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RESUMEN

Las cianobacterias a lo largo de la historia se han utilizado como suplemento
alimenticio, matriz para productos farmacéuticos, agentes anticancerigenos, y
también han demostrado un gran potencial en biorremediacion. Es por ello
que, el objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar bioquimicamente
cianobacterias de la Region Loreto, Peru. La recoleccion se realizé mediante
una red de fitoplancton de 20 um, y las muestras fueron enriquecidas con
medios BG-11 y CHU N°10. Los aislamientos se realizaron mediante el
método de vaciado en placas y diluciones seriadas. Para la identificacion, se
emplearon claves taxonémicas y se evalud el perfil de crecimiento mediante
el peso seco. Para las pruebas bioquimicas, se evaluaron siguiendo los
métodos de lipidos por Flores et al. (2020), proteinas totales de Hartree (1972)
y carbohidratos de Dubois et al. (1956), respectivamente. En el estudio se
logré aislar dos especies: Synechococcus sp. y Nostoc sp. El perfil de
crecimiento de Nostoc sp. alcanzé un maximo de 4,05 pg y un minimo de 3,75
Hg, mientras que Synechococcus sp. presentd un maximo de 9,20 pug y un
minimo de 8,55 pg. En términos bioquimicos, Nostoc sp. mostré un contenido
del 3,43% de lipidos, 55,19% de carbohidratos y 23,53% de proteinas. Por su
parte, Synechococcus sp. exhibié un 16,36% de lipidos, 17,48% de
carbohidratos y 57,56% de proteinas. En conclusion, las cianobacterias
aisladas en este estudio presentan valores 6ptimos de lipidos, carbohidratos
y proteinas, lo que sugiere su potencial para futuras aplicaciones en la

alimentacion.

Palabras clave: Cianobacteria, aislamiento, lipidos, carbohidratos, proteina
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ABSTRACT

Cyanobacteria have been used throughout history as a dietary supplement, as
a matrix for pharmaceutical products, as anticancer agents, and they have also
shown great potential in bioremediation. Therefore, the objective of this study
was to isolate and biochemically characterize cyanobacteria from the Loreto
Region, Peru. Collection was carried out using a 20 um phytoplankton net, and
samples were enriched with BG-11 and CHU N°10 media. Isolations were
performed using the pour plate method and serial dilutions. For identification,
taxonomic keys were used, and growth profile was evaluated by dry weight.
For biochemical tests, lipid content was evaluated following Flores et al.
(2020), total proteins by Hartree (1972), and carbohydrates by Dubois et al.
(1956). The study succeeded in isolating two species: Synechococcus sp. and
Nostoc sp. The growth profile of Nostoc sp. reached a maximum of 4.05 ug
and a minimum of 3.75 pg, while Synechococcus sp. showed a maximum of
9.20 pg and a minimum of 8.55 pg. Biochemically, Nostoc sp. exhibited a
3.43% lipid content, 55.19% carbohydrates, and 23.53% proteins. Meanwhile,
Synechococcus sp. displayed 16.36% lipids, 17.48% carbohydrates, and
57.56% proteins. In conclusion, the isolated cyanobacteria in this study show
optimal values of lipids, carbohydrates, and proteins, suggesting their potential

for future applications in food.

Keywords: Cyanobacteria, isolation, lipids, carbohydrates, proteins
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INTRODUCCION
Las cianobacterias cuentan con una larga historia evolutiva, ya que fueron los
principales productores de materia organica y los primeros organismos en
liberar oxigeno molecular a la atmdsfera primitiva®, permitiendo el desarrollo
de una tremenda biodiversidad de consumidores segundarios y terciarios, es
por ello gue son considerados como el grupo mas importante@. En los Gltimos
afos se desarrollaron métodos no toxicos y amigables con el medio ambiente
con base a estos microorganismos, los avances biotecnoldgicos han
demostrado el potencial que poseen®4); con multiples aplicaciones con en la
elaboracion de medicina humana, uso en las industrias de alimento y

biofertilizantes®).

Cabe mencionar que las cianobacterias constituyen la base de la cadena
trofica, de ecosistemas terrestres y acuaticos®,también son productoras de
clorofilas, carotenoides, proteinas y ficobiliproteinas exopolisacaridos(®); el
conocimiento de sus caracteristicas bioquimicas en cultivos de laboratorio
ayuda a determinar su potencial biotecnol6gico convirtiéndose asi en un grupo
de alto valor econémico y su potencial biotecnolédgico parece incrementarse®;
las aplicaciones en las cuales contribuyen son la colonizacion de sustancias
infértiles, fijacion de nitrégeno, potencial en la biorremediacion , tratamiento

de residuos, son de gran interés para las investigaciones de nanoparticulas?.

Algunas familias de cianobacterias son consideradas las “fabricas
bioquimicas” mas importantes del mundo biologico, también algunas especies
son utilizadas como matriz para productos farmacéuticos, anticancerigenos,
antipaltdico, antifingico y antimicéticos*®. Se encuentran en diversos

habitats como: suelo, agua estancada, charcos temporales®). En ambientes

1



marinos, son la fuente primaria de nutrientes, por lo que son consideradas la
base de la cadena alimenticia. Sin embargo, la mayor abundancia y diversidad

de las mismas, se encuentra en ambientes de agua dulce213),

Todo esto adquiere una gran importancia debido a los problemas ambientales
globales existentes en la actualidad, como la desnutricién, la contaminacion
de los ambientes acudticos, entre otros¥. En ese sentido, es importante
contar con un banco de cepas de cianobacterias potencialmente para los
procesos biotecnolégicos, que contribuyan a futuras investigaciones y a

mejorar el sistema econdémico del pais.

Sin embargo existen obstaculos tecnoldgicos y econdémicos que deben
solucionarse® 1), uno de los mayores es el aislamiento, seleccion,
identificacion, cultivol™-2Y), y caracterizacion de las cianobacterias a fin de
conocer las diferentes aplicaciones que puedan tener. Sin embargo, los
estudios sobre cianobacterias amazoénicas realizadas a la fecha, solo se han
limitado a su identificacion taxondmica que es imprecisa, ya que se tiene que
realizar caracterizaciones bioquimicas. Debido a estos vacios de informacion
y el desconocimiento es que nos impulsa a llevar a cabo la investigacion sobre
Aislamiento y caracterizacién bioquimica de cianobacterias en la Regién
Loreto. Por tanto, en esta investigaciébn se propuso realizar una busqueda
exhaustiva de cianobacterias en diversos tipos de reservorios, charcos, agua
estancada y sustratos para aislar, cultivar y caracterizarlas bioquimicamente,
a fin de conocer sus caracteristicas bioquimicas y potencialidades
biotecnolégicas. Por tanto, el objetivo general fue Aislar y caracterizar
bioquimicamente cianobacterias de la Region Loreto y los objetivos

especificos fueron: 1) Identificar y aislar cianobacterias provenientes de

2



distintos tipos de reservorios: charcos, agua estancada y sustratos, 2) Evaluar
el perfil de crecimiento de cianobacterias aisladas y 3) Determinar el contenido

de lipidos totales, carbohidratos y proteinas de las cianobacterias aisladas.



