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Resumen

Se determinó el efecto de la concentración de nitrato sobre el crecimiento, contenido de pig-
mentos, proteínas y peso seco de la cianobacteria Anabaena sp PCC 7120. Los cultivos se realiza-
ron con medio ALGAL a las concentraciones equivalentes de nitrato de sodio. En el primer experi-
mento se evaluó a 2, 4, y 8 mM, y en el segundo a 0, 1, 2, 4 y 8 mM. Los cultivos por tres réplicas se
mantuvieron con aireación constante, ciclo de luz:oscuridad 12:12 h, a una intensidad luminosa
de 117 µmol m2/s y a 28 ± 2°C. El crecimiento fue seguido mediante turbidez a 750 nm y recuen-
to celular hasta fase estacionaria. A 8 mM de nitrato, se produjeron los máximos valores de den-
sidad celular, clorofila a, ficocianina y proteínas con 202,4 ± 3x106 cel/mL, 17,41 ± 1, 20; 174,
28 ± 16,19 y 563,8 ± 2,74 µg/mL respectivamente, con diferencia significativa (P>0,05). Es decir,
el crecimiento, contenido de ficocianina, clorofila a y de proteínas obtenido a 8mM fue de 3,3; 1,6;
2,0 y 1,6 veces superior a los cultivos iniciados con 2 mM. Estos resultados demostraron también
que, Anabaena sp PCC 7120 puede crecer sin nitrógeno y que la producción de biomasa, peso
seco, ficocinainia, clorofila a y proteinas es estimulada con la concentración de nitrato en el me-
dio de cultivo con el siguiente orden ascendente: 0<1<2<4<8 mM.
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Effect of nitrate on biomass, pigment and protein
production of the cyanobacterium Anabaena sp. PCC 7120

Abstract

The effect of nitrate concentration on growth, pigment and protein content and dry weight
of the cyanobacterium Anabaena sp PCC 7120 was determined. Cultures were carried out with
Algal medium at equivalent concentrations of sodium nitrate. In the first experiment was evalu-
ated at 2, 4, and 8 mM and in the second at 0, 1, 2, 4, and 8 mM. The cultures with three replicas
was maintained with constant aeration, light:dark cycle 12:12 h light intensity of 117 µmol
m2/s and at 28 ± 2°C. Growth was followed by turbidity at 750 nm and cell count until station-
ary phase. The highest values of cell density, chlorophyll a, and phycocyanin of 202.4 ± 3x106

cel/mL, 17.41 ± 1.20, 174.28 ± 16.19 y 563.8 ± 2.74 µg/mL respectively, were obtained at 8 mM
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nitrate with significant difference (P>0.05). For example, the growth, phycocyanin, chlorophyll
a and proteins obtained to 8mM were of 3.3, 1.6, 2.0 and 1.6 times higher than to 2 mM. These
results demonstrated likewise that Anabaena sp PCC 7120 can be growth without nitrogen,
and that the biomass production, dry weight, phycocyanin, chlorophyll and proteins is stimu-
lated with nitrate concentration in the increase order: 0<1<2<4<8 mM.

Key words: Anabaena; cyanobacterium; nitrate; pigments; proteins.

Introducción

Las cianobacterias constituyen un gru-
po de microorganismos fotosintéticos con
características morfológicas y fisiológicas
capaces de responder a cambios ambienta-
les extremos de intensidad luminosa, salini-
dad y pH (1). De acuerdo a las condiciones
de cultivos también pueden ser potencial-
mente fuente de pigmentos, proteínas y de
exopolisacáridos (2).

El nitrógeno es el elemento que des-
pués del carbono contribuye con la produc-
ción de biomasa y composición bioquímica
de las células microalgales. Varios resulta-
dos muestran que se produce gran variabili-
dad tanto en el crecimiento como en la com-
posición bioquímica debido a las variaciones
en la concentración de nitrógeno. Así mis-
mo, las fuentes nitrogenadas varían en
cuanto a la influencia que pueden ejercer
sobre la fisiología microalgal (3, 4).

Las cianobacterias sufren cambios en
la estructura y metabolismo celular y la ex-
presión de genes en respuesta a la limita-
ción de nitrógeno. Los primeros cambios im-
plican la degradación de las ficobiliproteí-
nas, las cuales constituyen fuente impor-
tante de nitrógeno (5, 6).

