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RESUMEN

Los exopolisacéaridos (EPS) son polimeros de alto peso molecular que son
secretados por las cianobacterias. Estos polimeros tienen una gran capacidad de
absorcion y retencién de humedad por lo que tienen amplias aplicaciones en las
industrias biotecnolégica. En este estudio, se realiz6 la extraccion y cuantificacion
de EPS de dos cianobacterias extremdfilas aisladas de la laguna de San Camilo-
La joya, Arequipa. Las especies aisladas fueron Euhalothece sp. y Synechococcus
sp. La produccién de EPS se estimo6 en 6.4g/L para Euhalothece sp. y 5.2 g/L para

Synechococcus sp. durante 15 dias de cultivo.

Los EPS producidos se evaluaron durante 72 horas con el fin de determinar
su capacidad de absorcién y retencion de humedad usando como testigo al
guitosano y urea. El mayor porcentaje de absorcion de humedad se obtuvo con el
EPS de Euhalothece sp. (79.6%) y Synechococcus sp. (69.2 %) frente a los
controles quitosano (35.2 %) y urea (32%). La capacidad de retencion de humedad
fue de 79.2 % para el EPS de Euhalothece sp., 71.5 % para el EPS de
Synechococcus sp., 62.4% para quitosano y de 45.0% para urea. Estos resultados
muestran que los EPS de estas cianobacterias tienen gran potencial como

humectante en la industria campo cosmética.

Palabras clave: Exopolisacéridos, EPS, Euhalothece sp., Synechococcus

sp., humectante, absorcién, retencion, quitosano, urea.
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ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPS) are high molecular weight polymers that are
secreted by cyanbacteria. These polymers have a great capacity to absorb and
retain moisture, which is why they have wide applications in the biotechnology
industries. In this study, the extraction and quantification of EPS from two
extremophilic cyanobacteria isolated from the San Camilo-La joya lagoon, Arequipa,
was carried out. The isolated species were Euhalothece sp. and Synechococcus sp.
EPS production was estimated at 6.4g / L for Euhalothece sp. and 5.2 g / L for

Synechococcus sp. during 15 days of culture.

The EPS produced were evaluated for 72 hours in order to determine their
moisture absorption and retention capacity using chitosan and urea as controls. The
highest percentage of moisture absorption was obtained with EPS from Euhalothece
sp. (79.6%) and Synechococcus sp. (69.2%) versus chitosan (35.2%) and urea
(32%) controls. The moisture retention capacity was 79.2% for the EPS of
Euhalothece sp., 71.5% for the EPS of Synechococcus sp., 62.4% for chitosan and
45.0% for urea. These results show that the EPS of these cyanobacteria have great

potential as a humectant in the cosmetic industry.

Keywords: Exopolysaccharides, EPS, Euhalothece sp., Synechococcus sp.
humectant, absorption, retention, chitosan, urea
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INTRODUCCION

La industria de productos cosméticos y para el cuidado de la piel es un
negocio mundial enorme y en rapida expansion (1). El agua es absolutamente critica
para la flexibilidad, el funcionamiento normal, la maduracion y la descamacion de
la piel, especialmente sus capas externas. Las cremas humectantes son mezclas
complejas de agentes quimicos especialmente disefiadas para hacer que las capas
externas de la piel se hidraten y sean mas flexibles al atraer agua y reducir la
evaporacion del agua (2). Por lo tanto, estos productos cosméticos estan formulados
para evitar la pérdida de agua transepidérmica y retener o aumentar el contenido
de agua en el estrato corneo (3. Se ha demostrado que el tratamiento a largo plazo
de los humectantes quimicos aumenta la susceptibilidad de la piel a los irritantes y
también influye negativamente en la funcion de barrera de la piel normal (5). Los
humectantes de uso comun en la cosmética son; glicerina, propilenglicol, pirrolidona
carboxilato de sodio (PCA de sodio) y urea (2. Estos productos a altas
concentraciones, 0 cuando se usan en personas con dermatitis pueden
desencadenar reacciones adversas en la piel ,789. Dadas las posibles
consecuencias negativas del uso de tales ingredientes, los cientificos han
comenzado a investigar compuestos naturales que ofrecen alternativas mas
seguras. Un enfoque alternativo implica la explotacion de las cianobacterias

fotosintéticas como fuente biologica de ingredientes cosmeéticos.

Las especies de cianobacterias sintetizan y secretan exopolisacéaridos (EPS)
gue consisten en moléculas hidratadas de alta masa molecular. Estos estan
compuestos por una serie de residuos de acido urénico (acido glucurdénico y
galacturénico) y azucar neutro (glucosa, galactosa, manosa, fructosa, ribosa, xilosa,
arabinosa, fucosa y ramnosa) (10, asi como constituyentes no carbohidratos como
fosfato, lactato, acetato y glicerol 11). Ademas, las EPS de cianobacterias contienen
grupos sulfato, una caracteristica Unica entre las bacterias (12). Sorprendentemente,
muchos EPS de cianobacterias se caracterizan por un nivel significativo de
hidrofobicidad debido a la presencia de algunos grupos hidrofébicos, como grupos
acetilo unidos a éster, restos peptidicos y desoxihexosas (11). Otra caracteristica
gue hace que los EPS de cianobacterias sean adecuados para la aplicacion en
cosmeética, es su actividad antioxidante. Los EPS son capaces de eliminar aniones
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superoxido y radicales hidroxilos in vitro 12,13). En el presente estudio se realiz6 la
extraccion de EPS a partir de dos cianobacterias extremofilas con el objetivo de
evaluar y comparar su capacidad de absorcion y retencion de humedad a fin de

explorar su potencial uso como ingrediente en la elaboracion de humectantes.
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OBJETIVOS
Objetivo General

Caracterizar los exopolisacaridos de cianobacterias extremdfilas para su

uso potencial como humectantes dérmicos.
Objetivos Especificos

e Aislamiento e identificacion microbiolégica de cianobacterias hald6filas de

ambientes salobres de la region Arequipa.

e Extraer y cuantificar exopolisacaridos de cianobacterias haldfilas
mediante el protocolo modificado de Cristiane et al (14).

e Evaluar y comparar la capacidad de absorcion y retencion de humedad
de los exopolisacéaridos para su potencial aplicacion como humectante

mediante el proceso de absorcién de humedad.
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HIPOTESIS

Se conoce que los EPS aislados de cianobacterias poseen gran capacidad
de absorcién y retencion de agua, es posible que los EPS extraidos retengan mayor
cantidad de humedad que los humectantes quimicos que se utilizan en la industria
cosmética actualmente y asi se podria justificar su aplicacion potencial como

humectantes dérmicos organicos.
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GLOSARIO

Arabinosa: monosacarido de cinco carbonos con un grupo aldehido por lo
que pertenece al grupo de las aldosas y dentro de este al de las

aldopentosas.

Carbonato de sodio: Es un compuesto inorganico blanco con formula
Na,CO; que, inodoro y soluble en agua y que producen soluciones

moderadamente alcalinas en agua.

Catalizador: Es una sustancia o molécula que tiene la capacidad de acelerar

las reacciones quimicas.

Cianobacterias: Son mejor conocidas como algas verdiazules, representa

un grupo grande y heterogéneo de organismos procariéticos fotosintéticos.

EPS: Son polimeros de carbohidratos de alto peso molecular que son
secretados fuera de la célula.

Estrato corneo: Es la capa mas externa de la epidermis y marca la etapa

final de la maduracion y el desarrollo de los queratinocitos

Extremofilos: Son organismos que habitan en condiciones extremas.

Fructosa: La fructosa es un monosacarido. La fructosa unida a la glucosa,

forma la sacarosa.
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Fucosa: Es un desoxiazucar y un derivado de l|-galactosa, con formula

guimica C6H1205, carece de oxigeno en el carbono 6.

Galactosa: Es un monosacarido que tiene la féormula molecular C sH1206 y

masa molar 180,156 g / mol.

Humectante: Sustancia quimica que promueve la retencion de humedad,

actlan extrayendo agua de la dermis.

Manosa: Es una aldohexosa natural que se diferencia de la glucosa por la

inversion de uno de los cuatro centros quirales de la molécula.

Medio de cultivo BG-11: Medio nutritivo recomendado para el cultivo de
cianobacterias, debido a su alta concentracion de Nitrato de Sodio, ademas
presenta sales de Calcio, Magnesio, Cobre, Manganeso, Zinc, Molibdeno,
Borato y EDT A.

PCA: Es una sustancia natural en la piel que tiene una fuerte higroscopicidad

y puede absorber agua del aire.

Polimeros: Son macromoléculas que estan formadas por cadenas de una

unidad basica, cada unidad se llama mondmero.

Quitosano: Es un polisacarido que se extra de laquitina del

exoesqueleto de crustaceos e insectos.

Ramnosa: Es una metil pentosa, de formula C 6 H 12 O 5, que se encuentra

en muchas plantas como glucosido.
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Ribosa: Es un azucar natural, un monosacarido que contiene 5 atomos de

carbono (pentosa), sirve de bloque de construccién para fabricar nucleétidos.