CAPITULO I; MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En 2017 se realizé una investigacion que incluy6 a cianobacterias tropicales
de Costa Rica de los géneros Nostoc, Calothrix, Tolypothrix y Scytonemas, y
consistié en identificar y caracterizar molecularmente con la finalidad de que
puedan ser utilizadas como potencial biotecnolégico. Los DNA gendmicos de
las cepas se aislaron utilizando el protocolo de extraccion por CTAB y el DNA
obtenido se cuantific6 con un NanoDrop 2000UV-Vis; también se realiz6 PCR
de los genes 16sARNr y rpocl, los productos derivados del PCR se
movilizaron en un gel de agarosa al 1,5 % mientras que para el analisis
filogenético se utilizé un protocolo alternativo que consistié en la limpieza y
purificacion del producto del PCR mediante precipitacion con etanol 95% vy
acetato de sodio 3M. Las secuencias obtenidas fueron editadas en los
programas bioestadisticos y también se buscd la similitud en NCBI. Los
géneros identificados son relevantes por su capacidad de fijar nitrégeno y su
notable potencial nutricional, farmacoldgico e industrial. El estudio concluye
que, a partir de la identificacion exitosa de cianobacterias en ambientes
tropicales, se abre la puerta a investigaciones mas profundas sobre sus
propiedades biotecnolégicas. Estas investigaciones permitiran evaluar su
potencial y generar perspectivas futuras para su aplicaciéon y la conservacion

de la biodiversidad®?,

En el afio 2017 se desarrollé una investigacion que incluyé como poblacion
de estudio a dos cepas de cianobacterias filamentosas, con la finalidad de
observar la evolucion del crecimiento y su composicidon bioquimica, estas

cepas de estudio fueron Nostoc (AU0015) y Anabaena (MOFQ15), los cultivos
4



se realizaron por duplicado en dos volumenes de 50 y 100 L y el medio de
cultivo fue BG-11. El experimento se llevé a cabo utilizando un in6culo que
representaba el 10% del volumen total. El ensayo se prolongé durante 40 dias
con aireacion constante y agitacion manual realizada tres veces al dia.
Durante este periodo, se monitorearon los cultivos mediante mediciones de
turbidez y la determinacion de la composicion bioquimica en fase estacionaria.
La masa seca se determind mediante métodos gravimétricos, mientras que el
contenido de pigmentos se evalu6 a través de espectrofotometria mediante
extracciones metabdlicas para clorofila a y carotenoides. Ademas, la cantidad
de proteinas se estimo utilizando el método Folin, los carbohidratos se
midieron mediante el método fenol-acido sulfarico y, por ultimo, el contenido
de lipidos se determin6 mediante el método de carbonizacién simple. Los
resultados revelaron que Anabaena MOF015 presentd valores superiores en
cuanto a la produccién de masa seca, ficocianina, clorofila a ficoeritrina,
proteinas y lipidos en comparacion con los cultivos de Nostoc LAUNO0015. Se
destaca que Anabaena MOF015 exhibié un crecimiento significativamente
mayor y una produccion de biomasa seca superior (p<0,05) en condiciones
diazotréficas. En cuanto a la produccion de carbohidratos Nostoc LAUNOO15
alcanzé la maxima produccion (754,17+79,86 pg mL-1). Concluyendo que
ambas especies estudiadas pudieron ser cultivadas a cielo abierto de forma
efectiva, obteniendo resultados de crecimiento y produccion de biomasa

enriquecida®.

En el afio 2017, se llevd a cabo una investigacion que se enfoco en la
poblacion de estudio de Nostoc sp., con el objetivo de analizar su composicion

bioquimica y toxicidad. Las muestras de las colonias fueron recolectadas en



diversos bofedales altoandinos ubicados en Peru y Chile. Posteriormente, las
muestras fueron secadas y almacenadas en la oscuridad, a temperatura
ambiente y en envases hermeéticos. Para la obtencion de las proteinas totales,
se empled 1g de muestra utilizando el método de Kjeldhal. Los lipidos totales
se midieron mediante el procedimiento Soxhlet, utilizando también 1g de
muestra. La evaluacion de las cenizas de la biomasa se realizO por
gravimetria. El contenido de minerales metalicos y no metélicos se evalud
mediante espectrofotometria, mientras que el contenido de carbohidratos
totales se determiné como porcentaje de extractos no nitrogenados. Para los
analisis adicionales, las muestras fueron enviadas al laboratorio del Instituto
de Tecnologia de la Universidad de Chile. El perfil y la cuantificacién de los
aminoacidos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Nutricion Molecular de la
Universidad Catolica de Chile. El andlisis de DNA y PCR se realiz6 en el
Centro de Investigaciones Isla de la Cortajena, Sevilla y Espafia.Los
resultados obtenidos de las muestras de Nostoc sp. recolectadas en los
humedales peruanos indicaron que las proteinas representaban entre el 30%
y el 35%, los carbohidratos el 50%, y los lipidos el 17%. Ademas, el contenido
de aminoacidos esenciales para los humanos alcanzo el 44%, y los acidos
grasos se encontraron en un 82%. El estudio concluy6 que las macrocolonias
de Nostoc sp. en los humedales altoandinos peruanos no generan la
cianotoxina microcistina, ya que el gen mycE no esta presente en su genoma,

lo que sugiere que podrian considerarse inocuas para el consumo humano®4.

En el afio 2016, se llevé a cabo una investigacion que tuvo como poblacion
de estudio a Spirulina maxima, con el objetivo de evaluar dos métodos de

cultivo, Zomouk y Schlosser. El propoésito principal fue determinar cual de



estos métodos generaba mayor reproduccidbn y concentracion de
nutraceduticos, tales como proteinas, ficocianina y los pigmentos carotenos. El
estudio se desarrollé en condiciones de laboratorio a lo largo de nueve dias.
La biomasa de Spirulina maxima fue cosechada mediante centrifugacion, y la
determinacién de proteinas, carotenos y ficocianina se realiz6 siguiendo los
protocolos especificos descritos en el manual de métodos y herramientas
analiticos. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: en el medio de
cultivo Schlésser, se alcanzé un rendimiento de 9,98 mg/mL, mientras que en
el medio Zarrouk fue de 6,78 mg/mL. Respecto al contenido de proteinas, se
observo que en el medio Schldosser fue del 74%, en contraste con el medio
Zarrouck, donde alcanz6 el 37%. La concentracion de los pigmentos y
carotenos, fue significativamente mayor en el medio de cultivo Schlésser.
Como conclusion, se determind que Spirulina maxima cultivada en el medio
Schlésser exhibié el mayor contenido de nutraceuticos. Estos resultados
subrayan la importancia de la seleccion del medio de cultivo, especialmente a
nivel de laboratorio, para maximizar la produccion de componentes

nutraceuticos en Spirulina maxima® .