El estudio de la influencia de diversas
condiciones ambientales sobre la produc-
ción de compuestos de interés biotecnológi-
co, tales como ficocianina y proteínas en cia-
nobacterias es de gran utilidad; con lo cual
se logra optimizar las condiciones de cultivo
para estimular la producción de estos pro-
ductos (7). Por ejemplo, en cultivos semicon-
tinuos de Anabaena PCC 7120 mantenidos
a una suficiencia de nitrato de 8mM, se logró
un aumento de clorofila a, ficocianina y de

exopolisacáridos cuando no era adicionado
CO2 al sistema de cultivo. Mientras que, la
adición del mismo no influyó en el creci-
miento, actividad fotosintética y contenido
de carotenoides (8).

Es necesario estudios relacionados con
el efecto de la concentración de nitrógeno y
de otros nutrientes sobre la composición
bioquímica o producción de metabolitos en
cianobacterias de interés económico. En
este sentido, se reporta el efecto del nitrato
sobre el crecimiento, peso seco y contenido
de clorofila, ficocianina, carotenoides y pro-
teínas de la cianobacteria Anabaena PCC
7120 en cultivos discontinuos.

Materiales y Métodos

Organismo y condiciones de cultivo

La cianobacteria Anabaena PCC 7120
corresponde una cepa con potencial en la
producción de ficocianina y exopolisacári-
dos y para lo cual fue seleccionada en el pre-
sente estudio. Se cultivó en frascos de vidrio
autoclavables de 400 mL de capacidad con
un volumen de 200 mL utilizando el medio
de cultivo comercial ALGAL (8) a un pH ini-
cial de 8,0.

Se realizaron dos experimentos, en el
primero de los cuales se utilizó nitrato de so-
dio a la concentración de 2, 4 y 8 mM y en el
segundo a las de 0, 1, 2, 4, y 8 mM. El medio
de cultivo ALGAL, se utilizó a las concentra-
ciones equivalentes de nitrato para cada tra-
tamiento. Para ambos experimentos se utili-
zó un cultivo de Anabaena en fase exponen-
cial como inóculo inicial; el cual fue adicio-
nado al medio de cultivo a una absorbancia
de 0,08 medida a 750 nm.
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Todos los cultivos por triplicado se
mantuvieron con aireación constante, foto-
período de 12:12 h, a una intensidad lumi-
nosa de 117 µmol m2/s y a 28 ± 2°C hasta
fase estacionaria.

Determinación del crecimiento

El crecimiento de cada cultivo por tripli-
cado se siguió diariamente mediante el méto-
do de turbidez a 750 nm en un espectrofotó-
metro Hitachi U-2000 y por recuento celular
en cámara de Neubauer. Para ello, se centri-
fugaron 0,5 mL del cultivo, y la biomasa co-
lectada fue homogenizada para fragmentar
los filamentos y luego realizadas diluciones
apropiadas para el recuento celular.

Para la determinación del peso seco se
extrajeron 3 mL de cada réplica por duplica-
do, luego las muestras se filtraron al vacío
utilizando papel de filtro Whatman GF/C de
25 mm de diámetro previamente lavados
con agua destilada, secados en la estufa a
100°C por 48 horas y pesados en una balan-
za analítica. El proceso de filtración se reali-
zó en un Manifold que permite la filtración
de varias membranas a la vez. Una vez filtra-
das las muestras, se guardaron en la estufa
y se pesaron cada 48 horas hasta obtener un
peso constante (9).

Determinación de pigmentos

Para la extracción de clorofila a y carote-
noides se centrifugó 1 mL de cultivo a 14000
r.p.m. durante 10 min en tubos eppendorf. El
sedimento se resuspendió en 1 mL de metanol
y se mantuvo en oscuridad durante 24 h a
4°C. El sobrenadante se analizó a 665 nm y la
concentración se determinó utilizando el coe-
ficiente de extinción molar según Marker (10).
El contenido de carotenoides se determinó en
la misma extracción a 480 nm y aplicando la
ecuación de Britton (11).

La extracción de ficocianina se realizó
mediante el método del choque osmótico
modificado de Wyman y Fay (12). Al concen-
trado celular proveniente de 1 mL de cultivo
se le añadió un volumen de 100 µL de glice-

rol. La mezcla se homogeneizó y se mantuvo
a 4°C en oscuridad durante 30 min. Luego
se añadió 1 mL de agua destilada y se centri-
fugó 13000 r.p.m. durante 10 min. El sobre-
nadante se analizó a 652 y a 615 nm en un
espectrofotómetro. La concentración de fi-
cocianina se determinó según la ecuación
de Bennet y Bogorad (13). El contenido de
todos los pigmentos en la cianobacteria Ana-
baena se expresó en µg/mL.

Determinación de proteínas

Las proteínas totales se determinaron
según el método de Lowry (14) modificado
por Herbert et al. 1971(15). Las muestras
fueron analizadas a 750 nm y el contenido
se determinó según la curva estándar usan-
do albúmina sérica bovina (0-100 µg/mL).

