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Resumen

Se evalto el efecto de la salinidad (15, 25 y 35 UPS) y concentracion de nitrato (4, 8 y 16 mmoles L") sobre el crecimiento
y composicion bioquimica de la cianobacteria Limnothrix sp. (LAEP- 52) con miras a su explotacion para fines biotecnolé-
gicos. La cianobacteria se cultivé durante 20 dias a 25°C, 98 pmol m?s?, fotoperiodo 12:12 y aireacion continua (200 mL
min™). El crecimiento fue evaluado cada 48 horas a través de la medicion de la densidad éptica a 730 nm. Se evidencié que
la salinidad y la concentracion de nitrato modulan el crecimiento y la composicion bioquimica de Limnothrix sp. El mayor
crecimiento (6.3 £ 0.38 mg mL"), contenidos de proteinas (57 + 4.56 %), ficocianina (170.3 = 13.6 ug mL") y clorofila a
(16 £ 1.28 ug mL") se obtuvieron a la menor salinidad (15 UPS) y mayor concentracién de nitrato (16 mmoles L"). Por el
contrario, las mayores concentraciones de lipidos (21.3% 1.19 %), carbohidratos (14.47 £ 1.15 %) y carotenoides (6 + 0.48
pg mL') se lograron en la mayor salinidad (35 UPS) y menor concentracion de nitrato (4 mmoles L"). La produccién de
exopolisacdridos sélo fue influenciada por la salinidad, llegando a alcanzar sus mayores valores a 35 UPS (1600 + 112.25
mg L7). Los contenidos de proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos obtenidos en esta cianobacteria permiten catalo-
garla como un organismo que puede ser usado en las industrias biotecnolégicas, ya sea como alimento para organismos
cultivados o como fuente de metabolitos de interés industrial.

Palabras claves: cianobacteria, biotecnologia, Limnothrix.

Abstract

In this research we evaluate the effect of salinity (15, 25 and 35 UPS) and nitrate concentration (4, 8 and 16 mmoles L)
on growth and biochemical composition of the cyanobacterium Limnothrix sp. (LAEP-52) with a view to exploitation for
biotechnological purposes. The cyanobacterium was grown in volumes of 1 L for 20 days. The culture conditions included
25 °C, irradiance of 98 pmol m? s, photoperiod 12:12 and continuous aeration (200 mL min'). Growth was evaluated
every 48 hours through the measurement of optical density at 730 nm. It showed that salinity and concentration of nitrate
modulate the growth and biochemical composition of Limnothrix sp. The highest values of growth (6.3 + 0.38 mg mL"),
protein content (57 + 4.56%), phycocyanin (170.3 £ 13.6 mg mL") and chlorophyll a (16 = 1.28 mg mL") were obtained at
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the lowest salinity (15 UPS) and highest levels of nitrate (16 mmolesL'). By contrast, higher concentrations of lipids (21.3
* 1.19%), carbohydrate (14.47 £ 1.15%) and carotenoids (6 + 0.48 mg mL") were achieved in the highest salinity (35 UPS)
and the lowest concentrations of nitrate (4 mmoles L'). The production of exopolysaccharides was only influenced by
salinity, reaching its highest values at 35 UPS (1600 £ 112.25 mg L"). The content of proteins, lipids, carbohydrates and
pigments obtained in this cyanobacterium allow cataloged as an organism which can be used in biotechnology industries,
either as feed for farmed organisms or as a source of metabolites of industrial interest.

Key words: cyanobacteria, biotechnology, Limnothrix.
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Introduccién

Las cianobacterias se han utilizado en diferentes in-
vestigaciones, destacandose entre éstas su uso como
complemento alimenticio (Grewe y Pulz, 2012), bio-
fertilizantes (Irisarri et al., 2001) y biorremediadoras de
ambientes eutroficados (Ruangsomboon et al., 2013),
indicadoras de contaminacion organica (Peinador
1999), productoras de una amplia variedad de com-
puestos bioactivos con posible interés farmacéutico
(Abed et al., 2009; Rastogi y Sinha, 2009), exopolisa-
caridos (Vicente et al., 2004), y energia en forma de
hidrogeno (Min y Sherman, 2010); siendo las especies
pertenecientes a los géneros Nostoc, Anabaena, Spi-
rulina, Arthrospira, Nostoc, Phormidium, Synechocystis,
Oscillatoria, Limnothrix y Synechococcus, entre otras,
las mas estudiadas (Thajuddin y Subramanian, 2005).

