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ABTRACT

Three seawater-based media were used for biomass and phycocyanin production by Arthrospira
maxima. Among the three seawater-based media, growth rate and biomass were lowest in SWMAB,
which isidentical to SWM but includes several known essential elements (Zn, Cu, Mo, Mn). Growth in
SWMX2, which has double the concentration of NaHCO;, N, P and FEEDTA than SWM, was not
significantly different. Arthrospira maxima reached a biomass concentration of 2.7 £+ 006 gLt in a
mineral standard medium, but <1.2 + 0.09 g L in the seawater-based media. Pigment content in cells
grown in the seawater-based media was <2.78 + 0.46, <1.85 + 0.18 and <19.83 + 3.16 mg g* cell
for chlorophyll a, carotenoids and phycocyanin, respectively. The phycocyanin produced in the
seawater-based media had dlightly different absorption and fluorescence maxima compared to those of
A.platensis.
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RESUMEN

Tres medios de cultivo preparados en agua de mar fueron usados para la produccién de biomasa y
ficocianina por Arthrospira maxima. Entre los tres medios preparados en agua de mar, la tasa de
crecimiento y la biomasa fueron los més bajos en SWMAB, € cua es idéntico a SWM, pero incluye
varios elementos esenciales conocidos (Zn, Cu, Mo, Mn). El crecimiento en SWMX2, el cua tiene €
doble de concentracién de NaHCO,, N, Py FEEDTA que SWM, no fue significativamente diferente
para estos dos medios. Arthrospira maximaalcanza una concentracion de biomasade 2.7+ 0.06gLten
un medio mineral estandar, pero <1.2 + 0.09 g L-! en los medios preparados en agua de mar. El con-
tenido de pigmentos en células crecidas en los medios preparados en agua de mar fue de <2.78 + 0.46,
<185 + 0.184 y <19.83 + 3.16 mg g' células para clorcofila a, carotenoides y ficocianina,
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respectivamente. La ficocianina producida en los medios preparados en agua de mar mostro leves
diferencias en sus propiedades espectrales de absorcion y fluorescencia méxima comparadas con las de

A.platensis.

Palabras clave Arthrospira maxima, ficocianina, pigmentos, cultivo en aguade mar.

INTRODUCTION

Baja Californiais a semi-arid state located
on the Mexican Pacific coast. This area has a
deficiency of fresh water; however, it has
favorable climatic conditions for the outdoor
mass culture of some microalgae, particularly
Arthrospira sp. (previously Spirulina sp.)
(Castenholtz, 1994). Arthrospira produces a
blue pigment of high economic value, used as a
food additive, as a cosmetic colouring agent
(Cysewski, 1992), as biomarkers (Herrera et
al., 1989), and in cancer laser therapy (Cai et
al., 1995).

It is known that some strains of Arthrospira
maxima can grow in different seawater media
with reduced production costs (Materassi et al.,
1984; Tredici et al., 1986; Wu et al., 1993;
Olguin et al, 1994, 1997). However, several
physiological aspects of growth in seawater
remain unknown (Materassi et al., 1984) and
little information about phycocyanin produc-
tion in seawater culture is available.

The blue pigment, phycocyanin, consists of
a protein moiety (a and b apoprotein subunits)
with bilin-type chromophores. Phycocyanin
accounts for about 30% of the biomass
(Garnier and Thomas, 1993), but its concentra-
tion in the cell depends on environmental
growth conditions (Mérquez et al, 1995;
Marquez-Rocha, 1999). Phycocyanin is
generally believed to be an accessory pigment
that captures light energy and transfers it to
chlorophyll a. Several authors have suggested
that phycocyanin may also function as a carbon
storage material (Miller and Holt, 1977), or asa
nitrogen source during nitrogen starvation
(Boussiba and Richmond, 1980). The aim of
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INTRODUCCION

Baja California es un estado semi-desértico
localizado en la costa del Pacifico mexicano.
Esta érea tiene deficiencia de agua dulce; sin
embargo, tiene condiciones climéticas favora-
bles para el cultivo a cielo abierto de algunas
microalgas, particularmente de Arthrospira sp.
(anteriormente Spirulina sp.) (Castenholtz,
1994). Arthrospira produce un pigmento azul
de alto valor econémico, usado como un adi-
tivo alimentario, como agente colorante para
cosméticos (Cysewski, 1992), como biomarca-
dor (Herrera et al., 1989) y en la terapia de
laser para cancer (Cai et al., 1995).

