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Resumen. Se evalu6 el crecimiento, el contenido de pigmentos y de
proteinas de la cianobacteria Anabaena PCC 7120 en cultivos semicon-
tinuos, a una tasa de renovacion diaria del 10, 20, 30 y 50% del volumen
de cultivo. Los ensayos se realizaron por triplicado, con un volumen de
200 mL, a una intensidad luminosa de 156 pmol quanta m™s™', fotope-
riodo 12h de luz: 12h de oscuridad y una temperatura de 30 = 2°C. La
mayor densidad celular se obtuvo a la tasa de renovacion del 10%
(134,32 +31,03 x 10° cel mL™"), seguida de las correspondientes al 20%
y30% con 91,04 + 24,98 y 83,27 2,34 x 10° cel mL™' respectivamen-
te. El contenido de clorofila, mas elevado se alcanzé al 20%, mostrando
diferencias significativas (p<0,01), con una productividad de 1,03 +
0,23 mg L d"'; mientras que la ficocianina correspondi6 al 30% con
11,52+ 1,87mg L" d”. La mayor productividad de proteinas se logro al
20%, obteniéndose 79,68 + 4,11 mg L' d". La cianobacteria Anabaena
PCC 7120 se puede utilizar para la produccion diaria de proteinas, fico-
cianina y clorofila a en cultivos semicontinuos, con una mayor eficien-
cia en comparacion a los discontinuos.
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PRODUCTIVITY OF THE CYANOBACTERIUM
Anabaena PCC 7120 IN SEMICONTINUOUS
CULTURES

Abstract. The growth, pigment and protein content of
cyanobacterium Anabaena PCC 7120 were evaluated in semicontinu-
ous cultures, to a renewal rate of 10, 20, 30 y 50% of culture volume.
Trials were carried out in triplicate, with a volume of 200 mL, light in-
tensity of 156 pumol quanta m™s™, photoperiod 12h k light: 12h dark
and a temperature of 30 + 2°C. Highest cell density was obtained at a
renewal rate of 10% (134.32 £31.03 x10° cellmL™), followed by 20%
and 30% with values of 91.04 +24.98 and 83.27 +2.34 x10° cellmL",
respectively. Highest chlorophyll content was reached at 20%, show-
ing significant differences (p<0.01), with a productivity of 1.03 +0.23
mg L d”'. Whereas phycocyanin productivity was maximum at 30%
with 11.52 + 1.87 mg L™ d™'. Highest protein productivity was ob-
tained at 20% with a value of 79.68 £4.11 mg L d”'. Cyano-bacteria
Anabaena PCC 7120 can be utilized for daily protein, phycocyanin
and chlorophyll production in semi-continuous cultures with greater
efficiency than in a batch system culture.

Key words: Anabaena PCC 7120, cyanobacteria, pigments, proteins,
semicontinuous culture.

INTRODUCCION

Las cianobacterias son microorganismos procariotas, capaces
de sintetizar clorofila a y realizar fotosintesis oxigénica o anoxigéni-
ca bajo determinadas condiciones; ademas, pueden presentar un po-
tencial para la produccion industrial de ficocianina, ficoeritrina y
exopolisacaridos (Apt y Behrens 1999). Estas propiedades pueden
ser evaluadas mediante sistemas de cultivos discontinuos o semicon-
tinuos, con el fin de inducir una mayor produccién de biomasa enri-
quecida (Moreno et al. 1998). Se ha sefialado a los sistemas semi-
continuos como una alternativa frente a los discontinuos, por su faci-
lidad de operacion para el mejoramiento de la productividad y la
composicion bioquimica de la biomasa obtenida, utilizando los para-
metros: tasa de renovacion y concentracion de nutrientes (Fabregas
et al. 1998). En este sistema de cultivo la metodologia consiste en
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aplicar una tasa de renovacion, la cual se basa en retirar un volumen
indicado del cultivo y la reposicion del mismo, con medio fresco en
un intervalo de tiempo conocido, con lo cual se obtiene una produc-
cion diaria de biomasa (Fabregas et al. 1996).

