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RESUMEN. La creciente demanda mundial de alimentos ha llevado a la bldsqueda de nuevas fuentes de biomasa
altamente nutritiva. Las cianobacterias pueden ser utilizadas no sélo como fuente de compuestos de interés
biotecnoldgico, sino también como alimento para animales y humanos, debido a su alta calidad nutricional. El
objetivo de este estudio fue evaluar la produccion de biomasa de las cianobacterias filamentosas fijadoras de
nitrogeno Nostoc LAUNO0015 y Anabaena MOF015 a cielo abierto a dos volimenes de cultivo: 50 y 100 L usando
como medio de cultivo BG11 sin nitrégeno. El crecimiento de las cianobacterias se siguié mediante turbidez de los
cultivos y determinacién de pigmentos hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento. La biomasa fue cosechada,
secada y usada para la determinacion de masa seca, proteinas, carbohidratos, ficobiliproteinas y lipidos totales.
Anabaena MOFO015 produjo los mayores valores, al compararlos con los cultivos de Nostoc, de masa seca, clorofila a,
ficocianina, ficoeritrina, proteinas y lipidos con 3,85 + 0,41 g L%; 3,76 + 0,51; 6,16 + 0,85; 2,79 + 0,25; 250,31 *
10,01y 20,11 + 1,01 pg mL™?, respectivamente en un volumen de 50 L de cultivo. Mientras que, Nostoc LAUN0015
alcanzd la maxima produccion de carbohidratos con 754,17 +79,86 pg mL™?. Anabaena MOFO015 se destaca por
exhibir un mayor crecimiento y produccién de biomasa seca (p<0,05) en condiciones diazotréficas; lo cual supone
sistemas de cultivos méas econémicos y de gran valor biotecnoldgico.

ABSTRACT. The growing world food demand has led to the search for new sources of highly nutritious biomass.
Cyanobacteria can be used not only as a source of compounds of biotechnological interest, but also as food for
animals and humans, because of their high nutritional quality. The aim of this study was to evaluate the biomass
production of nitrogen fixing filamentous cyanobacteria Nostoc LAUNO0015 and Anabaena MOFOQ15 outdoors at two
culture volumes: 50 and 100 L using BG11 with no nitrogen as culture medium without nitrogen. Growth was
followed by turbidity and determination of pigments until reaching stationary phase of growth. The Biomass was
harvested, dried and used for the determination of dry mass of protein, carbohydrates and phycohiliprotrin total lipids.
Anabaena MOFO015 produced the highest values of dry mass, chlorophyll, phycocyanin, phycoerythrin, proteins and
lipids with 3.85 +0.41 g L%, 3.76 +0.51, 6.16 +0.85, 2.79 +0.25, 250.31 +10.01 and 20.11 +1.01 ug mL* respectively
in a volume of 50 L culture. Nostoc LAUNOO15 reached the maximum production of carbohydrates of 754.17 £79.86
ug mL2. Anabaena MOF015 is prominent for further growth and production of dry biomass and metabolites (p<0.05)
in diazotrophic conditions, which means more economical culture systems with great biotechnological value.

INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos procariotas, capaces de producir una gran variedad de
compuestos como proteinas, lipidos, pigmentos, polisacaridos, vitaminas y muchos otros metabolitos. Ademas,
debido a que se adaptan rapidamente a nuevas condiciones medioambientales, son capaces de producir una gran
variedad de metabolitos secundarios con actividad bioldgica, que no son hallados en otros organismos.*

Las limitaciones en la disponibilidad de tierras cultivables han llevado a la bisqueda de nuevos ingredientes para la
alimentacion humana y animal. Durante décadas, estos microorganismos han sido considerados como una fuente
promisoria de proteinas y carbohidratos.? Las cianobacterias han sido utilizadas por los seres humanos por centenares
de afios como alimento y fertilizante principalmente. Estos constituyen una fuente alternativa de proteinas, debido a
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su alto contenido de aminoécidos esenciales en su biomasa, para la produccion de proteina unicelular a ser
comercializada como suplemento alimenticio 4.

