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RESUMEN

La vinaza es el principal efluente liquido del proceso de produccidon de etanol combustible a
partir de cafia de azlcar (Saccharum spp.). Debido a los grandes volumenes generados, su
tratamiento es uno de los mayores desafios para el sector azucarero. Geitlerinema es una
cianobacteria filamentosa con metabolismo heterotroéfico, lo que hace posible su cultivo para
tratar efluentes de elevada turbidez como la vinaza. El objetivo de este estudio fue determinar
el potencial del cultivo heterotrofico de Geitlerinema sp. como método de tratamiento de
vinaza de cafia de azuUcar. El cultivo se realiz6 en el efluente sin diluir, con adicion de glucosa
(10 g I'Y). Se registraron los cambios en la concentracion de biomasa, carbono orgéanico y
nitrogeno total. El porcentaje de lipidos y proteinas de la biomasa se determind al final del
experimento. La cianobacteria filamentosa no incrementoé su biomasa durante 24 h de cultivo.
Se observo remocion de carbono (35%) y nitrégeno (75%). La composicion final de la biomasa
en lipidos y proteinas fue de 15.0 y 14.6% (m/m), respectivamente. La remocion del 75% del
nitrégeno total del medio de cultivo observado al final del experimento sugiere el potencial de
la cianobacteria como opcién para el tratamiento de la vinaza de cafia de azucar.
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Nitrogen removal from sugarcane vinasse by heterotrophic culture of
filamentous cyanobacteria Geitlerinema sp.

ABSTRACT

Vinasse is the main liquid effluent from the production process of fuel ethanol from sugarcane
(Saccharum spp.). Due to the large volumes generated, its treatment is one of the biggest
challenges for the sugar sector. Geitlerinema is a filamentous cyanobacterium with heterotrophic
metabolism. For this reason is possible to culture it for treating high turbidity effluents, such
as vinasse. The objective of this study was to determine the potential of the heterotrophic
culture of Geitlerinema sp. as a treatment method for sugarcane vinasse. It was cultivated in
the undiluted effluent, with the addition of glucose (10 g I'*). The changes in the concentration
of biomass, organic carbon and total nitrogen were recorded. The percentage of lipids and
proteins of the biomass was determined at the end of the experiment. The filamentous
cyanobacteria did not increase its biomass during 24 h of culture. Carbon (35%) and nitrogen
(75%) removal was observed. The final composition of the biomass in lipids and proteins was
15.0 and 14.6% (m / m), respectively. The removal of 75% of the total nitrogen from the
culture medium observed at the end of the experiment suggests the potential of the
cyanobacterium as an option for the treatment of sugarcane vinasse.
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INTRODUCCION azucar y etanol combustible. Este Gltimo es
uno de los 10 productos mas importantes para
Brasil es el mayor productor de cafia de azlcar la economia brasilefia (IBGE, 2015). Se estima

(Saccharum spp.) del mundo, y cubre el 40% que para la obtencién de 1 litro de etanol
del mercado global (FAO, 2014). Este cultivo combustible se generan entre 9 a 14 litros de
es la materia prima para la elaboracién de vinaza (Silva et al., 2007), el principal efluente
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liquido de esta industria. Entre sus
caracteristicas fisicoquimicas mas importantes
se encuentran: pH acido, color café oscuro,
elevada turbidez y una alta concentracion de
materia organica y nutrientes (Carrilho et al.,
2016). Tomando en cuenta que anualmente
se producen cerca de 27.5 billones de litros
de etanol combustible en Brasil (IBGE, 2015),
el tratamiento de la vinaza es uno de los
mayores desafios para el sector
sucroalcoholero en aras de disminuir el efecto
ambiental negativo de este residual.

Entre las opciones para el tratamiento de este
efluente se pueden encontrar Ila
electrocoagulacion (Khandegar y Saroha,
2012), digestion anaerobia (Moraes et al.,
2015), procesos oxidativos avanzados
(Thanapimmetha et al., 2017), cultivo de
microorganismos (Bastos et al., 2015; Santana
etal., 2017) y una combinacion de los métodos
anteriormente citados (Siles etal., 2011 ; Aziz
et al., 2016; Espafa-Gamboa et al., 2017).
Se destaca el cultivo de microalgas y
cianobacterias ya que su biomasa puede ser
utilizada para la produccion de biocombustibles
y bioproductos de alto valor agregado (Brasil
etal., 2017).