En el 2009 se estudio a Osillatoria sp., aislada de una laguna de camarones
que consistia en evaluar el crecimiento y la composicion bioquimica. Se utilizo
medios de cultivos compuesto por agua de mar, destilada y enriquecida con
nutrientes mediante una serie de cuatro ensayos, se probé el efecto de
salinidad a diferentes concentraciones de nutrientes equivalentes a 0,8 y 12
mM de NaNos, todos los cultivos fueron mantenidos en condiciones de
laboratorio hasta alcanzar la fase estacional, la biomasa se cosechd por

centrifugacion a 14 x 103 g por 15 minutos, para el andlisis bioquimico se



utilizé biomasa congelada a -20°C, excepto para el contenido de pigmentos y
masa seca para los cuales se uso biomasa fresca. Los pigmentos liposolubles,
clorofila a y carotenoides se midieron por HPLC mientras que el pigmento
hidrosoluble, ficocianina se extrajo por el choque osmotico, los carbohidratos
y el contenido de proteinas se midieron por el método de fenol acido sulfarico
y el método de LOWRY et al., la masa seca se determiné mediante el sistema
de filtracion Millipore y por ultimo para el analisis estadistico se llevaron a cabo
con el programa SPSS 10.0 para Windows utilizando analisis de varianza de
(ANOVA) . Los resultados mostraron lo siguiente que la cantidad maxima de
masa seca se hall6 a4 mM NaNOsy 70 UPS con 11,00 £ 0,57 mg mL-1y el
de proteinas a 12 mM y 35 UPS con 777,92 + 15,37 ug mL-1; el de
carbohidratos totales y el trabajo concluyd que la Oscillatoria sp. Los
resultados mostraron que fue capaz de crecer en todas las concentraciones
de salinidades posibles; con alta produccion de metabolitos en
concentraciones intermedias y en concentraciones altas de nutrientes con
salinidad. La capacidad que poseen las cianobacterias para adaptarse y
aclimatarse a cambios ambientales demostro su versatilidad metabdlica. Asi
como también, la estabilidad de los cultivos en fase estacionaria,
constituyendo otro factor favorable para la produccién de biomasa enriquecida

con pigmentos de interés econémico®),

En el afio 2000 se desarroll6 la investigacion que consistio en la
caracterizacion bioquimica de polimeros extracelulares (EPS) de dos
especies de cianobacterias Synechocystis sp y Oscillatoria sp, que fueron
aislados de estromatolitos marinos modernos en Higbome, se caracterizaron

por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida bidimensional, los cultivos



estaban en medio CHU N°10. Para Los analisis de mondmeros de
carbohidratos las muestras fueron purificados y se hidrolizaron utilizando 1M
de HCL metanolico durante 16 horas a 80°C y las azucares liberadas se
derritieron con Tris-sil para finalmente ser analizada por cromatografia de
gases; para la evaluacion del contenido de acido urico se midio utilizando
carbazol en acido sulfarico al 80% con adicion de iones de borat, para el
contenido de glicosaminoglicanos se usé el azul de dimetil metileno y el
contenido de proteinas se evaluo utilizando el método de Bradford utilizando
BioRad Protein Assay Kint. Los resultados mostraron que Synechocystis sp.,
posee 0,35% (3,53 + 0,35 ug/mg EPS = SD) y Osillatorio sp. posee 0,63%
(6,33 £+ 153 pg/mg EPS + SD) de proteinas, el contenido de
glicosaminoglicanas GAGS fue de 4,40 + 0,17 y 11,00 + 1,00 respectivamente
, ¥ el &cido urico de Synechocystis sp fue de 4,63 £ 2,65 y de Oscillatoria sp
fue de 39,00 + 2,65, y el contenido de carbohidratos (%) de Synechocystis
fue de (glucosa 58,3, galactosa 19,0, xilosa 7,3, arabinosa 7,4, ramnosa 5,4,
fucosa 2,6) y de Oscillatoria sp., fue de (glucosa 26,7 , galactosa 37,1, xilosa
13,4, arabinosa 1,8, ramnosa 7,5, fucosa 13,5). El trabajo concluyé que el
contenido de proteinas de Synechocystis sp. y Oscillatoria sp., fueron bajos

con 0,35% y 0,63% respectivamente@”).



1.2. Bases tedricas

1.2.1. Cultivo de cianobacterias

Las condiciones de cultivo en cianobacterias dependen de la especie que se
desea cultivar y de los ensayos experimentales planificados, se realizan en
medios controlados que optimizan la utilizacion de la luz y la cosecha de las
células; generalmente se realiza en medios liquidos y soélidos que estén
enriquecidos con nutrientes®®. En la mayoria de las investigaciones los
cultivos de cianobacterias se mantienen hasta alcanzar la fase estacionaria, y
segun la proporcion de nutrientes que se agregue al cultivo esto tendra un
aumento en la produccion de pigmentos, biomasa, metabolitos entre otros,
otros factores externos como la temperatura, humedad relativa, flujo de aire
concentracion de COg, iluminacién, entre otros influyen en el cultivo®628),
Mientras que los cultivos se realicen en medios controlados se podra conocer
sus caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e interpretar de manera mas
eficiente los resultados®. El fotobiorreactor es adecuado para realizar el
cultivo de cianobacterias, generando aumentos significativos de biomasa y

metabolitos(@9).

1.2.2. Clasificacion de cianobacterias

Se las considera bacterias en el sentido de que no tienen una membrana que
rodea el nucleo y la ausencia de plastidios; ausencia de mitocondrias,
sistemas de Golgi y reticulo endoplasmaticos, y también porque tienen
subunidades ribosdmicas 16S y 23S. Otra similitud es la acumulacion de
cianoficina (almidén de cianofitas) como sustancia de reserva, similar al
glucégeno y la ausencia de formas de reproduccidén sexuada. Ademas, las

estructuras quimicas de la pared celular de las cianobacterias estan, formadas
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por peptidoglucano, como la mureina, glucopéptidos, mucopéptidos, que es
similar a las bacterias Gram negativas®%31), Comparado con otros procariotas,
pueden ser células grandes, con diversas formas morfolégicas, estan
presentes unicelulares, filamentosas, ramificadas o no, y con diferentes
tamafos. También forman colonias con diferentes grados de complejidad, las
cianobacterias tienen una caracteristica que muy pocos procariotas poseen,

la capacidad de llevar a cabo diferenciacion celular®?),

1.2.3. Importancia de Cianobacterias

Producen una enorme cantidad de metabolitos con interés terapéutico, que
incluyen antivirales, antitumorales, inhibidores de enzimas, protectores de luz
ultravioleta entre otros efectos®?). Los metabolitos secundarios son de interés,
mediante recombinacion génica; estos constituyen una fuente alternativa de
proteinas, son prometedores en la busqueda de nuevos productos bioactivos,
debido a las altas cantidades de aminoacidos esenciales en su biomasa.
Ademas, que la biomasa obtenida; puede ser utilizada como alternativa para
la obtencién de energia sostenible y como suplemento alimenticio. Y dan
origen al ciclo del nitrdgeno que es de gran importancia para la vida en la
tierra®?),

1.2.4. Técnicas de Aislamiento de cianobacterias

Para poder realizar las técnicas de aislamiento se tiene que conocer las
caracteristicas morfologicas para poder determinar que técnica sera mas
adecuado para realizar el aislamiento; entre las técnicas estan el aislamiento
con micropipetas que consiste en aislar una cianobacterias con la ayuda de
una pipeta Pasteur con punta reducida y/o capilar , en muchos casos se

preparan los capilares a partir de una pipeta Pasteur y también esta el
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aislamiento en placas con agar se puede usar de manera complementaria al

aislamiento con capilares , para garantizar un aislamiento puro®@®,

1.2.5. Ciclo de vida de las cianobacterias

Constituye un aspecto fundamental debido a sus implicaciones tanto
taxondmicas como fisiolégicas y relacionadas con el cultivo G4, Este proceso
se resume en las siguientes etapas: a) fragmentacion de los tricomas, b)
ampliacion de los hormogonios celulares, c) procesos de maduracion y d)
elongacion de tricomas. Durante esta fase, los tricomas maduros se dividen
en varios filamentos mas pequefios, conocidos como hormogonios, mediante

la formacion previa de células especializadas llamadas necridios celulares®®).