La utilizacion de diferentes cepas de cianobacterias como fuente de alimento depende del conocimiento detallado de
una variedad de pardmetros como composicién quimica, digestibilidad y capacidad de ser crecida en cultivos
masivos.? Aunque el género mas conocido dentro de la industria alimentaria es Spirulina/Arthrospira 24, existen una
gran cantidad de géneros y cepas que pueden ser caracterizadas, cultivadas y comercializadas como suplemento
alimenticio.

En la literatura internacional han aparecido gran cantidad de reportes que sefialan que la biomasa de cianobacterias
posee numerosos efectos benéficos sobre la salud humana. Se conoce que posee efectos antivirales, antineoplasicos,
hipoglicémicos, antibidticos, mejoradordel sistema inmunitario, hipocolesterolémico, incluso, coadyuvante de la
pérdida de peso 358,

Con base en lo anteriormente explicado, el objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento y composicion
bioguimica de dos cepas de cianobacterias filamentosas crecidas a escala piloto a cielo abierto, como punto de partida
para su utilizacion como una fuente real de biomasa en cultivos autotréficos.

MATERIALES Y METODOS

Las cianobacterias bajo estudio fueron: (a) Nostoc LAUNOO015, aislada de un ambiente himedo en Bogota, y donada
por la Universidad Nacional de Colombia® y (b) Anabaena MOFO015, aislada de lodos activados provenientes de una
planta de tratamiento de la industria cervecera en Maracaibo, Venezuela.*©

Los cultivos, por duplicado, fueron crecidos a dos volimenes de cultivo, 50 y 100 L en envases cilindricos abiertos de
plastico, de 35 x 80 cm y una capacidad maxima de 180 L. EI medio de cultivo utilizado fue el BG-11,, caracterizado
por no presentar ninguna fuente de nitrégeno?!. Se eligio la cloracién del agua como método de desinfeccion, debido
a su eficiencia y practicidad. El agua potable fue tratada con 2 mg L™ de hipoclorito de sodio por 24 h.
Posteriormente, el agua fue burbujeada por 24-48 horas para la volatilizacion del cloro y medicion del mismo,
asegurando un contenido inferior a 0,5 mg L™ de cloro residual??.

El experimento se inici6 con un inéculo del 10 % del volumen total, obtenido de cultivos al final de la fase
exponencial, a nivel de laboratorio. El ensayo fue mantenido por 40 d con aireacion constante por burbujeo a una
velocidad de 5 mL s* y agitacion manual tres veces al dia. Esta agitacion era necesaria puesto que al tratarse se
cianobacterias filamentosas, la floculacidn es inevitable a pesar del burbujeo. Los cultivos fueron monitoreados a
través de mediciones de turbidez (DOrso) y pigmentos cada tres dias y determinacidn de composicién bioquimica en
fase estacionaria. Los registros de temperatura e irradiacion se realizaron de forma diaria.

La masa seca fue determinada por métodos gravimétricos.’®* El contenido de pigmentos se realiz6 por
espectrofotometria, a través de extracciones metandlicas para clorofila a ** y carotenoides;* o por ruptura celular para
ficobiliproteinas ¢ El contenido de proteinas se estimé por el método Folin.'” Los carbohidratos se midieron por el
método de fenol-acido sulfdrico® y el contenido de lipidos se determind por el método de carbonizacion simple.*®

Los andlisis estadisticos realizados empleando el paquete SPSS 15.0, usando andlisis de varianza de una via
(ANOVA) v la prueba de Sheffé para examinar las diferencias en cuanto a crecimiento y composicion bioquimica
entre las cianobacterias y volimenes de cultivo.

RESULTADOS

El crecimiento de Nostoc fue muy similar en ambos tratamientos; mientras que para Anabaena parece favorecerse el
crecimiento a 50 L, a pesar de que la maxima absorbancia se obtuvo al final del cultivo a 100 L. Ademas, los cultivos
de 50 L presentaron una tendencia a declinar su crecimiento mas rapidamente que a 100 L. (Fig. 1).
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Fig. 1. Crecimiento seguido por turbidez (DOvso) de Nostoc LAUNO015 y Anabaena MOF015 a diferentes volimenes
de cultivo

82



Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 48, No. 3, pp. 081-086, septiembre-diciembre, 2017.