Sacran: polisacérido natural de alto peso molecular extraido de las algas,
Aphanothece sacrum, que vive en agua clara de manantial en forma de agua

de reflujo.

Urea: Es un compuesto quimico util y natural, CO(NH2)2, también conocido
como carbamida, que se encuentra en la orina de los mamiferos, entre otros

lugares.

Xilosa: Es un monosacéarido con cinco atomos de carbono con grupo

funcional aldehido.

Densidad celular: Es Namero de células por unidad de volumen.

DCW: Peso seco
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CAPITULO I:
1. Consideraciones tedricas
1.1. Labiologiade las cianobacterias

Las cianobacterias son los organismos mas antiguos en la tierra (mas de
2.500 millones de afios). Estos organismos se encuentran en diferentes ambientes
océanos, lagos, estuarios, rios, pantanos, postres, selvas tropicales, aguas
termales y valles secos antarticos (1s,16). Las cianobacterias desarrollaron la fijacion
de carbono cuando la concentracion atmosférica de CO:2 fue de 10 a 100 veces
superiroraz,1s. Debido a esto, las cianobacterias participaron indirectamente en la
formacion de la capa de ozono @g. Las cianobacterias son principalmente
fotoautétrofos aerobicos, pero también pueden realizar fotosintesis anaerdbica.
Algunos de estas cianobacterias también pueden crecer como fotoheterotrofos o
quimioheterotrofos (20). La enzima fijadora de carbono en estos microorganismos es
la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa (RuBisCO)as. Muchas especies de
cianobacterias también son diazotrofos que juegan un papel notable en la fijacion
de nitrégeno molecular (N2), donde la nitrogenasa cataliza la reduccién de N2 a
amonio (1). Debido a que esta enzima es inhibida por el oxigeno molecular, la
fijacibn de N2 debe separarse de la fotosintesis oxigenada. Para la separacion
espacial, las cianobacterias tienen células diferenciadas (2.

1.2. Estructura celular

Las cianobacterias son organismos microscopicos procariotas, sin embargo,
su configuracion celular es diferente de las bacterias y arqueas mas simples «3). La
representacion de la célula vegetativa de una cianobacteria se presenta en la Figura
1.1. La pared celular esta formada por una membrana rica en lipopolisacarido (LPS)
y una capa interna de peptidoglucano. A diferencia de otras bacterias Gram
negativas, la capa de peptidoglucano cianobacteriano es al menos cinco veces mas
gruesa y su LPS carece de fosfato, heptosas y ceto- desoxioctonato unidos (24,25).
Otros componentes de la membrana son los carotenoides, los acidos grasos
hidroxilados y las porinas Toc75 responsables de la translocacion de proteinas en
organismos fotosintéticos (26,27). Las cianobacterias también estan rodeadas de

vainas, capsulas y limos. Estas biopeliculas se forman por la liberacion de
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polisacéaridos extracelulares (EPS) a través del complejo de poros de unién (JPC)

gue conecta el citoplasma con el exterior.

Las capsulas y las vainas juegan un papel protector en condiciones
ambientales extremas y la modificacion del limo es necesario para el movimiento

por deslizamiento (2s).

La pared celular se separa de la membrana mediante el espacio periplasmico
interno. Los tilacoides son membranas intracelulares queabarcan la mayor parte del
citoplasma y estan dispuestas en una serie de cilindros concéntricos alineados con
el eje largo de la célula (29). Los tilacoides se organizan como bicapas lipidicas
hechas de monogalactosilglicerol (MGDG) (~40%), digalactosildiacylglycerol
(DGDG)  (~32%),  sulfoquinovosildildiacilglicerol ~ (SQDG)  (~15%) vy
fosfatidilglycerol~ (%) (30). El espacio dentro de los tilacoides es la luz y el espacio
fuera de ellos es una prolongacion del citoplasma (31). Los tilacoides son los centros
para las reacciones de luz en la fotosintesis, pero no estan presentes en algunas
cianobacterias (por ejemplo, Gloeobacter violaceus). En esos casos, las reacciones
a la luz estan directamente asociadas a la membrana citoplasmatica (21,27). Una de
las principales diferencias morfologicas entre los tilacoides cianobacterianos y los
tilacoides cloroplasticos de las plantas superiores es la falta de apilamiento de

membrana o formacion de grana (19).
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Figura. 1.1. Representacion de la célula vegetativa de una cianobacteria. 1,
membrana celular; 2, tilacoide; 3, ficobilisomas; 4, granulos de glucégeno; 5,
granulos de cianoficina; 6, granulos de polifosfato; 7, ribosomas; 8, carboxisoma

rodeado de nucleoplasma; 9, vesicula de gas (31).

A

Figura. 1.2. Estructura quimica de A: Digalatosilglicerol, B: Monogalctosil
glicerol y C: Sulfoquinovosylglycerol generada en pubchem. Fuente

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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El ADN de la mayoria de las cianobacterias esta organizado en cromosomas
circulares con una amplia gama de niveles de ploidia. Como ejemplo Synechocystis
sp. PCC 6803 puede tener hasta 218 copias de cromosomas por célula. Por otro
lado, los pldsmidos de cianobacterias pueden estar completamente ausentes (en
Prochlorococcus y Synechococcus) o presentarse como copias mdultiples con
tamafos que alcanzan cientos de kilobases (29). El citoplasma de las cianobacterias
también contiene granulos de polimero y vesiculas de gas. Los granulos se usan
como reservas de polimeros de almacenamiento (es decir, cianofina y
polihidroxialcanoatos) y las vesiculas de gas se usan para movimientos flotantes

(19,30,31).
1.3. Los exopolisacaridos

Los exopolisacaridos son polimeros de alto peso molecular que estan
compuestos de residuos de carbohidratos azlucar y son secretados por
microorganismos al ambiente circundante. Exopolisacéarido es un término utilizado
por primera vez por Sutherland (1972) para describir polimeros de carbohidratos de
alto peso molecular producidos por bacterias marinas. Los exopolisacaridos se
pueden encontrar como en el material capsular o como limo disperso en el ambiente
circundante sin asociacion obvia a ninguna célula en particular (s2,33). Generalmente
estdn compuestos de monosacaridos y otros componentes que no son
carbohidratos (como succinato, acetato, piruvato y fosfato). Debido su diversa
composicién, tienen muchas aplicaciones en la industria cosmética, farmacéutica y
alimentaria. Muchos EPS de microorganismos estan siendo investigados para
reemplazar las gomas de plantas (como la goma xantana). Actualmente se han
logrado nuevos descubrimientos de EPS de microorganismos de importancia
industrial (34).
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Figura. 1.3. Estructura quimica de Exopolisacarido generada en pubchem.

Fuente (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

1.4. Cianobacterias y laindustria de cosmética

Las cianobacterias o algas verdeazuladas son procariotas fotosintéticas con
una larga historia evolutiva @s), Io que resulta en una amplia variedad de especies
qgue ocupan hébitats diferentes (6. De hecho, las cianobacterias son ubicuas tanto
en ambientes terrestres como acuaticos, incluso en extremos, como valles secos
antarticos, lagos termofilicos y cuevas de lava (37,3s). En el curso de su evolucion, las
cianobacterias también han fortalecido simbiosis Unicas con otros organismos (3g).
Aunque los invertebrados albergan una infinidad de metabolitos secundarios con
potentes propiedades bioldgicas, la microbiota asociada parece ser la verdadera

fuente de los compuestos (4o).

Esto es particularmente interesante en el caso de los organismos marinos,
donde el potencial de los invertebrados marinos para proporcionar metabolitos
secundarios beneficiosos depende de su increible microbiota, es decir, en las
cianobacterias @41). En los dltimos afios, las cianobacterias se han considerado un
enfoque alternativo a los compuestos naturales con aplicaciones en la industria
cosmeética 42,43). Al presentar sistemas fotosintéticos, de adaptacion y de defensa

complejos, las cianobacterias son capaces de producir diversos metabolitos, como
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flavonoides, pigmentos (p. Ej., B-caroteno, c-ficoeritrina, ficobiliproteinas), fenoles,
saponinas, esteroides, taninos, terpenos y vitaminas s,45. Muchas especies de
cianobacterias viven en ambientes extremos, incluida una alta exposicion a la
radiacion solar y largos periodos de desecacion. Para sobrevivir en condiciones tan
extremas, las cianobacterias producen compuestos que permiten la proteccion
contra la radiacion ultravioleta (UV) y compuestos capaces de reducir la
deshidratacion extremay el estrés oxidativo (se, 47). También se descubrio que varios
géneros de cianobacterias, como la Spirulina, son ricos en nutrientes, como
proteinas, carbohidratos, 4cidos grasos, vitaminas y minerales sg), los cuales son

