2,4 L produjo péptidos cortos dificiles de
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visualizar en el sistema electroforético utilizado en este estudio. Estudios sobre
diferentes microalgas muestran que el proceso de hidrolisis mejor6 la actividad
antioxidante en péptidos obtenidas con Alcalase 2,4 L (Alzahrani et al., 2017).

Las hidrdlisis con Flavourzyme mostraron bandas en las tres especies de
microalgas. Otros estudios realizados con Flavourzyme indican que dicha enzima
que no podia hidrolizar los péptidos en la region de 30 kDa (Alzharani et al., 2017).
Las posibles razones pueden ser debido a la creciente inhibicién del producto,
autopeptidolisis de las enzimas y la falta de sitios de escote. Esto es confirmado en
estudios previos de hidrolisis de gluten de trigo utilizando Flavourzyme. Un efecto
combinado del producto inhibicién y falta de sitios de escote produjo bandas SDS
PAGE alrededor de 30 kDa (Grimrath et al., 2011; Giesler et al., 2014). Bandas
reflejadas entre 30 kDa y 14,4 kDa en hidrolizados de Arthrospira platensis que
representan las subunidades de la ficocianina (aproximadamente entre 16 kDa y 19
kDa) y corresponden a los principales contribuyentes a la bioactividad de
Arthrospira sp fueron reportados en trabajos previos (Riss et al., 2007). Respecto de
la proteasa sintetizada in situ en PROIMI puede observarse que hidrolizé muy bien la
cepa paraguaya con fragmentos de 11 kDa, 8 kDa y 5 kDa.

Algunos péptidos han sido secuenciados, como el péptido con la secuencia
LGTPGSSVAVG, LIAGGTGPMDEY, LIAGGTGPMDEY que proveniente de la
subunidad alfa y beta de la ficocianina con actividad antiamnésico, antimicrobiano,
antiparasitario, antitromboético, regulador de memoria y estimulante de la captacion
de glucosa (Anekthanakul et al., 2019). La secuencia elucidada para péptidos con
actividad inhibitoria de lipasas registradas por Fan et al, (2018) fueron
CANPHELPNK y CANPHELPNK.

4.5.  Perfil lipidico

El valor nutricional de una dieta a base de microalgas se encuentra
relacionado con la habilidad de satisfacer los nutrientes esenciales, como son los
acidos grasos esenciales (Brown et al. 2002). Uno de los requerimientos es la calidad
de los lipidos suministrados como alimento, especialmente los acidos grasos
esenciales poliinsaturados de cadena larga por ejemplo la familia de los omega 3

(20:5n-3, é&cido eicosapentaenoico (EPA) y 22:6n-3n, acido docosahexaenoico
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(DHA) (Matos et al., 2020). Estos &cidos grasos tienen efectos positivos en la salud

cardiovascular, el sistema nervioso y visual, principalmente por sus funciones

antiinflamatorias,

antiarritmicas,

inmunoprotectoras,

citoprotectoras,

neuroprotectoras y antiapoptoticas, tanto en la salud humana como animal (Brenna et

al., 2009; 2014). Los resultados de los perfiles lipidicos de las cepas analizadas se

pueden observar en las tablas 10, 11y 12.

Tabla 10. Perfil lipidico de Arthrospira platensis

Saturados

Monoinsaturados

Poliinsaturados

Acidos grasos
10:00
12:00
14:00
15:00
16:00
18:00
20:00
21:00
23:00
24:00

14:1
15:1
16:1n7
17:1n5
18:1n9
22:1n9

18:2n6
18:3n3
18:3n6
20:2n6
20:3n3
20:3n6
20:4n6
20:5n3
22:6n3

Nombre trivial
Céprico
Laurico
Miristico
Pentadecanoico
Palmitico
Estearico
Araquidico
Henecosanoico
Tricosanoico
Lignocérico

Miristoleico
Pentadecanoico
Palmitoleico
Heptadecanoico
Oleico

Edrico

Linoleico (w-6)

vy -Linolenico (ALA)
vy -Linolenico (GLA)

Decosadienoico

di-homo(a)linolenico
di-homo-y-linolenico

Araquiddnico

Eicosapentanoico (EPA)
Decosahexaenoico

(DHA)