La produccién de biomasa fue independiente del volumen de cultivo. Es decir, no se presentaron diferencias
significativas (p>0,05) entre los cultivos de 50 y 100 L, para cada cianobacteria. Los cultivos de Anabaena producen
al menos 2,0 veces mas biomasa que los de Nostoc, con un maximo valor de 3,85 +0,41 g L%, (Tabla 1).

Tabla 1. Produccién de biomasa seca (g L™) de Nostoc LAUNOO15 y Anabaena MOF015 a diferentes volimenes de
cultivo.

Nostoc LAUNO0O015 Anabaena MOF015
50 L 100 L 50 L 100 L
1,50 +0,392 1,14 0,232 3,85 +0,41° 3,08 +0,23°

Valores obtenidos en fase estacionaria. Letras iguales como superindices equivalen a un mismo grupo homogéneo
(p<0,05)

La produccién de clorofila a fue mayor al menor volumen de cultivo de 50 L para ambas cianobacterias, con el valor
maximo de 3,76 +0,51 pg mL* alcanzado por Anabaena MOFO015 (Fig. 2 a) con diferencias significativas (p < 0,05).
Por su parte los carotenoides también lograron su maximo a 50 L para Anabaena MOF015 con 0,72 + 0,12 pug mL™,
pero en este caso sin diferencias significativas con respecto al volumen o cianobacteria usada (p > 0,05).

En cuanto a los pigmentos hidrosolubles, la ficocianina obtuvo el mismo patrén de mayor produccién a menor
volumen de cultivo (Fig. 2 b), con un valor de 6,16 + 0,85 pg mL™* para Anabaena MOFOQ15 (p < 0,05) en cultivos de
50 L. En Nostoc LAUNOO015 la produccion de ficoeritrina también fue mayor a 50 L; pero no asi para Anabaena
MOF015 donde se alcanzaron valores de 2,45 + 0,53 y 2,79 + 0,25 pg mL, para 50 y 100 L; respectivamente y sin
diferencias significativas (p > 0,05).

4,5 5
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=}

354 O Carotenoides totales a

Produccién de pigmentos {pg mL7)

Nostoc 50 L Nostoc 100 L Anabaena 50 L Anabaena 100 L
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4,0 4

3.0 4

2,0 1

1,0 —4.+

0.0 _ ,
Nostoc 50 L Nostoc 100 L Anabaena 50 L Anabaena 100 L

Fig. 2. Produccidn de (a) clorofila a y carotenoides y (b) ficocianina y ficoeritrina (ug mL™) de Nostoc LAUNOQ15 y
Anabaena MOFO015 a diferentes volimenes de cultivo.

Produccién de pigmentos {pg mL7)

Para el caso de la produccidon de proteinas, se registro el mayor contenido a 50 L para ambas cianobacterias
filamentosas, con valores de 201,56 + 7,42 y 250,31 + 10,01 ug mL™* para Nostoc LAUNO0015 y Anabaena MOF015,
respectivamente (p < 0,05) (Tabla 2).

La produccidn de carbohidratos parecio mejorarse a mayores volimenes de cultivo para Nostoc LAUNO0015, donde el
valor maximo de 754,17 +7 9,86 ug mL* (p < 0,05) fue obtenido a 100 L (Tabla 2). En cambio, en Anabaena
MOF015 no hubo diferencias significativas entre los valores obtenidos a las dos escalas de cultivo (p > 0,05). La
produccion lipidica fue baja, lo cual en general es una tendencia comun en cianobacterias. La mayor produccion se
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alcanzd en 50 L de cultivo para Anabaena MOF015 con 20,11 + 1,01ug mL?%; el cual fue estadisticamente superior
(p < 0,05) al resto de los valores (Tabla 2).