Estos microorganismos se cultivan
generalmente bajo condiciones para el
metabolismo fotoautotréfico, aprovechando
su capacidad de realizar fotosintesis (Faried
et al., 2017). Sin embargo, debido a que la
vinaza presenta una elevada turbidez, esta
forma de cultivo solo es posible después de
algun pretratamiento que clarifique el medio
(Marques et al., 2013) o en el efluente diluido
(Santana et al., 2017).

Se sabe que algunas cianobacterias pueden
realizar el metabolismo heterotréfico y
desarrollarse sin la necesidad de provision de
luz, pero con la exigencia de una fuente de
carbono orgéanico y oxigeno molecular (Pérez-
Garcia et al., 2011). Esta forma de cultivo
posibilita, ademas, aumentar la concentracion
de biomasa en el proceso, la cual tiende a
acumular mayor cantidad de lipidos, comparado
con el cultivo fotoautotréfico, lo que es de
especial interés para la posterior produccion
de biodiesel (Venkata Mohan et al., 2015).

Por otro lado, estudios consideran que entre
el 20 y el 30% del costo de produccion de
biomasa de microalgas esta asociado al
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proceso de separacion o cosecha de estos
microorganismos del medio de cultivo liquido
(Barros et al., 2015), lo que puede reducir la
factibilidad econdmica de todo el proceso
productivo (Richardson et al., 2014). En este
sentido, el cultivo de cianobacterias
filamentosas puede facilitar esta operacion
debido a sus elevadas dimensiones (cerca de
200 pm) en comparacion a aquellas microalgas
y cianobacterias unicelulares (< 30 pum)
(Markou y Georgakakis, 2011).

Entre las cianobacterias filamentosas se
encuentran los géneros Anabaena,
Anabaenopsis, Aphanizomenon, Nadularia,
Oscilatoria, Spirulina, Phormidium, Nostoc,
Nostochpsis y Scytonema, entre otros
(Markou y Georgakakis, 2011). Sin embargo,
hay pocas referencias en la literatura
cientifica sobre el cultivo y tratamiento de
efluentes con el empleo del género
Geitlerinema (Sanchez-Alejandro y del Pilar,
2015), el cual esta ampliamente distribuido
en el territorio brasilefio (Menezes y Bicudo,
2010). Atendiendo a lo anterior, el objetivo
del presente estudio fue determinar el
potencial del cultivo heterotrofico de la
cianobacteria filamentosa Geitlerinema sp.
como método para el tratamiento de vinaza
de cafia de azlcar.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevdé acabo en el
Laboratorio de Microbiologia Aplicada y Control
del centro de Ciencias Agrarias de la
Universidad Federal de Sao Carlos (UFSCar),
localizado en la ciudad de Araras, en el estado
de Sao Paulo, Brasil.

La vinaza usada en el estudio fue colectada
de un ingenio sucroalcoholero de la ciudad de
Araras, estado de Sao Paulo. Entre sus
caracteristicas fisico-quimicas se
encontraban: color café oscuro, olor
caracteristico, pH 4.0, 3.72 g I'* de carbono
organico total (TOC), 0.29 g I'* de nitrégeno
total (TN), relacion carbono/nitrégeno (C/N)
de 12.8.

Se utilizé una cepa de Geitlerinema sp.
gentilmente donada por el Instituto Botanico
de S&o Paulo. La cianobacteria fue propagada
autotréficamente en medio de cultivo
estandar BG11 con pH 7.5 (Ripka et al., 1979)
hasta una concentracion celular aproximada



Biotecnologia Vegetal Vol. 18, No. 3, 2018

de 1 g I'%, con aeraciéon constante, a 25°C,
fotoperiodo de 12 h: 12 h y radiacién
fotosintéticamente activa (PAR) de
aproximadamente 45 pmol m=2s?,

El medio de cultivo para el experimento fue
preparado con vinaza sin diluir y adicién de
glucosa (10 g de glucosa por litro de vinaza).
Para la inoculacién, un volumen suficiente de
in6culo fue concentrado por centrifugacion
durante 20 minutos a 3 500 rpm y 15 °C. El
sobrenadante fue descartado y el precipitado
resuspendido en el medio de cultivo
previamente esterilizado (autoclave a 121 °C
por 20 minutos) y con pH corregido a 7.5 con
adicion de NaOH. El cultivo heterotrdfico de
la cianobacteria fue realizado con tres
repeticiones, en agitador orbital (TE-420
TECNAL®, Brasil) a 25 °C en frascos
Erlenmeyer® de 125 ml de capacidad cubiertos
de la incidencia de la luz, que contenian 25
ml de medio de cultivo y 75 mg de biomasa
(concentracion inicial de biomasa en cada
frasco de aproximadamente 3 g I%).

