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PRESENTACION

Cultivo de cianobacterias: aspectos practicos, es un libro que ha sido elaborado con fines
educativos y sin animo de lucro, dirigido a todas las personas naturales y corporativas, la
comunidad académica, cientifica, empresarial y agroindustrial, que permita replicar y aplicar los
conocimientos y tecnologias propuestas, basado en las experiencias significativas obtenidas en el
Programa Conectando Conocimientos: “Estrategias integrales para valorizar la biomasa
microalgal en beneficio del sector agricola colombiano”, a través del proyecto: Cultivo de
Arthrospira maxima y Nostoc commune a escala piloto, financiado por el Patrimonio Autonomo
Fondo Nacional de Financiamiento para la Ciencia, la Tecnologia y la Innovacion Francisco José
de Caldas.

Incluimos de manera muy especial a los maestros y estudiantes que inician procesos de extension
a las comunidades para que, al replicar y mejorar estas experiencias, favorezcan a la poblacién en
general, en la obtencion de este superalimento.

Con este trabajo se pretende dar a conocer las técnicas utilizadas en el cultivo de las
cianobacterias: Arthrospira maxima (espirulina) y Nostoc commune, dos cepas de cianobacterias
fotosintéticas cultivadas a escala piloto en sistema Raceway y fotobiorreactores, para la
produccidn de biomasa seca, como punto de partida para su utilizacion como una fuente real de
metabolitos secundarios con diferentes usos biotecnolégicos.

GLOSARIO

e Acineto: Estructura de la cianobacteria encargada de proporcional resistencia a las
condiciones ambientales desfavorables.

e Arthrospira mdxima: Género de cianobacterias del orden Oscillatoriales. Actualmente ha sido
revisado taxondmicamente el género como Arthrospira (especie A. maxima). Estas
cianobacterias estan constituidas por filamentos pluricelulares enrollados en hélice levégira,
qgue flotan libremente en lagos tropicales y subtropicales alcalinos ricos en carbonato y
bicarbonato.

e Bioproductos: Compuesto quimico proveniente de organismos vivos.

e Cepa: Poblacién de microorganismos de una sola especie descendientes de una Unica célula
o que provienen de una determinada muestra en particular, la que usualmente es propagada
por fision binaria, debido al interés en la conservacién de sus cualidades definitorias.

e Cianobacterias: Organismos microscépicos, bacterias Gram-negativas que contienen clorofila,
lo que les permite realizar fotosintesis. Por ello histéricamente se las ha identificado como
algas verde-azules. Estdn presentes en aguas dulces, saladas, salobres y zonas de mezcla de
estuarios.

1
UNIVERSIDAD DE CORDOBA

7 Ciencias

“VIGILADA MINEDUCACION™



CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

e Cultivo: Es el crecimiento microbiano en un medio nutritivo sélido o liquido; el aumento del
numero de microorganismos facilita su identificacidn. El cultivo también facilita la realizacion
de pruebas de sensibilidad a antimicrobianos.

e Escalamiento: Conjunto de reglas, criterios, métodos y modelos utilizados con la finalidad de
llevar un proceso previamente desarrollado a una escala de orden inferior o superior.

e Espiruldmetro: Disco Secchi adaptado a la medicidn de la transparencia asociada a la densidad
celular en el sistema de cultivo abierto.

e Heterocito: Estructura de la cianobacteria encargada de fijar el nitrégeno

e Nostoc commune: especie que puede vivir en agua dulce y en tierra. Forma colonias esféricas,
compuestas por filamentos de aspecto gelatinoso y color verde brillante. Las especies del
género producen cadenas moniliformes en forma de sarta de perlas.

e Plato de Petri (caja de Petri): Es un recipiente de vidrio con tapa que se usa en microbiologia
para cultivo en medio semisdlido (agar).

e Raceway: Sistemas de flujo continuo, se emplean en cultivos intensivos, ya que cuentan con
un flujo rapido de agua, que permite mantener una biomasa elevada de organismos y un
recambio de agua continuo.

e Tricoma (u ormogonio): Filamento rodeado por vaina mucilaginosa, presentes en algunas
cianobacterias.

UNIDADES DE MAGNITUD Y NOMENCLATURA

Densidad dptica: DO

Gramos por litro: gLt

Litro: L

Longitud de onda: Lambda ()
Microgramos por litro: mg.L?
Micrémetros o micras: mm
Micromoles por metro cuadrado por mmol.m2s?
segundo:

Mililitros: mL
Milimetros: mm
Nandmetro: nm

Partes por mil: ppmil; ppt; °/0o
Potencial hidrégeno pH
Temperatura: oC
Carbonato: HCOs"
Fésforo: P

Nitrégeno: N

Potasio: K

Sodio: Na
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INTRODUCCION

La creciente demanda a nivel mundial de productos que promuevan el bienestar social y la
sostenibilidad ambiental ha incentivado la exploracién de organismos cuyas caracteristicas
puedan beneficiar a la humanidad. Las cianobacterias, en virtud de su composicidon quimica,
suscitan un gran interés en diversas industrias, como la alimentaria, farmacéutica, agricola y
cosmética, entre otras. Arthrospira mdxima, conocida globalmente como espirulina, es
reconocida por la FAO como un superalimento debido a su elevado contenido de proteinas de
alta calidad (43-70%).

Segun el Banco Nacional de Alimentos, el departamento de Cérdoba se encuentra entre los cinco
departamentos de Colombia con el mayor nimero de muertes infantiles debido a la desnutricion.
El informe publicado por esta entidad en 2022 revela que en la region Caribe, el 12,1% de los
nifios de 0 a 5 afios padecen desnutricion aguda. Ademas, seiiala que el indice de inseguridad
alimentaria en el Caribe superd significativamente el promedio nacional en el mismo afio,
alcanzando un 65%, en comparacion con el 54% registrado en el resto del pais. Es importante
destacar que una adecuada nutricién influye directamente en el crecimiento, fortaleza del
sistema inmunolégico y mejora de la capacidad cognitiva de los nifios durante sus primeros anos
de vida. Una nutricién adecuada propicia un mejor rendimiento académico durante la nifiez y
asegura que en la edad adulta se cuente con individuos activos, competentes y productivos.