Es conocido que algunas cepas de
Arthrospira maxima pueden crecer en diferen-
tes medios con agua de mar, reduciendo los
costos de produccién (Materassi et al., 1984;
Tredici et al., 1986; Wu et al., 1993; Olguin &
al., 1994, 1997). Sin embargo, varios aspectos
fisiol 6gicos de crecimiento en agua de mar son
desconocidos (Materassi et al, 1984) y hay
poca informacion disponible acerca de la pro-
duccion de ficocianina en cultivos con agua de
mar.

El pigmento azul, ficocianina, consiste de
una composicion proteica (subunidades de apo-
proteina a y b) con croméforos tipo bilina. La
ficocianina al canza cerca de 30% de la biomasa
(Garnier y Thomas, 1993), pero su concentra-
cion en la célula depende de las condiciones
ambientales de crecimiento (Marquez et al.,
1995; Méarquez-Rocha, 1999). Se ha creido
generalmente que la ficocianina es un pigmento
accesorio que captura la energia luminosa y la
transfiere a la clorofila a. Varios autores han
sugerido que la ficocianina puede funcionar
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the present study was to evaluate phycocyanin
production and its biochemical characteristics,
using seawater-based media for the cultivation
of A. maxima.

MATERIALSAND METHODS
Organism and growth conditions

The A. maxima strain from the culture
collection of the Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacién Superior de
Ensenada (CICESE) was grown in 80 mL glass
tubes (30 mm diameter) that were arranged on
a special rack with four lateral fluorescent
lamps (General Electric, F96T2-D-EX, day-
light). The cultures, under continuous illumina-
tion (230 nmol photon M2 s on the surface)
were bubbled with filtered air and shaken
manually once a day to maintain homogeneous
conditions. The inoculum was cultivated in
250mL Erlenmeyer flasks containing 100 mL
of mineral standard medium at 23°C, on a
rotary shaker, until the culture reached an
absorbance of 0.5 ODgs, nm. This strain was
adapted to growth on seawater for three
generations before its use in these experiments
and the cultures were inoculated at the same
biomass concentration (10%, ODg, = 0.5).
Before inoculation, cells were centrifuged and
washed with distilled water to eliminate any
medium cross-contamination.

Culturemedia

Mineral standard medium (SOT) described
by Ogawa and Terui (1970) was used as control
and three different media prepared with sea-
water were tested (table 1). The SOT medium
is well suited for laboratory cultures of
Arthrospira, but it is too elaborate and expen-
sive for outdoor mass cultivation. Seawater
was obtained from the seawater distribution
system used for aquaculture research at our
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como material de almacenamiento de carbono
(Miller y Holt, 1977) o como una fuente de
nitrogeno durante la inanicion de nitrégeno
(Boussibay Richmond, 1980). El propésito del
presente estudio fue el de evaluar la produccion
de ficocianina y sus caracteristicas bioquimi-
cas, usando medios preparados en agua de mar
parael cultivo de A. maxima.

MATERIALESY METODOS
Organismo y condiciones de crecimiento

La cepaA. maximade la coleccién de culti-
vos del Centro de Investigacion Cientificay de
Educacién Superior de Ensenada (CICESE) fue
crecida en tubos de vidrio de 80 mL (30 mm de
diametro), que fueron colocados en un estante
especial con cuatro lamparas fluorescentes
laterales (General Electric, F96T2-D-EX,
Daylight). Los cultivos con iluminacién
continua (230 mmol photon m? s?! sobre la
superficie) fueron burbujeados con aire filtrado
y agitados manualmente una vez a dia para
mantener las condiciones homogéneas. El in6-
culo fue cultivado en matraces Erlenmeyer de
250 mL, conteniendo 100 mL de medio estan-
dar mineral a 23°C, en un agitador rotatorio,
hasta que el cultivo alcanzara una absorbancia
de 0.5 ODss nm. Esta cepa fue adaptada a
crecer en agua de mar por tres generaciones
antes de usarse en |os experimentos y los culti-
vos fueron inoculados a la misma concentra-
cion de biomasa (10%, OD.,, = 0.5). Antes de
lainoculacion, las células fueron centrifugadas
y lavadas con agua destilada para eliminar
cualquier contaminacion cruzada del medio.