El crecimiento de las cianobacterias en ambientes
acuaticos esta controlado por una variedad de facto-
res ambientales, entre los que destacan el tipo y con-
tenido de nutrientes utilizados en el medio de cultivo,
cepa, salinidad, irradiancia, temperatura, pH, fase de
crecimiento en el momento de la cosecha y calidad
del agua, entre otros (Whitton y Potts, 2000; Hifney et
al., 2013). El manejo adecuado de tales factores pue-
den inducir diferentes respuestas metabdlicas en las
cianobacterias (Aikawa et al., 2012), lo cual ha sido
aprovechado para modular la composicion bioquimica
de estos microorganismos y conferirles de esta forma,
mayor interés biotecnoldgico (Fabregas et al., 1998).

La cianobacteria Limnothrix sp. ha sido objeto de va-
rios estudios, ya sea por las contribuciones ecoldgicas
o por la aparicion de diferentes cepas asociadas a aflo-
ramientos en cuerpos de agua eutroficados (marinos y
de agua dulce), donde, generalmente, se pueden ob-
servar asociaciones de Oscillatoria, Limnothrix redekey,
Limnothrix spp. y Plantothrix agardii (Komarek 1989).
Tomando en consideracién que, a pesar de la abun-
dancia de esta cianobacteria en diferentes cuerpos
de agua, existen escasos reportes relacionados con
su crecimiento y composicion bioquimica, por lo cual
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este trabajo se planteé como objetivo evaluar el efecto
del incremento de la salinidad y de la concentracion
de nitrato sobre la composicion bioquimica y el creci-
miento de la cianobacteria Limnothrix sp, con miras a
su explotacion para fines biotecnolégicos.

Materiales y métodos

Organismo y condiciones de cultivo

La cianobacteria Limnothrix sp. (LAEP-52) fue obteni-
da del Laboratorio de Organismos Fotosintéticos de la
Universidad del Zulia, Venezuela y mantenida en el
cepario permanente del Laboratorio Acuicultura, ext.
Plancton del Departamento de Biologia Pesquera del
Instituto Oceanografico de Venezuela, Universidad de
Oriente.

Los cultivos se realizaron de forma discontinua, duran-
te 20 dias, en Erlenmeyer de 1000 mL de capacidad,
conteniendo 800 mL de agua de mar filtrada (filtros
Whatman GFC, 0.45 um) y esterilizada en autoclave a
120°C, 15 libras de presion durante 15 min. Se eva-
luaron tres salinidades (15, 25 y 35 UPS) y tres concen-
traciones de nitrato (4, 8 y 16 mmoles L') utilizando
como nutrientes el medio Algal (Fabregas et al., 1984).
Todos los cultivos recibieron aireaciéon constante de
200 mL min™ y estuvieron expuestos a 25 £ 1°C, 250
pmol m? s de irradiancia y fotoperiodo 12:12h.

Evaluacion de los pardmetros de crecimiento

Crecimiento: Desde el inicio del ensayo y cada dos
dias se evalu6 el crecimiento de los cultivos a través de
la medicion de la densidad 6ptica a 730 nm (Mundt
etal., 2001). Al final del ensayo (fase estacionaria) se
realizo la toma de las muestras para determinar la
biomasa y composicion bioquimica.

Biomasa: La determinacion de la masa seca se realizo
mediante el sistema de filtracion Millipore©, para lo
cual se filtraron 5 mL, por triplicado, de cultivo a través
de filtros de fibra de vidrio de 0.45 um de tamano de
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poro, y posteriormente se lavaron con 5 mL de formia-
to de amonio, 0.5 moles L'(pH 7.5) y secados hasta
masa constante a 60 °C.