Ante el grave problema de desnutricidn en la region, una alternativa econdmica y eficaz podria
ser la incorporacién de espirulina y Nostoc como suplemento alimenticio, aprovechando las
ventajas de estas cianobacterias como fuente natural de proteinas. La espirulina ha sido utilizada
de manera tradicional en muchas comunidades alrededor del mundo. El propdsito de los autores
al elaborar este documento es proporcionar las herramientas necesarias para establecer cultivos
de cianobacterias en las comunidades interesadas. Esto se plantea como una forma de contribuir
aladisminucion de las tasas de desnutricion en el departamento de Cérdoba y en la regidn Caribe
en general, y de fomentar el uso de estos microorganismos fotosintéticos en diversas actividades
productivas, dada su amplia aplicabilidad en el dmbito biotecnolégico y ambiental.
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

1 CAPITULO 1: BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE LAS CIANOBACTERIAS

1.1 éQué son 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 rdpidamente a nuevas condiciones
medioambientales, son capaces de producir una gran variedad de metabolitos secundarios con
actividad bioldgica, que no son hallados en otros organismos (Gouveia et al., 2010). Las
cianobacterias poseen variedad de pigmentos como clorofila a y ficobiliproteina que le dan una
coloracién verde-esmeralda y por eso también son conocidas como «algas verde-azules»
(Encarnacao et al., 2015, Panijar et al., 2017, Lépez, 2023); sintetizan glucégeno como producto
de almacenamiento, presentan paredes celulares provistas de azlucares y aminoacidos (Carr and
Whitton, 1982; Levaseaur et al., 2020).

1.2 iDonde habitan las cianobacterias?

Las cianobacterias prosperan en el agua salada, salobre o agua dulce, frias y calientes. Un nimero
de especies de agua dulce también son capaces de soportar concentraciones relativamente altas
de salinidad. Son habitantes de aguas termales, arroyos de montafia, nieve y hielo (Castenholz,
1992).

Estos seres, ademas, se pueden encontrar en suelos himedos, ambientes congelados, en el follaje
de las plantas y en ecosistema terrestres. Las cianobacterias son adaptables en un amplio rango
de habientes.

1.3 ¢Cual es laimportancia ecoldgica de las cianobacterias?

Son productores primarios y base de la cadena alimenticia acuatica, fijan nitrogeno y lo asimilan
como nutriente, ademas, contribuyen al bienestar del planeta, al absorber diéxido de carbono y
liberar oxigeno.

Las cianobacterias son un componente natural de los ecosistemas acuaticos y son fuente de
alimento para microorganismos herbivoros (zooplancton, invertebrados y peces), por lo tanto,
ayudan a sustentar las redes alimenticias de los ecosistemas acuaticos.

1.3.1 Espirulina

La mayoria de las especies del género Arthrospira, conocida comunmente como espirulina se han
encontrado en cuerpos de agua alcalinos, con un pH alto (8,5 — 11,0) y a temperatura promedio
de 25 a 35°C con alto nivel de radiacién solar, principalmente en regiones tropicales o
semitropicales, donde crecen de forma masiva y donde es dificil o imposible para otros
microrganismos desarrollarse (Kebede & Ahlgren, 1996; Castenholz, 1989; Pedraza, 1989; FAO,
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CAPITULO 1: Biologia y ecologia de las cianobacterias

2011). Sin embargo, algunas especies se encuentran presentes en cuerpos de agua dulce como
rios, manantiales y estanques y, aunque no hay reportes para el ambiente marino, con un
adecuado suplemento de HCOs", Na y K en conjunto con pH y salinidad adecuados, las especies
de Arthrospira pueden ser altamente productivas en agua de mar (Vonshak & Tomaselli, 2006;
Ramirez-Moreno & Olvera-Ramirez, 2006).

El género Arthrospira es conocido comunmente como espirulina; posee un arreglo multicelular
de tricomas cilindricos (Colla et al., 2007), producen clorofila a y pigmentos accesorios como
ficocianina, que le otorgan un color verdeazulado, ademds de otros como ficoeritrina vy
carotenoides (Tarazona-Diaz, 2018).

Las principales caracteristicas que diferencian este género de otros similares es que estan
formadas por filamentos cilindricos multicelulares enrollados en forma helicoidal, sus tricomas
(filamentos) tienen un patrén de arreglo en forma de hélice abierta y llegan a medir entre 100 a
200 micras (um) o hasta 500 um (Cruz, 2022). Ademas, cuentan con la presencia de paredes o
septos intercelulares (Fernandez-Honores et al., 2019) (Figura 1).

Arthrospira incluye actualmente 44 especies, algunas las cuales tienen una importancia
comercial, nutricional e industrial como A. platensis y A. maxima.

Figura 1. Arthrospira maxima. A) montaje en fresco a 40X; B) montaje en fresco a 100X (Foto original Herazo-
Cardenas).

1.3.2 Género Nostoc

El género Nostoc conforma un grupo de especies que pueden vivir en agua dulce y en tierra.
Forman colonias esféricas, compuestas por filamentos de aspecto gelatinoso y color verde
brillante (Whitton and Potts, 2000). Las especies del género producen cadenas en forma de sarta
de perlas, donde se intercalan otras células de aspecto trasparente, mayor tamano y de escaso
contenido, llamadas heterocistos, cuya funcién es fijar el nitrégeno molecular atmosférico (Doods
et al., 1995; Rosales et al., 2017).
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

Los acinetos o células de resistencia son aproximadamente 2 veces el tamafio de la célula
vegetativa y se pueden encontrar en filas, generalmente ovaladas, pero raramente presentes. Las
colonias de Nostoc son de gran utilidad, porque pueden atrapar el nitréogeno del aire y fijarlo en
sus células, de alli su importancia en la agricultura como abono natural, ademas se ha utilizado
en la alimentacién humana y la medicina durante siglos (Qiu et al, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Nostoc commune. A) Heterocitos en filamentos de (flechas) (fresco 40X); B) Acinetos (flecha) (fresco 100X)
(Foto original Herazo-Cardenas).