componentes en formulaciones cosméticas.
1.5. Los hidratantes

Las rutinas diarias de hidratacién son comunmente utilizadas por todas las
clases sociales y demuestran la gran preocupacion por una piel sana @950). Las
cremas hidratantes contienen una variedad de combinaciones de agentes
guimicos, como emolientes, oclusivos y humectantes, dirigidos a atraer, retener y
aumentar el contenido de agua y reducir la evaporacion del agua para prevenir la
Pérdida de Agua Transepidérmica @2). Sin embargo, pueden producirse reacciones
cutaneas incomodas por formulaciones tépicas, como sensaciones sensoriales o
subjetivas sin signos de inflamacion (sos1) y algunas lesiones subclinicas s2). Los
agentes oclusivos, por ejemplo, tienen limitaciones en términos de olores,
reacciones alérgicas y textura oleosa. Sin embargo, dado que los humectantes
pueden mejorar la absorcion de agua desde la dermis hacia la epidermis, donde
luego puede perderse en el medio ambiente, casi siempre se combinan con un
agente oclusivo para formar una barrera hidr6foba sobre la piel. El uso potencial de
las cianobacterias como agentes hidratantes en cosméticos proviene del hecho de
gue estos organismos tienen mecanismos protectores como la excrecion de
exopolisacéridos (EPS). Las cianobacterias EPS estan compuestas por varios
azucares y acido urénico que pueden representar mas del 60% del peso seco 7).
En las células, el EPS puede aparecer covalentemente unido o unido a la superficie
celular, formando vainas, capsulas y mucilago @1. La tolerancia de las
cianobacterias a la salinidad en ambientes salinos extremos parece deberse a una

gruesa capa de EPS que rodea las células s3). Se descubrid que las células de
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Nostoc comune cuando ingresan a un estrés por nutrientes secretan EPS, que los hace
resistente a la desecacion, lo que sugiere que la cantidad de EPS tiene un papel
crucial en la tolerancia a la desecacién en Nostoc comune s3). Dado que el EPS
esta compuesto por moléculas con capacidad de absorcion y retencién de agua,
como el &cido urdnico (10), se han estudiado para este proposito en cosmética en
comparacion con otros ingredientes. Se demostré una mayor capacidad de
absorcion de agua por EPS para una especie de Nostoc comune (10,1%) en
comparacion con la urea (5,8%) s3). En el mismo estudio, también se logré una
mayor capacidad de retencién de agua con EPS (28%), en comparacion con la urea
(15.9%) y el quitosano (7.3%), lo que sugiere que el EPS de cianobacterias tiene
un mayor potencial para ser utilizado como un producto natural. humectante en la
industria cosmecéutica con el beneficio de no tener que combinarse con un agente
oclusivo. Okajima et al. extrajeron un EPS denominado sacran de la matriz
extracelular de la cianobacteria Aphanothece sacrum y descubrieron que estaba
compuesto de residuos de azucar, como el acido urénico, el acido muramico y la
manosa (s4, 55, 56). EN una comparacion de retencién de humedad entre el sacran y
acido hialurénico, se encontré que el sacran tiene mayor viscosidad y eficiencia de
absorcion de agua, asi como gran capacidad de absorber soluciones salinas como
el Ca?*y Mg?*. Estos hallazgos fueron particularmente interesantes ya que el acido
hialurénico es uno de los ingredientes mas utilizados en productos cosméticos y
tiene alto costo y produccion limitada 7). ElI Sacran es, por lo tanto, un gel de
cianobacterias que tiene el potencial de ser utilizado como un agente altamente

hidratante.
1.6. Composicion de EPS

Los polisacaridos son polimeros que constan de cadenas de unidades de
monosacarido o disacarido unidas por enlaces glucosidicos con diferente niumero
de C (por ejemplo, seis para una hexosa como la glucosa) (figura 1.2). Numerosos
estudios han caracterizado el EPS en cepas individuales de cianobacterias, solo un
estudio ha intentado caracterizar el EPS cianobacteriano de las costras del suelo
8. La capa de EPS puede presentar diferentes formas morfologicas, ya sea
capsulas que rodean las células, granular y una vaina que rodea la colonia (s9)
(Figura 1.3). Aunque estas formas morfologicas se han caracterizado en el
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laboratorio para especies aisladas de cianobacterias, también se han observado en
muestras de corteza de suelo seco o). Las caracteristicas de EPS producidas por
las mismas especies de cianobacterias pueden ser significativamente diferentes
dependiendo de la configuracion de crecimiento. En condiciones de laboratorio sin
limitaciones de nutrientes, se pueden formar productos mas complejos, inducidos
por diferentes medios de crecimiento, que en condiciones limitadas de nutrientes
gue a menudo se encuentran en suelos de tierras secas. Por lo tanto, es mas
probable que la sintesis de EPS in situ conduzca a la produccion de solo productos
esenciales, como glucosa y galactosa, requeridos por las cianobacterias (su).
Algunas de las funciones de EPS no son especificas y son compartidas por toda la
gama de polisacaridos, mientras que otras funciones son especificas de la
estructura de EPS (s9). Por ejemplo, estructuras similares pueden compartir roles
especificos (por ejemplo, formando gel) mientras que tienen diferentes propiedades
fisicas (por ejemplo, reologia) o). Por lo tanto, es esencial comprender las
complejidades de los procesos microbianos y los controles ambientales sobre la
dinamica de la produccién de EPS dentro de una comunidad de corteza terrestre
antes de que se pueda avanzar en la prediccién de la cantidad o forma de EPS
producida en los suelos de tierras secas. Por ejemplo, en las tierras secas existe
un vinculo estrecho entre los aportes de C y N por las costras de cianobacterias del
suelo y la naturaleza y magnitud de los pulsos de lluvia 1,62). Por lo que es posible
gue el EPS en las costas del suelo se vea perjudicado por la humedad y los niveles
de N. Las siguientes secciones evaluan los estudios publicados existentes sobre el

efecto de las condiciones ambientales en la sintesis de EPS.
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Figura. 1.4. A. Estructura de un EPS. B, C y D imagenes SEM de la

morfologia de EPS producidas por costras de cianobacterias en suelos de arena

de Kalahari (s9). B. tipo capsula, C tipo granulo y D tipo vaina.

1.7. Sistemas de cultivos de cianobacterias

El cultivo de cianobacterias puede tener lugar en sistemas de estanques

abiertos rentables o en fotobiorreactores cerrados mas caros y elaborados. La
eleccion de un sistema de cultivo adecuado esté influenciada principalmente por
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las especies de cianobacterias y el valor comercial del producto 2). Los estanques
de canalizacién con ruedas de paletas y superficies de 300 a 5000 m? son los
sistemas abiertos mas comunes para el cultivo industrial de Spirulina (figura 1.4).
Aunque el riesgo de contaminacion en los estanques de las pistas de rodadura es
mayor que en los fotobiorreactores cerrados, es posible el cultivo masivo de
espirulina en sistemas abiertos porque prosperan a altos niveles de bicarbonato (pH
9.5—- 11.0), que no son tolerados por contaminantes potenciales (s0,63). Otros tipos
de sistemas abiertos, utilizados para la produccion en masa de biomasa
cianobacteriana, son los estanques y lagos naturales, los sistemas inclinados de
capa delgada y los estanques circulares con brazos giratorios 4. LOS
fotobiorreactores cerrados con capacidades entre 100 y 1000 L se utilizan para
mejorar el control de las condiciones de procesamiento (por ejemplo, penetracion
de luz, intercambio de gases, pH y temperatura) y para mantener condiciones
axénicas (puras). Como son mas caros, los sistemas cerrados solo se utilizan para
cultivar especies de cianobacterias especializadas capaces de producir metabolitos
de alto valor. Se han diseflado diferentes tipos de sistemas cerrados para
maximizar la utilizacién de la luz y el espacio, pero los mas populares son los
fotorreactores tubulares (figura 3). Estos sistemas se pueden organizar como
circuitos tubulares planos que se sientan en el suelo, estructuras verticales con
tubos paralelos horizontales o bucles helicoidales con soporte de bastidor. Otros
sistemas cerrados incluyen foto-biorreactores cilindricos y de panel plano (se,60,65).
Independientemente del sistema de cultivo, el cultivo masivo de cianobacterias esta
limitado por el efecto de sombreado propio que surge a medida que los cultivos se
vuelven mas densos. Mientras que los microorganismos heterotréficos que crecen
en sistemas de fermentacion alcanzan densidades celulares de 50 g / L o mas, la
densidad celular maxima de las cianobacterias fotoautotréficas es de solo5a 10 g
/ L DCW, incluso en condiciones Optimas de crecimiento s). Considerando esta
diferencia en la concentracion de biomasa, la produccidon en masa econémicamente
factible de derivados de cianobacterias depende en gran medida de las operaciones

de procesamiento aguas abajo.
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Figura 1.5. Sistemas de cultivos de cianobacterias. A) Estanues de

canalizacion. B) Fotobiorreactores tubulares (e7).