Evaluacion de la composicién bioquimica

Las muestras para los andlisis bioquimicos (5 mL por
triplicado) se centrifugaron durante 10 minutos a 7000
x g (25 °C). Los pellets obtenidos fueron congelados
a -20 °C hasta que se realizaron los andlisis que inclu-
yeron:

Pigmentos: El contenido de clorofila a y carotenoides
totales se determiné de acuerdo a la metodologia de
Wegmann y Metzner (1971), mientras que el de fico-
cianina se analiz6 segtin Boussiba y Richmond (1979).

Proteinas, carbohidratos vy lipidos totales: La determina-
cion de proteinas se realiz6 mediante el método de
Lowry (Lowry et al., 1951), carbohidratos por el méto-
do fenol-sulfirico (Dubois et al., 1956) y lipidos totales
por el método de carbonizacion simple (Bligh y Dyer,
1959; Marsh y Weinstein, 1966).

Exopolisacaridos: El contenido de exopolisacaridos se
determiné en el sobrenadante segin el método de
precipitacion en acetona (Vicente et al., 2004).

Andlisis estadistico

Los resultados de los pardametros de crecimiento y
composicion bioquimica de la cianobacteria sometida
a las diferentes salinidades y concentracion de nitrato
se analizaron a través de un andlisis de varianza de
dos factores (salinidad y concentraciéon de nitrato).
La existencia de diferencias significativas se contrasto
mediante el método de comparaciones mdiltiples de
Scheffé (Zar 1984), empledndose en ambos andlisis el
paquete estadistico Statgraphics plus 4.1.

Resultados

Crecimiento

El crecimiento de Limnothrix sp. fue influenciado signi-
ficativamente (p< 0.05) por la salinidad y la concentra-
cion de nitrato en el medio de cultivo. Se observé que
el mayor crecimiento (DO= 1.6 £0.08, Fig. 1) ocurrié
a la menor salinidad (15 UPS) y a la mayor concentra-
cion de nitrato ensayada (16 mmoles L)

Masa seca

Los mayores valores de biomasa seca de Limnothrix sp.
al final de la experimentaciéon mostraron diferencias

significativas (p<0.05) entre las diferentes salinidades
y concentraciones de nitrato ensayadas, alcanzando
su maximo contenido (6.3 £0.38 mgmL")a 15 UPSy
16 mmoles L' de nitrato (tabla 1). La interaccion entre
salinidad y concentracién de nitrato fue significativa
(P<0.05), observandose que el incremento de la salini-
dad conjuntamente con la disminucién de la concen-
tracion de nitrato en el medio cultivo disminuyé la
produccion de biomasa en esta cianobacteria.

Pigmentos

El contenido de clorofila a revel6 diferencias significa-
tivas (p< 0.05) entre todos los tratamientos, con la ex-
cepcion de los cultivos expuestos a 4 y 8 mmoles L' de
nitrato. El valor mas elevado de este pigmento (16.0 =
1.28 uyg mL") se obtuvo a 15 UPS'y 16 mmoles L' de
nitrato (tabla 1)

De igual forma, el contenido de ficocianina presenté
diferencias significativas (p < 0.05) con las diferentes
salinidades y concentraciones de nitrato, alcanzando
su maxima concentracion (170.3 £ 13.60 uyg mL") a 15
UPS y 16 mmoles L' de nitrato (tabla 1).