A simple vista, Nostoc en colonias tiene aspecto de uvas, traslicidas, gelatinosas y esféricas, con
un didmetro que varia de 10 a 25 mm (Figura 3). También se presenta como colonias laminares
de geometriairregular. Suelen vivir en climas extremos, con temperaturas bajo cero, prosperando
en alturas sobre 3000 metros sobre el nivel del mar (msnm), habiéndose encontrado hasta 5000
m en atmaésferas pobres en oxigeno. Son resistentes a radiacidn ultravioleta, lo que favorece su
fotosintesis. Pueden permanecer en estado latente durante anos, hasta que las lluvias las
rehidratan. Son especies primitivas que se han mantenido desde hace millones de afos; su
capacidad de supervivencia es Unica, existiendo desde zonas semidesérticas hasta en glaciares
antdrticos. En el mundo hay muchas especies, alrededor de 70 clasificadas (Ponce, 2014).
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CAPITULO 1: Biologia y ecologia de las cianobacterias

Figura 3. A) Colonia de Nostoc sp.; B) N. commune (Foto original Vegliante-Arrieta).

1.4 Composicion bioquimica de las cianobacterias

1.4.1 Espirulina

La espirulina contiene nutrientes, minerales, aminoacidos esenciales y no esenciales, vitaminas,
lipidos, enzimas y pigmentos, que la califican como un superalimento, detallados en la Tabla 1
(Henrikson, 1994).

Debido al contenido nutricional y produccion de metabolitos secundarios, la espirulina es
considerada un superalimento y un bioproducto de gran importancia biotecnoldgica.

TABLA 1. Contenido nutricional de espirulina.

Aminoéacidos esenciales

Nutrientes

UNIVERSIDAD DE CORDOBA

NS

COLOMBIA
((. POTENCIA DE LA
VIDA

}’ Ciencias

Proteinas 55-70% | Histidina 13
Humedad 5-7% | Isoleucina 34
Minerales 7-9% | Leucina 50
Carbohidratos 15-20% | Lisina 28
Grasa total (g) 5-7% | Metionina 14
Fenilalanina 27

Treonina 30

Triptéfano 9

Valina 39

Ac. Grasos esenciales Aminoacidos no esenciales

Acido linoleico 10.450 | Alanina 47
Acido Gamma-linoleico 10.633 | Arginina 45
Acido Aspartico 67

Superoxido dismutasa (SOD) Cistina 5
Glutatién peroxidasa Acido glutamico 88
Glicina 32
Clorofila 10.200 | Prolina 26
Ficobiliproteinas 132.500 | Serina 29
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Nutrlentes | Aminoacidos esenciales | glkg
_

Vitaminas \ Cantidad mglkg Minerales | Cantidad (mg/kg)
Beta-carotenos 1.900 | Calcio (mg) 5.000
Vitamina B1 Tiamina 40 | Cobre 10
Vitamina Bz Riboflavina 38 | Cromo 2
Vitamina Bs Niacina 155 | Fosforo 8.000
Biotina 0.4 | Hierro 900
Vitamina Bs Ac. Pantoténico 8 | Magnesio 4.400
Vitamina Bs Piridoxina 6 | Manganeso 40
Vitamina B12 Cobalamina 2 | Potasio 12.000
Ac. Félico 0.4 | Selenio 1
Vitamina E Tocoferol 100 | Sodio 6.500

Zinc 33

(Henrikson, 1994)

1.4.2 Nostoc sp.

El Nostoc desecado, contiene nitrogeno absorbido, que luego se transforma en precursor de
aminodcidos que generan proteinas (Gantar, 2008). La calidad alimentaria esta en su aporte
energético, contenido proteico y carbohidratos en diferentes porcentajes; también, es fuente de
minerales, especialmente hierro, haciendo del Nostoc un producto de facil digestion (Ponce,
2014; Defilippi, 2019) (Tabla 2).

La importancia del cultivo del Nostoc esta en obtencién de metabolitos secundarios precursores
del crecimiento de plantas de interés agrondmico y como potencial control de plagas.

TABLA 2. Contenido nutricional de Nostoc sp.

Nutrientes | Cantidad Minerales | Cantidad
Energia 242 kcal | Calcio (mg/100g) 147
Proteinas totales 30.4 g/100g | Hierro (mg/100g) 83.60
Glucidos 46.90 mg/kg | Fésforo (mg/100g) 64
Grasa total 0.5g | Vitamina B2 Riboflavina (mg/100g) 0.41
Colesterol -
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2 CAPITULO 2: CULTIVO DE CIANOBACTERIAS

2.1 Cepario

El mantenimiento de las cepas se puede hacer tanto en medio liquido como en medio sélido. Los
cultivos liquidos de las cepas se mantienen en tubos de ensayo de 25 - 50 mL, mientras los cultivos
semisolidos se mantienen en platos de Petri (Figura 4).

Figura 4. A) Cepario en tubos de ensayo debidamente rotulados y preservados en ambiente iluminado vy
temperatura constante. B) Mantenimiento de cepa en medio semisélido en platos de Petri). C) Método de
purificacién de las cepas. (Foto original Vegliante-Arrieta).

La transferencia de los cultivos se realiza generalmente cada 30 dias, dependiendo del
crecimiento de la cepa. Las inoculaciones se hacen bajo una atmdsfera estéril en un cuarto de
siembra, en presencia de mecheros de alcohol o gas. El area donde se hace la transferencia debe
estar perfectamente desinfectada con etanol al 70%, cloro de 4 ppmil (partes por mil). Al
momento de escalar a mayor volumen se recomienda hacerlo a baja temperatura, en un cuarto
aislado y sin circulacién de aire.