1.2.6. Caracterizacion bioquimica

La taxonomia de cianobacterias modernas debe complementarse con
métodos bioquimicos, porque han facilitado estudios mas complejos
independientes del cultivo e identificacion y dificiles de cultivar. Ademas, no
requieren cultivos axénicos. La importancia del enfoque polifasico, que
combina observaciones morfolégicas con datos bioquimicos para mejorar la
taxonomia de las cianobacterias es incuestionable. Las caracterizaciones
bioquimicas de estos microorganismos juegan un papel importante es su
estudio y asi poder determinar el potencial biotecnoldgico que poseen®?).
1.3. Definicion de términos basicos

Cianobacterias: Organismos fotoautétrofos, presentan clorofila a como
pigmento fotosintético primario y ficobiliproteinas como pigmentos auxiliares.
Poseen un pigmento caracteristico de verde-azulado que es producido por las

ficobilinas(3®),
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Aislamiento: Proceso que consiste en la extraccidon de un microorgamismo
de su ambiente natural, mediante técnicas o métodos; con el fin de realizar
investigaciones futuras, tiene como objetivo conseguir una poblacion de
cianobacterias partiendo de un solo individuo, las técnicas de aislamiento a
usar dependen de las dimensiones de las cianobacterias, de su movilidad y

su morfologia(@®,

Medios de cultivo: Conjunto de sustancias que simulan las condiciones
necesarias para el desarrollo de los microorganismos, que generalmente esta
compuesto por, micronutrientes y macronutrientes, tiene como fidelidad
incrementar la produccién de los componentes nutracéuticos como; proteinas

y los pigmentos carotenos y ficocianinas de la cianobacterias®®).

Carbohidratos: Son compuestos esenciales de los organismos vivos y son la
clase mas abundante de moléculas biolégicas, que contienen Cs, Hi2 y Os.
Durante el metabolismo se queman para producir energia, y liberan dioxido

de carbono (CO2) y agua (H20)G".

Proteinas: Son macromoléculas compuestas principalmente por carbono,
oxigeno, nitrégeno e hidrogeno, y a veces contienen fosforo, azufre y otros
elementos como magnesio, cobre y hierro en cantidades mas pequefas.
Estan formadas por cadenas de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos
entre el grupo carboxilo de un aminoécido y el grupo amino de otro 8. Las
cianobacterias, por ejemplo, tienen niveles significativos de proteinas,

incluidas aquellas que forman parte de sus sistemas fotosintéticos®”.

Lipidos totales: Los lipidos son una clase de biomoléculas organicas que

incluyen una amplia variedad de compuestos insolubles en agua, pero
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solubles en solventes organicos como el éter, el cloroformo y la acetona. Los
lipidos desempefian funciones esenciales en los organismos vivos y se
dividen principalmente en tres categorias principales: grasas, fosfolipidos y
esteroides®®). Entre los lipidos mas representados se encuentran el B-
caroteno, la fucoxantina (hasta el 70% del contenido total de carotenos) y el

tocoferol (39,

Fotosintesis: Proces6 en el cual la energia de la luz pasa a ser energia
quimica en forma de azucar, se crea moléculas de glucosa (y otros azucares)
a partir de H20 y CO2, mientras que se libera oxigeno como subproducto, este
proceso es fundamental para el desarrollo de la vida. El pigmento encargado

de captar la luz es la clorofila a®.

Reservorio: Estructura construida con tierra impermeabilizada que se utiliza
para captar y almacenar agua de lluvia directa o escorrentia en un area

especifica “1,

Charco: liquido, detenida en un hoyo o cavidad de la tierra o del piso, se
podria decir que es un pequefio sudor de agua, pero no es suficiente como
para conformar un lago. El agua de charco también es conocida por ser el

habitat de vida de muchos microorganismos acuaticos“?,

Lago: es un cuerpo de agua dulce que estd separado del mar y no tiene
conexién directa con él. Recibe agua principalmente de rios, aunque en
algunos casos la mayor parte del caudal proviene de las lluvias que caen

directamente sobre el lago “Y,
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Sustrato: Base fundamental de la vida en un ecosistema, puede estar
compuesto por elementos tanto bidticos como abioticos. Por ejemplo, las
algas que viven incrustadas en una roca pueden ser el sustrato para otro

animal que vive en la parte superior de las algas“9).
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2.1

CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

Formulacion de la hipotesis
Existen cianobacterias con alto contenido de carbohidratos, proteinas
y lipidos totales presentes en reservorios como charcos, agua

estancada y sustratos.
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2.2. Variables y su operacionalizacion
Variable Definicion Tipo por su Indicador Escalla. fje Categoria Valores d,e la Me.cﬁos -d'e
naturaleza medicién categoria verificacion
Caracterizar Proceso por el Identificacion y | Nominal Media Cel./mL Registro de especies
bioquimicament | cual se podra o aislamiento de de cianobacterias
e cianobacterias | conocer la | Cualitativo especies de identificadas y
de la Region. | biomasa, cianobacterias aisladas.
Loreto- lipidos,
Peru,2021. proteinas entre
otros, a través
de diferentes Perfil de | Nominal Media
métodos crecimiento y Cel./mL Registro de peso
roduccion de i
o Eiomasa mg/mL seco cada dos dias.
Cuantitativo
Produccion de | Razén Alta 76-100% Registro de datos de
lipidos totales ) pesado
Media 40-75%
Baja 0-40%
Contenido de Razoén Alta 76-100%
proteinas y ) Longitud de onda de
Carbohidratos Media 40-75% 650 nm.
Baja 0-40%

Longitud de onda de
485 nm.
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CAPITULO IlIl: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodologico

Fue observacional, puesto que, las cianobacterias estudiadas se colectaron
en cuerpos de agua en los que aun no se realizaron estudios (charco, agua
estancada y sustrato) y para la evaluacion del perfil de crecimiento se utilizé
medio de cultivo CHU N°10. Para determinar la cantidad de lipidos,
carbohidratos y proteinas se realizaron con protocolos. Ademas, la
investigacion fue transversal porque las variables fueron medidas en un
tiempo especifico. Segun la planificacion de la toma de datos fue prospectivo
porque los datos fueron obtenidos a medida que se realizaron los

procedimientos correspondientes.

3.2 Disefio muestral

3.2.1. Poblacién universo

La poblacién estuvo constituida por todas las especies de cianobacterias.

3.2.2. Poblacién de estudio
La poblacion estuvo constituida por todas las cianobacterias presentes en

reservorios como charcos, agua estancada y sustrato de la region Loreto.

3.2.3. Tamafo de la poblacion de estudio
La poblacion que se tomd en cuenta son las especies de cianobacterias
colectadas en reservorios como charcos, agua estancada y sustrato,

poblacidn finita y geograficamente disponible en el area de estudio.
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3.2.4. Seleccion de la muestra
Fue un estudio no experimental de tipo transversal y el criterio de seleccion
fue exclusivo, debido a que solo se tomaran el grupo de las cianobacterias

gue se encuentren en los habitats establecidos.

3.2.5 Criterios de seleccion

Criterios de inclusién: Todas las cianobacterias identificadas y aisladas.

