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Resumen: El presente estudio tuvo como objetivo aislar, purificar e
identificar una cepa de cianobacteria del género Arthrospira, recolectada en
el humedal Abras de Mantequilla, provincia de Los Rios, Ecuador. La
muestra de agua fue procesada mediante filtracion y diluciones seriadas, e
inoculada en un medio de cultivo Bg-11 modificado, ajustado a pH 9,5. Se
implementaron condiciones controladas de temperatura, iluminacién y
aireacion para favorecer su desarrollo. La fase de purificacién incluyé ciclos
repetidos de cultivo hasta obtener una cepa libre de contaminantes, la cual
fue observada microscOpicamente para su caracterizacion morfologica.
Posteriormente, se escalé el cultivo a 1 litro, y finalmente a 100 litros,
logrando obtener 100 g de biomasa fresca, de los cuales se obtuvieron 83 g
de biomasa seca, evidenciando un alto rendimiento en materia seca. La
identificacion molecular se realiz6 mediante la técnica de barcoding,
utilizando los genes 23S y tRNA, amplificados por PCR y secuenciados por
el método Sanger. Los resultados mostraron una identidad del 100 % con
Arthrospira platensis, confirmando la taxonomia de la cepa aislada. En
conclusion, se logr6 aislar y caracterizar exitosamente una cepa de A.
platensis, con potencial para su aplicacion en bioproductos sostenibles
gracias a su alta productividad y pureza.

Palabras clave: Cianobacteria, cultivo, microalga, molecular, secuencia.
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Abstract: The present study aimed to isolate, purify, and identify a
cyanobacterial strain of the genus Arthrospira collected in the Abras de
Mantequilla wetland, Los Rios province, Ecuador. The water sample was
processed by filtration and serial dilutions and inoculated into a modified Bg-
11 culture medium adjusted to pH 9.5. Controlled temperature, lighting, and
aeration conditions were implemented to promote its growth. The purification
phase included repeated culture cycles until a contaminant-free strain was
obtained, which was observed microscopically for morphological
characterization. Subsequently, the culture was scaled up to 1 liter, and finally
to 100 liters, obtaining 100 g of fresh biomass, from which 83 g of dry biomass
were obtained, demonstrating a high dry matter yield. Molecular identification
was performed by barcoding, using the 23S and tRNA genes, amplified by
PCR and sequenced by the Sanger method. The results showed 100%
identity with Arthrospira platensis, confirming the taxonomy of the isolated
strain. In conclusion, a strain of A. platensis was successfully isolated and
characterized, with potential for application in sustainable bioproducts thanks
to its high productivity and purity.

Keywords: Cyanobacteria, cultive, microalgae, molecular, sequence.

1. Introduccién

Las microalgas y cianobacterias han ganado una atencién creciente en los ultimos afios
debido a su potencial biotecnolégico, ecoldgico y econémico (Luna, 2007). Estos
organismos fotosintéticos se destacan por su alta eficiencia en la conversion de energia
solar, su capacidad para crecer en condiciones extremas y su versatilidad en
aplicaciones industriales (Cobos Ruiz et al., 2014). Dentro de este grupo, Arthrospira
platensis, conocida comunmente como espirulina, ha sido ampliamente estudiada por
sus propiedades nutricionales y su capacidad para producir compuestos bioactivos de
alto valor (Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006).

A. platensis es una cianobacteria filamentosa que posee un alto contenido de proteinas,
vitaminas, minerales y antioxidantes (Navarrete-Dominguez et al., 2024). Su uso se ha
popularizado como suplemento alimenticio tanto en humanos como en animales, y ha
demostrado beneficios en la salud gracias a su capacidad para modular el sistema
inmune, actuar como agente antiinflamatorio y combatir el estrés oxidativo (Garcia,
2013). Ademas, su cultivo representa una alternativa sustentable frente a las fuentes
convencionales de proteina, lo que la posiciona como un recurso estratégico en
contextos de seguridad alimentaria (Pérez-Madruga et al., 2020).

Mas alla de su valor nutricional, A. platensis tiene un amplio potencial en la produccion
de biocombustibles, cosméticos, biofertilizantes y productos farmacéuticos (Fernandez
et al., 2018). Su rapida tasa de crecimiento, junto con la posibilidad de cultivarla en
sistemas cerrados o abiertos, permite un aprovechamiento eficiente de recursos, incluso
en zonas donde otras formas de agricultura no son viables (Ramos Lucia et al., 2022).
Por ello, su estudio y optimizacion representan una via importante hacia el desarrollo de
tecnologias sostenibles (Hernandez et al., 2024).