1.8. Procesamiento de biomasa de microalgas

Una vez que se alcanza la densidad celular 6ptima, la biomasa de
cianobacterias de estanques y fotobiorreactores necesitan ser transformadas. El
proposito de las operaciones de recoleccion es separar las células del medio
liquido, elevando el porcentaje de biomasa de alrededor del 1% al 8-15% p / p (es).
La seleccion adecuada de las técnicas de cosecha es esencial porque la operacion
de estos dispositivos representa el 20-30% del costo total de produccion. Las
operaciones de cosecha adecuadas dependen del tamafio celular, la morfologia y
la densidad. El cribado, la filtracibn y la sedimentacién por gravedad son
operaciones rentables para concentrar cianobacterias filamentosas mas grandes (>
70 ym), pero se prefiere la centrifugacion y la flotacion por aire disuelto para separar
especies unicelulares mas pequenas (<30 pm). Aunque la microfiltracion y la
ultrafiltracién se pueden usar para concentrar especies unicelulares con un tamafio
de particula inferior a 10 ym, estas técnicas de recoleccion pueden ser mas caras
69). La eficiencia de las operaciones de cosecha puede mejorarse mediante la
floculacion con sulfato de aluminio, sulfato férrico, polimeros cationicos o quitosano
(70), pero la adicion de ayudas quimicas debe evaluarse cuidadosamente para evitar
la contaminacién o el aumento de los costos de purificacion. Idealmente, la
produccion de productos quimicos por cianobacterias deberia tener lugar en

especies de rapido crecimiento y formadoras de filamentos (71).
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Después de la recoleccion de biomasa, es necesario eliminar el exceso de
contenido de agua, ya sea para mejorar las operaciones de extraccion adicionales
0 para evitar la degradacion. Las operaciones de secado son procesos intensivos
en energia necesarios para llevar la concentracion de biomasa a 90-95% p / p (~7%
p/p de humedad). Nuevamente, la seleccion de sistemas de deshidratacion
adecuados es critica para el procesamiento a gran escala porque su operacion
representa hasta el 30% del costo total de produccion @e). Ademas del uso eficiente
de la energia, también se requiere un secado rapido de la biomasa para evitar la
degradacion de los compuestos sensibles al calor 9. Entre las diferentes
tecnologias, el secado por pulverizacion, el secado en tambor, el secado de flujo
cruzado y la liofilizacion se pueden usar para el procesamiento a gran escala de
cianobacterias. Si bien se prefiere el secado por pulverizacion en la produccién a
nivel industrial de derivados de cianobacterias (por ejemplo, suplementos de
Spirulina, biocombustibles o biopolimeros), la liofilizacion puede ser una mejor
opcion para productos quimicos de alto valor como los pigmentos y productos

farmacéuticos (s9,70).

Los dltimos pasos en el procesamiento posterior de los productos de
cianobacterias son la extraccion y la purificacién. Para extraer los metabolitos
intracelulares, se pueden usar tratamientos mecanicos y quimicos para romper la
pared celular de las cianobacterias. Si bien las operaciones mecanicas incluyen la
rotura mediante ultrasonido, homogeneizacion a alta presion y trituracion por perlas,
los tratamientos quimicos incluyen tratamientos enziméticos y extraccion de liquido
y liquido supercritico. Ademas, la desintegracion del campo eléctrico por pulsos es
un método prometedor para alterar la permeabilidad de la membrana celular (70). La
integracion de los métodos de disrupcion celular en el procesamiento a gran escala
es una tarea dificil porque algunos de estos métodos son caros y su eficiencia esta
influenciada por las propiedades biologicas y morfologicas de las cianobacterias
(70,72). La extraccion liquida es la operacion mas comun para recuperar metabolitos
de cianobacterias y el tipo de solvente depende del producto de interés. Si bien la
extraccion de biopolimeros y biocombustibles se realiza con solventes organicos,
los pigmentos se pueden extraer con tampones acuosos. Una vez que se ha
obtenido el extracto crudo, la cromatografia industrial puede usarse para purificar
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compuestos quimicos. Dado que la recuperacién de solventes y la cromatografia
son operaciones costosas, los costos de extraccion y purificacion deben

aprovecharse con la produccion de metabolitos valiosos (73,70).

Pueden ser necesarias diferentes secuencias de operacion y tecnologias
adicionales para la explotacion de metabolitos especificos. Dado que las
cianobacterias pueden liberar valiosos exopolisacaridos con aplicaciones
potenciales en las industrias cosmeéticas, los filtrados o sobrenadantes de las
operaciones de cosecha pueden procesarse ain mas mediante precipitacion
alcohdlica o nanofiltracion (7s). Siempre que las cianobacterias modificadas
genéticamente también puedan liberar terpenoides en fase gaseosa (por ejemplo,
isopreno, limoneno o farneseno) (7s) el acoplamiento de columnas de absorcion de
gas a los sistemas de cultivo podria ser otra alternativa para obtener productos
quimicos valiosos de las bio-fabricas de cianobacterias.

T

Figura. 1.6. Estructura quimica de A: Limoneno, B: Farneseno generada en
pubchem. Fuente (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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CAPITULO II:

2. Materiales y métodos

2.1. Ubicacion
La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Biologia de la
Universidad Nacional de San Agustin, en un laboratorio privado en Espinar -

Cusco y en un laboratorio privado de una empresa Arequipefia.

2.2. Materiales

2.2.1. Material biolégico

° Muestras de cianobacterias

2.2.2. Material de laboratorio

o Tubos de Ensayo de 16 x 150 mm.

. Probeta de10 ml

. Matraces

o Vaso de Precipitacion de 1000 ml

o Vaso de Precipitacion de 250 ml

o Puntas para micropipeta de 0-20 uL.

o Puntas para micropipeta de 100-200 uL.
o Tubos Eppendorf de 1,5 ml

o Pipeta Pasteur

o Pipeta de 10 ml

o Pizeta

o Papel Filtro

. Espétula

o Hojas de bisturi
o Guantes

o Tubos de ensayo
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° Placas Petri

. Frascos de 100ml

2.2.3. Equipos, aparatos e instrumentos

o Autoclave
o Micropipetas 0.5-10pL, 100-1000pl,

. Centrifuga

o Espectofotometro UV visible

. Luxémetro

o Camara de flujo laminar horizontal
o Céamara de cultivo

o Microscopio 6ptico

o Potenciometro

2.2.4. Reactivos:

. Medio BG-11
. (NH4)2S0 4

o K2CO3

o P205

o Quitosano

. Urea

. Etanol

. Acido tricloroacético
o Quitosano
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Figura 2.1. A) Zona de muestreo en las lagunas de San Camilo-La Joya
Arequipa. (B y C) proceso de colecta de muestras donde se observa los depdsitos
de sal en la superficie del suelo.

2.3. Metodologia

2.3.1. Aislamiento y cultivo de cianobacterias

Se realiz6 una salida de campo a la Laguna de San Camilo en la Joya-
Arequipa con el fin de colectar cianobacterias extremoéfilas (Figura 2.2). La colecta
de cianobacterias presentes en las rocas haliticas se realiz6 mediante raspado con
hojas de bisturi y cuchillos estériles. Las muestras fueron colocadas en tubos

Eppendorf y frascos de boca ancha estériles. En la zona de muestreo se registraron
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datos de temperatura, pH, iluminacién (LUX), tipo de colonia y sustrato. Los frascos
fueron rotulados indicando la descripcion del punto de muestreo, fecha y cédigo de
muestra, finalmente las muestras fueron transportadas en recipientes estériles para

su aislamiento y cultivo en laboratorio.

2.3.2. Protocolo para el aislamiento y cultivo
a) Método de aislamiento por diluciones

Se prepar6 una serie de 5 tubos de ensayo con tapa rosca, al que se agrego
9ml de medio BG-11. La composicion del medio de cultivo BG-11 tubo la siguiente
composicion (g/l) @) 75 g, NaNOs; ) 2g K2HPO4, @) 3.75 g MgSOa4-7H20, 4) 1.8 g
CaCl2:2H:20, 5) 0.3 g acido citrico, ) 0.3 g citrato férrico de amonio, 7y 0.05 g
EDTANaz, 8 1 g Na2COs, (9) solucion de metales traza 1.43 g H3BOs, 0.905 ¢
MnCl2-4H20, 0.11 g ZnS0O4-7H20, 0.195 g Na2Mo0O4-2H20, 0.04 g CuS0O4-5H20 and
0.025 g Co (NO3)2-6H20.Debido a que estas cianobacterias son haléfilas al medio
de cultivo se le adiciono 70g/L de NaCl. Usando una pipeta estéril, se tomo6 1 ml de
la muestra con cianobacterias y se colocé al tubo N°1, se agito y luego, usando otra
pipeta estéril, se repitié el paso anterior tomando 1ml de inoculo del tubo N°1 hacia
el tubo N°2. Se repitid el mismo procedimiento con los tubos restantes hasta
culminar con el tubo N°5, finalmente se obtuvo concentraciones de 10, 102, 1073,
10“y 10°. Cada tubo se rotulé colocando su respectiva concentracion. Los tubos
inoculados con cianobacterias fueron colocados y se dejaron crecer en camara de
cultivo a temperatura de 25°C, 2000 lux y fotoperiodo de 12/12. Todo el aislamiento

fue en condiciones asépticas mediante el uso de camara de flujo laminar.
b) Método de aislamiento en placa