2.2 Mantenimiento de la cepa

Cada cultivo uniespecifico debe mantenerse por triplicado en tubos de ensayo con 17 mL de
medio de cultivo (tubos A, B y C), correctamente rotulados con el nombre y origen de la especie,
fecha de inoculacién y tipo de medio de cultivo. Finalmente, se colocan en condiciones favorables
de luz y temperatura para su mantenimiento (Figura 5).
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

En el caso de la coleccidn del Laboratorio de Calidad de Agua de la Universidad de Cdrdoba, las
condiciones del cepario son las siguientes: temperatura 28 + 2 2C, irradiancia 40 - 50 umol fotones
m=2.s1y fotoperiodo 12:12 horas luz:oscuridad. De los tres tubos para el mantenimiento de la
cepa, uno es mas antiguo (tubo A: replica anterior), y los otros dos son la réplica actual (B y C),
por lo tanto, tienen la misma fecha. El cambio de medio se realiza aproximadamente cada 30 dias,
asi:

inoculos

');'
DI

SLRLRL,
\&£527

|88

Figura 5. Técnica de replicacidn de la cepa (esquema original de Vallejo-Isaza).

1. Entre los dos tubos marcados como B y C, se elige uno para que funcione como indculo
(por ejemplo, B) y los otros dos se descartan (tubos Ay C).

2. A partir del tubo elegido (B), se realizan dos replicas en tubos con medios nuevos, dando
lugar a que se mantengan los tres tubos (B, D y E) y asi sucesivamente.

3. Es importante mantener un tubo con el cultivo antiguo para asegurar la cepa, pues la
replicacion puede fallar.

2.3 Condiciones fisicas y quimicas de cultivo en laboratorio.

El mantenimiento del cultivo tiene como objetivo garantizar la alta calidad de la cepa al momento
de iniciar un cultivo a gran escala. Las siguientes condiciones permiten mantener éste en un
ambiente 6ptimo.

a) lluminacién:

La espirulina es una cianobacteria sensible a la luz, como organismo fotosintético, requiere
iluminacién para su desarrollo; sin embargo, una exposicion prolongada de mas de 12 horas,
puede ser perjudicial para su crecimiento y desarrollo, siendo recomendable exponer el cultivo
abierto, a media sombra (Xarxa, 2016).
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En cultivos cerrados se recomienda usar luz artificial para el mantenimiento, ya que es posible
controlarla de acuerdo a las necesidades de éste. La intensidad de luz varia con el volumen'y
concentracién celular. Una intensidad luminica de 80 umol.m™.s! se considera adecuada para
cultivar cianobacterias (INDESOL, 2016).

b) Temperatura:

Para el mantenimiento de las cepas es recomendable mantener temperaturas a 27 + 5,0 2C;
sin embargo, en sistemas de cultivos abierto, se mantienen a la temperatura que oscila entre
30 2Cy 38 C para acelerar la tasa de crecimiento (Xarxa, 2016).

c) Agitacidny aireacion:

Para el cultivo de espirulina en raceways, es necesario la agitacion para distribuir, la
iluminacién, la temperaturay los nutrientes en el cultivo, asi como para prevenir que las células
se acumulen en la superficie y en el fondo de la estructura. En este caso se recomienda el uso
de paletas movidas a motor con un variador (dispositivo que regula las revoluciones por
minuto) (Castro, 2018).

En cultivos de pequefos volimenes no es necesaria una aireacion, basta con una agitacion
manual diariamente. En cultivos a mayor escala, la aireacién debe aumentar, garantizando la
integridad celular del cultivo y evitando la formacién de espuma. El aire puede ser
suministrado por un compresor (aireador o blower) de medio a 1 hp (de acuerdo con el
volumen de cultivo). Para distribuir el aire en los sistemas de cultivo es comun utilizar lineas
de PVC con valvulas y se recomienda la utilizacién de filtros.

d) pH:

El pH es una variable quimica que indica qué tan acida o alcalina es una sustancia, influyendo
en la solubilidad de varios compuestos metalicos (Abalde et al., 1995; Rodriguez y Triana,
2006). Las cianobacterias requieren pH alcalino entre 9 y 11 para su optimo crecimiento, lo
gue contribuye a mantener la inocuidad. Para cultivos comerciales, el pH debe ser superior a
9,4, para evitar la contaminacion bioldgica y en especial por otras microalgas (Berry, 2003).

e) Nutrientes:

Las cianobacterias obtienen su energia mediante la radiacion luminica y para su metabolismo
utilizan el nitrégeno y fésforo en diferentes formas: como nitrégeno libre (atmosférico) o en
compuestos inorgdnicos como amonio y nitrato. El fésforo constituye un nutriente limitante
en el ambiente acuatico y es asimilado en forma inorgdnica como ortofosfatos, el cual puede
acumular para su reutilizaciéon en forma de granulos de polifosfatos. Segun Martigani (2012),
estas caracteristicas le otorgan ventajas adaptativas en relacidon a otras microalgas, en cuanto
puedan colonizar otros ambientes con déficit de nutrientes.
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

2.4 Medios de cultivo.

Las cianobacterias tienen la capacidad de desarrollarse en diversos medios, ya sea liquidos o
semisolidos. Para espirulina son utilizados los medios Zarrouk (en el proceso de aislamiento y
purificacién), SSM (el Medio Salino de Mar) (Gitelson, 1996) y Jourdan, para la etapa de
produccidn a gran escala. Otros medios como ASM-1, Z8, DOBLEGA, BBM, AA, KMC, Kn Cg-10,
Dy BG11 (Whitton, 1992) son utilizados, siendo este ultimo el recomendado para el cultivo de
Nostoc.

En la Tabla 3 se presentan los macronutrientes y elementos traza y sus cantidades para la
elaboracién de los medios de cultivo.