Medio de cultivo

El medio mineral estandar (SOT) descrito
por Ogaway Terui (1970) fue usado como con-
trol y tres diferentes medios preparados con
agua de mar fueron probados (tabla 1). El
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Table 1. Element composition of the culture media used for the cultivation of Arthrospira maxima.
Tabla 1. Composicion de elementos de los medios usados para €l cultivo de Arthrospira maxima.

Component SOT SWM SWMAB SWMX2
(gL (gL (gL (gL
NaHCO, 168 0.1 0.1 0.2
K,HPO, 05 0.008* 0.008* 0.016*
NaNO; 25 10 10 20
K2SO, 10 - - -
NaCl 10 - - -
MgSO,.7H,O 02 - - -
CaCl,.2H,0 0.04 - - -
FeSO,.7H,0 0.01 - - -
Na,EDTA 0.08 - - -
FeEDTA - 0.005 0.005 0.01
As ImLL™? - ImLL™? -
Bs 1mLL™? - ImLL™? -
pH (initial) 9.49 8.49 8.43 8.45

campus facilities. The three seawater-based
media were autoclaved (natural seawater has a
salinity of 35%0 and pH 8.39). Details of media
composition are given in table 1. Cultures were
grown for six days at 23°C, in triplicate. The
initial pH depends on the culture medium and
varied between 9.4 and 9.49 in the SOT
medium and between 8.4 and 85 in the
seawater media (table 1). Solution As con-
tains (gL™?): H;BO; 2.85, MnCl,.H,0 1.81,
ZnsSO,.7H,0 0.22, CuSO,.5H,0 and MoO,
0.015. Solution B, contains (mg L™): NH,V O,
23, K,Cr,(S0,),.24H,0 96, NiSO,.7H,O 48,
Nawo ,.2H,0 18, Ti5(SO4)s 40,
Co(NGQ,),.6H,0 44 (Ogawa and Terui,
1970).
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medio SOT es el adecuado para el crecimiento
en el laboratorio de cultivos de Arthrospira,
pero es muy elaborado y caro para cultivo
masivo a cielo abierto. El agua de mar se
obtuvo del sistema de distribucion usado para
investigaciones en acuacultura dentro de nues-
tro campus. Los tres medios basados en agua
de mar fueron esterilizados (agua de mar natu-
ral tiene una salinidad de 35%. y un pH de
8.39). Los detalles de la composicion de los
medios se dan en latabla 1. Los cultivos fueron
crecidos por seis dias a 23°C, por triplicado. El
pH inicial depende del cultivo y variade 9.4 a
9.49 en el medio SOT y de 8.4 a 85 en €
medio con agua de mar (tabla 1). La solucién
A; estd compuesta de (g L): H;BO; 2.85,
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Dry weight determination and pigment
analyses

Growth was determined either by
measuring optical density at 560 nm or by dry
weight of cells after filtration on cellulose
nitrate filters (0.45 nm), followed by over-
night drying at 105°C. To estimate pigments,
cells were harvested by centrifugation (2500 g,
15minutes), washed with distilled water and
frozen at —20°C for subsequent analyses.
Chlorophyll a and carotenoids were extracted
from the cell suspension with 90% (v/v)
methanol at 4°C in dim light. Several extrac-
tions followed by sonication and centrifugation
were carried out until total pigment recovery.
The chlorophyll content in the biomass was
calculated from the absorbance at 665 nm of
the methanolic extract (ODg,; ~ 13.9 pg mL™)
(Tandeu and Houmard, 1988). The total caro-
tenoid content was determined from the metha-
nolic extract at 480 nm using A ,,, = 2500 as the
absorption coefficient (Chapman, 1988). For
the determination of intracellular phycocyanin
the cells were first disrupted by sonication and
frozen in 0.1M Na-phosphate buffer (pH 7).
After thawing at room temperature and
centrifugation (2500 rpm, 15 minutes) the total
phycocyanin (PC) concentration in the super-
natant was calculated from the absorbances at
615 and 652 nm according to the following
equation: PC = (ODyg,5 — 0.0.474 (ODgs,))/5.34
(Benett and Bogard, 1973).