La acumulacién de carotenoides fue influenciada por
las salinidades y las concentraciones de nitrato. Se
observa que el incremento de la salinidad y la dismi-
nucion de la concentracién de nitrato produjeron un
aumento significativo (p< 0.05) de estos pigmentos,
obteniéndose su mayor contenido (6.0 £ 0.48 pg mL")
a 35 UPS y 4 mmoles L' de nitrato (tabla 1)

Proteinas, carbohidratos y lipidos totales

Estas macromoléculas mostraron diferencias significati-
vas (p<0.05) tanto en las salinidades como en las con-
centraciones de nitrato. El incremento de la salinidad
y la disminucién de la concentracion de nitrato en los
cultivos de Limnothrix sp. LAEP-52 estuvo asociado a
incrementos significativos (p<0.05) en el contenido to-
tal de lipidos y carbohidratos, alcanzando sus valores
maximos (21.3 + 1.19 y 14.47 £ 1.15 %, respectiva-
mente) a 35 UPS y 4 mmoles L' de nitrato (tabla 1).
Las proteinas tuvieron un comportamiento inverso al
observado en los lipidos y carbohidratos, ya que su
mayor contenido (57.0 £ 4.56 %) se obtuvo en los cul-
tivos con menor salinidad (15 UPS) y mayor contenido
de nitrato (16 mmoles L) (tabla 1).

Exopolisacdridos

Estos componentes extracelulares mostraron diferen-
cias significativas (p<0.05) sélo en las diferentes sali-
nidades, alcanzando su maximo valor promedio (1567

Crecimiento y composicién bioquimica de Limnothrix sp
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Tabla 1. Contenido (Promedio * desviacién estandar) de biomasa, clorofila a, ficocianina, carotenos, lipidos, carbohidratos,
proteinas y exopolisacdridos de la cianobacteria Limnothrix sp. cultivada a diferentes salinidades y concentraciones de nitrato.
Letras comunes (a,b,c) en una misma columna indican grupos estadisticamente homogéneos (Scheffé p>0.05).

Szg:i- (:irt‘:z:zs Masa seca | Clorofilaa | Ficocianina | Carotenos Lipidos Carbohidra- Proteinas E’;gl:i?’l(i)s:-
Ops) |y | mEmL) | ugmLY) | ugmbY) | (gmbY) | (%) tos (%) (%) e
4 4.6+0.21a | 11.6+1.04a 91.0£5.55a 2.5+0.15a | 16.6£0.99a 9.3+0.65a 45.51£3.64a 630.1£40.95a
15 8 5.5+0.44a | 12.140.96a | 103.2+8.24b | 1.8+0.14b | 13.6+0.68b 8.0+0.64b 50.6+4.04b 570.4+45.60a
16 6.3+0.38c | 16.0£1.28b | 170.3+13.60c | 1.4£0.17c | 12.1+0.84c 7.1£0.56b 57.0+4.56¢ 570.7+43.60a
4 3.240.25d | 7.8+£0.62c 62.4+4.96d 4.2+0.34d | 17.8+1.06d 10.8+0.86¢ 38.8+£3.10d 830.0+66.40b
25 8 3.5+0.27e | 9.1£0.72c 86.31£6.88e 2.710.19e | 16.0£1.44e 9.24+0.73d 40.0£3.20e 790.5£63.20b
16 3.740.29f | 10.1£0.80d | 138.4+£11.04f | 2.1+0.16f | 12.6£0.60f 8.6+0.69d 43.8+3.50f 750.4+60.0b
4 2.3+£0.20g | 5.5%£0.27e 49.7+3.92g 6.0+0.48g | 21.3£1.19g | 14.47+1.15e | 24.9+£1.99g | 1600.3£112.25¢
35 8 2.5+0.21h | 6.0+£0.48e 66.2+5.28h 3.740.29h | 19.241.53h 11.840.95f 29.7£2.37m | 1550.8£139.50c
16 3.0£0.15i 7.0£0.53f 107.3£8.56i 3.0£0.24i 15.4+1.32i 11.241.00f 35.4£2.83i 1510.0£75.20c

mg L") a 35 UPS; estos contenidos duplican los obte-
nidos en los cultivos con salinidades de 15 y 25 UPS
(tabla 1).