Análisis estadístico

Los resultados obtenidos se expresaron
como los promedios±desviacion estándar de
las replicas de cada tratamiento. Las diferen-
cias entre los tratamientos se determinaron
por el análisis de varianza de una vía, previa
confirmación de la normalidad de los datos.
Las diferencias entre tratamientos indivi-
duales se determinaron utilizando la prueba
de Scheffé. Los cálculos estadísticos se reali-
zaron usando el programa Statmost for
Windows (Versión 3.0).

Resultados y Discusión

Efecto del nitrato sobre el crecimiento

Densidad celular

La densidad celular de Anabaena PCC
7120 aumentó con la concentración creciente
de nitrato de sodio presente en el medio. La
mayor densidad celular se obtuvo a 8 mM,
con 202,43 ± 29,91x106cel/mL, con diferen-
cia significativa (P>0,05). Mientras que a 2 y 4
mM fueron de 60,49 ± 13,99 y 96,16 ± 17,16
x106 cel/mL respectivamente (Tabla 1). Estos
resultados coinciden con el crecimiento se-
guido mediante turbidez, ya que de igual ma-
nera se produjo un incremento de la absor-
bancia como indicativo del aumento de la bio-
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masa de la cianobacteria con la concentra-
ción de nitrato. Sin embargo, entre 2 y 4 mM
no se registró diferencia a 750 nm (Figura 1).
No obstante, cuando se realizaron cultivos
entre 0 y 8 mM de nitrato, también se de-
mostró el mayor crecimiento con la concen-
tración de este nutriente, con el siguiente
orden ascendente de 0<1<2<4<8 mM de ni-
trato al final de la fase exponencial.; aun
cuando en fase estacionaria los cultivos ini-
ciados entre 2 y 8 mM exhibieron valores si-
milares de absorbancia (Figura 2).

Los resultados obtenidos en los culti-
vos de Anabaena PCC 7120 sugieren que las
concentraciones menores a 4 mM de nitrato
son insuficientes para obtener un buen cre-
cimiento de la cianobacteria (Figura 1). Va-
rios estudios han mostrado que las concen-
traciones de nitrato de 1 y 2 mM son limitan-
tes para el crecimiento de cianobacterias ta-
les como Oscillatoria agardhii, O. redekei
(16) y O. rubescens y Spirulina platensis (17)

Los mayores valores de peso seco obte-
nidos a 4 y 8 mM de nitrato, con 0,56 ± 0,11
y 0,60 ± 0,18 mg /mL corroboran la influen-
cia que tiene el nitrato en la producción de
biomasa; la cual está relacionada con las
mayores densidades celulares alcanzadas a
estas concentraciones de nutrientes.

Producción de pigmentos
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Tabla 1
Crecimiento (x106cel/mL), contenido de pigmentos, proteínas y peso seco (µg/mL)

de la cianobacteria Anabaena PCC 7120 en función del nitrato de sodio (mM)

[NO3Na] 2 4 8

Densidad celular 60,49±13,99 96,16±17,16 202,43±29,91

Ficocianina 78,88±6,42 92,86±10,68 124,98±20,36

Clorofila a 9,24±0,72 14,60±0,85 18,63±1,64

Carotenoides 3,45±0,01 4,03±0,16 4,23±0,10

Peso seco 0,48±0,18 0,56±0,11 0,60±0,18

Proteínas 269,64±9,89 280,64±0,0 433,51±51,58
Datos correspondientes al experimento I.
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Figura 1. Efecto de la concentración de nitrato
de sodio (2, 4 y 8mM) sobre el
crecimiento (750nm) de Anabaena PCC
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Figura 2. Efecto de la concentración de nitrato
de sodio (0, 1, 2, 4 y 8mM) sobre el
crecimiento (750nm) de Anabaena
PCC 7120 en función de la edad del
cultivo.



El contenido de ficocianina y de clorofila
se incrementó significativamente (P>0,05)
con la concentración de nitrato en el medio
de cultivo. Sin embargo, en carotenoides solo
se presento diferencia (P<0,05) entre los cul-
tivos a 1 mM de nitrato y los crecidos sin ni-
trato adicional.

En cuanto a la ficocianina, el análisis
estadístico (ANOVA de una vía, Prueba de
Scheffe), reveló diferencias significativas
(P> 0,05) entre todos los tratamientos, excep-
to entre 2 y 4 mM para los dos experimentos
(Tabla 1 y 2). A 8 mM de nitrato, el contenido
fue de 174,28 ± 16,19 µg/mL. Mientras que
para los cultivos con 1 mM y sin nitrato fue-
ron de 82,23± 4,51 y de 20,01 ± 7,01µg/mL
respectivamente. Esto representa un incre-
mento de 8,7 y 2,1 veces para cada unos de
estos dos tratamientos. Los resultados obte-
nidos a 8 mM indican que la producción de fi-
cocianina es mayormente estimulada a esta
concentración de nitrato.