También se realiz6 el método de aislamiento en placa. Se prepararon 12
placas Petri con agar al 1.5% (placas de 9 x 15 mm) que contenian 20 ml de medio
agarizado con medio de cultivo BG-11 conteniendo70g/L de NaCl. De las diluciones
del procedimiento anterior se transfirio 10 uL a cada una de las placas con medio
agarizado (BG-11) y mediante un asa de siembra se extendié uniformemente por
toda la superficie mediante la técnica de estriado por agotamiento. Las placas
inoculadas se colocaron en una camara de cultivo a 25°C, 2000 lux y fotoperiodo

de 12/12. Las placas fueron monitoreadas semanalmente para verificar el
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crecimiento y posible contaminacion. Al cabo de dos semanas de crecimiento se
logré observar el crecimiento de colonias verde azuladas en las placas. Cada
colonia fue transferida a nuevas placas de agar mediante un asa de siembra estéril.
Este procedimiento se realizd para purificar y seleccionar una especie Unica,

obteniendo monocultivos en cada placa Petri.
2.3.3. Cultivo de cianobacterias y obtencién de biomasa de cianobacterias

Luego de la purificacion, cada colonia verdeazulada pura fue transferida a
frascos de 100ml conteniendo 20 ml de medio BG-11 y 70g/L de NaCl. La
transferencia de colonias se hizo con asa de siembra estéril. Los frascos inoculados
con las cianobacterias se colocaron en una camara de cultivo a temperatura
ambiente de 24-25 °C, aproximadamente a 2000 LUX durante 9 dias. Las células
en crecimiento se verificaron tomando una muestra y observandolas mediante un
microscopio de luz con un aumento de 40 y 100X. Después de cada semana de
crecimiento se fue escalando a cultivos de 250mL, 1000mL 5000mL, y finalmente
se escald a 20L de cultivo de cada una de las especies de cianobacterias. El cultivo
de 20L se llevé a cabo durante 15 dias a condiciones de laboratorio para lo cual
realizo la curva de crecimiento. Después de este periodo, los cultivos fueron
expuestos a condiciones ambientales durante una semana con el fin de inducir la

produccion de EPS.

2.3.4. Extraccion de EPS

Una vez que se realiz6 la induccion de la produccion de EPS en condiciones de
estrés por radiacion solar, la biomasa producida se retird y se separ6 por filtracion
al vacio mediante equipo de filtracion usando papel de filtro Whatman, grado 1. Los
EPS se precipitaron mediante la adicién de etanol al 95%, en una proporcion de 2:
1 (v/v) y se mantuvo a 4°C durante 24 horas. El material precipitado se filtro y el
disolvente se evapord en un horno a 35°C. El EPS se resuspendio varias veces en
agua destilada para eliminar los iones y la sal. La solucién concentrada de EPS se
secO en un horno a 70°C durante seis horas hasta la completa evaporacion del
agua, luego fue pulverizado y almacenado hasta realizar los ensayos de absorcion
y retencion de humedad. La produccion de EPS, obtenida después de la extraccion,
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se calcul6 mediante un método gravimétrico y se expres6 como g/L. El contenido

de EPS se calculé a partir de los datos obtenidos por triplicado (n = 3).

2.3.5 Capacidad de absorcion y retencion de humedad del EPS crudo

La capacidad de absorcion y retencion de humedad de los EPS de cada de
las cianobacterias y las muestras de control se estudiaron utilizando el método
informado por (76). Antes de la prueba de absorcion de humedad, los EPSs de cada
cianobacteria junto con las muestras control el quitosano y urea se pulverizaron en
un molino. Después de la pulverizacion, cada muestra fue secada usando un horno
a 80°C durante 24 h. Los EPS, el quitosano y la urea fueron pesados, luego se
colocaron 500mg de cada muestra en una camara saturada de K2COs 43% de
humedad relativa (HR)] y una cadmara saturada (NH4)2SO4 (81% de HR) a 25 °C,
respectivamente. Cada ensayo se realizé por triplicado. La camara de humedad
fue construida de material acrilico de 18 cm de alto, 34 cm de ancho y de 10 cm de
profundidad (figura 5). Esta camara fue implementada con una tapa, un higrémetro
digital, un multipocillo, un portamuestras y un recipiente para K2COs y (NH4)2S0Oa4
(figura 5).

El porcentaje de absorcidon de agua (Ra) se midi6 mediante la ecuacion:

_ (Wn—Wo)

R
a W,

x 100 1)

Wo, peso inicial de la muestra y Wn peso final.
Las muestras se procesaron cada 6 horas durante 72 h.

Para la prueba de retencién de humedad, el EPS seco y las muestras de
control se mantuvieron a 43% de HR y se pesaron en diferentes puntos de tiempo
durante 72 h. La capacidad de retencion de Humedad (Rh) se basé en el porcentaje

de agua residual en la muestra humeda.
Ry(%) = (%) —9x100 @
0

Donde Ho y Hn son el peso del agua antes y después de colocarse en el
desecador con gel de silice, respectivamente.
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Figura 2.2 (A) Vista lateral del disefio e implementacion de la cAmara de
humedad donde se muestra los 5 componentes. (B) Camara de humedad vista
desde arriba donde se muestra las placas multipocillo donde se ubican las unidades

experimentales (EPS1, EPS2 y los controles; quitosano y urea).
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CAPITULO IlI:
3. Resultados y discusiones

3.1. Aislamiento de cianobacterias hal6filas de ambientes salobres de la

region Arequipa.

A patrtir de cultivos en placas Petri se aislaron y purificaron dos especies de
cianobacterias halotolerantes Euhalothece sp. y Synechococcus sp. (Figura 3.1),
colectadas de la laguna hipersalina en San Camilo, La Joya- Arequipa. Los
parametros fisicoquimicos del agua salobre fueron; temperatura (30 °C), pH (a 8.5),
salinidad 70 g/L y 2500 Lux.

La identificacion de las especies se realizé en el Herbarium areqvipensis de

la Escuela de Biologia, Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa.

Euhalothece sp. presento células ovaladas de color azul verdoso en forma
de baston con un tamafio de 18-25 um. La pared celular exterior es gruesa y su
reproduccion es por fisibn binaria, donde la division celular siempre fue

perpendicular al eje mas largo de las células ovaladas (figura 3.2).

La especie Synechococcus sp. presento células de aproximadamente 30 a
47 um, con células de forma esférica o elipsoidal en forma de varilla sin vaina
mucilaginosa y las células son mas largas que anchas. Esta especie se encuentran
como células solitarias 0 en pequefios grupos o pares. Su reproduccion es por
fisidn binaria, después de la division las células se separan o quedan dispuestas en
filas cortas (pseudofilamentos) de varias células conectadas libremente con sus

extremos (Figura 3.2).
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Figura 3.1. Aislamiento y cultivo de Euhalothece sp. y Synechococcus sp. A.
Aislamiento en placas con agar. B. In6culos con cultivo liquido. C. Cultivo en

fotobiorreactor. D. Cultivos después del escalamiento a condiciones de laboratorio.
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Figura 3.2. Fotografia de las especies puras de cianobacterias aisladas de

San Camilo-La joya. A. Euhalothece sp. B. Synechococcus sp. Existe una gran

diferencia en el tamafo de las células de ambas cianobacterias.

Se encontrd que las dos especies crecen en condiciones 6ptimas en medio

BG-11 y toleran una concentracion de 70 g/L. Por tanto, estas dos especies se

caracterizan como extremofilas halofilas con las condiciones Optimas para el

crecimiento a 30 °C y pH 8-9.

100-
90-
80-.
70-.
60-
50-
204
30-

Densidad celular x 10° (cel/mL)

20+
10+

0

M Synechococcus sp.

¥ Euhalothece sp.

0

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo (dias)

Figura 3.3. Curva de crecimiento de las cianobacterias durante 15 dias de

cultivo de Euhalothece sp y Synechococcus sp.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

La figura 3.3 muestra la curva de crecimiento realizada mediante los
promedios y desviaciones estandar de la densidad celular de Euhalothece
sp y Synechococcus sp. durante el cultivo de 15 dias en condiciones
ambientales (medio BG-11, 30 °C). La densidad méxima de células de
Euhalothece sp. fue de 73.2 cel/mL frente a 88.5x10° cel/mL en

Synechococcus sp.(Figura 3.3).

3.2. Extraccion y cuantificacién de exopolisacaridos de cianobacterias

La produccién de EPS en 15 dias fue de 6.4g/L para Euhalothece sp y 5.2 g/L para
Synechococcus sp. En un estudio realizado por Cristiane et al (14), la produccién a
escala piloto de Spirulina sp., produjo solo 9.5 g L en 30 dias de cultivo en
condiciones exteriores (14). Esta variacion en la produccién de EPS podria estar
influenciada por las condiciones de cultivo, salinidad y luz solar. La diferencia en
cuanto a la produccién de EPS de Euhalothece sp y Synechococcus sp., con
Arthrospira platensis puede deberse a que las dos primeras cianobacterias fueron
aisladas de un ambiente extremo con alto contenido de sal y alta luz solar (desierto).
Este ambiente extremo provoca que estas especies posean mecanismos eficientes
para producir EPS como medida para contrarrestar la desecacion de las células y,
por lo tanto, de la muerte (7). Varios estudios demostraron que la mejora en la
produccion de EPS en cianobacterias se obtuvo a altas intensidades de luz (7s),
mientras que otro estudio reportado por Trabelsi (79) especificé que la luz no era el
factor determinante para la maximizacion de EPS en cultivos por lotes, pero
interactuaba significativamente con la temperatura. Las mayores cantidades de
EPS obtenidas bajo estas altas intensidades de luz podrian reflejar solo una mayor
produccién de biomasa que conduce a una mayor produccion de EPS (go,81,82). De
acuerdo a Lee et al, (2012) o), la produccion de EPS en cianobacterias aumenta a

mayor concentracion de NacCl.