The crude extract containing phycocyanin
was precipitated in 50% (NH,),SO, and
recovered by centrifugation at 10,000 xg for
10minutes. The colourless, clear supernatant
was discarded and the blue precipitate
wasdissolved in a small volume of 0.0025 M
Na-phosphate buffer (pH 7.0) and dialyzed
against the same buffer.

The dialyzed phycocyanin was then placed
ina25 " 30 cm hydroxylapatite column and
two main fractions were pooled. Following
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MnCl,.H,0 1.81, ZnSO,.7H,0 0.22,
CuSO,.5H,0 y MoO, 0.015. La solucién B
esta compuesta de (mg L-1): NH,VO; 23,
K,Cr,(S0,),.24H,0 96, NiSO,.7H,O0 48,
NawO,.2H,0 18, Ti,(SO,), 40,
Co(NO,),.6H,0 44 (Ogaway Terui, 1970).

Determinacion del peso secoy andlisisde
pigmentos

El crecimiento fue determinado por densi-
dad dptica a 560 nm o por el peso seco de las
células después de filtrarlas a través de filtros
de nitrato de celulosa (0.45 mm), seguidas por
secado toda la noche a 105°C. Para estimar os
pigmentos, las células fueron cosechadas por
centrifugacion (2500 g, 15 minutos), lavadas
con agua destilada y congeladas a —20°C para
subsecuentes andlisis. La clorofilaay los caro-
tenoides fueron extraidos de la suspension
celular con 90% (v/v) metanol a 4°C en luz
tenue. Varias extracciones fueron seguidas por
sonicacion y centrifugacion hasta la recupera-
cion total de pigmentos. El contenido de cloro-
fila en la biomasa fue calculado de la
absorbancia a 665 nm del extracto metandlico
(ODgs ~ 13.9 pg mL™) (Tandeu y Houmard,
1988). El contenido total de carotenocides fue
determinado del extracto metandlico midiendo
a480 nm, usando A ,, = 2500 como coeficiente
de absorcion (Chapman, 1988). Para la
determinacion intracelular de ficocianina las
células fueron sonicadas y congeladas en un
amortiguador (pH7). Después de descon-
gelar a temperatura ambiente y centrifugar
(2500 rpm, 15 minutos), la concentracion
de ficocianina total (PC) en el sobrenadante
fue calculada de las absorbancias a 615 y
652nm de acuerdo con la siguiente ecuacion:
PC = (ODyg,; — 0.0.474 (OD,,))/5.34 (Benett y
Bogard, 1973).

El extracto crudo que contiene a la ficocia-
nina fue precipitado en 50% (NH,),SO, vy
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a stepwise elution with a phosphate buffer
of increasing ionic strength at pH 7.0, the
615/280nm and 652/280nm ratios were
measured through the fractions eluted with
Na-phosphate buffer from 2.5 to 100 mM.
The fraction exhibiting the larger ratio
(615/280nm) was further purified by column
chromatography on DEAE Sephadex A-50.

RESULTS

The biomass concentrations attained with
the SOT medium and the SWM, SWMX2 and
SWMAB media after six days of cultivation
were 2.7 + 0.06, 1.04 +0.15, 1.2 + 0.09 and
0.49 + 0.03 g L1, respectively. Statistical
analysis revealed no significant differences
between the biomass concentration obtained
with SWM and SWMX2 (one-way ANOVA,
Duncan test, P < 0.05). Both were higher than
the biomass concentration in SWMAB medium
(0.49 + 0.03 g L), but were half of the
biomass attained in SOT (table 2). Figure 1
shows the time course of biomass in the
different media. The specific growth rates were
0.48 + 0.06, 0.16 + 0.025, 0.18 + 0.032 and
0.068 +0.025 d-* for the SOT, SWM, SWM X2
and SWMAB media, respectively. Values
are means + SD from three experiments. The
initial pH in SOT was 9.5 % 0.01 and the
finalpH, reached after six days of culture, was
11.6 £ 0.09. The pH in the seawater-based
media changed from 8.4 to 9.0 after six days of
culture.