El aislamiento de cepas locales de A. platensis permite evaluar su adaptacion a
condiciones especificas de cultivo, lo cual es fundamental para el disefio de sistemas
de produccion eficientes (Andrade Silva et al., 2024). Asimismo, la caracterizacion
morfoldgica, bioquimica y genética de estas cepas brinda informacién clave sobre su
rendimiento y composicion, lo que facilita su aplicacién en diferentes industrias (Parra
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et al., 2019). Esta etapa es esencial para identificar variantes con propiedades
superiores 0 mejor adaptadas al entorno local.

La produccion controlada de A. platensis permite optimizar las condiciones de cultivo,
como la luz, temperatura, pH y concentracion de nutrientes, con el objetivo de maximizar
su biomasa y la sintesis de compuestos de interés (Baltazar-Navarrete et al., 2024).
Ademas, la estandarizacion de procesos de cultivo y cosecha es indispensable para
asegurar la calidad del producto final, especialmente si se destina a aplicaciones
alimentarias o farmacéuticas (Rojas et al., 2012).

En este contexto, la presente investigacién tiene como objetivo el aislamiento,
caracterizacion y produccion de la cianobacteria Arthrospira platensis, con el fin de
establecer una base cientifica y técnica que permita su aprovechamiento a nivel local.
A través de un enfoque multidisciplinario, se buscara identificar cepas prometedoras,
comprender sus propiedades y desarrollar estrategias de cultivo que favorezcan su
rendimiento y calidad, contribuyendo asi al desarrollo de soluciones sostenibles
basadas en biotecnologia.

2. Materiales y Métodos
2.1 Aislamiento de la cianobacteria

Fue tomada una muestra de agua en el humedal de Abras de Mantequilla ubicado en la
provincia de Los Rios, en la cuenca alta del rio Guayas Ecuador (1°29'40"S -
79°43'42"0), con la ayuda de un envase estéril fue trasladado hasta el laboratorio de
biologia y microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ).

Para procesar la muestra de agua se procedio a filtrar con ayuda de un cedazo con
capacidad de retencién de particulas >250 ym. A continuacion, se realizaron diluciones
seriadas en agua estéril de 10" a 10° con el fin de disminuir la biocarga inicial.

Las diluciones fueron inoculadas en tubos de ensayo de 10 mL con medio liquido Bg-
11 modificado (Arias et al., 2016), ajustando el pH a 9,5.

2.2 Fase de Purificacion

Las microalgas del género Arthrospira se desarrollan en ambientes alcalinos, donde las
condiciones extremas restringen la proliferacion de otros microorganismos
competidores y agentes contaminantes. Asi mismo, necesita carbono como fuente
primordial para llevar a cabo su metabolismo. Por ello, se empled un medio de cultivo
tipo Bg-11, el cual fue ajustado en su cantidad y composicién con el fin de mejorar el
crecimiento de la microalga (Tabla 1).

Tabla 1.

Composicioén y cantidades utilizadas para elaborar medio de cultivo Bg-11

Compuestos Férmula quimica Cantidades g/L™'
Nitrato de potasio KNOs 1,5
Fosfato dipotasico K,HPO, 0,04
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO,-7H,0 0,075
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Cloruro de calcio CaCl, 0,036

Hierro quelado FeCcH:O, 0,006
Carbonato de sodio Na,COs; 0,002
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS0,-7H,0 0,22
Molibdato de sodio dihidratado Na,MoO,-2H,0 0,039
Sulfato cuprico pentahidratado CuS0,-5H,0 0,079

La tabla muestra las concentraciones particulares de los compuestos empleados en el
medio Bg-11 modificado. Dichas concentraciones fueron modificadas para asegurar una
provision equilibrada de carbono (C), nitrégeno (N), potasio (K) y fésforo (P).

El cultivo inicial se incub6 a 28 °C, bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz y oscuridad,
y con una aireacién constante proporcionada por una bomba de aire marca JAD-SC
modelo 7500, para asegurar una agitacién continua y un adecuado intercambio
gaseoso. Se utilizé iluminacion LED fluorescente con una intensidad de 5000 lux, y el
proceso de purificacion se llevé a cabo mediante varias repeticiones en el medio Bg-11,
eliminando cualquier contaminante visible en cada ciclo, los cuales fueron monitoreados
durante una semana (Li et al., 2022).

Tras verificar la pureza del cultivo a través de observaciones microscopicas, se tomoé
una muestra del cultivo depurado y se inoculd en un nuevo lote de medio de cultivo para
dar inicio a la siguiente repeticion. Este procedimiento de replicacion y depuracion se
repitié hasta conseguir un cultivo completamente puro, libre de contaminantes como
particulas suspendidas, sedimentos o alteraciones inusuales en la claridad del medio.