Las cianobacterias se dividen en dos grupos principales, eurihalina y estenohalina,
segun sus niveles de tolerancia a la sal (s1,82) . Synechocystis es una cianobacteria
eurihalina capaz de adaptarse a una amplia gama de salinidad, desde agua dulce
hasta 1,2 M de NaCl (g3,84).
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Las cepas estenohalinas viables incluyen a Euhalothece de ambientes
hipersalinos (s,86). Euhalothece es una cianobacteria unicelular que requiere un 7%
de NaCl para un crecimiento 6ptimo. Presenta una considerable variabilidad del pH
y de las concentraciones de NaCl y carbonato (7). Sin embargo, se desconocen
muchos de sus rasgos fisicoquimicos y mecanismos de proteccion que operan bajo
estrés bajo en sal. Muchas veces el estrés salino afecta la tasa de crecimiento en
cianobacterias (ss,s9). Para hacer frente al estrés salino, las cianobacterias evitan la
entrada de iones Na* en la  célula utilizando antiportadores
de Na*/H* y transportadores de K*, o acumulando varios solutos compatibles como
sacarosa, trehalosa, glucosilglicerol, prolina y glicina betaina (15). Ademas, los
exopolisacéaridos (EPS) protegen a las cianobacterias contra el estrés
osmotico/salino (90). También se dispone de evidencia experimental directa que
respalda el papel protector de los EPS contra varios metales pesados (91, 92) para la
cianobacteria unicelular Synechocystis.

Los EPS son anionicos debido a la presencia de grupos uronato y sulfato, que
guelan cationes como Na * e iones de metales pesados en diversas bacterias
fotosintéticas y no fotosintéticas 87. Se han identificado mas de 500 genes putativos
asociados con la estructura de la superficie celular en Synechocystis basandose en
su homologia con genes de E. coli y Salmonella (93).

Se identificaron 118 genes potencialmente implicados en la sintesis de
polisacaridos en Euhalothece @g7). Estos 118 genes se expresaron a diferentes
niveles en presencia de NaCl al 3%, pero solo seis respondieron a la privacion de
sal s7). Por lo tanto, es posible que Euhalothece produzca EPS para aclimatarse
en habitats hipersalinos.

El contenido total de EPS de las células podria variar con la concentracion de la
sal. Por lo que seria interesante investigar la produccibn de EPS bajo

concentraciones variables de sal externa.

Se han observado el mismo caso para varias cepas de cianobacterias
haléfilas como Aphanocapsa halophyta (94), Microcoleus vaginatus (es), Cyanothece
©96) Y Synechocystis sp. 7). El aumento de la cantidad de EPS podria sugerirse

como una forma de evitar el estrés oxidativo en las células (s3). La presencia de una
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capa de EPS alrededor de la célula puede reducir la difusién de iones desde el

medio a través de la superficie celular y, por lo tanto, prevenir la muerte celular (gs).

De Philippis et al s) revelaron que la salinidad promueve la produccion de
carbohidratos en cianobacterias y microalgas por tanto las
especies extremofilas haléfilas tiene gran potencial para la
produccion de EPS. En particular, muchas cianobacterias
unicelulares que viven en ambientes hipersalinos (salinas, lagos,
estanques, cuencas, etc.) se caracterizan por tener células
rodeadas por una envoltura mucilaginosa (99), la cual es capaz de
liberar grandes cantidades de exopolisacarido en el medio de
cultivo. Por otro lado, la utilizacion de cepas de cianobacterias
productoras de EPS capaces de crecer en medios hipersalinos
sugiere la posibilidad de que sean cultivadas en tierras
marginales, permitiendo asi la utilizacion de recursos
subexplotados para la produccion de quimicos de alto valor como
sugiere Aller (100).

3.3. Evaluacién y comparacion de la capacidad de absorcion y retencion de
humedad de los EPS.

Se estudio la capacidad de absorcion y retencién de humedad de los EPS
de Euhalothece sp (EPS1) y Synechococcus sp. (EPS-2). Esta evaluacién realizo
durante 72 horas y los registros de peso se realiz6 a intervalos de 6 horas. Los
resultados se compararon con la capacidad de absorcion y retencion de humedad
del quitosano y urea como controles positivos. Los valores de los promedios y
desviacién estandar de los porcentajes de absorcién de humedad del ensayo se

muestran en el anexo 2.
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Figura 3.4. Capacidad de absorcién de agua frente al tiempo de los EPS
(EPS1y EPS2) en comparacion a las muestras control (quitosano y urea) llevados
a cabo en camara saturada de K2CO3 (43% HR) a 25°C.

Los resultados de la capacidad de absorcion en camara saturada de K2COs (43%
de HR) se muestra en la figura 3.4.

En peso de todas las muestras aumento rapidamente en los primeros 24 h, luego
aumentd lentamente hasta alcanzar valores constantes (saturacion) (figura 3.4). La
capacidad de absorcion del EPS de Euhalothece sp. y Synechococcus sp. Durante
72h fue de 22.8% y 18.1 respectivamente. Los EPS de las cianobacterias fue mayor
con respecto a quitosano (14%) y urea (12.70%) (figura 3.4). La absorcion de
humedad comparativa entre las muestras analizadas fue la siguiente: EPS1 > EPS

2 > quitosano 2 > urea.
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Figura 3.5. Capacidad de absorcién de EPS (EPS1, EPS2) y muestras de
control (quitosano y urea) realizado en camara saturada de (NH4)2 SO4 (81% RH)

a 25°. El grafico muestra datos de experimentos por triplicado.

Los resultados de capacidad de absorcion en la camara saturada de Na2CO3 (43%
de HR) se muestran en la figura 3.5. La capacidad de absorcién EPS -1 aumenté
rapidamente a las 5 h hasta alcanzar valores constantes a las 50h (figura 3.5). La
capacidad de absorcibn EPS -2 aumentd rapidamente en las primeras 12 h y
alcanzo6 su maximo a las 60 h (figura 3.5).

El quitosano y la urea se usaron como controles positivos en el andlisis de retencion
de humedad del EPS de las dos cianobacterias. Los valores de los promedios y
desviacion estandar de los porcentajes de humedad de cada muestra (anexo 2).
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Tabla 3.1 Valores de los promedios y desviacién estandar de los porcentajes

de absorcién de humedad en camara de (NH4)2S04

Porcentaje de absorcién de humedad

Tiempo de EPS

evaluacion EPS Synechococcus

(horas) Euhalothece sp. sp. Quitosano Urea
6 6.0 £1.30 5.8 +2.70 3.4£3.60 2.8+1.22
12 20.0 £2.25 8.63+2.45 7.4+5.40 6.512.34
18 33.0£1.43 13.6+2.70 8.414.60 7.91£2.60
24 37.8 £2.45 18.5+4.10 14.2+3.20 12.8+2.45
30 49.0 £2.23 25.5 +1.80 21.2+5.42 18.2+2.80
36 61.0 £1.2 35.4+2.80 28+ 4.2 23.61£2.40
42 73.6+2.35 47.6+2.32 34+3.20  26.2+3.45
48 78.8 £2.35 58.2+3.30 3424210 28.6+4.60
54 78.4 £5.40 64.2 £2.22 35.6£3.40 32.8+3.90
60 79.614.20 69.2+1.90 35+5.23 32.4+2.90
66 79.5+£4.02 69.2+3.72 35+4.10 32.2£3.42
72 79.615.30 69.2+£3.72 35.243.70 32+3.10

F: 8542.14; P<0.01

La tabla 3.1, muestra los promedios y desviaciones estandar de los valores
de los porcentajes de absorcion de humedad a las 72 horas de evaluacion después
de ser sometido en la camara de (NH4)2SO4. Se detalla también el valor del
estadistico de Fisher F=8542.14 (P<0.01) de la prueba estadistica de comparacién
de ANOVA, el cual muestra que existe diferencias altamente significativas en el
promedio de los porcentajes de absorcion de humedad.
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Tabla 3.2. Comparacién de la capacidad de absorcion maxima de agua de los
EPS de Euhalothece sp. y Synechococcus sp., frente a quitosano y urea y
urea al cabo de 72 h de evaluacion.

Muestras Peso Peso con % de absorcion
seco agua (mg) agua
inicial
(mg)
EPS de Euhalothece sp. 500 898 79.60
EPS Synechococcus sp. 500 846 69.20
Quitosano 500 676 35.20
Urea 500 660 32.00

La capacidad de absorcion del EPS de Euhalothece sp. y Synechococcus sp.
durante 72 h fue de 79.6% y 69.2 %. respectivamente. Los EPS de las
cianobacterias fue mayor con respecto a quitosano (35.2 %) y urea (32%) (Figura
3.2 y tabla 3.2). La absorcién de humedad entre las muestras es como sigue: EPS1
> EPS 2 >quitosano 2 >urea.

