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Resumen

En este estudio, nos enfocamos en la biofabrica de péptidos bioactivos para la innovacion alimentaria, utilizando la
cianobacteria Arthrospira platensis. Esta cianobacteria emplea el hidrégeno del agua como dador de electrones y CO2
como fuente de carbono, ademas de la luz para su crecimiento. El objetivo de este trabajo fue establecer el cultivo de la
cianobacteria en un biorreactor y determinar su cinética de crecimiento durante 26 dias. Se obtuvo que, al dia 26, el
cultivo de Arthrospira platensis tiene un contenido de proteina de 63% y que la hidrolisis de estas proteinas, ya sea por
métodos quimicos o bioldgicos, puede liberar péptidos bioactivos que, incorporados a alimentos funcionales, pueden
contribuir a la seguridad y sostenibilidad alimentaria.
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Introduccion

El crecimiento acelerado de la poblacion y las enfermedades crénicas no degenerativas causadas por la mala alimentacion
ponen en alerta la necesidad de proponer fuentes sustentables y sostenibles que garanticen la calidad e inocuidad
alimentaria. Arthrospira platensis es una cianobacteria de importancia comercial y se considera un superalimento por su
contenido de proteina (50-70%), aminoacidos esenciales, &cidos grasos poliinsaturados, vitaminas y minerales.
Taxonimicamente pertenece al reino Bacteria, filo Cyanobacteria, clase Cyanophyceae, orden Oscillatoriales, familia
Microcoleaceae y genero Arthrospira. Se caracteriza por su forma filamentosa helicoidal, con tricomas que pueden medir
varios micrometros de largo. Este organismo fototréfico es capaz de realizar fotosintesis oxigénica similar a las plantas.
La morfologia helicoidal de A. platensis no solo es uno de los aspectos mas llamativos de este microorganismo, si no que
esta estructura esta conformada por células individuales que se dividen por fisidn binaria. Estas células son cilindricas y
dispuestas en una estructura multicelular tricomatica sin envoltura mucilaginosa. Su color verde-azul se debe a la
presencia de pigmentos como la clorofila a y la ficocianina y, en menor medida, carotenoides. Nuestro grupo de trabajo
ha encontrado péptidos bioactivos con actividades antihipertensiva, anti-diabesidad, antioxidante, moduladores
metabdlicos, que pueden ser utilizados como biofarmacos o para suplementar alimentos funcionales. Arthrospira tiene la
capacidad de realizar fotosintesis oxigénica, utiliza agua como dador de electrones y dioxido de carbono como fuente de
carbono que es transformado en carbono organico que posteriormente produciran carbohidratos, grasas y proteinas. De
esta manera mitiga emisiones de gases de invernadero y al mismo tiempo se obtiene biomasa que puede ser aprovechada
para la alimentacion. En ese sentido, el objetivo principal de esta investigacion es optimizar las condiciones de produccion
de biomasa de Arthrospira usando CO2 como fuente de carbono para la obtencion de proteina y péptidos bioactivos, sea
reproducible y se le pueda denominar biofabrica de péptidos bioactivos.
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Figura 1. Cultivo de Arthrospira platensis. A) Reactor, b) fotografia vista al microscopio..

Materiales y métodos

Cultivo de la cepa. La cepa de Arthrospira platensis fue cultivada en medio Zarrouk como se muestra en la tabla 1. Las
soluciones A y B se prepararon por separado para que al esterilizar a 121°C por 15 min no se precipitaran metales. La
solucion C se prepard por separado y se esterilizd por filtracion usando un filtro de 0.22 um. Se mezclaron las soluciones
Ay Benrelacion 1:1, y se agreg6 1 mL de la solucion C por cada litro de mezcla. El cultivo se llevé a cabo en un frasco
con capacidad de 1 litro con una absorbancia a 560 nm inicial de ~0.1 con un litro de medio Zarrouk a una temperatura
de 30°C 1, luz natural, aireacion de 0.3 L/min y agitacion a 300 rpm durante 26 dias.

Cosecha de biomasa. El contenido del frasco se hizo pasar a través de una malla de 100 um seguido de

varios lavados con agua estéril para retirar el exceso de sales. El resultante se almacend en un recipiente estéril apto para
congelar y liofilizar. Se congelé a -20°C para después ser liofilizada y posteriormente almacenada a -20°C para sus
posteriores estudios.

Extraccion de proteina. Para la extraccion de proteina se realizd por el método de TCA con acetonay DTT

presentado por Xie et al., 2007 con algunas modificaciones. Brevemente, se tomaron 5 mL donde se encuentra A. platensis
y se centrifugd a 3000xg por 1 min. El sobrenadante se filtré en una membrana de 0.22 um. El sobrenadante se filtré de
nuevo y se mezcld con al menos 3 volumenes de una solucion de TCA (Acido tricloroacético 20% y 0.14% (p/v) de DTT).
La mezcla se incubo toda la noche a -20°C. Una ves que precipitaron las proteinas, se centrifugaron a 3900xg por 5 min
a 4°C. La pastilla que resulté se lavo varias veces con una solucion preparada (DTT 0.07% (p/v) y 80% acetona agua
MiliQ o acetona al 90%), y se secd a temperatura ambiente se resuspendié en una solucion de urea (2M) 1-2 mL y se
almaceno para su posterior cuantificacion por el método de Bradford.