Porcentaje (%)
1,70

1,75

1,30

8,83

10,69

5,85

1,67

3,82

1,37

2,08
Agrega
sumatorias
3,49

12,49

8.23

1.31

5,59

1,57

5.95
1,66
1,89
2,13
1,38
5,53
2,56
4,10
3,12

En este reporte se registra que la cepa Arthrospira platensis en las condiciones

de cultivo utilizadas, produce &cidos grasos de caracter esencial como el 18:2n6,
linoleico (w-6) en un 5.95%; 18:3n3, y -linolenico (ALA) en un 1,66 %; 18:3n6, vy -
linolenico (GLA) en un 1,89%; 20:5n3, eicosapentanoico (EPA) en un 4,10% y
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22:6n3, decosahexaenoico (DHA) en un 3,12%, lo que concuerda con los reportes de
Santos et al., (2018); El et al., (2018) y Licett et al (2014). De la misma manera, la

alta concentracion del 16:00, acido palmitico en un 10, 69% concuerda con los

reportes de El et al., (2018) y Nicolai et al., (2019). La alta produccion de este &cido

graso es caracteristico en esta especie
estudiadas (Golmakani et al., 2012).

y se evidencia en las otras dos cepas

Tabla 11. Perfil lipidico de Arthrospira sp de origen argentino

Saturados

Monoinsaturados

Poliinsaturados

Acidos grasos

06:00
10:00
12:00
15:00
16:00
18:00
20:00
21:00
23:00
24:00

14:1

15:1

16:1n7
17:1n5
18:1n9
20:1n9
22:1n9

18:2n6
18:3n3
18:3n6
20:2n6
20:3n3
20:3n6
20:4n6
20:5n3
22:6n3

Nombre trivial
Caproico
Céprico
Laurico
Pentadecanoico
Palmitico
Estearico
Araquidico
Henecosanoico
Tricosanoico
Lignocérico

Miristoleico
Pentadecanoico
Palmitoleico
Heptadecanoico
Oleico
Eicosenoico
Edlrico

Linoleico (w-6)

vy -Linolenico (ALA)
vy -Linolenico (GLA)
Decosadienoico

di-
homo(a)linolenico
di-homo-y-linolenico
Araquiddnico
Eicosapentanoico
(EPA)
Decosahexaenoico
(DHA)

Porcentaje (%)

0.0062
0,0156
3,42
5,85
14,36
8,33
ND
ND
ND
ND

6,84
19,72
2,81
2,55
7,83
3,09
1,72

10,65
3,51
ND
ND
ND
2,19
ND
3,13
3,86
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Para la Arthrospira sp de origen argentino también se han detectado acidos

grasos esenciales acorde con los reportado por Santos et al., (2018); El et al., (2018)

y Licett et al (2014). En comparacion con la cepa de Arthrospira platensis, las tablas

11 y 12 muestran que no se han detectado todos los acidos grasos. Esto pudo deberse

a las condiciones del cultivo a las que han sido sometidas las muestras comerciales,

las cuales se desconocen.

Tabla 12. Perfil lipidico de Arthrospira sp de origen chileno

Saturados

Monoinsaturados

Poliinsaturados

Acidos grasos
06:00
10:00
12:00
14:00
15:00
16:00
18:00
20:00
21:00
23:00
24:00

14:1

15:1

16:1n7
17:1n5
18:1n9
20:1n9
22:1n9

18:2n6
18:3n3
18:3n6
20:2n6
20:3n3
20:3n6
20:4n6
20:5n3
22:6n3

Nombre trivial
Caproico
Céprico
Laurico
Miristico
Pentadecanoico
Palmitico
Estearico
Araquidico
Henecosanoico
Tricosanoico
Lignocérico

Miristoleico
Pentadecanoico
Palmitoleico
Heptadecanoico
Oleico

Edrico
Eicosenoico

Linoleico (w-6)

vy -Linolenico (ALA)
vy -Linolenico (GLA)
Decosadienoico
di-homo(a)linolenico
di-homo-y-linolenico
Araquiddnico

Eicosapentanoico (EPA)
Decosahexaenoico (DHA)