Anabaena, constituye un género de cianobacteria fijadora de
nitroégeno con importancia fisiologica y economica. Tal es el caso de
Anabaena PCC 7120, de la cual se han descrito trabajos sobre culti-
vo mixotréfico con glucosa (Guo et al. 2000), tolerancia a la salini-
dad (Raiy Tiwari 1999) y produccion de sulfolipidos en relacion a la
irradiancia (Archer ef al. 1997). Asimismo, esta cepa se ha estudiado
para evaluar el efecto del pH y CO; sobre la produccion de pigmen-
tos y exopolisacaridos (Morales et al. 2002), y el contenido de pig-
mentos y proteinas en relacion a la concentracion de nitrogeno e irra-
diancia (Loreto et al. 2003).

Sin embargo, no se tienen estudios sobre la produccion de bio-
masa en cultivos semicontinuos. El objetivo de este trabajo es eva-
luar el crecimiento, contenido de pigmentos, y de proteinas de Ana-
baena PCC 7120 en funcion de la tasa de renovacion en cultivos se-
micontinuos.

MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMO SELECCIONADO

La cepa de Anabaena PCC 7120 se obtuvo de la coleccion de
cianobacterias del Departamento de Biologia de la Facultad de Cien-
cias de la Universidad Autonoma de Madrid, Espafia. Esta cepa se
mantuvo en medio Algal (Fabregas et al. 1984).

CONDICIONES DEL CULTIVO

Los cultivos se llevaron a cabo en agua potable, no destilada,
esterilizada y enriquecida con nutrientes inorganicos (Fabregas et al.
1984), a una concentracion de 8 mM NaNOs. Los ensayos se realiza-
ron en frascos de vidrio a un volumen de 200 mL, con aireacion
constante, a una temperatura de 30 + 2°C, fotoperiodo 12h luz: 12h
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oscuridad y una intensidad luminosa de 156 pmol quanta m™ s su-
ministrada por lamparas fluorescentes. Los cultivos, por triplicado,
se iniciaron a partir de un inéculo en fase exponencial a una DO75¢
de 0,08 correspondiente a una densidad celular de 5,0 x 109 cel mL™,

REGIMEN SEMICONTINUO

Se aplicaron tasas de renovacion diarias del 10, 20, 30, y 50%
(¥/y). El control correspondié a un cultivo discontinuo. El régimen
semicontinuo se inici6 al término de 11 dias de cultivo en que los tra-
tamientos alcanzaron el final de la fase exponencial del sistema dis-
continuo. Este ensayo se mantuvo hasta alcanzar una densidad celu-
lar de estabilizacion durante 15 dias.

DETERMINACION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento se determiné por la turbidez (DO75¢) usando un
espectrofotometro Milton-Roy Spectronic 21D. La densidad celular
se calculo mediante el recuento de alicuotas, mediante el uso de una
camara de Neubauer. Este recuento se realiz6 centrifugando una ali-
cuota de 0,5 mL de los cultivos, a objeto de fragmentar los filamen-
tos y homogeneizar la biomasa (Mundt et al. 2001).

DETERMINACION DE PIGMENTOS

El contenido de pigmentos se determiné a partir del extracto me-
tanolico de la biomasa fresca colectada por centrifugacion. Los ex-
tractos obtenidos se clarificaron por centrifugacion y la concentracion
de clorofila a se determin6 espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 665 nm y de acuerdo a el método de Marker (1972), mien-
tras que los carotenoides se determinaron a partir del mismo extracto,
midiendo la absorbancia a una longitud de onda a 480 nm segtin Bri-
tton (1985). La ficocianina se determind seguin el método de choque
osmotico y mediante espectrofotometria (Bennet y Bogorad 1973).