Criterio de exclusién: Todas las cianobacterias que no presentaron un

crecimiento optimo.

3.3. Procedimientos de Recoleccién de Datos

3.3.1. Colecta, identificacion y aislamiento de cianobacterias
provenientes de distintos tipos de reservorios.
a. Colecta de cianobacterias

El muestreo se realizé en el mes de noviembre, en los puntos geogréaficos
(3°42'10.6"S-73°14'53.0"0,3°44'56.7"S-73°14'30.9"0 y 3°46'11.9"S-
73°16'55.3"0). La colecta se realiz6 en los diferentes habitats (reservorios
como charcos, agua estancada y sustratos (figura 1). El proceso de colecta
se adecu0 en los distintos niveles de profundidad. Opcionalmente, la colecta
se realiz6 empleando una red de fitoplancténica de 20 um. Se colect6 en
frascos con tapa rosca de 200 mL hasta un 90% para poder homogenizar
posteriormente, los frascos estaban apropiadamente rotulados (indicando el
lugar de colecta, coordenadas, fecha y hora de colecta) se colocé en
recipientes refrigerados y protegidos de la luz. Se realizé anotaciones de las
condiciones ambientales al momento de realizar la colecta como temperatura,

nublado o despejado, presencia de viento o lluvia, color del agua. Se
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registraron los valores de los parametros fisicoquimicos (Nitrato, Nitrégeno,
Hierro+, Hierro ferroso y pH) que fue realizado con equipo portatil y/o kits

comerciales(@®),

-8156800 -8155200 -8163600 -8152000
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Figura 1. Puntos de colecta de muestras

El transporte de la muestra a las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia y Bioenergética de la Universidad Cientifica del Peru-UCP, se
realizé protegidos de la luz, en los frascos correctamente identificados, se los
llevo inmediatamente a las instalaciones del laboratorio. Se transfiri6 500 L
de la muestra en microtubos de 1,5 mL y se agregd 500 uL de los medios de

cultivo respectivamente BG11 y CHU N°10 con tres repeticiones cada uno.

b. Identificacion de cianobacterias encontradas en cada tipo de
reservorio.

Se utilizé un microscopio de luz Invertida marca Leica modelo DMil, con el
objetivo de 10X y 40X. Esto facilité la identificacién de las células, descartando
los residuos y demas particulas con tamafio similar a las cianobacterias. Se

identificaron mediante claves taxondmicas de cianobacterias que poseian
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ilustraciones, en este caso se clasifico a nivel de orden, familia y género,
adaptados al sistema propuesto por Desikachary y Komarek vy

Anagnostidis(40:40-43),

C. Aislamiento de cianobacterias

Las muestras fueron previamente enriquecidas con medio CHU N°10y BG11,
suplementado con fuentes de nitr6geno. Para el aislamiento, se utilizé dos

métodos; lavado celular y vaciado en placas de Petri(4).

El proceso de aislamiento por lavado celular, consisti6 en colocar con la
micropipeta, una alicuota de 10 pL de la muestra en un portaobjetos de vidrio
estéril, y se colocd bajo el microscopio, donde las células de interés se
“succionaron” y se traspasaron a una lamina portaobjeto que contiene una
gota del medio CHU N°10 o BG 11 estéril. Este procedimiento se desarrollé
de manera rapida y cuidadosa. Se realizaron al menos cinco transferencias
sucesivas en gotas con medios de cultivo estéril, hasta la obtencion de un solo
tipo de célula deseada. Luego de la obtencion de células aisladas se procedio
a la transferencia en un microtubo de 1,5 mL que contendra el medio de cultivo

estéril (20-30 uL)@8),

El aislamiento en placas con agar se realiz0 para purificar los cultivos, se
procedi6 a colocar 900 puL de muestra en tubos de 1,5 mL estériles; se realiz6
las diluciones en control,1/10,1/100/,1/1000 y 1/10000 con los respectivos
medios de cultivo, se realizo por triplicado cada una de las diluciones,
esterilizamos las placas con la ayuda del mechero; luego se sometiéo a UV en
una cabina de flujo laminar por un periodo de tiempo de 45 minutos. El medio

con agar (15 g por 1L) se autoclavé a 121°C por 30 minutos, y cuando la
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temperatura descendié a 80 °C, se procedio a colocar 12 mL a cada una de
las placas Petri dejandolos en reposo 30 minutos, se afadié 10 pyL de la
suspension de las muestras, con ayuda del asa de siembra estéril se procedio
a realizar la siembra por agotamiento, teniendo cuidado al no tocar los bordes
de la placa Petri. Inmediatamente se cubrié con la tapa, se sell6 con parafilm

y se rotulg“344),

Las primeras colonias se observaron después de treinta dias, teniendo en
cuenta, las condiciones de cultivo que son: fotoperiodo de 12h luz/12h
oscuridad, intensidad de luz de 100 yE. m2. S-1, y temperatura ambiente de
25°C. Posteriormente se observaron las colonias en el microscopio de luz
Invertida marca Leica modelo DMi1, el proceso es bajo un estricto control de
higiene y en un medio estéril. La actividad se realiz6 las veces que fueron
necesario hasta asegurar el éxito del aislamiento de un solo tipo de
cianobacterias. Cuando el cultivo aumentdé su biomasa se transfirid en

matraces de Erlenmeyer 8,

3.3.2. Evaluacién del perfil de crecimiento

Para Nostoc sp., la evaluacion se realizé por duplicado por el método
gravimétrico, el cual consisti6 en la diferencia de peso seco, donde se
procedié a colocar 1,5 mL de la muestra a 20 tubos de vidrio con 4 mL de
medio CHU N°10 que estuvieron sometidos a las mismas condiciones de 250
ME. m2. S- con 12h luz /12h oscuridad, temperatura de 25°C, con agitacion
constante de 180 rpm, para un éptimo crecimiento®®), La evaluacion se realizé
cada dos dias. La biomasa fue recuperada mediante centrifugacion en una
centrifuga refrigerada modelo UNIVERSAL 320R (HETTICH Alemania) a 5°C

por 10 min a 4500 rpm. En la determinacion de los pesos de la biomasa seca
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se empled una balanza analitica modelo ABJ-NM/ABJ-N (KERN Alemania).
Para la eliminacion de la humedad se realiz6 en estufa modelo LSIS-B2V/EC
55 (ECOCELL, Alemnia), a 37°C por 48 horas bajo condiciones de oscuridad,
el procedimiento se repitio hasta la obtencion de la fase estacionaria que fue

en diez dias(16:49),

Para Synechococcus sp. , se colocaron por triplicado 10 mL de la muestra en
90 mL de medio obteniendo un volumen de 100 mL en matraces de 250 mL“®)
las muestras estuvieron sometidos a las mismas condiciones de 250 uE. m2.
S-1con 12 luz /12 oscuridad, temperatura de 25°C y aireacion constante, con
agitacion constante de 180 rpm, para un éptimo crecimiento®?”). Se evaluo el
crecimiento cada dos dias, se extrajo 2 mL del cultivo para el peso, y se
procedio a centrifugar a 5°C por 10 min a 14000 rpm y luego se descarto el
sobrenadante obteniendo solamente el precipitado, La biomasa seca se
obtuvo mediante secado en estufa a 37°C por 24 horas bajo condiciones de

oscuridad®® el procedimiento se realiz6 durante diez dias“9).

El crecimiento se calculé teniendo en cuenta la diferencia de peso en los

dias de evaluacion.