TABLA 3. Nutrientes para el cultivo de cianobacterias: segin Zarrouk y Jourdan para espirulina y BG11 para
Nostoc.
Zarro_uk para Concentracion Jourd_an para Con?fe ] BG11 para Nostoc Diluc. ‘ Concentracion
espirulina espirulina cion
NaHCOs 16,8 g.L.-' | NaHCOs 5,880 g.L! MgSOs4-7H20 10 mL.L 0,15 g.200mL-" dH20
K2HPO4 0,59.L" | NasPO4-12H20 0,165 g.L! CaCl2-2H.0 10 mL.L 0,72 g.200 mL-* dH.0
NaNOs 25g.L1 | NaNOs 0,921 gL Acido citrico-H;0 10 mL.L 0,12 9.200 mL-* dH;0
K2SO4 1,09.L" | MgSO47H:0 0,070 g.L1 Citrato de amonio férrico 10 mL.L 0,12 g.200 mL-* dH.0
NaCl 1,5g.L" | FeSO47H.0 0,004 g.L1 Na;EDTA-2H.0 10 mL.L* 0,02 g.200 mL-' dH.0
MgS0:-7H;0 02g.L1 | NaCl 2,0 gL+ Na;COs 10 mL.L+ 0,40 9.200 mL-" dH,0
CaCl2-2H.0 0,04 g.L! NaNOs 10 mL.L* 10 mL.L*
FeS04-7H0 0,01 g.L! K2HPO4 10 mL.L* 10 mL.L*
EDTA 0,08 g.L! Na2S203-5H20 (en agar 1mL. L-1 10 mL.L-1
Solucién de metales tra;
H3BOs 2,86 g.L! H3BOs 2,86 g.L!
MnClz-H20 1,81 g.L1 MnCl2-4H.0 1,81 g.L1
ZnS04-H0 0,222 g.L1 ZnS04-7H20 0,22g.L"
Na;MoOs 0,0177 gL NazMoOs-2H,0 0,39 g.Lt
CuS04-5H20 0,079 g.L1 CuS04-5H2.0 0,079 g.L1
Co(NOs)2-6H. 49,4 mg.L!

2.5 Escalamiento de cultivos.

2.5.1 Preparacion de los medios de cultivo masivo: técnica y precauciones

Medio Jourdan en solucidn stock: Para el cultivo masivo de espirulina, debido a los costos de los
reactivos analiticos, se utilizan reactivos de calidad comercial, en las proporciones mencionadas
en la Tabla 3. Estos reactivos se adicionan en el agua tratada a través del sistema de filtracion, y
se almacena en un tanque de 120 L como solucidn stock.

La cantidad del medio que se prepara depende del volumen final del cultivo, guardando las
proporciones y teniendo en cuenta el orden en el cual se van a ir agregando cada reactivo, tal y
como aparece en la Tabla 3, empezando con el bicarbonato de sodio (NaHCOs3) y finalizando con
el cloruro de sodio (NaCl) para evitar la quelacién de los minerales. Una vez adicionadas las sales,
se dejan precipitar por un lapso aproximado de 48 horas, tiempo tras el cual es transferido al
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CAPITULO 2: Cultivo de cianobacterias

sistema raceways, homogenizando el cultivo al mezclarse con el movimiento del sistema de
paletas.

2.5.2 Escalamiento del cultivo de espirulina

El cultivo se inicia con 160 mL del inéculo en recipientes de vidrio de aproximadamente 1 L de
capacidad, a una concentracion inicial aproximada de 0,2 g.L', manteniendo las proporciones
20% indculo, 20% medio de cultivo y 60% (480 mL) de agua a pH 9,0 para un volumen final de 800
mL. Cuando el cultivo alcanza la fase exponencial, aproximadamente en el dia 15, se escala el
cultivo en botellones de 3 L y luego a 16 L, manteniendo las proporciones 20, 20 y 60%, antes
mencionadas. El movimiento del cultivo se garantiza con un aireador, evitando el autosombreo
del cultivo. La iluminacidn se ubica detras de los recipientes utilizando ldmparas fluorescentes o
LED’s con fotoperiodo de 12:12 h (Figuras 6y 7).

Los cultivos en el laboratorio se nutren semanalmente con medio Zarrouk y se mantienen bajo
condiciones controladas de temperatura, pH, salinidad e inocuidad. Durante el escalamiento de
los cultivos de cianobacterias se evalla la tasa de crecimiento utilizando la camara de conteo
celular Sedwick Rafter y microscopio convencional.

Cepa en medio Zarrouk
semisolido

!

Escalamiento a 10 mL —— Escalamiento a 1 Litro

l_ Escalamiento a 3 Litros «—

Escalamiento a 50 Litros
Medio Jourdan en exteriores

|

Escalamiento a 16 Litros —

Escalamiento a 600 Litros

Escalamiento a 5.000 Litro

Figura 6. Diagrama de flujo de los pasos para e escalamiento de los cultivos de espirulina.
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E
| 4

Figura 7. Escalamiento a 8 metros clbicos en sistema semicontinuo en raceways. A) Inéculo en 10 mL. B) Cultivo en
laboratorio en 1000 mL. C) Transferencia a 3 litros y a 20 litros. D) siembra en 50 litros. E) Transferencia a 600 L. F)
Inéculo para el cultivo masivo en raceways gemelos con volumen de 8 metros cubicos (Laboratorio de Sanidad
Acuicola y Calidad de agua; foto original Vallejo-lsaza).
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2.5.3 Escalamiento del cultivo de Nostoc

A diferencia de espirulina, ampliamente conocida y domesticada y que masivamente se cultiva en
sistemas abiertos como el sistema raceway, Nostoc reviste desafios en el cultivo a nivel masivo,
debido a sus plasticidad y caracteristicas ecolégicas.

Cuando se pretende realizar un cultivo masivo, se deben implementar estrategias para el control
de crecimiento de comunidades de microorganismos (microalgas y protozoarios), que reducen la
eficiencia y calidad del cultivo. Por lo tanto, éste debe ser en sistema cerrado utilizando
biorreactores, generalmente disenados en forma vertical y a partir de diversos tipos de materiales
transparentes, para garantizar la inocuidad y la eficiencia fotosintética (Figuras 8 y 9).

Siembra de cepas de
Nostoc en medio BG11
semisolido (Cajas Petri y
tubos inclinados)

!