Discusién

La cianobacteria Limnothrix sp. Cepa LAEP-52 crecio
en las diferentes salinidades ensayadas, siendo mayor
su crecimiento en las salinidades inferiores, lo cual pu-
diera sugerir la capacidad que tienen este microorga-
nismo para colonizar ambientes marinos, estuarinos
y dulceacuicolas. Esta adaptaciéon a un amplio rango
de salinidad ha sido observada en diversas cianobac-
terias, entre las cuales destaca Nodularia por presen-
tar un notable crecimiento en salinidades que varian
desde 1 hasta 60 UPS, con un maximo entre 5-10 UPS.
Esta plasticidad fisiol6gica permite a esta cianobacteria
sobrevivir en lagos salobres con variaciones extremas
de salinidad, al cambiar las estaciones del afo (Nordin
y Stein, 1980).

La halotolerancia de ciertas cianobacterias pudiera en-
tenderse como un mecanismo, no sélo para colonizar
diferentes ambientes sino también como una estrate-
gia, para evitar la depredacion por parte de organismos
forrajeros, como ha sido demostrado en Aphanothece
sp. por Berland et al. (1989). De esta forma, puede evi-
denciarse que la haloadaptacién es un mecanismo de
importancia fundamental para sobrevivir en un habitat
en particular y tiene prioridad sobre los otros procesos
celulares, incluido la division celular (Krish 1979). En

este estudio se evidencio el crecimiento de Limnothrix
sp. Cepa LAEP-52 hasta 35 UPS, por lo que se reco-
mienda realizar estudios a mayores salinidades para
observar la respuesta en cuanto al crecimiento y otras
variables, en funcion de determinar la capacidad halo-
tolerante de la cepa.

El crecimiento de las cianobacterias ante cambios de
la salinidad y concentraciones de nutrientes es diversa,
y al igual que la irradiancia y la temperatura, va a de-
pender de la interrelacion de estos parametros, de la
especie y de las condiciones existentes en su habitat.
El mayor crecimiento de Limnothrix sp., medido como
densidad 6ptica y masa seca ocurrié en los cultivos
con bajas salinidades (15 UPS) y altas concentraciones
de nitrato (16 mmoles L-'). Resultados similares han
sido referidos en Synechocistis minuscula (Jonte et al.,
2003) y Spirulina fusiformis (Rafiqul et al.,, 2003), las
cuales disminuyeron su crecimiento al verse expuesta
a altas salinidades.

El incremento del crecimiento de muchas cianobacte-
rias con el aumento de la concentracion de nutrien-
tes ha sido referido ampliamente en la literatura. De
esta forma, en Oscillatoria sp., O. agardhiiy O. redekei,
O. rubescens, Spirulina platensis, Anacystis nidulans,
Anabaena PCC 7120 y Synechococcus sp. 109201 se
ha demostrado una correlacion positiva entre el cre-
cimiento y el aumento de nutrientes en el medio de
cultivo (Loreto et al., 2003; Fuenmayor et al., 2009).
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Figura 1. Crecimiento de Limnothrix sp. cultivada a diferentes salinidades y concentraciones de nitrato.

La sintesis de macromoléculas en Limnothrix sp. se vio
afectada por la salinidad y la concentracion de nitrato.
Los contenidos de clorofila a, ficocianina y proteinas
totales alcanzaron sus maximos valores en los culti-
vos con bajas salinidades y altas concentraciones de
nitrato; por el contrario las mayores salinidades con-
juntamente con las bajas concentraciones de nitrato

propiciaron la acumulacion de lipidos, carbohidratos,
carotenos y exopolisacaridos.

La tendencia de mayor acumulacién de proteinas, clo-
rofila a, ficocianina al aumentar la oferta de nitrégeno
y bajar la salinidad en los cultivos de Limnothrix ha sido
observada en otras cianobacterias como por ejemplo

Crecimiento y composicién bioquimica de Limnothrix sp
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Synechocystis minuscula (Jonte et al., 2003), Pseudoa-
nabaena galeata (Mora et al., 2002), Nostoc muscorum
(Blumwald y Tel-Or 1982), Chroococcidiopsis sp. (Billi
y Grilli, 1996), Anabaena sp. PCC 7120 (Loreto et al.,
2004), Synechococcus sp. (Lau et al., 1977) y Spirulina
maxima (Tredicci et al., 1986).