3.3.3. Contenido de Lipidos totales, Carbohidratos y Proteinas

El contenido de Lipidos totales, Carbohidratos y Proteinas se evalud a partir
de muestra fresca liofilizada, para lo cual se cosecharon los cultivos que
alcanzaron un volumen de 2 L, empleando tubos falcon estériles de 15 mL a

4500 rpm por 10 minutos a 5°C.

23



a. Evaluacion del contenido de Lipidos totales

El contenido de lipidos totales se determin6 de acuerdo a Flores et al.,*%el
mismo que consistio en pesar 25 mg de biomasa liofilizada y se extrajeron los
lipidos con 3 mL de la mezcla de solventes cloroformo-metanol (1:1), la
extraccion se realizé dos veces. Se utilizd un bafio de ultrasonido Branson
2510 con hielo, a temperatura aproximada de 4°C, por 30 min para mejorar la
extraccion. Luego, se afiadié 2,1 mL de cloruro de potasio 0,88% (w/v) al
extracto. La fase organica fue separada y evaporada con nitrdgeno gaseoso
para obtener el extracto seco de lipidos. Los extractos se almacenaron en

vacio y oscuridad durante 14 h y luego fueron pesados.

b. Evaluacién del contenido de Proteinas totales

El contenido de Proteinas totales se determind de acuerdo a Hartree 1972.,50
el mismo que consistié en pesar 5 mg de biomasa liofilizada y se hidroliz6 con
5 mL de hidroxido de sodio NaOH 0,5 N a una temperatura de 75 °C durante
60 min. Luego se tomé una alicuota de 500 pL de la solucién y se adicion6 0,9
mL de reactivo A (hidroxido de sodio 0,5 N, carbonato de sodio anhidro 10 %
y tartrato de sodio y potasio tetrahidratado 0,2 %), seguido de una incubacion
a 50 °C durante 10 minutos, luego se adicion6 0,1 mL de reactivo B (hidroxido
de sodio 0,1 N, sulfato de cobre pentahidratado 1 % vy tartrato de sodio y
potasio tetrahidratado 2 %) y finalmente se afiadio 3 mL de reactivo C (reactivo
fenol segun FolinCiocalteau: Agua 2:15 v/v). Las absorbancias se midieron a
una longitud de onda de 650 nm en el espectrofotdmetro UV Varian Cary 50
Bio y se cuantifico el contenido de proteinas usando una curva de calibracion

con Albumina Suero Bovino 300 pg/mL.
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c. Evaluacion del contenido de Carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales se determin6 de acuerdo a Dubois et al
1956.,51, el mismo que consistié en pesar 5 mg de biomasa liofilizada y se
hidrolizé con 5 mL de acido sulfarico H2SO4 1 N a una temperatura de 97 °C,
60 min. Luego se tomé una alicuota de 200 pL de la solucién y se afadio 1
mL de fenol 5%, se incubo la muestra a temperatura ambiente por 1 hora 'y se
afadié 5 mL de acido sulfurico concentrado. Después de 30 minutos se midio
la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 485 nm en un
espectrofotometro UV Varian Cary 50 Bio y se cuantifico el contenido de
carbohidratos usando una curva de calibracion con D-Glucosa anhidra 200

pg/mL.

3.4 Procesamiento y analisis de datos

Para determinar si existen diferencias significativas entre la cantidad de
proteinas, lipidos y carbohidratos se utilizé t de Student. El analisis estadistico
mencionado se realizé mediante el programa jamovi 2005 y fueron disefiados

en el programa Excel de Microsoft office.

3.5 Aspectos éticos

Durante la ejecucion de la investigacion no se utilizd muestras biologicas
obtenidas de animales o humanos. Sin embargo, para evitar la ocurrencia de
accidentes y/o riesgos se siguieron las normas de bioseguridad establecidas

para laboratorios®2.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 Identificacion y aislamiento de cianobacterias provenientes de
distintos tipos de reservorios

Se identificaron seis (06) cianobacterias; Oscillatoria sp, Anabaena sp, Calotix
sp, Nostoc sp, Synechococcus sp y Fisherella sp. De los cuales, se logro el
aislamiento de dos especies; Nostoc sp. y Synechococcus sp, (Tabla 1). Se
logré un mejor aislamiento de las cianobacterias mediante la técnica de
sembrado en placa, por la técnica de diluciones seriadas y los medios

utilizados fueron BG-11 y CHU N° 10 (Anexo 1y 2).

Tabla 1. Taxonomia de las cianobacterias aisladas

Dominio Filo Clase

Bacteria Cianobacteria Cyanophyceae

Orden Familia Genero

Nostocales Nostocaceae Nostoc sp (Komarek &

Anagnostidis, 1989)

Synechococcales | Synechococcaceae | Synechococcus sp (Nagel,

1849)

Las dos cianobacterias, no presentaron malformaciones en su estructura
morfoldgica, pudiéndose visualizar caracteristicas representativas del género
al que corresponde. El género Nostoc sp estudiado presenté las siguientes
caracteristicas morfolégicas con vaina mucilaginosa firme, de color amarillo a
marrén oscuro, tricomas curvados irregulares, aglomerados en las colonias.
El género Synechococcus sp estudiado son células solitarias o en pares, de
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forma ovalada, posee bordes irregulares. Y no tan larga como se menciona

en la clave utilizada (Figura 2).

Figura 2. Cianobactérias aisladas, A: Nostoc sp; B: Synechococcus sp

Los valores obtenidos de los parametros quimicos fueron; para P1 y P3
(pH:7,5, Nitrato:1, Nitrégeno: 0,05, Hiero + :2ppm, Hierro Ferroso 0,5) y P2

(pH:6, Nitrato:2, Nitrogeno:2,4, Hiero + 0,5ppm, Hierro Ferroso 0,3)

4.2 Evaluacion del perfil de crecimiento de Nostoc sp vy
Synechococcus sp
Para la evaluacion del perfil de crecimiento se tuvo en cuenta el peso seco de
la biomasa. El cultivo inicié con 3,45 pg + 0,07 (en 2mL de la muestra) de
biomasa seca que corresponde al dia cero, en el segundo dia de evaluacion
se obtuvo 3,45 ug + 0,07 (sin variacion alguna), en el cuarto dia se obtuvo
3,75 pg + 0,07, en el sexto y octavo dia fue donde se observo el mayor
crecimiento en relacion al peso seco de 4,05 ug £ 0,21y 4,00 ug + 0,42,y al
termino de los diez dias se manifestd una disminucion en el crecimiento que

fue de 3,75 ug £ 0,21. En el cultivo se expresé la fase de adaptacion hasta el
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segundo dia, seguido de la fase exponencial que corresponde hasta el sexto

dia, luego se muestra la fase estacionaria hasta el dia ocho y finalmente la

disminucién del crecimiento (Figura 3) (Anexo 4).