The seawater culture induced differencesin
the pigment content. After six days of culture
in SOT medium, chlorophyll a content was
6.10+ 0.48 mg g* cell, while carotenoid con-
tent was 2.18 + 0.16 mg g* cell. In seawater
media, the concentration of chlorophyll a was
2.08-2.78 mg g! and carotenoid content was
1.56-1.85 mg g' dry weight (table 2). The
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recuperado por centrifugacion a 10,000 xg
durante 10 minutos. El sobrenadante incoloro
fue descartado y el precipitado azul fue disuelto
en un pequefio volumen de amortiguador de
fosfatos-Na 0.0025 M (pH 7.0) y dializado con-
tra el mismo amortiguador.

La ficocianina dializada fue colocada en
una columna de hidroxilapatita de 2.5 = 30 cm
de la cual se obtuvieron dos fracciones princi-
pales. Después de una elucién en etapas con
amortiguador de fosfatos aumentando la fuerza
ionica a pH 7.0, las relaciones 615/280 nm y
652/280 nm fueron medidas paratodas las frac-
ciones eluidas con amortiguador de fosfatos-Na
de 2.5a100 mM. Las fracciones que mostraron
la relacion mayor (615/280 nm) fueron purifi-
cadas con una columna de cromatografia sobre
DEAE Sephadex A-50.

RESULTADOS

La concentracion de biomasa lograda con
el medio SOT y los medios SWM, SWMX2
y SWMAB después de seis dias de cultivo
fue de 2.7 +0.06, 1.04 +0.15, 1.2 + 0.09 y
0.49 £ 0.03 g L%, respectivamente. El andlisis
estadistico indica que no se tuvieron
diferencias significativas en la concentracion
de biomasa obtenida con SWM y SWMX2
(ANOVA de una via, prueba de Duncan,
P <0.05). Ambos fueron superiores que la
concentracién de biomasa en el medio
SWMAB (0.49 + 0.03 g L), pero fueron la
mitad de la concentracion alcanzada con el
medio SOT (tabla 2). La figura 1 muestra el
comportamiento de labiomasaenlos diferentes
medios. Las tasas especificas de crecimiento
fueron 0.48 + 0.06, 0.16+ 0.025, 0.18 +0.032y
0.068 + 0.025 d* para SOT, SWM, SWMX2y
SWMAB, respectivamente. Los valores son las
medias + desviacion estandar de tres experi-
mentos. El pH inicial en SOT fue de 9.5 + 0.01
y €l pH final alcanzado después de seis dias de
cultivo fue de 11.6 + 0.09. El pH en los medios
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Table 2. Biomass (dry weight) and pigment content (mg g dry weight) of Arthrospira maxima after six

days of cultivation.

Tabla 2. Contenido de biomasa (peso seco) y pigmentos (mg g peso seco) de Arthrospira maxima

después de seis dias de cultivo.

Medium Biomass Phycocyanin  Chlorophyll a Carotenoid Growth rate
(gL™) (mgg™) (mgg?) (mgg™) (d)
SOT 2.7 +0.06 4534+ 4.40 6.10+ 0.48 2.18+0.16 0.48
SWM 1.04+0.15 18.46 + 0.60 2.78 + 0.46 1.85+0.18 0.16
SWMAB 0.49+0.03 19.83+ 3.16 2.08+0.69 1.67+0.12 0.068
SWMX2 12 +0.09 15.19+ 0.58 235+0.44 156+ 0.15 0.18

chlorophyll content in the seawater cultures
was half of the content obtained with SOT;
however, the carotenoid content was not
significantly different (table 2) (one-way
ANOVA, Duncan test, P < 0.05).

Phycocyanin was the major pigment frac-
tion in al the media tested (table 2) and the
content was strongly affected by the medium
composition. SOT medium produced a content
of 45.34 +4.40 mg g~ dry weight. The addition
of As and By solutions to the seawater medium
SWMAB did not enhance the phycocyanin
content compared to the SWM medium
(table2).