Tabla 2. Produccion de proteinas, carbohidratos y lipidos (ug mL™) de Nostoc LAUNOO015 y Anabaena MOF015 a
diferentes volimenes de cultivo.

NostocLAUNO0015 AnabaenaMOF015

50 L 100 L 50L 100 L
Proteinas 201,56 + 7,422 141,25 + 10,58" 250,31 + 10,01° 166,15 + 5,96
Carbohidratos 503,00 + 35,19° 754,17 + 79,86 315,11 + 30,41¢ 256,74 + 39,96¢
Lipidos 15,66 + 1,26 10,10 + 0,64 20,11 +1,01° 13,72+ 1,97°

Valores obtenidos en fase estacionaria. Letras similares corresponden a valores sin diferencias estadisticas (p > 0,05).

DISCUSION

Dependiendo del sistema de cultivo, las microalgas y cianobacterias rinden entre 0,1 y 0,3 g L™ en sistemas abiertos y
de 1 a4 g L*en algunos fotobiorreactores?’. Los valores de este estudio se encuentran en este rango de entre 1 a4 g
L, aunque hay que tomar en consideracion que este estudio emplea volimenes mucho mas pequefios a los miles de
litros que usualmente se encuentran en sistemas abiertos industriales?. Diversos estudios realizados tanto en sistemas
abiertos como en fotobiorreactores han coincidido en valores de biomasa similares a los reportados en este
trabajo?.-22,

La disminucién de la masa seca producida por un cultivo al aumentar el volumen utilizado ha sido previamente
observada en microalgas como Porphyridium cruentum, Chlorella sorokiniana, Nannochloropsis sp. y
Scenedesmus.?%® Esto es debido principalmente a que, al aumentar el volumen de cultivo, la relacion entre el area
iluminada y el volumen total disminuye, cuando se comparada con cultivos de escala de laboratorio.?”

Se debe tomar en cuenta que todos los cultivos realizados fueron desarrollados en condiciones diazotréficas; es decir,
sin la adicién de nitrogeno al medio de cultivo. Esto representa una estrategia metabdlica que le permite a ciertas
cianobacterias crecer en ambientes pobres en nitrégeno, donde otros organismos fotosintéticos no podrian prosperar
en ausencia de fuente nitrogenada en el medio o sustrato sobre el cual estan creciendo.?®

Por lo tanto, los resultados obtenidos son de gran interés biotecnoldgico; ya que se alcanzé un alto contenido de
pigmentos, proteinas y carbohidratos, sin utilizar fuentes de nitrégeno como elemento esencial en todos los medios de
cultivos comerciales; los cuales se hacen méas costosos por la adicion de nitrato o amonio.

De tal manera que, con los cultivos a mayores escalas de cianobacterias fijadoras de nitrégeno, se incrementa la
eficiencia de produccién de biomasa con tecnologias altamente competitivas en cuanto al uso de sistemas de cultivos
discontinuos aireados y alimentados con los otros nutrientes requeridos por las cianobacterias con heterocistos.?®%, Las
cianobacterias fijadoras de nitrgeno estan ampliamente distribuidas entre los géneros filamentosos formadores de
heterocistos, como Anabaena, Nostoc y Rivularia, entre otras.?® En un estudio previo, se ha comprobado que en el
caso de Nostoc LAUNOO015, es capaz no s6lo de crecer en ausencia de nitrégeno, sino que ademas parece crecer
mejor y producir metabolitos a mayores concentraciones que bajo condiciones de presencia de este elemento en el
medio de cultivo.®

Se ha establecido la disminucion de la densidad celular y produccion de biomasa en cultivos a gran escala, con
parametros de cultivo como la irradiancia. Esto se debe al efecto de ensombrecimiento a un mayor volumen y a la
falta de las células de exponerse a la intensidad luminosa respectiva.®* Los cultivos con un volumen de 100 L tenian
una profundidad de 30 cm, casi el doble de los cultivos de 50 L, lo que se traduce en un mayor ensombrecimiento y
menor ingreso de la luz a la columna de agua.