N B (ep]

Peso seco de la biomasa (ug)
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10 12
Tiempo de cultivo (dias)

Figura 3. Perfil de crecimiento de Nostoc sp en 10 dias de evaluacion

Se inicié con 0,45 pug £ 1,69 (2mL de muestra) de biomasa seca que

corresponde al dia cero, en el segundo dia de evaluacion se obtuvo 1,05 pg +

0,21, en el cuarto dia se obtuvo 3,75 ug = 0,21, en el sexto y octavo dia fue

donde se observé el mayor crecimiento en relacion al peso seco de 5,95 ug +

0,35 y 9,20 pg £ 0,28, y al termino de los diez dias se manifesté una

disminucién en el crecimiento que fue de 8,55 ug + 0,35. En el cultivo se

expresd la fase de adaptacion hasta el segundo dia, seguido de la fase

exponencial que corresponde hasta el octavo dia, y finalmente en el dia diez

se manifesto la fase de decaimiento celular (Figura 4)(Anexo 5).
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Figura 4. Perfil de crecimiento de Synechococcus sp en 10 dias de
evaluacion.

4.3 Contenido de Lipidos totales, Carbohidratos y Proteinas

El contenido de lipidos totales (%) de Nostoc sp y Synechococcus sp fue de
3,43+0,34y 16,36 + 0,23. El de carbohidratos de Nostoc sp y Synechococcus
sp fue de 55,19 £ 0,61y 17,48 + 0,28 y el contenido de proteinas de Nostoc
sp y Synechococcus sp fue 23,53 + 1,39 y 57,56 + 1,15. La especie
Synechococcus sp mostré mayor contenido de lipidos totales y proteinas que
Nostoc sp, sin embargo, el contenido de carbohidratos fue menor que de

Nostoc sp (Ver Figura 5) y (Anexo 6).
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Figura 5. Contenido de lipidos, carbohidratos y proteinas de Synechococcus
sp y Nostoc sp.
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CAPITULO V: DISCUSION

Las cianobacterias poseen una diversidad morfolégica caracteristicas,
pudiendo ser filamentosas o unicelulares, también crecen en diferentes
ambientes (terrestres, acuaticos). A lo largo de la historia, han sido empleadas
para usos en la industria. Entré los mas representativos se encuentra, como
suplemento alimenticio, en la extraccion de compuestos quimicos de interés
como pigmentos fluorescentes, drogas y toxinas, y como biofertilizantes9),
Por ultimo, gracias a las nuevas tendencias de produccion sostenible, se han
convertido en organismos de interés en procesos de produccion

biotecnoldgica.

Identificacién y aislamiento de cianobacterias

En el presente estudio, se colecté muestras de agua de diferentes tipos de
reservorios con la finalidad de obtener células aisladas y realizar estudios
bioquimicos, para la obtencion de células aisladas, se seleccion6 el medio
BG-11 y CHU N°10 , sin embargo Allen et al.,®3 mencionan que el uso de
medios sin fuente de nitrégeno es recomendado para el aislamiento de
cianobacterias. Pero Kawaguchi et al., y Jaiswal et al.,?”:46) mencionan que,
los medios que cumplen los requerimientos necesarios de sales minerales y
apoyado en investigaciones anteriores, muestran que las cianobacterias

presentan un mejor crecimiento.

Para el éxito del aislamiento de Nostoc sp y Synechococcus sp , intervinieron
varios factores, por un lado las condiciones de aislamiento, mantenimiento, el
medio de cultivo, es por ello que Rippka et al.,>:%4 utiliz6 las técnicas manuales

de diluciones seriadas y vaciados en placas, ademas Reppka et al.,? 5
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manifesto que las técnicas empleadas en el estudio favorece el crecimiento y
separacion de las cianobacterias filamentosas, y el desarrollo de las
unicelulares, ademas de ser una técnica eficiente para la eliminacion de
contaminantes biologicos. Por otra parte, la combinacion de las técnicas de
diluciones seriadas y el vaciado en placa, permitio el aislamiento y desarrollo
de las cianobacterias unicelulares que presentdé un desarrollo mas lento
,aungue Castenholz et al.,®® mencionan que las cianobacterias unicelulares
poseen mejores valores de crecimiento. En el estudio se logro aislar
cianobacterias unicelular mediante la combinaciébn de técnicas vya
mencionadas, lo cual en el estudio realizado por Solorzano et al.,*4 no se
logro aislar cianobacterias unicelulares utilizando las mismas técnicas ya
mencionadas. Por otra parte el uso de las claves de identificaron utilizadas en
el estudio, también fueron utilizados por Solorzano et al.,“¥ donde lograron
corroborar la identificacion taxondémica hecha con base en caracteres

morfolégicos con analisis moleculares y bioinformaticas.

Perfil de crecimiento de Nostoc sp y Synechococcus sp

En el presente estudio se realiz6 el perfil de crecimiento de Nostoc sp., por
peso seco de la biomasa, pudimos obtener un mayor crecimiento a partir del
sexto y octavo dia y una disminucién del crecimiento al finalizar el ensayo (10
dias), lo cual es casi similar al estudio realizado por Herrera et al,“® donde
también utilizaron peso seco, y evaluaron cada dos dias durante 21 dias, sus
resultados mostraron un crecimiento lento los primeros siete dias y una fase
de crecimiento exponencial entres los dias 7 y 11, manteniendo un
crecimiento constante durante los 21 dias de evaluacion. Sin embargo Addel

K., %) estudiaron Nostoc sp., con las condiciones similares empleadas en el
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presente estudio, muestra una fase de adaptacion los primeros cuatro dias,

seguido de una fase exponencial hasta el octavo dia.

El incremento de la densidad celular de Synechoccocus sp, con medio BG-
11, se ha descrito para otras cepas de esta cianobacterias, en las cuales se
demostrd una correlacion positiva entre el crecimiento y el medio de cultivo,
ademas del efecto positivo sobre la velocidad de crecimiento Hu Q et al.,®?.
En el estudio realizado por Rosales et al.,#”) donde consideraron una baja
iluminacion, obtuvieron mayores valores de crecimiento en el décimo dia de
evaluacioén con 3,80 + 0,37 ug , lo cual es inferior a los resultados obtenidos
en este estudio ya que se obtuvo un mayor crecimiento en el octavo dia con
9,20 + 0,28. Pero Jaiswal et al.,“® evalué por espectrofotometria, y
consideraron valores altos de intensidad de 400 pmol g m2 s y evaluaron
cada dos horas por tres dias , logrando obtener un crecimiento exponencial
las primeras 24 horas de evaluacion y la observacion de la fase estacionaria,
lo cual es similar a los resultados obtenidos donde se puede apreciar el
crecimiento exponencial los primeros ocho dias de evaluacion. También
estudios realizados por Rosales et al.,®® donde evaluaron el crecimiento cada
tres dias por 21 dias con diferentes intimidades luminicas, mostro que tienen
un mayor crecimiento con 156 pmol q m? s donde obtuvieron un mayor
crecimiento al noveno dia (1,49 #0,11 mg mL?) de evaluacién y una ligera
disminucion al décimo dia, los datos estuvieron en relacion con la densidad

celular y el peso seco.

Contenido de Lipidos, Carbohidratos y Proteinas
En el estudio realizado Nostoc sp obtuvo 3,43 % de lipidos, 55,19% de
carbohidratos y 23,53 % de proteinas. Asimismo estudios realizados por
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Galetovic et al.,®® con muestras fresca de los humedades andinos, logran
obtener valores superiores en proteinas con 30,4 %, carbohidratos 61% y en
menor porcentaje el contenido de lipidos con 1,7% , lo cual es superior en el
estudio realizado. Ruiz et al.,(® evalud la cantidad de proteina y carbohidrato
obtenidos con peso seco es de 16% y 50% respectivamente lo cual es inferior
a los resultados obtenidos en el estudio. La cantidad de proteinas reportados
por Becker et al.,®® para Synechococcus sp. Spirulina sp, Anabaena sp,
Cylindrica sp y Arthospira sp, fue entre el 45% y 63%, lo cual es casi similar a
los resultados obtenidos para Synechococcus sp que fue de 57,56%, pero
para Nosctoc sp obtuvimos 23,53 %. Sin embargo los resultados obtenidos
difieren a los de Gonzales et al.,®9 |as especies de Spyrogira sp. y

Synechocystis registraron 6% y 20% de proteina.