2.3 Caracterizacion morfolégica

La identificacidn inicial de la microalga recolectada se llevé a cabo mediante observacion
al microscopio. Se ubicd una gota del cultivo de la cianobacteria sobre un portaobjetos
y sobre este un cubreobjetos. Para ello, se empled un microscopio optico trinocular de
la marca Motic™, modelo Panthera S, y se realizd observaciones con los objetivos de
10x y 40x.

2.4 Produccion en medio liquido a escala 1 L.

Una vez obtenido el cultivo purificado y determinada su concentracion inicial, se
procedio a su escalado hasta alcanzar un volumen de 1 litro. Para ello, se inocul6 una
biomasa con una concentracion inicial de 0.450 g/L en matraces Erlenmeyer de 1 litro,
conteniendo 500 mL del medio Bg-11. A lo largo del proceso, el cultivo se mantuvo en
condiciones controladas de temperatura, fotoperiodo y aireacion, replicando los
parametros establecidos en las fases anteriores con el fin de asegurar una adecuada
proliferacion celular (Guidi et al., 2021).

Luego, se incorporaron 150 mL de medio de cultivo cada 24 horas, llevando a cabo un
seguimiento continuo del desarrollo de la microalga. Al alcanzar una concentracion de
1 g/L, el cultivo fue recuperado y conservado de forma adecuada para llevar a cabo los
respectivos analisis moleculares.

2.5 Produccion de materia verde y seca de A. platensis
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Se produjo biomasa fresca de la cianobacteria bajo el método de soluciones nutritivas
Bg-11 durante 8 dias, se utilizd 5 reactores de capacidad 20 litros, con produccion total
de 100 L y se filtré con la ayuda de un papel filtro whatman grado 4 con capacidad de
retencion de particulas de 2,5 ym para recolectar la biomasa fresca.

Posteriormente, la biomasa fresca se introdujo en una Mufla a 65°C durante 8 horas
para su deshidratacion. La determinacién de materia seca se calcul6 segun la siguiente
férmula: Porcentaje de materia seca = (Peso seco/Peso fresco) * 100.

2.6 ldentificacion molecular

La identificacion molecular de la cianobacteria se realizd6 mediante la técnica de
barcoding, aplicando este método a los fragmentos génicos 23S y tRNA, evaluando su
efectividad de deteccidn en ambas técnicas.

Se efectud la extraccion de ADN gendmico a partir de aproximadamente 100 mg de
biomasa utilizando técnicas estandar, tras lo cual se evalué la integridad y pureza del
ADN mediante espectrofotometria de microvolimenes y electroforesis en gel de
agarosa al 1 %. El ADN extraido fue diluido hasta alcanzar una concentracion cercana
a 20 ng/uL, adecuada para su posterior amplificacién mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la amplificacion se emplearon oligonucleétidos universales especificos:
p23SrV_f1/P23SrV_r1 para el gen 23S rRNA (Sherwood & Presting, 2007), y 10/18 para
el tRNA (Wilmotte et al., 1993). Los productos amplificados fueron purificados antes de
someterse a secuenciacion por el método Sanger.

Las secuencias obtenidas fueron depuradas y ensambladas utilizando el software
bioinformatico Geneious (versién 11.1.2). Posteriormente, las secuencias ensambladas
fueron comparadas con la base de datos de nucleétidos GenBank (NCBI) mediante
herramientas de alineamiento, con el fin de realizar la asignacion taxondmica precisa de
la cepa analizada.

3. Resultados y discusion
3.1 Caracterizacion morfolégica

La identificacion morfoldgica de la cianobacteria aislada y purificada permitié reconocer
caracteristicas distintivas del género Arthrospira, como su estructura filamentosa
helicoidal en espiral, alineadas una tras otra sin formar heterocistos simulando
movimiento giratorio, segun Jung et al. (2021). Por otra parte, Huarachi et al. (2014)
indica que, esta forma helicoidal no solo facilita su identificacién, sino que también se
relaciona con su flotabilidad y exposicién eficiente a la luz en medios acuaticos (Figura

1).
Figura 1.

Observacion de la microalga en el microscopio con objetivo de 10x y 40x.
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Las observaciones realizadas mediante microscopia fueron concordantes con las
descripciones morfolégicas reportadas en la literatura especializada. Asimismo, la
habilidad de la microalga para desarrollarse en el medio de cultivo Bg-11, junto con el
pH alcalino observado en dicho medio, funcioné como un criterio complementario que
respalda la asignacion taxondmica del género Arthrospira (Ismaiel et al., 2016).