Analisis de la proteina por SDS-PAGE. Se realiz6 conforme al método descrito por (Haider et al., 2012), Para la
preparacion de la muestra se mezclaron 10 pL de muestra con 10 uL de buffer de carga Laemli 2X, y la mezcla se calentd
a bafio maria en agua hirviendo(~100°C) durante 10 min.

Hidrdlisis de proteinas. Se utilizaran 2 enzimas, pepsina y tripsina para realizar la hidrolisis. Para realizarlo,

se prepard una solucion de 3% (v/v) de proteina extraida unos pasos mas arriba. Las condiciones en las que se realiz6 la
hidrolisis seran: pepsina, pH 2, temperatura de 37°C y una concentracion de 6% (w/w) enzima/sustrato y para tripsina,
pH 8, temperatura de 42°C y una concentracion de 3% (w/w) enzima/sustrato, ambas llevadas a cabo durante 10 h. Al
final de la hidrolisis, se inactivaron las enzimas elevando la temperatura a 90°C por 15 min, se enfriaron a temperatura
ambiente y la solucion se centrifugd a 8694xg a 4°C por 45 min, se recolect6 el sobrenadante como hidrolizados proteicos.
Se liofilizaron y se

conservan a -20°C.

Resultados y discusion

Obtencién de biomasa de Arthrospira platensis

El de crecimiento de A. platensis, se realiz6 por duplicado, tuvo una duracién de 26 dias,. Al dia 14, Arthrospira platensis
alcanzé una D.O. (densidad Optica) a 560 nm de 1.5 y en otro ensayo de 1.2, comenzando con un cultivo inicial a 0.1
(Figura 2).
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3 Crecimiento de A. platensis durante un periodo de 26 dias
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Figura 2. Gréfica donde se compara el crecimiento de nuestros ensayos, comparada con los obtenidos por
Huang y Chen..

Extraccion de proteina total de Arthrospira platensis

La extraccion de proteina se realizd siguiendo el metodo TCA-A. descrito en materiales y metodos; se obtuvieron 3
proteinas mayoritarias de aproximadamente 100, 55 y 25 kDa como se muestra en la figura 3, esto coincide con lo
reportado por Irvani et al., 2023, quienes realizaron extraccion de proteina a diferentes pH, encontrando que a pH 7
empleando agua como solvente se tienen 3 bandas que corresponden a las que se obtuvieron en este estudio (Figura 3).
La cianobacteria A. platensis es ampliamente conocida por sintetizar la ficocianina- C, entre otras ficobiliproteinas.
Dichas ficobiliproteinas son complejos proteina-pigmento, responsables de captar la luz en las cianobacterias y se
encuentran bajo la superficie de la membrana tilacoide y pueden comprender hasta el 60% de la proteina total soluble en
la célula (Pan-utai & lamtham, 2019). Ficocianina-C es la que se encuentra en mayor concentracion y se le atribuyen
usos tanto como industriales usandola en la formulacion de alimentos como colorante azul-verde, incluso llegando a ser
usada en la industria farmacéutica para el tratamiento de diversas enfermedades por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatoria e incluso con actividad anti carcinogénica (Pez Jaeschke et al., 2021). Ficocianina-C se compone de dos
subunidades a.y 8, con un peso molecular de 16 y 17 kDa, respectivamente (Kumar et al., 2014). Dichas bandas se pueden
observar en la figura 3, corresponden a los pesos de 16 y 17 kDa,

indicando la presencia de la ficocianinca-C.Otra proteina de interés es la aloficocianina que se encuentra en el nucleo de
complejos de los ficobilisomas. Juega un rol muy importante en la transferencia de energia en los ficobilisomas; y también
como materia prima para la formulacion de farmacos debido a que se le han atribuido efectos antitumorales (Song et al.,
n.d.)..

Hidrolisados de proteina total de Arthrospira platensis

Para conocer la eficiencia del hridrolizado de la proteina de Arthrospira platensis, en un gel de electroforesis SDS-PAGE
(Figura 3) se observd como desaparecian las bandas y se observd un barrido, y este principalmente de menor peso
molecular, esto indica que la ruptura del enlace peptidico entre aminoacidos y empieza a liberar péptidos bioactivos que
se encuentran encriptados en la proteina. De forma complementaria, para conocer sobre las bioactividades bioldgicas de
los posibles péptidos liberados al hidrolizar nuestra proteina con las diferentes enzimas realizamos un analisis in sillico
utilizando la herramienta de BIOPEP. Para ello se utilizaron las secuencias de 2 proteinas: ficocianina-C y aloficocianina
usando las secuencias previamente reportadas en la base de datos del NCBI, cuidando que todas hayan sido reportada.

pag 3



VOLUMEN 28

Verano de la Ciencia XXIX
ISSN 2395-9797
S www. jovenesenlaciencia.ugto.mx

XXI1X

pe

Universidad de Guanajuato

MPM. 1. 2. 3. 4.

250
130

100
70

55

35

25

15
10

Figura 3. Proteina e hidrolizados de Arthrospira platensis. Carril 1y 2 .Proteina de A. platensis .Carril 3 y 4 hidrolizados de A. platensis.

Los resultados obtenidos hasta este momento indican el potencial que tienen las actividades bioldgicas de los posibles
péptidos a extraer se concentran en la inhibicion de la dipeptidil peptidasa IV e inhibicién de la ACE, si bien cuenta con
mas funciones bastante interesantes pueden ser usadas para futuros estudios.
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