Phycocyanin from the blue-green alga A.
maxima was purified by (NH,),SO, precipita-
tion followed by a hydroxylapatite column
(fig. 2). Elution from the hydroxylapatite
column of the 615/280 nm ratio (phycocyanin)
was at 75 mM Na-phosphate buffer with ayield
of 3.5, while the 652/280 nm ratio (allophyco-
cyanin) was eluted at 100 mM Na-phosphate.
After a Sephadex A-50 column, the yield for
the 615/280 nm ratio was >4 (table 3). The
absorption maxima for c-phycocyanin and
allophycocyanin were 615 and 650 nm, respec-
tively. The fluorescence maxima (emission)
were 635 nm for c-phycocyanin and 655 nm for
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preparados en agua de mar cambiaron de 8.4 a
9.0 después de 6 dias de cultivo.

L os cultivos en agua de mar indujeron dife-
rencias en el contenido de pigmentos. Después
de seis dias de cultivo en medio SOT el conte-
nido de clorofila a fue 6.10 + 0.48 mg g™ cél,
mientras que el contenido de carotenoides fue
de 2.18 + 0.16 mg g* cél. En los medios con
agua de mar, la concentracién de clorofila a fue
de 2.08 a 278 mg g y e contenido de
carotenoides, de 1.56 a 1.85 mg g peso seco
(tabla 2). El contenido de clorofilaen los culti-
vos en agua de mar fue la mitad del contenido
obtenido con SOT; sin embargo, el contenido
de carotenoides no fue significativamente dife-
rente (tabla 2) (ANOVA de una via, prueba de
Duncan, P < 0.05).

La ficocianina fue la fraccion mayoritaria
de los pigmentos en todos los medios proba-
dos (tabla 2) y su contenido fue afectado
severamente por la composicion del medio.
El medio SOT produce un contenido de
45.34 + 4.40 mg g* peso seco. La adicién de
las soluciones A; y B; a medio SWMAB no
aumenta el contenido de ficocianina compa-
rado con el medio SWM (tabla 2).

La ficocianina del aga verde-azul A.
maxima fue purificada por precipitacion con
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Figure 1. Autotrophic growth of Arthrospira maximain batch culture using different media.
Figura 1. Crecimiento autotréfico del cultivo de Arthrospira maxima en lote en diferentes medios.
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Figure 2. Chromatography of the 50% (NH,),S0, fraction (extracted from Arthrospira maxima) on
hydroxylapatite.

Figura 2. Cromatografia sobre hidroxilapatita de la fraccion precipitada a 50% (NH ,),S0, (extraida de
Arthrospira maxima).
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Table 3. Purification yields of phycocyanin from Arthrospira maxima.
Tabla 3. Rendimientos de la purificacion de ficocianina de Arthrospira maxima.

Purification step Yield ratios (nm)

615/280 652/280
Crude extract 0.85 0.31
(NH4),SO, 50% precipitated 1.18 0.50
Hydroxylapatite 29 35
DEAE Sephadex 41

Table 4. Spectral properties of the phycobiliproteins from Arthrospira maxima E**, . ..: molar extinction
coefficient.

Tabla 4. Propiedades espectrales de las ficobiliproteinas de Arthrospira maxima. E'*, . : coeficiente de
extincién molar.

Fraction No. Biliprotein Absorption maxima Fluorescence maxima E™ o
(nm) (nm)
11 c-phycocyanin 615 635 71
17 allophycocyanin 650 655 57

allophycocyanin (table 4), slightly different (NH,),SO, seguida por una columna de
from the 640 and 660 nm, respectively, hidroxilapatita (fig. 2). La elucion de la
obtained from Spirulina platensis (Boussiba columna de hidroxilapatita de la relacion
and Richmond, 1979). The absorption and 615/280 nm (ficocianina) fue con amortiguador
fluorescence maxima resemble those reported de fosfatos-Na a una concentracion de 75 mM
for S platensis (Boussiba and Richmond, con un rendimiento de 3.5, mientras que larela-
1979). The phycocyanin obtained from the cion 652/280 nm (aloficocianina) fue eluida a
halotolerant blue-green Coccochloris elabens una concentracién de amortiguador de fosfatos-
(Kao et al., 1973) showed a molar extinction Na de 100mM. Después de pasar por una
coefficient of 73 and 60 for allophycocyanin; columna de Sephadex A-50, el rendimiento
Boussiba and Richmond (1979) found a molar para la relacion 615/280 nm fue >4 (tabla 3).
extinction coefficient of 73 for phycocyanin La absorcién méxima para c-ficocianina y
and 58 for allophycocyanin, while in this study aloficocianina fue a 615 y 650 nm, respectiva-
the molar extinction coefficient for phyco- mente. La fluorescencia maxima (emision) fue
cyanin was 71 and 57 for allophycocyanin. de 635nm para c-ficocianinay de 655 nm para
These differences may be due to species- aloficocianina (tabla 4), ligeramente diferente
specific variation or due, at least in part, to the de 640 y 660 nm, respectivamente, que han
culture conditions. sido obtenidas para Spirulina platensis