Figura 3.6. Capacidad de retencion de humedad en una camara saturada de
Na2CO3 (43% de HR).
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Tabla 3.3 Capacidad de retencién de humedad en una cadmara saturada de
Na2CO3 (43% de HR).

CAPACIDAD RETENCION DE HUMEDAD (%)

Tiempo de EPS EPS
evaluacion Euhalothece Synechococcus Quitosano Urea
(horas) sp. sp.
2 100 100 100 100
6 95 +20.40 92.0£+2.25 86.0+£2.40 77.7+2.40
12 92.0 £3.20 85+3.40 82+2.40 73.3£3.2
18 90.0 +2.42 83.4 £3.70 7512.60 66.9£2.20
24 88+2.24 80.5+2.4 70£3.60 56%3.40
30 84.4+3.24  78.4 +2.20 68+3.20 52+3.70
36 80.6+£3.90 75.0 £3.70 66.2+4.20 49.2+3.20
4 48.4
79.812.45 74.6 £2.40 65.2+2.60 +2.45
pe 48.6
79.4x4.25 72.414.24 64+4.26 +2.80
54 79.2+3.48 71.3+3.20 63.2+3.30 46.2+2.44
60 79.3x4.25 71.5+£2.40 63+4.70 45.3+3.2
66 79.2+3.60 71.6%4.20 63.5+5.60 45.5+2.50
72 79.2 £2.48 71.5£4.50 62.4+2.40 45%3.40

F: 2490.16; P<0.01

Los valores de los porcentajes de retencion de humedad a las 72 horas de
evaluacion después de ser sometido en la camara de Na2CO3 (43% de HR). se
muestran en la tabla 3.3. Se muestran también el valor del estadistico de Fisher F=
2490.16 (P<0.01) de la prueba estadistica de comparacion de ANOVA, el cual
muestra que existe diferencias significativas en el promedio de los porcentajes de
absorcion de humedad.

Se evidencia que el peso de las muestras se reduce con el tiempo. Después de la
deshidrataciéon durante 72 h a 43% de HR, las capacidades de retencion de
humedad de EPS-1, EPS-2, quitosano y urea fueron 79.2%, 71.5%, 62.4% y 45.0%,
respectivamente (figura 3.6 y tabla 3.4). El agua se perdié gradualmente en todas
las muestras, pero mucho mas lentamente en EPS1 y EPS2 que en quitosano y

urea.
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Tabla 3.4 Comparacién de la capacidad de retencion de humedad de los EPS
de Euhalothece sp. y Synechococcus sp. frente a quitosano y urea al cabo de

72 h de evaluacion.

Muestras Porcentaje de Retencion de
humedad en cAmara humedad total
saturada de
Na2CO03

EPS de Euhalothece sp. 100 79

EPS de Synechococcus sp. 100 d

Quitosano 100 62

Urea 100 45

Estos resultados demuestran que el EPS muestra fuertes propiedades de absorcion
y retencion de humedad, que es ligeramente superior a los controles (quitosano y
urea) en términos de factores hidratantes naturales. La alta capacidad de retencion
de humedad de los EPS puede deberse a su estructura quimica y red tridimensional
@o1). por tanto, estos EP’S tienen un gran potencial para la aplicacion en la industria

cosmeética.

Los exopolisacaridos en los cosmeéticos funcionan como agentes
gelificantes, ajustadores de la viscosidad, propiedad espesante y como
retenedores de agua por medio de su capacidad de hinchamiento (gg). Estos se
deben a que los polisacaridos pueden solubilizarse en agua y también pueden
reaccionar con la fibrina de la piel para formar una matriz de gel extracelular, lo
gue resulta en hidratacion. La hidratacion eficaz facilita la absorcion y retencion

activa de la humedad por parte de la piel (102).

Por lo tanto, las propiedades de absorcion y retencion de humedad deben

evaluarse compararse con varios cosméticos en el mercado.

Los EPS microbianos han atraido un gran interés entre los cientificos debido
a sus amplias aplicaciones potenciales que abarcan areas como la salud
(productos farmacéuticos y medicinas), la industria (cosméticos, textiles, lacteos,
etc.) y el medio ambiente (103). También en la industria alimentaria como agentes
emulsionantes y gelificantes, como agentes floculantes e hidratantes,
emulsionantes, estabilizadores, agentes espesantes (104). Los EPS de microalgas
y cianobacterias podrian utilizarse como nutracéuticos debido a su contenido en

fibras, la capacidad de union de acidos y de intercambio catidnico, siendo también
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buenos candidatos como prebidticos (105). Los EPS solos o en combinacion con
otros compuestos tienen un gran potencial para ser utilizados en peliculas
comestibles y revestimientos de alimentos, mientras que son portadores de
aromas, colorantes, especias y nutraceuticos (106). EStos polimeros también tienen
el potencial de ser utilizados en productos alimenticios bajos en grasa o sin grasa,
como sustitutos de grasas en mayonesas (107,108), aderezos para ensaladas y otras
emulsiones alimenticias (109). Los EPS de Porphyridium ya ha mostrado una buena
capacidad de lubricacién (110, siendo un excelente candidato para sustituir el acido
hialuronico como biolubricante. Otra aplicacion prometedora podria ser como
componente de una solucion lubricante para las articulaciones, como se demostro
inyectando el EPS de Porphyridium en las articulaciones de las rodillas de conejos
@a11), reduciendo los trastornos causados por la artritis. Los alginatos de
microalgas y cianobacterias se han utilizado con mayor frecuencia en varias
aplicaciones: liberacion controlada de farmacos (112, encapsulacién celular,
andamiaje en ligamentos, ingenieria de tejidos y regeneracion de casi todos los
tejidos del organismo humano, o incluso preparacion de moldes en odontologia
@13, 114, 115. ~Los EPS se han aplicado ampliamente como hidrogeles,
eventualmente combinados con otras sustancias, para ingenieria de tejidos
neurales (116), ingenieria de tejidos cutaneos @17), ingenieria de tejidos 6seos (11s)
y regeneracion del musculo esquelético (19); regenerar la interfaz osteocondral
(120); obtencion de células progenitoras endoteliales humanas (121). Kaltostat es un
aposito de alginato disponible comercialmente que promueve la hemostasia y
promueve el exudado en heridas con exudacion baja a moderada. Los alginatos
también se han utilizado para crear un lecho capilar para la reconstruccion de
tejidos (22) y en forma de soportes nanofibrosos para construir reemplazos
vasculares que contienen células endoteliales y células de musculo liso (SMC)
@23). Otra aplicacion del alginato es como componente para la ingenieria de
valvulas cardiacas (124). De manera similar al alginato y el quitosano se puede
utilizar para la encapsulacion celular en aplicaciones de ingenieria de tejidos
debido a su potencial condrogénico @25. Las membranas compuestas con
quitosano demostraron ser apoésitos para heridas prometedores para la curacién
de quemaduras o Ulceras 126). También el gel de agar y quitosano apoyo la

formacion de tejidos protésicos vasculares autdlogos in vivo, llamados “biotubos”
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@27). En formulaciones cosméticas, la carragenina se usa ahora para mascarillas
faciales y en cremas topicas (12s). El mercado de polisacaridos formadores de
hidrogel a partir de cianobacterias tiene el potencial de crecer y desarrollarse ain

7

mas.

Hay dos polisacéaridos de interés cosmético disponibles en la actualidad que
son elaborados por intervencibn humana, la goma de celulosa
(carboximetilcelulosa) y la carboximetilquitina (28, y entre los polisacaridos
utilizados en productos cosméticos, se pueden mencionar los alginatos, pectinas,
gomas y quitosano por sus propiedades. gran aplicacion como aditivos reoldgicos
@az8). Sin embargo, solo se han utilizado comercialmente unos pocos EPS
microbianos y menos aun de ambientes extremdofilos. En este estudio los EPS
mostraron una buena capacidad de absorcién y retencién de humedad. La
capacidad de absorcion de humedad del EPS-1 y EPS-2 fue mayor al quitosano y
la urea. Del mismo modo, Sun et al, 127 que la capacidad de absorcion de
humedad del polisacarido extracelular producido por una bacteria marina del
Artico era mayor que la del quitosano, pero menor que la del hialuronato de sodio.
Hasta ahora hay escasos estudios sobre absorcion y retencion de humedad que
pueden aclarar este mecanismo de polisacaridos extracelulares. Un estudio de
Chen et al, @01) informaron que la capacidad de absorcion y retencion de humedad
depende del grupo 6-carboximetilo de la quitina y el quitosano. Los polisacaridos
extracelulares de las bacterias marinas y salobres tienen gran capacidad de
absorcion y retencibn ya que se componen principalmente de N-
acetilglucosamina, acido glucurénico, manosa, galactosa y fucosa, asi como una
pequefa cantidad de ramnosa y glucosa @19 Por tanto, la composicion de
monosacaridos y el peso molecular de los EPS tienen una gran relacion con la
capacidad de absorcién, mientras mas peso molecular hay mayor capacidad de
retenciéon de humedad (119). Falta aln mas estudios sobre los mecanismos y
composicion gue influyen en la capacidad de absorcién y retencion de humedad
de los EPS. Por tanto, la capacidad de retencion de humedad de Euhalothece sp.

y Synechococcus sp. tiene gran potencial como humectante.
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Figura. 3.7. Estructura quimica de A: N-acetil glusamina, B: Acido gluronico,
C: Manosa, D: Galactosa, E: Fucosa generada en pubchem. Fuente
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/

Debido a la enorme variedad de especies de algas, muchos tipos de
fracciones de polisacaridos con composiciones y propiedades aln desconocidas
todavia estan disponibles con un potencial no desarrollado. Estas propiedades
pueden investigarse mas con el apoyo del conocimiento actual en quimica y
ciencia de materiales de los polisacaridos formadores de hidrogel de algas, se
espera que esta industria en crecimiento avance mas y conduzca al desarrollo de
nuevas aplicaciones biomédicas. La investigacion sobre nuevas especies de algas

y el desarrollo de nuevos procesos de extraccion podrian respaldar aun mas el
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crecimiento de esta industria al abrir nuevas oportunidades mas alla de las bien

establecidas de alginato y agarosa.