El contenido celular de pigmentos se expreso en pg cel™!, mien-
tras que el contenido por volumen se hizo en pg mL!. Los valores de
productividad se expresaron en mg L' d-1.
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DETERMINACION DE PROTEINAS

Las proteinas totales se determinaron segin el método de Lowry
modificado por Herbert et al. (1971), y se empléo como estandar una
disolucién de seroalbumina bovina (BSA) de 1 mgmL . El contenido
de proteinas por célula se expresé en pg cel !, mientras que el conteni-
do volumétrico se realizo en pg mL™!. Los valores de productividad se
expresaron en mg Ltdl.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados obtenidos se expresaron como los promedios +
desviacion estandar de los triplicados de cada tratamiento. Los va-
lores de pigmentos y proteinas, en fase estacionaria, se compararon
mediante el Analisis de la Varianza de una viay se utilizo el progra-
ma StaMost for Windows version 3,0. Se aplicé la prueba de Ran-
gos Multiples de Scheffe a un nivel de significancia del 99% (Lo-
reto et al. 2003).

RESULTADOS

CRECIMIENTO

La densidad celular disminuy6 con la tasa de renovacion. Los
mayores valores se obtuvieron en los cultivos renovados al 10%
(134,32 + 31,03 x 10%el mL™"), con diferencias significativas
(»<0,05) (Fig. 1). La curva de crecimiento indico que los cultivos re-
novados al 10% se estabilizaron a los 11 dias del cultivo, mientras
que en el tratamiento al 20%, se registrd a partir del dia 21 (Fig. 2).

La aplicacion de la tasa de renovacion al 50% produjo un efecto
de lavado a los 21 dias de iniciado el ensayo, lo cual origind un des-
censo de la densidad celular hasta de un 95% (Fig. 2).

El control, correspondiente a un cultivo discontinuo, exhibio
una fase estacionaria prolongada hasta el dia 27 (Fig. 2), con un una
densidad celular promedio de 116,50 + 35,58 x 10°cel mL-! (Fig. 1).
Sin embargo, este valor fue inferior al encontrado en el cultivo reno-
vado al 10% (134,32 +31,03 x 10%cel mL'l), con diferencias signifi-
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FIGURA 1. Valores promedios de Densidad celular (1x10° cel mL™) de

Anabaena PCC 7120 en cultivos semicontinuos y a diferentes
tasas de renovacion.
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FIGURA 2. Curva de crecimiento por turbidez (DO;50) de Anabaena PCC
7120 en cultivos semicontinuos y a diferentes tasa de renova-
cion.

cativas (p<0,05). La mayor productividad celular se obtuvo al 30%
con 25,10 x 10° cel L™! d°!, seguida por la obtenida al 20% y 10% con
18,20 y 13,43 x 10° cel L'! d°!, respectivamente (Tabla 1).
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TABLA 1. Productividad celular (1 x10° cel L™ d), de pigmentos y
de proteinas (mg L d™") de Anabaena PCC 7120 y a dife-
rentes tasa de renovacion (%).

Tasa de Celular Clorofilaa  Ficocianina Proteinas
renovacion

10% 13,43 0,91+0,16 11,29+1,87 71,46+5.26
20% 18,20 1,03+0,23  993+1,00 79,68+4,11
30% 25,10 0,83+0,29 11,52 +1,43 ND

ND: No determinado.

PIGMENTOS

Se registro al final de la fase exponencial, y antes de la aplica-
cion de la tasa de renovacion el mayor contenido de ficocianina y de
clorofila a, con 216,39 + 11,74 y 21,62 + 1,02 pg mL™! respectiva-
mente. Una vez aplicada la tasa de renovacion, se encontré que la es-
tabilizacion del contenido de pigmentos se inici6 a partir del segun-
do dia para los renovados al 10% y a partir del décimo dia para los re-
novados al 20 y 30% (Figs. 3 y 4).

Los valores mas altos de clorofila a y ficocianina se produjeron
a la tasa de renovacion del 10%, con 18,89 £ 1,36 y 184,02 = 12,95
ug mL!, respectivamente con diferencias significativas (p<0,05).
Mientras que a la tasa de renovacion del 30%, se obtuvieron los valo-
res mas bajos con 7,07 + 1,04 y 71,84 + 11,66 pg mL™!, respectiva-
mente (Tabla 2).