En fotobiorreactores, las concentraciones de pigmentos, tanto liposolubles como hidrosolubles, obtenidas en cultivos
cianobacterianos son mucho mayores a las reportadas en este estudio.?22>32 Lakaniemi y col.?? obtuvieron valores de
clorofila a, cercanos a 35 pg mL™, unas diez veces mas alto de lo alcanzado por Anabaena. En Scenedesmus,
Andrade y col.? demostraron un mantenimiento de la produccion de clorofila y carotenoides en medios mixotréficos
a diferentes escalas. De igual forma la produccion de ficocianina y ficoeritrina fue mucho mas baja que las
encontradas bajo condiciones de laboratorio en otros estudios, e inclusive con estas mismas cepas. 3323

En cultivos a cielo abierto el aumento del volumen de cultivo, que implica la disminucidn del area iluminada; aunado
a una agitacion deficiente, producen una limitacion luminica.?” Las células creciendo bajos estas condiciones estan
expuestas a un régimen de luz mucho més complejo que el ciclo circadiano. Este ciclo es inducido por el flujo
turbulento del cultivo, donde las células cambian de una zona de alta iluminacién cuando estan en la capa mas
superior del cultivo a una zona de obscuridad total en el fondo de la unidad de cultivo. Este régimen “instantaneo” de
luz es uno de los principales moduladores del crecimiento y produccion de pigmentos de microalgas y cianobacterias
en cultivos masivos. 3

En estos cultivos la fuerte radiacion solar puede alterar de forma negativa la eficiencia del sistema; lo cual es
particularmente cierto en esta zona del trépico. Los valores de iluminacion variaron desde 24 kW m2 en dias
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nublados a mayores de 40 kW m (limite de deteccion del fotdmetro), mientras que la temperatura de los cultivos
varié entre 30 y 39 °C. Estos dos factores produjeron una evaporacion generalmente cercana a 1 L d*, condiciones
que en la mayor parte de los casos produce una disminucion de la productividad3.

De forma contraria a la produccion de biomasa, el contenido de carbohidratos tiende a aumentar con la alta irradiancia
y evaporacion que se presentaron en los cultivos; que constituyen factores estresantes que activan la produccion no
s6lo de polisacéridos intracelulares, sino también de expolisacéridos y polisacaridos capsulares.®®

Para la produccion de lipidos a gran escala, generalmente son las clorofitas y las diatomeas las mas empleadas.
Géneros como Nannochloropsis, Isochrysis, Tetraselmis, Pavlova, Chlorella, Chlamydomonas, Scenedesmus,
Phaeodactylum, Neochloris y Botryococcus entre otros; son muy utilizadas en los estudios de produccién lipidica,
debido a que, en todos estos casos, y bajo condiciones de cultivo generalmente relacionadas con la limitacion por
nitrégeno, se obtienen contenidos de lipidos saturados superiores al 50 % respecto a biomasa seca.¢%7

En el caso de las cianobacterias, la produccion de lipidos generalmente no supera el 10 %, aunque existen cepas
especialmente de Arthrospira/Spirulina que alcanza el 20 %.%° Esto ocurre porque las cianobacterias en ausencia de
nitrogeno en el medio de cultivo, poseen una alta relacién C:N, por lo que desvian las grandes cantidades de carbono
fijado principalmente en la produccién de carbohidratos, especialmente de exopolisacaridos.®

CONCLUSIONES

Las cianobacterias Nostoc LAUNO0015 y Anabaena MOF015 lograron ser cultivadas a cielo abierto de forma efectiva,
obteniendo moderados resultados de crecimiento y produccion de biomasa enriquecida. De las dos cianobacterias,
Anabaena MOFO015 cultivada a un volumen de 50 L, se verifica como mayor productora de biomasa, pigmentos,
proteinas y carbohidratos.

Esto verifica su idoneidad para ser producida en cultivos al aire libre, mas ain tomando en cuenta que este
crecimiento fue obtenido sin utilizar fuente de nitrégeno en el medio de cultivo, lo cual podria traducirse en una
reduccion importante en los costos de produccidn, obteniendo al mismo tiempo biomasa de gran calidad bioquimica y
nutricional.
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