CAPITULO IV:
4. Conclusiones y recomendaciones
4.1. Conclusiones

Se aisl6 y cultivo 2 especies de cianobacterias hal6filas de la region
Arequipa, las especies corresponden a Euhalothece sp vy

Synechococcus sp.

Se realiz6 la extraccién y cuantificacion de EPS de las cianobacterias
Euhalothece sp y Synechococcus sp mediante el protocolo modificado
de Cristiane et al (14).

La produccion de EPS se estim6 en 6.4¢g/L para Euhalothece spy 5,2

g/L para Synechococcus sp. durante 15 dias de cultivo.

La capacidad de absorcibn del EPS de Euhalothece sp. y
Synechococcus sp. durante 72h fue mayor que el grupo control

quitosano y urea.
4.2. Recomendaciones

e Optimizar la produccion de EPS mediante variaciéon la concentracion
de sal, luz, temperatura y pH.

e Caracterizar la composicion de los EPS de las cianobacterias
estudiadas.

¢ Realizar la aplicacién de los EPS en la formulacion de humectantes
dérmicos.

e Comparar la capacidad de absorcién y retencion de humedad de los
EPS con otros humectantes: acido hialurénico y alginato de sodio.
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Especie: Synechococcus sp. (C.Nageli, 1849)

Se expide la presente solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 3 de mayo del 2021.

Mg. Leoncio Marino Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense-(HUS.

Avenida Daniel Alcides Carrion s/n cercado.
Teléfono: (054) 237755

Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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CONSTANCIA N°051-2021-HUSA

El Director del Herbarium Aregvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San
Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras de las cianobacterias Euhalothece sp. y Synechococcus sp.
presentado por Gabriela Milagros Guzman Ortiz, Bachiller de la Escuela Profesional de
Ingenieria Biotecnoldgica, Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas vy
Biotecnoldgicas de la Universidad Catodlica de Santa Maria, fue recibida en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) para verificacion de su ubicacion taxonémica.

Para la determinacion del género de las cianobacterias, ademas de un analisis
morfolégico, se realizé un andlisis de habitad, distribucion, caracteristicas de su
cultivo, tipo de crecimiento y capacidad poliextremofila (halofila, osmofila y
termofila).

Las cianobacterias del género Euhalothece y Synechococcus tienen caracteristicas
Unicas tanto en su morfologia habitad y su caracter extreméfilo, ya que estas solo
crecen en lagos con alta concentracion de sal (haldfilos), alta concentracion de
sulfatos, carbonatos y sales de calcio (osméfilos) como son las Lagunas de San
Camilo en Arequipa. En base a estos analisis y ensayos se determind que estas
caracteristicas son unicas de los géneros Euhalothece y Synechococcus. Por lo
tanto, se ratifica que estas cianobacterias corresponden a Euhalothece sp. y
Synechococcus sp.

Se expide la presente CONSTANCIA para los fines que se estimen convenientes.

~ &
/ ‘ m)/ Y 2\ Arequipa 14 de septiembre del 2021.
Mg~ Leoncio Marific' Herrer § DIRECCION 7
DIRECTOR 3 ;
Herbarium Areqvipense
(HUSA) UNSh

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado.
Teléfono: (054) 237755

Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

k- CATOLICA
TESIS UCSM ”" DE SANTA MARIA

Anexo 2. Registro de datos

Capacidad de absorcion de humedad frente al tiempo de los EPS (EPS1
y EPS2) en camara saturada de K2CO3 (43% HR)

TIEMPO DE EVALUACION (HORAS)
S
a 6| 12| 18| 24| 30| 36| 42| 48| 54| 60| 66| 72
S X [ X* [ X+ | X* [ X£ | X+ [X£ | X+ | X+ |[X£ | X+ | X%
oS s S S S S = S S S S S
S| 60 | 90 | 130 | 17.0 | 190 | 21.0 | 220 | 22.2 | 226 | 22.7 | 228 | 2238
T | £1.2 | £15 | #1.3 | #2.3 | #4.2 | #26 | 15 | 43 | 35 | +2.8 | 5.3 | +2.8
i o 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
=z | 40 | 70 | 90 | 110 | 13.0 | 150 | 166 | 175 | 18.0 | 182 | 18.1 | 18.1
O | 1.3 | 1.2 | 2.7 | #3.3 | #4.2 | #24 | #13 | 12 | 34 | 23 | #45 | £3.1
L0 8 0 3 0 0 0 0 2 2 3 0
O| 30 | 60 | 74 | 86 | 10.2 | 128 | 13.0 | 14.0 | 14.2 | 144 | 140 | 140
B | £1.3 | #2.1 | +2.2 | +1.3 | £3.4 | 42 | #2.1 | +2.3 | t14 | £32 | *4.6 | 1.2
<| 2 0 1 4 2 0 0 0 0 4 0 4
25 | 40 | 64 | 76 | 82 | 96 | 112 | 116 | 11.9 | 128 | 128 | 127
+1.2 | 1.3 | #2.1 | #2.4 | 1.2 | 22 | #45 | 3.2 | %16 | #2.4 | 2.2 | #2.2
0 0 0 2 0 2 2 2 0 0 5 4

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Capacidad de absorcion de humedad frente al tiempo de los EPS (EPS1
y EPS2) en cdmara saturada de (NH4) 2S04 (81% RH)

TIEMPO DE EVALUACION (HORAS)

6| 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
X+ | X2 | X£S | X£S | XS | XS | XS | XS | XS | X*S | XS | Xz*S
S S

20.
60| O

1. | £2. | 33.0 37.8 49.0 61.0 73.6% 78.8 78.4 79.6 79.5 79.6
30 | 25 | #1.43 | £2.45 | +2.23 1.2 2.35 +2.35 | #5.40 | +4.20 | +4.02 | +5.30

58 | 8.6
2. | 3+4 | 13.6 18.5 25.5 354 47.6 58.2 64.2 69.2 69.2 69.2+
70 5 | #2.70 | #4.10 | ¥1.80 | +2.80 | #2.32 | #3.30 | ¥2.22 | +£1.90 | #3.72 3.72

34 |74
3. | £5. | 8.4+4 | 14.2+ 21.2 28.0 34.0 34.2 35.6 35.0 35.0 35.2
60 | 40 .60 3.20 542 | £4.2 | £#3.20 | +2.10 | +3.40 | #5.23 | +4.10 | +3.70

ABSORCION DE HUMEDAD (%)

28 | 6.5
1. | 2. | 7942 | 128+ | 18.2+ | 23.6+ | 26.2+ | 28.6x | 32.8+ | 324+ | 32.2+ 32.0
22 | 34 .60 2.45 2.80 2.40 3.45 4.60 3.90 2.90 3.42 +3.10

Capacidad de retencién de humedad en una camara saturada de Na2CO3
(43% de HR).

TIEMPO DE EVALUACION (HORAS)

X+S | X%S X+S | XS | XS X+S X+S X+S X+S XS | XS X+S X+S

95 92.0 | 90.0 88.0 84.4 80.6 79.8 79.4 79.2 79.3 79.2 79.2
100 +20.40 | #3.20 | #2.42 | +2.24 | +3.24 +3.90 +2.45 425 | #3.48 | +4.25 | +3.60 +2.48

92.0 85 83.4 | 80.5% 78.4 75.0 74.6 72.4 71.3 715 71.6 715
100 +2.25 | #3.40 | #3.70 | 2.40 +2.20 +3.70 +2.40 424 | #3.20 | +2.40 | +4.20 +4.50

86.0+2 | 82.0 75.0 70.0 68.0 66.2 65.2 64.0 63.2 63.0 63.5 62.4

RETENCION DE HUMEDAD (%)

100 .40 +2.40 | £+2.60 | +3.60 +3.20 +4.20 +2.60 +4.26 +3.30 | #4.70 +5.60 +2.40
77.7£2 | 73.3 66.9 56.0 52.0 49.2 48.4 48.6 46.2 45.3+ 45.5 45.0
100 .40 +3.2 | #2.20 | +3.40 +3.70 +3.20 +2.45 +2.80 +2.44 3.20 +2.50 +3.40
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