Escalamiento a 10 mL
en tubos de ensayo

Escalamiento desde 10
mL a 100mL, 250mL
hasta 1 Litro

I—_Iiscalamiento del cultivo a 3 litros +«—

Escalamiento a 16 Litros

. . . — Escalamiento a 50 Litros
en condiciones de exterior

|

Mantenimiento del cultivo por periodos no mas de 21 dias

Cosecha de la totalidad del fotobiorreactor

Figura 8. Diagrama de flujo de los pasos para e escalamiento de los cultivos de Nostoc.
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| e T i
Figura 9. Escalamiento de la cepa de Nostoc: A) Preparacion del indculo de la cepa a volimenes menores de 1000
mL; B) Inoculacién de la cepa. C) Transferencia a volimenes de 3 L. D) Estanterias con luz a temperatura constante.
E) Escalamiento en volumenes de 50 litros. D) Detalle del biorreactor en volumen de 50 L (Foto original Vegliante-
Arrieta; Vallejo-Isaza; Herazo-Cardenas).
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2.6 Mantenimiento del cultivo de espirulina.

Los cultivos de espirulina en sistema de Raceway gemelos, se mantienen a partir de una excelente
calidad de agua, para lo cual se necesita un sistema de filtracién que comprende una unidad de
acopio; de esta fase, el agua pasa por un sistema de filtros (Figura 10), iniciando con un filtro de
zeolita y carbdn activado para eliminar trazas de compuestos quimicos, luego por 3 filtros de
cartucho de 20, 10, 5 um. El agua es almacenada en un tanque de 2000 L, que pasa a través de
una ldmpara de Luz UV, garantizando la eliminacién de contaminantes bioldgicos (bacterias),
antes de alimentar los raceways. Los cultivos abiertos en sistema Raceway presentan
inconvenientes debido a la continua perdida agua por evaporacién; para controlar este factor
semanalmente se ajusta el volumen del Raceway completando la columna de agua a 14 cm de
profundidad.

o 1A
Figura 10. A) Tanques de copio de agua. B) Filtro de carbén activado y zeolita. C) Filtros millipore 25 um, 5.0 umy
1.0 um; D) Almacenamiento de agua purificada; E) Compresor de aire de 0,5 hp; F) Filtro ultravioleta (Foto original

Vallejo-Isaza).
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

2.6.1 Fertilizacion del cultivo de espirulina

La fertilizacidn del cultivo se realiza quincenalmente a partir de la preparacién del medio Jourdan,
rico en fuente de nitrégeno. Para el cultivo masivo a esta escala, se utilizan reactivos de grado
comercial, a diferencia del cultivo en laboratorio que debe ser de grado analitico. El medio de
cultivo Jourdan contiene en su formulacién nitrato de sodio (NaNOs) como principal fuente de
nitrégeno. Debido a las restricciones legales en Colombia, este nutriente es reemplazado por
nitrato de potasio (KNO3s), sin afectar el rendimiento del cultivo.

2.6.2  Manejo del cultivo de espirulina

Uno de los requisitos importantes para el cultivo de espirulina en raceway es la agitacién suave y
permanente, mediante un sistema de paletas movidas por un motory controladas por un variador
de velocidad para garantizar el movimiento adecuado del medio, mantener la integridad de los
filamentos, evitar el sombreamiento y eliminar el exceso de CO; en las horas nocturnas. Para este
finy, enlos casos que se requiera, se recomienda construir el sistema raceway con un foso delante
a las paletas (50 x 50 x 100 cm de profundidad) (Figura 11). Una de las ventajas de este mecanismo
consiste en sacar el CO, del medio para evitar la formacion de acido carbdnico que disminuya del
pH del medio.

Lo .
Paletas
aireadoras

—

N

alxp

Figura 11. Foso desgacificador del sistema raceway (flechas) (Foto original Herazo-Cardenas).
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CAPITULO 2: Cultivo de cianobacterias

2.6.3 Monitoreo del cultivo de espirulina

Para el monitoreo de los parametros ambientales se emplean equipos y materiales relativamente
econémicos y faciles de conseguir, como son termdmetro para medir latemperatura, Disco Secchi
adaptado a la columna de agua (espirulémetro), cintas colorimétricas para medir el pH en el rango
de 7 a 14 y refractrometro para controlar la salinidad del medio (Figura 12).

Figura 12. Instrumental basico para monitoreo de las variables fisicas y quimicas. A) Termdmetro digital. B) Disco
Secchi (o espiruldmetro); C) pHchimetro por colorimetria; D) Refractrémetro.

Una actividad esencial en el mantenimiento de los cultivos, consiste en monitorear
frecuentemente (dia de por medio) el estado poblacional del cultivo. Uno de los métodos mas
sencillos es el recuento y verificacidon de la calidad del filamento o tricomas en placa Sedwick
Rafter bajo el microscopio éptico en 10X (Figura 13).

Para monitorear el crecimiento del cultivoy el aumento de la biomasa de forma sencilla, se utiliza
un “espirulémetro”, que consiste en un disco Secchi adaptado a la profundidad del raceway. Sin
embargo, sise tiene la posibilidad, el uso del espectrofotémetro permite realizar la determinacién
de la densidad éptica (DO) con un nivel de precision mas elevado.

A partir de la muestra del cultivo, bajo el microscopio se evaluan los tricomas y determinacién de
microorganismos acompafnantes, ademas del conteo celular y densidad dptica.
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

Figura 13. A) Recoleccién de muestras. B) Medios de cultivo para evaluar inocuidad. C) Inspeccidon bajo el
microscopio. D) Estado de vitalidad de espirulina. E) Contaminacion bioldgica del cultivo por rotiferos, protozoos y
microalgas. F) Contaminacién por microalgas (Foto original: Herazo-Cardenas, Vallejo-Isaza, Pineda-Rodriguez).

2.7 Mantenimiento del cultivo de Nostoc

El cultivo de N. commune se desarrolla en biorreactores de 50 L (pueden ser bolsas de
polipropileno de alta densidad u otro material transparente), los cuales son ubicados en
estructuras metalicas y expuestos a la luz natural en fotoperiodo 12:12 h (Figura 14).