Los resultados del incremento de la acumulacion de
lipidos y carbohidratos en Limnothrix sp. al incremen-
tar la salinidad de los cultivos estan concordancia con
los resultados obtenidos en la cianobacteria Spirulina
fusiformis, la cual mostré una relacion positiva entre la
salinidad y la acumulacion de estas macromoléculas
(Rafiqul et al.,, 2003). Este aumento de lipidos y car-
bohidratos a elevadas salinidades podria estar involu-
crado en la proteccion ante el estrés salino, como lo
sugiere Ritter y Yopp, (1993) en la cianobacteria Apha-
nothece halophytica.

La mayor produccion de exopolisacaridos de Lim-
nothrix a la mayor salinidad ensayada ha sido referida
como un mecanismo que le permite a este organismo
aislarse de ambientes extremos que pudieran ocasio-
nar la deshidratacion celular (Whitton 1992). Esta res-
puesta de alta produccién de exocompuestos a altas
salinidades y baja concentracién de nitratos también
ha sido observada en Navicula subinflata (Bhosle et al.,
1995) y Cyanothece (De Philippis et al., 1993).

A pesar de que en esta investigacion y en los reportes
mencionados previamente se observé una tendencia
de la disminucién clorofila a, y proteinas totales al in-
crementar la salinidad y disminuir la concentracion de
nitrato, hay que tener en cuenta el efecto que pudiera
ejercer la intensidad luminosa. En esta investigacion
no se analizé la influencia de este parametro sobre la
sintesis de los pigmentos; sin embargo, se ha reporta-
do que en Dunaliella y Arthrospira, la alta intensidad
luminosa favorece el incremento de la sintesis de ca-
rotenoides totales y la disminucién de la clorofila a en
cultivos con elevada salinidad y deficiencia de nitrato
(Loeblich 1982; Ben-Amotz y Avron, 1983; Borowitzka
et al,, 1990). Faltaria precisar el efecto de las altas irra-
diancias sobre la fisiologia de Limnothrix sp. LAEP-52
en la produccion de pigmentos y otros compuestos.

Los resultados de esta investigacion evidencian que
Limnothrix sp. es una cianobacteria con potencial bio-
tecnolégico que pudiera ser usada como suplemento
alimenticio de peces y crustaceos cultivados, por los
altos contenidos de proteinas, lipidos y carbohidratos
que presenta, los cuales satisfacen los requerimientos
nutricionales de estos organismos (Tacon 1989); ade-
mas, sus concentraciones de pigmentos, especifica-
mente carotenos y ficocianina sugieren su utilizacion

en las industrias farmacéutica y cosmética, dado a que
se ha demostrado que estos compuestos son poten-
tes colorantes naturales usados en medicamentos y
cosméticos como antioxidantes, protectores solares y
en terapias fotodinamicas (Hirata et al., 2000). Otros
compuestos de valor biotecnolégico encontrado en
cantidades apreciables en Limnothrix sp. son los exo-
polisacéridos, los cuales tienen mucha aplicacion en
la industria farmacéutica como anticoagulantes, antivi-
rales y antioxidantes (Chamorro et al., 2002); ademas
también se han empleado en la biorremediacién de
suelos contaminados por xenobidticos, ya que fun-
cionan como quelantes de metales pesados, y como
removedores de material suspendido en reservorios
de agua (Bender y Phillips, 2004; Trabelsi et al., 2009;
Ruangsomboon et al., 2013).

Conclusién

El crecimiento y la composicién bioquimica de la cia-
nobacteria Limnothrix sp. son afectados por la salinidad
y las concentraciones de nitrato usadas para su cultivo.
Los contenidos de proteinas, lipidos, carbohidratos y
pigmentos obtenidos en esta cianobacteria permiten
catalogarla como un organismo que puede ser usado
en las industrias biotecnolégicas, ya sea como alimen-
to para organismos cultivados o como fuente de meta-
bolitos de interés industrial.
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