En tiempo cero (medio de cultivo inoculado)
y después de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24
horas de cultivo se determinaron: la biomasa
(g I'Y) por filtracion de un volumen conocido
en membrana de 0.22 pm de poro y posterior
secado a 105 °C hasta masa constante y la
concentracion de TOC y TN del medio de
cultivo (g I'*) mediante analizador TOC (TOC-
LCPN SHIMADZU®, Japon). Los resultados se
presentaron como el valor medio de tres
mediciones (N=3) y su respectiva desviacion
estandar. La relacion C/N durante el cultivo
fue calculada como la divisién del valor de
TOC entre TN del medio de cultivo en cada
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intervalo de tiempo. Por dltimo, al cabo de 24
horas de cultivo se cuantifico el contenido
de lipidos y proteinas de la biomasa por los
métodos propuestos por Bligh y Dyer (1959)
y Dorsey et al. (1978), respectivamente, y
se expres6 como porcentaje masico respecto
a la biomasa seca (%om/m).

Los analisis estadisticos fueron realizados
utilizando el software R version 3.4.0. Las
medias fueron comparadas mediante analisis
de variancia (ANOVA) y prueba de Tukey, para
p<<0.05, previa comprobacion de los supuestos
de normalidad de los datos y homogeneidad
de varianzas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La curva de crecimiento de la cianobacteria
filamentosa Geitlerinema sp. en vinaza de
cafia de azucar sin diluir y con adicion de
glucosa, durante 24 horas de cultivo
expresada como logaritmo natural de la
relacion entre la biomasa a cada tiempo de
cultivo (x) y la biomasa inicial (x,=2.89+0.03
g I't), no mostroé una clara diferencia entre
las fases tipicas de cultivo (latencia,
crecimiento exponencial y estacionaria)
(Figura 1). Sin embargo, pudo observarse
mantenimiento de la biomasa en valores
proximos al valor inicial por lo menos en las
12 primeras horas de cultivo. A partir de ese
periodo se observé un decrecimiento de la
biomasa. Después de 24 horas de cultivo
alcanz6 2.64+0.23 g |1, sin diferencias
significativas con la biomasa inicial (p=0.13).
Este resultado sugirioé que la cianobacteria se
encontraba todavia en fase de adaptacion
después de ese periodo de tiempo.
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Figura 1. Curva de crecimiento de Geitlerinema sp. en vinaza con
adicion de glucosa. La linea segmentada indica el valor O (inicial).
Los valores representan la media y su desviacion estandar (n=3).
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En un estudio similar, Mattos y Bastos (2015)
cultivaron la microalga unicelular
Desmodesmus sp. en condicién
heterotroéfica en vinaza de cafia de azucar
sin diluir. Los autores informaron una fase
de adaptacion inicial del microrganismo de
9 horas y posterior crecimiento exponencial
hasta llegar a 3.7 g I'* en 24 horas (y,,=0.15
h-1). Las cianobacterias filamentosas
generalmente presentan una fase de
adaptacion mayor a las unicelulares, mas
aun en el cultivo heterotrofico (Chojnacka
y Noworyta, 2004; Yu et al., 2009; Trabelsi
et al., 2013). Por tanto, la adaptacién de
Geitlerinema sp. en el medio de cultivo
requeriria posiblemente mas de 24 horas.

Marques et al. (2013) en el cultivo de la
microalga C. vulgaris en vinaza diluida con
agua residual urbana indicaron una
disminucion de la biomasa del in6culo de
10% en las primeras horas de cultivo, debido
al estrés celular causado por la
transferencia del microrganismo del medio
de propagacion estandar, al medio de cultivo
con vinaza. En el presente estudio, la
disminucién méaxima de biomasa ocurrié entre
15 a 21 horas de cultivo, y llegé a 17.2%.
Una pre-adaptacion del inoculo podria ser
una alternativa para disminuir el estrés
causado en esta fase del proceso.

