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RESUMEN 

 

Los microorganismos fijadores de nitrógeno de 

vida libre, abarcan una gama morfológica que va 

desde los organismos unicelulares como las 

bacterias y algunas cianobacterias, hasta 

multicelulares, filamentosas, por ello es 

importante conocer cómo se comportan y se 

puede saber haciendo una curva de crecimiento 

microbiano. Para este estudio se prepararon 4 

fotobioreactores de columna burbujeada con 

inoculo de Fischerella TB22, se pusieron en 

aireación constante con 12 horas luz y 12 horas 

obscuridad durante 40 días con diferentes 

tratamientos de ajuste de volumen del medio de 

cultivo y ajuste del pH. El objetivo de este 

trabajo fue evaluar el crecimiento en biomasa 

por peso seco, densidad óptica, pH y amonio de 

Fischerella sp. en medio de cultivo BG110 

durante 12 días. Las variables que se midieron 

de la curva de crecimiento de las cianobacterias, 

siguieron el patrón de una curva típica de 

crecimiento microbiano. 

ABSTRACT 

 

Free-living nitrogen-fixing microorganisms 

cover a morphological range that goes from 

unicellular organisms such as bacteria and some 

cyanobacteria, to multicellular, filamentous, 

therefore it is important to know how they 

behave and can be known by making a microbial 

growth curve. For this study, 4 bubbled column 

photobioreactors with Fischerella TB22 

inoculum were prepared, they were placed in 

constant aeration with 12 hours of light and 12 

hours of darkness for 40 days with different 

treatments of volume adjustment of the culture 

medium and pH adjustment. The objective of 

this work was to evaluate the biomass growth by 

dry weight, optical density, pH, and ammonia of 

Fischerella sp. in the BG110 culture medium for 

12 days. The variables that were measured from 

the growth curve of cyanobacteria followed the 

pattern of a typical microbial growth curve. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En los últimos años las microalgas se han 

convertido en una fuente prometedora y 

sustentable para la producción de compuestos de 

interés comercial, ya que al ser microorganismos 

autótrofos solo requieren de agua, luz (como 

fuente de energía) y CO2 (como fuente de 

carbono)1. Las cianobacterias son 

microorganismos procariotas conocidos como 

algas verde-azules o cianofitas2. Por muchos 

años las cianobacterias fueron consideradas 

algas verdes azuladas debido a su fototrofía 

oxigénica. La estructura fina de las 

cianobacterias es bien conocida3. Son 

organismos fotoautótrofos, que realizan la 

fotosíntesis con liberación de oxígeno, presentan 

clorofila a como pigmento fotosintético primario 

y ficobiliproteínas como pigmentos auxiliares4. 

Algunos microorganismos en especial las 

cianobacterias se reproducen por división 

celular, por lo cual presentan un crecimiento 

rápido cuando se inoculan en un medio de 

cultivo no limitante y se mantienen en 

condiciones adecuadas. Las condiciones 

ambientales cambian con la edad del cultivo, por 

lo cual, se modifica también la velocidad de 

crecimiento poblacional5. El crecimiento de un 

cultivo se expresa como el incremento de 

biomasa ya sea en forma de número de células 

(cél/mL), en peso seco (total y/u orgánico), 

cantidad de proteína, de pigmentos, medidos 

directamente o en unidades arbitrarias de 

fluorescencia, volumen de las células o carbono 

celular total, calculado para un período de 

tiempo o una fase de crecimiento específica6. 

Esto permite reconocer diferentes fases de 

crecimiento (figura 1), las cuales sirven para 

describir la forma en la cual cambia la 

concentración celular o biomasa.  

 

 
Figura 1. Curva típica de crecimiento microbiano. 1.- Fase lag, 2.- Fase de aceleramiento, 3.- Fase exponencial,  

 4.- Fase de desaceleración, 5.- Fase estacionaria, 6.- Fase de muerte. 

 

Los microorganismos fijadores de nitrógeno de 

vida libre abarcan una gama morfológica que va 

desde los organismos unicelulares como las 

bacterias y algunas cianobacterias, hasta 

multicelulares, filamentosas7 como Fischerella 

TB22, que presentan ramificaciones, son capaces 

de generar fotosíntesis oxigénica, sintetizar 

clorofila a, poseen al menos una ficobiliproteína, 

sintetizan glucógeno como producto de 

almacenamiento, presentan paredes celulares 

provistas de azúcares, aminos y aminoácidos8. 

Son organismos fijadores de nitrógeno donde la 

enzima que utilizan es la nitrogenasa9. Las 

cianobacterias fijadoras de nitrógeno 
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contribuyen en gran medida a la presencia de 

nitrógeno en hábitats terrestres y acuáticos10. 