Investigaciones realizadas por Singh et al.,) mencionan que existe una
diferencia entre la cantidad de polisacaridos en cianobacterias filamentosas
con presencia de heterocistes y cianobacterias unicelulares, lo cual se
evidencia en el presente estudio realizado donde obtuvimos para Nostoc sp
que es una cianobacteria con presencia de heterocistos (55,19%) y para
Synechococcus sp que una cianobacteria unicelular (17,48%). Asimismo
Beckern (59) report6 el contenido de carbohidratos totales para cianobacterias
con y sin capacidad fijadora de nitrogeno como Anabaena sp. (30%) ,Spirulina
sp (14%),Synechococcus sp (15%) mostrando que las cepas que no poseen
heterocistos Spirulina sp y Synechococcus sp presentaron menor porcentaje

de carbohidratos.
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CAPITULO VI; CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento y la obtencion de biomasa de 02 cianobacterias
provenientes de diferentes tipos de reservorios, empleando los
métodos de vaciado en placas y diluciones seriadas.

El perfil de crecimiento de Synechococcus sp., tuvo mayor crecimiento
al octavo dia con 9,20 pg £ 0,28 y Nostoc sp., tuvo mayor crecimiento
al sexto dia con 4,05 ug = 0,21. Pero ambas especies empezaron a

disminuir su crecimiento al décimo dia.

Las cianobacterias aisladas presentan valores Optimos de lipidos,
carbohidratos y proteinas, por lo que se les puede considerar como un
potencial para futuras aplicaciones en la alimentacién. Se obtuvo mayor

contenido de lipidos y proteinas en Synechococcus sp.
La investigacion realizada contribuyo con dos especies de

cianobacterias que poseen gran potencial en los diferentes procesos

biotecnoldgicos.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES
Tener en cuenta el crecimiento de las células aisladas, ya que estas
toman un buen tiempo para lograr adaptarlas a las condiciones de

laboratorio.

Continuar con el aislamiento de cianobacterias con la finalidad de
obtener un banco de cepas, y lograr conocer sus caracteristicas
bioquimicas y moleculares, los cuales puedan ser utilizados con fines
biotecnolégicos.

Realizar ensayos con diferentes intensidades Iuminicas y con

diferentes medios de cultivos que contengas o no nitrégeno.
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ANEXOS

anexo 1. Composicién del medio BG-11

Medio de Cultivo BG-11

Concentracion

Solucion 1 g/L
Na2EDTA - 2H20 019
Citrato de Amonio Férrico 0,69
Acido Citrico - 2H20 0,69
CaCl2 - 2H20 3,60
Solucion 2
MgS04 - 7H20 759
Solucion 3
K2HPO4 3,059
Solucion 4
H3BO3 2,869
MnCI2 - 4H20 181¢
ZnS04 - 7TH20 0,22 g
CuS04 - 5H20 0,08 g
CoClI2 - 6H20 0,059
NaMoO4 - 2H20 0,399
Adicién de compuestos para completar un litro de medio BG-11
Adicion por L
Soluciones de H20
Solucion 1 10mL
Solucion 2 10mL
Solucion 3 10mL
Na2CO3 0,029
Solucion 4 1mL
NaNO3 1,59
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anexo 2. Composicion del medio CHU N°.10

Medio de Cultivo CHU N° 10

Solucién Stock

Concentracion
para 1000 mL

1. CaCl2. 2H20 36.79
2. MgS04 - 7TH20 36,99
3. NaHCO3+ Bicarbonato de Sodio 12,6 g
4. K2HPO4 8,79
5. NaNO3 8549
6. C6H5FeQ7 - H20 3,359
7. HCL 5mL
8. Silicato 10mL

Solucién de micronutrientes

Concentracion
para 1000mL

9. NaEDTA 50 mg
H3BO3 618 mg
CuS04.5H20 19,6mg
ZnS04.7H20 44mg
CaCl2.6H20 20mg
MnCI2.4H20 12,6mg
Na2Mo04.2H20 12,6mg
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anexo 3. Flujograma de los procedimientos realizados (colecta, identificacion, aislamiento, perfil de crecimiento y perfil
bioquimico).

Colecta, Identificacion y Evaluacion del perfil de
aislamiento

Perfil bioquimico

!

Lipidos totales Se peso
25 mg de biomasa
liofilizada

— >
crecimiento

(Flores, y otros, 2020).

“—|

‘j‘ Proteinas: Se pes6 5
% mg de biomasa
liofilizada.

(Hartree, 1972).

Carbohidratos: Se pesé 5 mg de
biomasa liofilizada

(Dubois,  Gilles, Hamilton,
Rebers, & Smith, 1956).

Carbohidratos: Se pesé 5 mg de
biomasa liofilizada

(Dubois, Gilles, Hamilton,
Rebers, & Smith, 1956).




anexo 4. Evaluacion del perfil de crecimiento de Nostoc sp durante diez dias.

Peso seco -Nostoc sp

Dias T1 T2 Promedio ug DS

0 3,4 3,5 3,45 0,07
2 3,5 3,4 3,45 0,07
4 3,7 3,8 3,75 0,07
6 4,2 3,9 4,05 0,21
8 4.3 3,7 4,00 0,42
10 3,9 3,6 3,75 0,21

anexo 5. Evaluacion del perfil de crecimiento de Synechococcus sp durante

diez dias.
Peso seco -Synechococcus sp
Dias T1 T2 T3 Promedio ug DS
0 0,4 0,5 0,4 0,43 0,06
2 1,2 0,9 0,6 0,90 0,30
4 3,9 3,6 2 3,17 1,02
6 5,7 6,2 4,7 5,53 0,76
8 8,5 9 9,4 8,97 0,45
10 8,3 8,1 8,8 8,40 0,36

anexo 6. Pruebas bioguimicas realizados a Nostoc sp y Synechococcus sp y

porcentaje obtenidos.

% De Pruebas Bioquimicas DS
Nostoc sp Lipidos totales 16,36 0,34
Carbohidratos 17,48 0,61
Proteinas 57,56 1,39
Synechococcus sp Lipidos totales 3,48 0,23
Carbohidratos 55,19 0,28
Proteinas 25,53 1,15
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anexo 7. Analisis estadistico de t-Student,en relacion con las pruebas

bioguimicas.
t-Student (0,05)

Nostac sp Synechoccocus sp
Lipidos
media 16.36 3.48
Ds 0.34 0.23
var 0.1156 0.0529
var pondera (1y 2) 0.08425
Tcalc 54.33354
Carbohidratos
media 17.48 55.19
Ds 0.61 0.28
var 0.3721 0.0784
var pondera (1y 2) 0.22525
Tcalc -97.2884
Proteina
media 57.56 25.53
Ds 1.39 1.15
var 1.9321 1.3225
var pondera (1y 2) 1.6273
Tcalc 30.74399
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