Los biorreactores con el medio de cultivo BG11, son inoculados con la cepa de Nostoc cuando el
inéculo alcanza la densidad éptica (DO) de minimo 0,9 nm de turbidez a longitud de onda (1) 680
nm, densidad que se consigue al cabo de 30 dias, aproximadamente.

2.7.1 Manejo del cultivo de Nostoc

El cultivo de Nostoc debe ser monitoreado para determinar la calidad celular de la cianobacteria,
su dindmica poblacional y la presencia de microorganismos acompafantes.
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‘2

. .‘
Figura 14. A) Estructuras soporte para los biorreactores. B) Disposicion de los biorreactores listos para ser
inoculados. C) Crecimiento de Nostoc commune en 50 L (Foto original: Herazo-Cardenas, Vegliante-Arrieta).

2.7.2  Monitoreo del cultivo de Nostoc

Las caracteristicas del medio de cultivo BG11, con pH de 7,2 y baja concentracién de sales, lo
hacen propenso a contaminarse con otras microalgas (Clamidomonas) (Figura 15), protozoarios,
rotiferos y otros. Segun Jacinavicius y cols. (2013), un método que da buenos resultados para el
control de estos microorganismos acompafiantes a nivel de laboratorio es la aplicacién de
Cicloheximida (C1sH23NOQ4), a una dosis de 50 mg.L™2.
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

En cultivos mayores a 16 L, los microorganismos acompanantes se controlan eficazmente al
incrementar el pH a 9 y llevar a salinidad a 5 ppmil, condiciones a las que Nostoc se adapta muy
bien.

Figura 15. Contaminacién del cultivo de Nostoc commune (flecha punteada) por Chlamidomonas (flecha continua)
(gota humeda 40X) (Foto original: Herazo-Cardenas, Vegliante-Arrieta).

2.7.3 Fertilizacidon del cultivo de Nostoc

El cultivo de Nostoc tiene una duracidon de aproximadamente 30 dias, tiempo durante el cual no
requiere renovacion de nutrientes. Cuando el cultivo alcanza la maxima tasa de crecimiento
exponencial, se procede a la cosecha. Iniciar un nuevo cultivo, requiere la esterilizacion de los
materiales como mangueras y aireadores y nuevas bolsas plasticas.
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CAPITULO 3: Cosecha, secado y aprovechamiento de cianobacterias

3 CAPITULO 3. COSECHA, SECADO Y APROVECHAMIENTO DE CIANOBACTERIAS.

3.1 Cosechay secado de espirulina

La cosecha de espirulina se realiza cuando la poblacion de cianobacterias se encuentra en la fase
exponencial de crecimiento, es decir, hay mayor tasa de replicacidon que tasa de “mortalidad”.
Esta informacion se obtiene con el registro diario de densidad poblacional, ya sea mediante el
recuento celular bajo el microscopio (filamentos por mililitro), o la densidad éptica (OD), por
espectrofotometria.

Se recomienda realizar la cosecha durante las primeras horas de la mafiana, por las bondades de
la temperatura ambiental, duracion de la radiacidn solar para el secado de la biomasa cosechada.
Ademads, en horas de la mafiana, la concentracién de proteina celular es mas alta.

La cosecha se realiza en dos fases: la primera fase consiste en la extraccion del volumen del cultivo
establecido, a partir del uso de una bomba sumergible; en la segunda fase, se utiliza un tamiz de
seda de 30 micras de ojo de malla, el cual se coloca sobre un tanque recolector de 1000 L; en el
tamiz quedan retenidos los filamentos de espirulina que superan el tamafio del ojo de malla, para
asi obtener la biomasa humeda disponible (Figura 16).

Para optimizar el cultivo, el agua filtrada es devuelta al raceway, y se repone el volumen faltante
con agua filtrada y carbonatada. El exceso de agua de la biomasa cosechada se elimina
exprimiéndola manualmente con un pafo de seda de 30 um.

El lavado de la espirulina, debe hacerse con agua alcalina para retirar el exceso de sales del cultivo;
el uso de agua corriente (pH 7), ocasiona ruptura celular y pérdida de la calidad de la biomasa.
Esto se evidencia facilmente, porque el agua residual no sale clara, sino de color verde azuloso,
indicio del dafio de las células.

Figura 16. A) Cosecha y extraccion del exceso de humedad de la biomasa. B) Biomasa humeda lista para secado. (Foto
original Herazo-Cardenas).
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El secado es un proceso importante en la produccidon de la espirulina; el proceso realizado
correctamente permite que el producto almacenado tenga una durabilidad de hasta 5 anos para
su consumo.

La biomasa humeda de espirulina se lleva a bandejas previamente esterilizadas, en las cuales se
deposita enforma de “churros” otiras de 0,5 a 1,0 cm de grosor para facil manejo y rapido secado,
utilizando una manga de reposteria o un tubo de culinaria a presion manual (Figura 17 A)

Para el secado se pueden utilizar varios métodos: secado al sol directamente; secado en horno
convencional, liofilizacién y secado por atomizacién.

Si bien, el proceso de secado por liofilizacién y atomizacidn son muy eficientes y eficaces, también
resultan mas costosos. Cuando se produce espirulina a mediana escala es posible secarla al sol
directamente, mientras las condiciones ambientales lo permitan; es importante tener en cuenta
gue, una exposicion prolongada al sol, destruye la clorofila, haciendo que el producto se torne
azuloso.

El uso del horno deshidratador se recomienda cuando la intensidad de la radiacién solar es
insuficiente. Para este caso se recomienda secar la biomasa a temperatura entre 40 y 602C hasta
7 horas, dependiendo de la carga de humedad de la biomasa cosechada o hasta que el producto
seco se desprenda facilmente de la bandeja de secado. Para preservar la biomasa seca de la
humedad ambiental, se debe almacenar en empaques oscuros, al vacio o con cierre hermético.