615



Ciencias Marinas, Vol. 26, No. 4, 2000

DISCUSSION

Our data show much lower growth rates,
biomass yields, chlorophyll a and phycocyanin
contents in A. maxima grown in seawater-based
media than in the standard mineral medium,
SOT. The major difference between the SOT
medium and the other media is salinity, but
concentrations of other components including
essential nutrients (HCO,, CO,, N, P, Fe) are
also different.

Among the three seawater-based media,
growth rate and biomass were lowest in
SWMAB, which is identical to SWM but
includes several known essential elements (Zn,
Cu, Mo, Mn), as well as other elements whose
function in phytoplankton has not been
established. Possibly, the poor growth in this
medium is the result of metal toxicity, whichis
common when essential trace metals are added
in excess. It is also curious that growth in
SWMX2, which has double the content of
NaHCO;, N, P and FEEDTA than SWM, was
not significantly greater, suggesting that either
growth was still limited by one of these
nutrients or salinity was the major limiting
factor.

Tredici et al. (1986) have pointed out that
physiological stress induced by seawater cul-
tures of Spirulina maxima is evidenced by a
reduced rate of protein synthesis, an increase in
the carbohydrate content, a massive fragmenta-
tion in the trichomes and strong reduction in
the phycobiliprotein content. However, cell
concentration was not very different from
values obtained in fresh-water cultures.

The low growth rate obtained in our experi-
ments in seawater-based media may be due to
respiratory and excretory losses of energy to
counteract the ionic and osmotic stress
(Kebede, 1997). Under high light conditions,
carotenoids are used by some microalgae to
protect chlorophyll a from photo-oxidation, but
carotenoid synthesis has also been described as
a response to high salinity (Kebede, 1997).
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(Boussiba y Richmond, 1979). La absorcion y
fluorescencia méaximas son muy parecidas a las
reportadas para S platensis (Boussiba y
Richmond, 1979). Laficocianina obtenida de la
alga halotolerante verde-azul Coccochloris
elabens (Kao et al., 1973) muestra coeficientes
de extincién molar de 73 y 60 para aloficocia-
nina; Boussibay Richmond (1979) encontraron
un coeficiente de extincién molar de 73 para
ficocianina y 58 para aloficocianina, mientras
gue en este estudio el coeficiente de extincion
molar para ficocianina fue de 71 y 57 para
aloficocianina. Estas diferencias pueden
deberse a las variaciones especie-especificas o,
al menos en parte, a las condiciones del medio
de cultivo.

DISCUSION

Nuestros datos muestran menores tasas de
crecimiento, rendimientos de biomasa y conte-
nido de clorofila ay ficocianina en A. maxima
crecida en los medios preparados en agua de
mar que en el medio mineral estandar SOT. La
diferencia mayor entre el medio SOT y los
otros medios es la salinidad, aunque la concen-
tracion de algunos otros componentes inclu-
yendo nutrientes esenciales (HCO,, CO,, N, P,
Fe) también es diferente.

Entre los tres medios preparados en agua de
mar, la tasa de crecimiento y la biomasa fue
menor en SWMAB, que es idéntico a SWM
pero incluye varios elementos esenciales cono-
cidos (Zn, Cu, Mo, Mn), asi como otros ele-
mentos cuya funcién en el fitoplancton no ha
sido descrita. Posiblemente, el crecimiento
pobre en este medio es el resultado de latoxici-
dad de metales que se adicionan en exceso.
También es curioso que el crecimiento en
SWMX2, el cual tiene el doble de contenido de
NaHCO;, N, Py FEEDTA de SWM, no fue sig-
nificativamente superior, |0 que sugiere que el
crecimiento permanece limitado por alguno de
estos nutrientes o que la salinidad fue el factor
mas limitante.