Porcentaje (%)
18,58
2,77
5,93
5,87
9.69
8,87
5.09
ND
ND
ND
ND

6,33
3,53
ND
ND
ND
3,95
3,13

2,59
4,07
ND
ND
4,05
ND
ND
7,51
2,20
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Actualmente, y desde hace un par de décadas, los &cidos grasos
polinsaturados de cadena larga (omega-3) EPA y DHA, son considerados de gran
importancia nutricional debido a los numerosos efectos positivos observados a partir
de su administracién tanto en la nutriciéon humana como animal (Valenzuela et al.,
2015). Por ello, esta microalga podria ser utilizada como suplemento alimenticio o

complemento nutricional (Nicolai et al., 2019).
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

En la actualidad, las microalgas han ganado un gran interés, ya que son fuente
de importantes sustancias naturales, componentes bioactivos y producen
biomateriales que presentan diversas aplicaciones industriales. Se han analizados tres
cepas de diferentes origenes geograficos de Arthrospira sp. La cepa de Arthrospira
platensis aislada de Laguna Capitan del chaco Paraguayo analizada, fue cultivada en
fotobiorreactor tipo batch con medio Zarrouk en condiciones de 24 hs luz, 0,45 vvm
e intensidad luminica de 12.500 Im durante 75 dias que generd un rendimiento de
5,82 gramos de biomasa por litro de cultivo. Ademéas se estudiaron 2 cepas
comerciales de diferentes paises para fines comparativos. Las determinaciones
realizadas para evaluar la composicion proximal de las cepas fueron humedad,
cenizas, proteinas y lipidos de acuerdo con los métodos oficiales (AOAC, 1990). Los
lipidos fueron analizados por el método de Bligh y Dyer (1959) y el perfil de acidos
grasos fue evaluado mediante cromatografia gaseosa. Para la cepa de Arthrospira
platensis de origen Paraguayo objeto estudio de esta tesis se obtuvieron los
siguientes valores: porcentaje de proteinas 67,40%, grasas totales 5,69%, humedad
20,02% y cenizas de 9,11 %. Las cepas fueron sometidas a hidrolisis enzimética con
tres proteasas comerciales Alcalase 2,4 L, Flavourzyme y una pepsina inmovilizada
proveida por PROIMI (Planta Piloto de Procesos Industriales Microbioldgicos) de la
ciudad de Tucuman-Argentina. Se analizaron la solubilidad y el peso molecular de
los hidrolizados, siendo para la Arthrospira platensis de 33,864 mg/ml hidrolizada
con Alcalase 2,4 L, y los pesos moleculares variaron de 5 kDa hasta 30 kDa con las
tres proteasas. Estos resultados indicarian la presencia de péptidos de diferentes
pesos moleculares post hidrdlisis respecto a la muestra original, que de acuerdo a la
bibliografia se puede inferir que tienen un alto poder antioxidante y podrian tener
actividad bioldgica para el tratamiento de diversas afecciones cronicas como la
presiodn alta, inflacion intestinal y obesidad. También se ha detectado la presencia de
acidos grasos  esenciales, destacandose el  Eicosapentanoico  (EPA)
Decosahexaenoico (DHA) de acuerdo con el perfil lipidico de cada cepa. Estos
resultados sugieren que esta microalga podria ser utilizada como suplemento

alimenticio o complemento nutricional.
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5.2. Recomendaciones a futuro

En base a los andlisis realizados en este trabajo se recomienda continuar la
linea de investigacion referida a la composicion quimica y nutricional de la cepa de
Arthrospira platensis de origen Paraguayo. En este sentido el mayor interés radica en
secuenciar de los péptidos generados a partir de la hidrélisis enzimética, ya que los
mismos han sido obtenidos con una enzima comunmente utilizada como la Alcalasa
2,4L, pero pocos estudios hay sobre la hidrdlisis con Flavouyrzyme y proteasas
nativas. Del mismo modo la materia prima de origen constituye la originalidad de la
tesis, ya que se trata de una cepa de incipiente desarrollo. Por otro lado, una vez
secuenciados dichos péptidos, resultaria de interés evaluar sus efector nutracéuticos y
diferentes potencialidades. Ampliar el perfil bioquimico de la cepa de en cuento al
contenido de aminodacidos, acrecentaria el conocimiento de la fraccion proteica de la
muestra y sus potenciales propiedades. Por otro lado, evaluar exhaustivamente el uso
de los biocompuestos de la fraccidn lipidica extenderia las fronteras de oportunidades

de uso de esta cepa.
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