Fischerella TB22 en particular, que tienen a la 

nitrogenasa confinada en los heterocitos, los 

cuales son células especializadas, distribuidas a 

lo largo o al final del filamento. Los heterocitos 

están rodeados de una pared glucolipídica gruesa 

que reduce la difusión del oxígeno hacia las 

células, cualquier oxígeno que se difunda hacia 

los heterocistos es reducido rápidamente por 

hidrógeno; así, la fijación de nitrógeno está 

espacial y metabólicamente separada del 

proceso fotosintético. Los heterocistos tienen 

conexiones intercelulares con las células 

vegetativas adyacentes, de tal manera que existe 

un continuo movimiento de los productos de la 

fijación de nitrógeno desde los heterocistos hacia 

las células vegetativas y de los productos 

fotosintéticos desde las células vegetativas hacia 

los heterocistos11. El modelo12 de un heterocisto 

de Fischerella sp. con uniones a una célula 

vegetativa a cada lado (figura 2), enfatiza la 

situación para N. El heterocisto se caracteriza 

por una envoltura que comprende una capa de 

glicolípidos, que forma la barrera principal para 

la difusión del gas (flechas delgadas) y una capa 

de polisacárido. La envoltura rodea una pared 

celular con una membrana externa, una capa de 

peptidoglicano y una membrana plasmática. Si 

el aire ingresa o no a los heterocistos a través de 

las células vegetativas puede regularse mediante 

un mecanismo de apertura / cierre (representado 

conceptualmente por flechas naranjas). El O2 se 

respira, produciendo ATP. El N2 y O2 compiten 

por los electrones que se importan como 

sacarosa de las células vegetativas. Los poros en 

los extremos de los heterocistos a veces pueden 

contener cianofina (polímero de poliaspartato-

multiarginina). Las enzimas inmiscuidas en el 

proceso de fijación de N son las Nase: 

nitrogenasa y CytOx: citocromo oxidasa; 

además de [H]: equivalentes reductores (NAD 

(P) H, FdH) derivados del metabolismo de la 

sacarosa. 13afirma que Fischerella sp. mostró 

capacidad para crecer en un medio de cultivo 

selectivo (sin nitrógeno), y así comprobar que el 

amonio medido en el medio es por fijación de 

N2. 

 

 
Figura 2. Modelo de un heterocisto con uniones a una célula vegetativa a cada lado12. 

 

 

METODOLOGÍA 

 

Se prepararon 4 fotobioreactores de columna 

burbujeada14 con 500 ml de medio de cultivo15 

BG110 con inoculo de Fischerella TB22 (figura 

3) al 1% (p/v), se pusieron en aireación constante 

con 12 horas luz y 12 horas obscuridad durante 

40 días16 a 35° C, el inoculo fue obtenido de la 

cepa del Laboratorio de Biotecnología de la 

Universidad del Mar en fase estacionaria17. Los 
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tratamientos por triplicado fueron T1 donde se 

ajustó el pH del medio al pH inicial, T2 donde se 

ajustó el volumen (vol) del medio de cultivo, T3 

donde se ajustó pH y vol y T4 donde habrá 

ningún ajuste. Se tomaron 5 muestras de cada 

tratamiento para su análisis el día 0, 3, 6, 9, 12. 

 

 
 

Figura 3. Identificación de células especializadas de Fischerella TB22 con fotografía en microscopio a 40X. 

 

Variables a evaluar 

 

Para la biomasa por peso seco (BPS) se 

utilizaron filtros cualitativos de 40 mm de 

diámetro y con una abertura de poro de 5-8 µm, 

se enjuagaron con agua acidificada a pH 418, y se 

colocaron en una estufa a 70°C por 24 horas y se 

colocaron en un desecador durante 24 horas más 

para obtener peso constante. Se tomaron una 

alícuota de 1 mL de cada tratamiento por 

triplicado las cuales se filtraron con la ayuda de 

una bomba de vacío, posteriormente los filtros se 

colocaron en la estufa a una temperatura de 70°C 

durante 24 horas. Se tomó el peso final del papel 

y el peso seco de biomasa se obtuvo por 

diferencia de peso19. Para la densidad óptica 

(DO) se sonicaron las muestras durante 5 

minutos a una frecuencia de 42 ±6 khz. Se tomó 

una alícuota de 1 ml de muestra de cada 

tratamiento por triplicado, se adicionó 1ml de 

BG110, se midieron en un espectrofotómetro 

UV/Vis a 550 nm. Para la medición de amonio 

en el medio de cultivo (NH4
+) se usó la técnica 

del manual20. Se tomó una alícuota de 5 ml de 

muestra de cada tratamiento por triplicado y se 

pusieron a centrifugar en tubos Falcon a 3500 

rpm por 10 min, se retiró el sobrenadante a otro 

tubo y se agregó: 1 gota (0.05 ml- 50µL) de 

MnSO4 0.003M., 0.5 mL de NaClO y 0.6 mL de 

Fenato inmediatamente después de la solución 

de NaClO. Se agitó vigorosamente tras cada 

adicción. Se dejaron reposar 10 min y se 

midieron a una absorbancia de 630 nm en un 

espectrofotómetro UV/Vis. La lectura del pH se 

tomó con un potenciómetro marca Hanna 

modelo HI5221 directamente en el medio de 

cultivo de cada tratamiento. 