Ademas, el cultivo de la microalga presentd una coloracion verde azulada (Figura 2),
atribuida a la presencia de ficocianina y clorofila, pigmentos fundamentales en su
estructura celular. Para Sierra et al. (2005) |a ficocianina, pigmento caracteristico de las
cianobacterias, es responsable del tono azulado, mientras que la clorofila contribuye al
matiz verde. Ambos compuestos estan directamente relacionados con la capacidad
fotosintética de la microalga (Vernés et al., 2015).

Figura 2.

Reactor para la produccion de microalgas y toma de muestras

3.2 Produccion de A. platensis

Durante el estudio se generaron un total de 100 litros de microalga, de los cuales, tras
el proceso de filtracién, se obtuvo un total de 100 gramos de biomasa fresca. Al calcular
la produccién de biomasa seca mediante la deshidratacion de la biomasa fresca, se
lograron obtener 83 gramos de biomasa seca. El elevado porcentaje de materia seca
(83%) es un indicador favorable, ya que una mayor concentracion de sélidos facilita la
manipulacién, el transporte y el procesamiento posterior de la biomasa microalgal.
Segun Escobedo & Calderon (2021), estos datos son significativos para evaluar la
viabilidad de utilizar esta biomasa microalgal como materia prima para la produccion de
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derivados como alimentos, biofertilizantes, biocombustibles u otros productos de valor
agregado, lo que podria contribuir significativamente al desarrollo de sistemas
sostenibles en la industria (Garcia, 2013; Gémez et al., 2013).

3.3 Caracterizacion molecular

La electroforesis vertical de los productos de la PCR para los genes 23S y tRNA resulté
con amplicones de aproximadamente 410 pares de base (pb) y 1200 pb
respectivamente, segun se muestra en la Figura 3. Hurtado-Alarcén & Polania-
Vorenberg (2014) sostiene que la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida es
ideal para la identificacion de cianobacterias.

Figura 3.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la PCR para los fragmentos
A) 23S y B) tRNA. MM= Marcador de peso molecular y CN= Control negativo.

MM CN ALGS MM CN ALG5

La tabla 2 muestras el resumen de resultados de la identificacion molecular, se logré
obtener un ADN de alta calidad para el proceso de amplificacion, se sintetizaron primers
23S: p23SrV_f1/P23SrV_r1 y tRNA:10/18 permitiendo amplificar las secuencias e
identificar el genoma de referencia para la especie Arthrospira platensis. Para Bravakos
et al., (2016) esta técnica es una herramienta fundamental para la identificacién rapida
y precisa de cianobacterias, permitiendo un resultado confiable dentro de una diversidad
de cepas de diferentes ecosistemas.

Tabla 2.

Resumen de resultados de la identificacidon molecular de cianobacterias.

Cdédigo Calidad Organismo Gen Identidad N° Accesion
ALG5 100 Arthrospira platensis 23S 100 % LC455669.1
ALG5 100 Arthrospira platensis tRNA 100 % KX279418.1
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4. Conclusiones

La identificacion morfologica de la microalga permitié confirmar su pertenencia al género
Arthrospira, gracias a sus caracteristicas distintivas como la forma espiralada y la
ausencia de heterocistos. Estas observaciones, sustentadas por analisis microscépicos,
fueron coherentes con lo reportado en la literatura cientifica, consolidando asi la
clasificacién taxondmica preliminar basada en la morfologia.

El crecimiento exitoso de la microalga en el medio de cultivo Bg-11, junto con el pH
alcalino observado, sirvié como un criterio adicional que respalda la asignacion al género
Arthrospira. Estos factores, combinados con la observacion de la coloracién verde
azulada atribuida a la presencia de ficocianina y clorofila, no solo corroboran la identidad
del organismo, sino también su capacidad fotosintética y potencial biotecnolégico.

La produccion de biomasa microalgal alcanzé un volumen significativo, con una alta
proporcion de materia seca (83%), lo que representa una ventaja desde el punto de vista
industrial. Esta concentracién de solidos facilita las etapas de posprocesamiento y
sugiere una viabilidad prometedora para el uso de la biomasa en aplicaciones como
alimentos funcionales, biofertilizantes, biocombustibles y otros productos sostenibles de
valor agregado.

La identificacion molecular complementé los hallazgos morfolégicos y funcionales,
mediante la amplificacién exitosa de los genes 23S y tRNA. El analisis de secuencias
permitié confirmar con un 100% de identidad la presencia de Arthrospira platensis,
reforzando la validez de la identificacion taxondmica y ofreciendo una base sdélida para
futuras aplicaciones cientificas o industriales que involucren esta cianobacteria.
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