El contenido celular de pigmentos, mostrd un ligero incremento
en la tasa de renovacion del 20%, mientras que el cultivo control no
vari6 en comparacion con el correspondiente a los cultivos semicon-
tinuos (Tabla 3). Sin embargo, si se observd variacion en cuanto al
contenido de pigmento por unidad de volumen, el cual disminuyo
con la edad del cultivo (Figs. 3 y 4).

La productividad de clorofila a la tasa de renovacion del 20%
result6 ser la mas elevada (1,03 + 0,23 mg L' d'), con diferencias
significativas (p<0,01) respecto a la obtenida al 30%. En cambio, la
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FIGURA 3. Contenido de clorofila a (ug mL™") de Anabaena PCC 7120 a di-
ferentes tasas de renovacion (%).
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FIGURA 4. Contenido de ficocianina (ug mL™") de Anabaena PCC 7120 a

diferentes tasas de renovacion.

mas elevada de ficocianina se produjo al 30 y 10%, con 11,52 + 1,87
y 11,29 + 1,87 mg L' d’!, respectivamente. Ambas con diferencia
significativa (p<0,01) en relacion a la obtenida al 20%, de 9,93 +1,00

mg L' d! (Tabla 1).
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TABLA 2. Contenido de clorofila a, ficocianina, carotenoides y pro-
teinas (ug mL™") de Anabaena PCC 7120 en cultivos se-
micontinuos y a diferentes tasa de renovacion (%).

Cultivo  Clorofila a Ficocianina  Carotenoides Proteinas

Control 17,43 £3,14 140,45+37,93 5,48+0,61 156,99 + 9,42
10% 18,89+ 1,36 184,02+12,95 4,38=+0,62  752,05+36,92
20% 11,23+£1,11 11542+14,74 2,87+0,35 443,91 +31,93
30% 7,07+£1,04 71,84+11,66 1,92+0,31 ND

Control: cultivo discontinuo, con valores de pigmentos correspondientes a la edad
de cultivo entre 21 y 27 dias. Valores de proteinas del dia 32. ND: No determinado.

TABLA 3. Contenido celular de clorofila a, ficocianina, carotenoides
y proteinas (pg cel™") de Anabaena PCC 7120 en cultivos
semicontinuos y a diferentes tasa de renovacion (%).

Cultivo  Clorofilaa  Ficocianina  Carotenoides Proteinas

Control 0,16 +0,03  1,19+0,28 0,05+0,002 3,43+0,20
10% 0,10£0,01 098=+0,07 0,03+0,002 6,64+0,32
20% 0,12 +£0,01 1,14+0,22 0,03+£0,002 3,66+1,31
30% 0,10£0,02 1,06=031 0,03 +0,005 ND

Control: cultivo discontinuo. ND: No determinado.

PROTEINAS

Las proteinas se determinaron solo a las tasas de renovacion del
10 y 20% debido a las mayores densidades de estabilizacion obteni-
das por la cianobacteria, exhibiendo valores de 714,62 + 52,62 y
398,38 +20,55 ug mL!, respectivamente (Tabla 2); y el ensayo con-
trol disminuy¢ con la edad de cultivo. Cabe destacar, que para el dia
19 se encontr6 un valor de 884,28 + 61,60 pg mL"!, y para el dia 32
fue de 156,99 + 9,42 ug mL-!'. La mayor productividad se obtuvo a la
tasa de renovacion del 20%, con un valor de 79,68 + 4,11 mg Lldt,
con diferencias significativas (p<0,01) respecto a la tasa del 10%
(Tabla 1).
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DISCUSION

El presente estudio permitié demostrar la capacidad de Anabae-
na PCC 7120 en mantener una produccién diaria de biomasa en culti-
vos semicontinuos. En cambio, en los cultivos discontinuos a pesar de
presentarse una fase estacionaria estable, se determind un descenso
progresivo de los pigmentos y proteinas con la edad del cultivo. En los
cultivos semicontinuos, el ingreso de nutrientes favorece el manteni-
miento de células en condiciones fisiologicas similares a las corres-
pondientes en fase exponencial, con lo cual se alcanza una estabiliza-
cion en cuanto a la produccion de biomasa (Fabregas et al. 1995).