 

Análisis estadístico 

 

Se utilizó un diseño completamente al azar con 

análisis de medidas repetidas. Los datos se 

analizaron con el paquete estadístico Statistica 

versión 7.0. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

No hubo diferencia en las variables evaluadas 

entre tratamientos, pero si entre días. El mayor 

crecimiento en biomasa ocurrió en el día 9 y 12 

(figura 4a) no existiendo diferencias 

significativas entre ellos: se obtuvieron en 

promedio 6.8 ± 0.12 mg de NH4
+ y 7 ± 0.18 mg 

el día 12. 21 reportaron en un experimento similar 

con Fischerella sp. en condiciones de aireación 

la producción de amonio de  0.44 ± 0.13 mg L-1 

a los 5 días, en este trabajo la producción de 

amonio de Ficherella TB22 (figura 4b) a los 5 

días fue superior (20 mg L- 1), esto puede ser 

atribuido a que estudiaron una especie diferente 

a la este trabajo,  reportaron también con 

Fischerella sp. 8.34 ± 0.72 mg L-1 de clorofila, 

en este trabajo Fischerella TB22 reportó en el T4 

8.03 ± 0.2 mg L-1 (figura 4c), siendo T4 el mejor 

tratamiento en esta variable. El ajuste de pH y 

vol en el T3 (figura 4d) mostró mejor producción 

de amonio en el día 9. Los resultados de biomasa 

(figura 4a) y pH (figura 4d) confirman lo dicho 

por22 que las cianobacterias son capaces de 

mantener un crecimiento sostenido entre un pH 

de 6,0 y 10,0 con un óptimo a pH 8,0. Se 

coincide con23en que la variación del pH está 

directamente relacionada con el incremento 

celular debido al aumento en el consumo de CO2, 

trayendo como consecuencia la alcalinización 

del medio. El pH se incrementó debido al 

consumo del fosforo por las cianobacterias, esto 

debido a que el medio de cultivo perdió su 

capacidad de amortiguamiento como reportan24 

en su trabajo con microalgas, para evitar 

pérdidas de biodisponibilidad de P, sin embargo, 

en este trabajo no afectó en el rango de 

crecimiento.    

 

 
Figura 4. a) Biomasa en peso seco. b) Concentración de amonio. c) Clorofila “a”. d) Medición de pH de Fischerella TB22 

 

T1= (○) Ajuste de pH, T2= (□) Ajuste de volumen de medio BG110, T3= (●) Ajuste de pH y volumen de medio BG110, 

T4= (■) control sin ajustes. 

Los resultados de DO (figura 5) demostraron la 

misma tendencia que la biomasa en peso seco. 

La sonicación ayudó a homogenizar el inóculo 

además de separar las células encadenadas y 
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facilitó las mediciones por espectrofotometría. 

Se encontró una relación positiva (figura 6) entre 

la medición de absorbancia y el peso seco según 

(y = 0.022e0.048x, R² = 0.948). 

 

 
 

Figura 5.  Densidad óptica de Fischerella TB22. T1= (○) Ajuste de pH, T2= (□) Ajuste de volumen de medio BG110, 

 T3= (●) Ajuste de pH y volumen de medio BG110, T4= (■) control sin ajustes. 

 
 

Figura 6. Relación entre la densidad óptica y peso seco de Fischerella TB22. 

En el mismo periodo de cinética con consorcios 

cianobacterianos, 16 y 25 obtuvieron resultados 

similares (Tabla 1), las diferencias en las 

variables evaluadas se atribuyen a que hubo 

diferentes géneros en las cepas evaluadas, en 

este trabajo se utilizó únicamente a Fischerella 

TB22 aislada. 
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Tabla 1. Comparación de resultados de trabajos con cianobacterias. 
 

pH Biomasa (mg) DO 

(abs) 

CLa 

(μg.mL-1) 

NH4 

(μg.mL-1) 

16 *  6.8 ±0.10 8.12 ±0.05 0.4 ±0.01 10.42 ±0.63 34.5 ±4.6 

25 *  N/A 5.8 ±0.1 N/A 4.12 ±0.95 12.70 ±3.8 

Este trabajo  8.22 ±0.01 6.95 ±0.61 0.4 ±0.09 7.7 ±0.94 30.7 ±2.08 

*Utilizaron consorcios de cianobacteria 

CONCLUSIONES 

 

Las variables que se midieron de la curva de 

crecimiento de las cianobacterias, siguieron el 

patrón de una curva típica de crecimiento 

microbiano. El noveno día de crecimiento de 

Fischerella TB22 es el mejor para la aplicación 

como biofertilizante ya que tiene su máxima 

producción de amonio. Recuperar el volumen y 

mantener el pH como al inicio no fue relevante 

para su desarrollo. Las cianobacterias 

mantuvieron su crecimiento en el rango del pH 

de 7.3 a 8.6. La sonicación ayudó a homogenizar 

el inóculo y facilitó las mediciones por 

espectrofotometría. 
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