Lamela and Méarquez-Rocha: Phycocyanin production

There are two differences between the SOT
medium and seawater-based media: (i) salinity
in the SOT medium is only above 1/3 of the
salinity of seawater used in our experiments;
and (ii) CI- is the major component in sea-
water, whereas this ion is less than 5% in the
SOT medium. High CI- concentrations were
found to inhibit the external activity of car-
bonic anhydrase (Dionisio-Sese and Miyachi,
1992). However, A. maxima has shown to be
resistant to high salinity stress (Tredici et al.,
1986). If the culture were under osmotic or
salinity stress, one would expect carotenoid
concentrations to increase in the seawater cul-
tures relative to SOT, which is not seen in our
data. Ratios among carotenoid contents and
chlorophyll a contents (carot/chl a) increased
in the seawater media as compared to the SOT
medium culture, possibly as a response of
protection to salinity stress.

In seawater cultures the pH values should
be lower than 9 to avoid NaCl precipitation.
This can be achieved by bubbling CO,;
however, CO, (1%) addition or any other
addition should be programmed every day in
small quantities since Gordillo et al. (1998)
have reported pigment reduction using CO,
bubbling. This is the reason why bubbling
withair rather than with CO, was used in our
study.

Phycobiliprotein content in A. maxima has
an important role in the harvesting of light
a low irradiance (Tomaselli et al., 1997).
However, high salinity stress affects light utili-
zation by depressing pigment synthesis and
decreasing phycocyanin accumulation due to
the low concentration of NO; available in the
media. The significantly lower phycocyanin
content in the SWMX2 medium is difficult to
explain. It is not likely because of N, P or Fe
limitation on this medium that contains twice
the amount of these nutrients compared to the
SWMAB and SWM media. Although the
decrease in pigmentation is a response to the
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Tredici et al. (1986) aseguran que el estrés
fisiolégico inducido por los cultivos de
Spirulina maxima en agua de mar se puede
evidenciar por la reduccion en la velocidad de
sintesis de proteina, un incremento en el
contenido de carbohidratos, la fragmentacion
masiva en las tricomonas y una fuerte reduc-
cion en el contenido de ficocianina. Sin
embargo, la concentracion de células no fue
muy diferente a los valores obtenidos en culti-
vos en agua dulce.

La bagja tasa de crecimiento obtenida en
nuestros experimentos de medios en agua de
mar puede deberse a la pérdida de energia
respiratoria y excretoria para contrarrestar el
estrés idnico y osmotico (Kebede, 1997). Bajo
condiciones de alta iluminacién, los carotenoi-
des son usados por algunas microalgas para
proteger laclorofila a de la fotooxidacion, pero
la sintesis de carotenoides también ha sido
descrita como una respuesta a ata salinidad
(Kebede, 1997). Hay dos diferencias entre el
medio SOT y el medio con agua de mar: (i) la
salinidad en el medio SOT esta por debajo de
1/3 de la salinidad del agua de mar usada en
nuestros experimentos; y (ii) Cl- es el compo-
nente mayoritario en el agua de mar, mientras
gue este i6n es menos del 5% en el medio SOT.
Altas concentraciones de Cl- han sido encon-
tradas como inhibidoras de la actividad de la
anhidrasa carbdnica externa (Dionisio-Sese y
Miyachi, 1992). Sin embargo, A. maxima ha
demostrado ser resistente a alto estrés salino
(Tredici et al., 1986). Si €l cultivo esta bagjo
estrés osmotico o salino, uno puede esperar que
la concentracién de carotenoides tienda a
incrementar en cultivos en agua de mar en rela-
cion con SOT, lo cua no ha sido observado en
nuestros datos. La relacion entre el contenido
de carotenoides y clorofila a (carot/chl a)
aumenta en los medios con agua de mar com-
parados con los cultivos en medio SOT, posi-
blemente como una respuesta de proteccion al
estrés salino.
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salt stress noted in cyanobacteria (Vonshak et
al., 1996), phycocyanin production seemsto be
feasible using seawater-based media; never-
theless, further studies should be done in order
to optimize production and to scale up the
process.
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