Pudo observarse, ademas, un aumento en la
concentracion de carbono organico y
nitrégeno en el medio de cultivo en las
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primeras horas del experimento. Este resultado
posiblemente estuvo ocasionado por la lisis
celular registrada entre 6 y 9 horas de cultivo
o por la liberacion de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) por parte de la
cianobacteria como respuesta al estrés
osmoético (Candido y Lombardi, 2018) o al
estrés ocasionado por el cambio de las
condiciones de cultivo (Trabelsi et al., 2013).
Ademas, se sabe que la produccion de estas
substancias es estimulada por la adicion de
glucosa al medio de cultivo (Ding et al., 2013).

El cultivo de microalgas y cianobacterias es
una alternativa promisora para la remocion
de nutrientes de las aguas residuales
agroindustriales (Venkata Mohan et al.,
2015). En este estudio, al cabo de 24 horas
de cultivo de la cianobacteria en vinaza sin
diluir con la adicién de glucosa, se observo
remocion de carbono y nitrégeno hasta
llegar al 35y 75%, respectivamente (Figura
2). Este resultado fue mayor al 52% de
remocion de nitrégeno informado por Mattos
y Bastos (2015). Sin embargo, dichos
autores no adicionaron glucosa al efluente.
Tal resultado sugiere el potencial de
Geitlerinema sp. para el tratamiento de
efluentes (remocién de nitrégeno).

Tomando en cuenta que no se registro
aumento de biomasa con el incremento del
tiempo de cultivo, la remocion de carbono
organico podria ser atribuida al consumo de
la cianobacteria para obtener energia para el
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Figura 2. Relacion C/N (©Q) y curva de remocién de carbono organico
total (TOC/TOC)) (o) y nitrégeno total (TN/TN_) (a) respecto a
los valores iniciales del medio de cultivo. Los valores representan
la media y su desviacién estandar (n=3).
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mantenimiento celular. En este sentido,
glucosa y compuestos organicos presentes
en la vinaza serian usados como fuente de
carbono y consumidos en la respiracion celular,
liberando CO,, al ambiente (Pérez-Garcia
et al., 2011). Por otro lado, el consumo de
nitrogeno puede estar relacionado con la
sintesis de proteinas y nuevas enzimas como
respuesta al cambio en las condiciones de
cultivo (autotrofico en la propagacion del
indculo, heterotroéfico en el cultivo en vinaza)
y en la fuente de nutrientes (CO, y nitrato en
la propagacion del indculo, moléculas organicas
en el cultivo en vinaza) (Parnaudeau et al.,
2008; Pérez-Garcia et al., 2011). Otra hipotesis
sobre la remocion de nitrégeno puede ser la
volatilizacion de amoniaco del medio favorecida
por el intercambio de gases en la respiracion
celular (O,, CO,) y la alcalinizacion del medio de
cultivo (Markou et al., 2014), considerando que
el cultivo de la cianobacteria presenté un pH
final de 8.6 al cabo de las 24 horas de
experimento.

La caracterizacion de la biomasa al final del
cultivo indicé un contenido de lipidos y
proteinas de 15.0 y 14.6% (m/m),
respectivamente. Porcentajes diferentes a
los indicados por Sanchez-Alejandro y del
Pilar (2015) en el cultivo autotrofico de
Geitlerinema lemmermannii en medio de
cultivo 2F Guillard (5-7% de lipidos y 5-30%
de proteinas). La acumulacion de lipidos en
lugar de proteinas puede ser atribuida, por
un lado, a las diferentes condiciones de
cultivo, ya que en general los cultivos
heterotroéficos tienden a favorecer la sintesis
y acumulaciéon de lipidos (Venkata et al.,
2015). Por otro lado, se sabe que la
limitacion de nitrégeno esté vinculada a la
acumulacion de lipidos (Markou et al., 2014),
por lo que la relacion C/N de 65 alcanzada en
las dltimas horas de experimento (Figura 2)
indicaria una limitacion de este nutriente en
el cultivo.

Los resultados del presente estudio sientan
las bases para el uso de Geitlerinema sp. en
el tratamiento de residuales. Se requieren
otras investigaciones para optimizar el cultivo
de esta cianobacteria en vinaza, tomando en
cuenta que su morfologia filamentosa puede
facilitar el proceso de separacion de la
biomasa y el medio de cultivo, caracteristica
importante para viabilizar su cultivo a gran
escala.
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CONCLUSIONES

Geitlerinema sp. posee potencial de para la
remocion de carbono y nitrégeno en el
tratamiento de vinazas de cafia de azlcar.
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