N\

Figura 17. A) Elaboracién de “churros” para secado al sol o en hornos de secado. B) Biomasa seca lista para pulverizar.
C) Molienda de espirulina. D) Espirulina en polvo (Foto original Herazo-Cardenas)

3.2 Cosecha de Nostoc

La cosecha de Nostoc se realiza de manera similar a la espirulina. La biomasa hiumeda del cultivo
se obtiene a partir de filtracion, mediante una tela o malla de fibra sintética de 30 micras (Figura
18).
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CAPITULO 3: Cosecha, secado y aprovechamiento de cianobacterias

Ante la dificultad de obtener la biomasa en el filtrado por el tamafio de las células y, teniendo en
cuenta que las especies de Nostoc presentan exopoliscaridos ricos en compuestos bioactivos, el
proceso de secado no se recomienda. Del total de la biomasa de Nostoc cosechada, el 10%
corresponde a la fraccion celular y el 90% a la fraccion hiumeda (Figura 19).

T

Figura 18. A) Cosecha de Nostoc commune en tamiz de 30 micras. B) Biomasa humeda obtenida (Foto original Herazo-

Cardenas)

Figura 19. Biomasa humeda de Nostoc commune (Foto original Vegliante-Arrieta).

3.3 Aprovechamiento.

Gracias a su composicion bioquimica, las cianobacterias presentan un alto potencial
biotecnoldgico; en la actualidad su uso va desde la alimentacién suplementaria en humanos,
grandes animales y pequefios animales, hasta su potencial en la industria farmacéutica, por sus
compuestos bioactivos; ademds las cianobacterias tienen potencial como organismos
biorremediadores al remover nutrientes (N y P), metales pesados, hidrocarburos; asimismo, actua
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CULTIVO DE CIANOBACTERIAS: Aspectos prdcticos

en el mejoramiento de suelos como biofertilizantes y se utiliza en la industria energética en la
produccién de biocombustibles (Figura 20).

Figura 20. A) Obtencion de bioproductos destinados a la agricultura. B) Utilizacidn de espirulina para la obtencidn
de biomoléculas destinadas a la nutricion, cosmética, medicina, etc.

En el marco del Programa: “Conectando conocimientos: Estrategias integrales para valorizar la
biomasa microalgal en beneficio del sector agricola colombiano” Cédigo 1112-852, el proyecto
“Cultivo de Arthrospira maxima y Nostoc commune a escala piloto”, cédigo 71866 Universidad
de Cdrdoba, produjo la biomasa necesaria para la formulacién del biofertilizante y biopesticida
obtenida por la Universidad CES, a partir del proyecto “Desarrollo de biofertilizantes y
biopesticidas para cultivos estratégicos en la agricultura colombiana” cédigo 71649, obteniendo
como producto final los insumos para el desarrollo del proyecto: “Evaluacidon de desempeiio de
los bioproductos en entornos reales en sistemas de produccion agricola del Caribe colombiano”
codigo: 71912, liderado por la Universidad de Cérdoba (Figuras 21y 22).

Figura 21. Prueba de antibiograma de bioproductos. Biofungicida A)Discos estériles; B) Hongo testigo; C)
Hidrolizado en discos + hongo; D) Fungicida + hongo (Foto original Pico-Gonzalez). B) Efecto del biofertilizante en
frijol caupi (Foto original Ariza-Gonzalez).
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CAPITULO 3: Cosecha, secado y aprovechamiento de cianobacterias

3.4 Costos de produccion de espirulina.

El cultivo masivo de espirulina en sistema raceway, cosechado de manera semi continua, permitié
obtener rendimientos en produccién de biomasa de 0,71 g.L}, superior a lo reportado por
diferentes autores, en cultivos similares en otras latitudes. Esta productividad se debe a las
condiciones ambientales predominantes de la zona (Cérdoba, Colombia), representadas por
temperatura ambiente promedio de 332C, fotoperiodo 12/12 y pH del cultivo 10 % 1, salinidad de
10 ppmil, que garantizan la inocuidad del cultivo y su alto rendimiento.

Los costos estimados de produccion mensual de harina de espirulina en raceways, considerando
un cultivo semi continuo con seis (6) cosechas por mes de 1.000 L, para un total de 6.000 litros de
cultivo cosechado, con un rendimiento de biomasa seca de 4.260 gramos/mes de harina de
espirulina, se observa en la Tabla 4.

TABLA 4. Costos de produccidon mensual de harina de espirulina en raceways.
Rubro \ Costos estimados |
Valor (COP) mensual (USD) values month
Medio de cultivo Jourdan $180.975 $41,9
Equipos /materiales $461.979 $107,0
Servicios $790.850 $118,0
Personal $22.500 $5,2
SUBTOTAL COSTOS DE PRODUCCION $1.456.304 $272,1
Imprevistos (10%) $145.630 $27,2
COSTOS TOTALES DE OPERACION MENSUAL $1.601.934 $299,3
Biomasa producida (gramos/mes) 4.260
PRECIO DE VENTA POR GRAMO $376 $0,1

3.5 Calidad nutricional de espirulina.

La calidad nutricional de la espirulina cultivada en el sistema raceways de la Universidad de
Cérdoba, Colombia, fue obtenida a partir del analisis proximal de la espirulina seca, con los
siguientes valores registrados en la Tabla 5. Destaca el 64,46% de contenido proteico en este
sistema de produccidn, comparado con otras marcas comerciales nacionales e importadas (55 a
60%), lo que imparte una ventaja frente a productos similares.

TABLAS. Valores nutricionales de polvo de espirulina Arthrospira maxima, cultivada en raceways.
Componente nutricional 100 g de espirulina (*) ‘ Porcion (3 g de espirulina)
Humedad 5,61% 0,168
Cenizas 5,21% 0,156
Proteina 64,46% 1,930
Grasa total 0,14% 0,0042
Carbohidratos totales 24,58% 0,737
Calorias (Kcal/100g) 357,42 10,722
Polvo de espirulina (Arthrospira maxima)
* Laboratorio CECIF, Universidad CES, Medellin, Colombia
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