En medios de cultivos deficientes en ni-
trógeno se ha demostrado la disminución de
la síntesis de ficocianina. En las cianobacte-
rias Anacystis nidulans (18) y Synechococcus
sp. IO9201, se produjeron valores de ficocia-
nina muy bajos a concentraciones de 1 y 2
mM de nitrato en comparación con concen-
traciones suficientes en nitrógeno (19)

La clorofila a también es progresiva-
mente acumulada con la concentración del
nitrato con diferencia significativa (P> 0,05) y
con la edad del cultivo en ambos experimen-

tos. Sin embargo, en el segundo ensayo, no
se encontraron diferencias significativas en-
tre los tratamientos 2 y 4 mM (Tabla 2). En
este, los cultivos crecidos sin la adición de
nitrato, el contenido fue de 3,98 ± 0,92
µg/mL; mientras que a 2 mM alcanzó a
13,9 ± 1,18 y a 8 mM se incrementó hasta
17,4 ± 1,20 µg/mL. En cultivos discontinuos
de Spirulina platensis también se ha descrito
un incremento de la clorofila a con la concen-
tración de urea hasta 500 mg/mL (20).

Los carotenoides presentaron una ten-
dencia a la acumulación hacia el final de la
fase estacionaria y presentaron el mismo pa-
trón general que los pigmentos anteriores. Pa-
rece no existir una elevada diferencia entre las
concentraciones evaluadas de nitrato. Aun-
que, entre 2 y 4 mM no hubo diferencia signi-
ficativa (P> 0,05).

La concentración de pigmentos está en
relación con la concentración de nitrógeno.
En condiciones de limitación de nitrógeno las
cianobacterias son capaces de degradar la fi-
cocianina como un mecanismo de moviliza-
ción de nitrógeno hacia aquellos procesos de
crecimiento celular y metabolismo. Es decir
que, este pigmento funciona como reserva de
nitrógeno en las cianobacterias (20).

Contenido de proteínas

El incremento del contenido de proteí-
nas conforme aumenta el nitrato también
refleja la influencia de este nutriente en el
metabolismo primario. En el primer experi-
mento se produjo un aumento de 1,6 veces
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Tabla 2
Contenido de pigmentos y de proteínas (µg/mL) de la cianobacteria Anabaena PCC 7120 en función

del nitrato de sodio (mM)

[NO3Na] 0 1 2 4 8

Ficocianina 20,01±7,01 82,23±14,51 122,24±11,77 132,80±17,35 174,28±16,19

Clorofila a 3,98±0,92 10,40±0,68 13,91±1,18 14,78±1,26 17,41±1,20

Carotenoides 1,24±0,30 3,02±0,13 3,68±0,37 3,93±0,51 4,57±0,39

Proteínas 211,44±23,44 409,0±9,91 506,6±73,34 532,8±9,91 563,8±2,74
Datos correspondientes al experimento II.



en los cultivos iniciados con 8 mM con res-
pecto a los crecidos con 2 mM. Mientras que,
en el segundo realizado a 0, 1, 2, 4, y 8 mM
se demostró igualmente que la suficiencia
en nitrógeno favorece la producción de pro-
teínas. Es decir, a 8 mM se obtuvo un conte-
nido de proteínas de 2,6 veces al producido
cuando la cianobacteria era cultivada sin
ninguna fuente de nitrógeno. Sin embargo,
es de indicar que, el crecimiento y produc-
ción de proteínas obtenidos en ausencia de
nitrógeno obedece a la capacidad que pre-
senta Anabaena de fijar nitrógeno y de man-
tener su crecimiento, al menos con una baja
tasa de duplicación ante la carencia externa
de nitrógeno (21).

Conclusiones

El crecimiento y síntesis de clorofila, fi-
cocianina y proteínas en Anabaena sp PCC
7120 está en función de la concentración de
nitrógeno en el medio de cultivo. Es decir,
cuando Anabaena PCC 7120 fue crecida a la
concentración mas elevada de nitrato se esti-
muló el crecimiento y la producción de fico-
cianina, clorofila a, carotenoides y proteínas.
Así como también se demostró un crecimien-
to sostenido aún bajo una limitación o au-
sencia de nitrógeno y un incremento del mis-
mo con la concentración del nitrato, en el si-
guiente orden ascendente: 0< 1<2<4<8 mM.
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