Anabaena PCC 7120 produjo un alto rendimiento en la produc-
ci6n de biomasa hasta la tasa de renovacion del 30%. No obstante, se
encontro un efecto de lavado en los cultivos renovados al 50%. Esto
podria ser consecuencia de una baja velocidad de crecimiento, en re-
lacion a su capacidad para regenerar la poblacion de células cada 24
horas. De acuerdo a estos resultados, probablemente la cianobacteria
necesitaria un mayor tiempo para alcanzar un crecimiento estabiliza-
do a la tasa de renovacion del 50%. Se ha reportado en Limnothrix
redekei una produccion sostenida de biomasa cada tres dias a una
tasa de renovacion del 20% (Mundt et al. 2001).

La mayor densidad celular de estabilizacion obtenida a la tasa de
renovacion mas baja del 10%, y la mayor productividad celular regis-
trada a la mas elevada tasa de renovacion del 30%, coincide también
con los resultados descritos para Phaeodactylum tricornutum y Por-
phyridium cruentum (Fabregas et al. 1996, 1998). En estas microalgas
se ha demostrado que a medida que incrementa la tasa de renovacion
disminuye la densidad celular, contenido de pigmentos y de proteinas;
mientras que la productividad celular se incrementa con la tasa de re-
novacion, esto se debe al aumento en niamero de células, es directa-
mente proporcional al volumen de cultivo retirado cada dia.

La disminucion del contenido celular de clorofila a a la tasa de
renovacion obtenida en el presente estudio, se ha descrito en cultivos
semicontinuos en microalgas (Garcia 1998). Es decir, a medida que
aumenta el volumen de cultivo reemplazado, se produce una dismi-
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nucion de la poblacion de células, y por lo tanto un incremento de la
disponibilidad de luz, lo cual aumenta el flujo de fotones. De tal ma-
nera que, las células requieren menos pigmentos para optimizar la
tasa fotosintética (Fabregas ef al. 1998).

La disminucion de pigmentos en el cultivo control discontinuo
se relacion6 con la limitacidon de nutrientes que tiene lugar en fase es-
tacionaria. Tal es el caso de la ficocianina, que actia como reserva de
nitrogeno para mantener la actividad metabdlica de las células (Lio-
tenberg et al. 1996). En cambio, en los cultivos semicontinuos, el in-
greso de nutrientes durante la aplicacién de la tasa de renovacion,
permite una produccion sostenida de esta proteina y de la clorofila.
De tal manera que, se confirma la utilidad de mantener una produc-
cion diaria de biomasa de la cianobacteria, en comparacion a la baja
eficiencia de produccion de los cultivos discontinuos.

El descenso del contenido celular de proteinas, con la tasa de re-
novacion obtenido en Anabaena PCC 7120 en condiciones saturan-
tes de nitrogeno, también se ha descrito para Nannochloropsis gadi-
tana (Maseda 2002). Sin embargo, en términos de productividad, la
extraccion de un mayor volumen de cultivo al 20% contribuye en

gran medida a incrementar la produccion diaria de proteinas respecto
a la tasa del 10%.

RECOMENDACIONES

Utilizar una tasa de renovacion del 20 y 30% para cosechar dia-
riamente biomasa enriquecida con clorofila a, ficocianina y protei-
nas de Anabaena PCC 7120.

CONCLUSIONES

La cianobacteria Anabaena PCC 7120 se puede utilizar para la
produccion diaria de proteinas, ficocianina y clorofila a en relacion a
la tasa de renovacion en cultivos semicontinuos.
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