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Crecimiento de la cianobacteria marina Oscillatoria sp. MOF-06
en relacion al pH en cultivos discontinuos
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Resumen: Se evalud el crecimiento, contenido de pigmentos, carbohidratos, exopolisacaridos y proteinas en la cianobacteria marina
Oscillatoria sp. a pH 6,7,8 y 9 en cultivos discontinuos. Todos los cultivos se realizaron por triplicado en medio de cultivo ALGAL, a
3,5% de salinidad, aireacion constante, a 28 + 2°C, iluminacién a 156 pmol quanta m™ s™' y fotoperiodo 12:12h. Los cultivos a pH 9 y
controles (pH 9-11), alcanzaron los valores mas elevados de turbidez y masa seca. El contenido de clorofila a fue superior en fase expo-
nencial, a pH 9 y control, con los valores més bajos a pH 6. La concentracion de ficocianina también fue superior a pH 9 y en el control;
mientras que a pH 6 y 7 se detectaron los valores mas bajos. La concentracion de proteinas y de carbohidratos también aument6 con el
pH, en el siguiente orden control>9>8>7>6. En cambio, Oscillatoria produjo mas exopolisacaridos a pH entre 6 y 8. Estos resultados
demuestran que la cianobacteria marina Oscillatoria sp. MOF-06 incrementa la produccion de biomasa, contenido de clorofila, proteinas
y carbohidratos en condiciones alcalinas; mientras que, se induce una disminucién en la produccion de exopolisacaridos; pero sin afectar
el contenido de carotenoides.
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Growth of the marine cyanobacteria Oscillatoria sp MOF-06 in relation to
pH in discontinuous cultures

Abstrac: Growth, pigment content, carbohydrates, exopolysacharides and proteins were evaluated in the marine cyanobacteria Oscillato-
ria sp. in discontinuous cultures at pH 6, 7, 8 and 9. All cultures were done in triplicate in ALGAL culture medium, at 3.5% salinity,
constant airing, 28 + 2°C, 156 pmol m™ s™' illumination, and 12:12h photoperiod. Cultures at pH 9 and controls (pH 9-11), reached the
highest turbidity and dry mass values. The a chlorophyll content was higher in the exponential phase, at pH 9 and control, while the
lowest values were detected at pH 6 and 7. Protein and carbohydrate content also increased with pH in the following order: con-
trol>9>8>7>6. On the other hand, Oscillatoria produced more exopolysacharides at pHs between 6 and 8. These results show that the
marine cyanobacteria Oscillatoria sp. MOF-06 increases its biomass production, and chlorophyll, protein and carbohydrate content under
alkaline conditions, while this pH induces a decrease of exopolysacharide production, but without affecting the carotenoid content.
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Introduccion

Las cianobacterias son organismos procariotas fotosin-
téticos, con una gran variabilidad morfolédgica y fisiolo-
gica, pudiendo adaptarse a diferentes tipos de ambientes,
a cambios de temperatura, humedad, salinidad, irradia-
cion solary pH [1,2].

Las cianobacterias presentan una alta tasa de creci-
miento y un metabolismo variable que responde rapida-

mente a los cambios de las condiciones ambientales, lo
cual es de gran valor ya que continuamente se amplia la
blisqueda de nuevas fuentes naturales para la obtencion
de compuestos para multiples aplicaciones [3].

Existe gran interés en el desarrollo de técnicas de culti-
vo de cianobacterias, ya que es conocido que estos mi-
croorganismos tienen gran valor en la industria alimenti-
cia, ambiental y farmacologica por ser fuente de sustan-
cias de interés biotecnologico [4]. Sin embargo, cada
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cepa y tipo de producto requiere procesos disefiados para
el incremento de la produccion de biomasa enriquecida
[5].

El efecto de ciertos factores ambientales en cianobacte-
rias puede mejorar el crecimiento y por tanto, su eficien-
cia para la produccion de pigmentos, proteinas y otros
metabolitos, lo cual puede ser ensayado en condiciones
de laboratorio en funcién de los diversos parametros
ambientales [6].

Las cianobacterias son tnicas, dentro del gran grupo de
procariotas, debido a su incapacidad de crecer a bajos
valores de pH. Su crecimiento parece ser completamente
inhibido en habitats con valores de pH por debajo de 5,
con optimos entre 7,5 y cerca de 10, por lo cual pueden
ser considerados como alcaléfilos [7].

Esto puede estar relacionado con el hecho de que el pH
determina la solubilidad del diéxido de carbono y de los
minerales en los cultivos, influyendo directa o indirecta-
mente en su metabolismo [8]. En estudios mas recientes,
se ha establecido la deficiencia de los sistemas de trans-
porte de membrana Na'/H" y K'/H" cianobacterianos y la
importancia del ion Ca" en los procesos homeostaticos a
pH reducidos [7,9].

El género Oscillatoria; perteneciente a la clase Oscilla-
toriales de la division Cyanobacteria; se caracteriza por
estar formada por largos filamentos de células aplanadas
y sin vaina mucilaginosa de color verde oscuro, muy
comunes en los tapetes microbianos en ambientes tanto
marinos como dulceacuicolas, y sobre todo en presencia
de altas cargas organicas.

Muchos géneros de cianobacterias, entre ellas Oscilla-
toria, se han propuesto como una alternativa para muchas
aplicaciones biotecnoldgicas. También se ha comprobado
su uso potencial para transformar la energia luminosa en
formas renovables de productos de gran utilidad en in-
dustrias como la alimentaria y la farmacéutica [1].

Debido a todo esto, el objetivo de este trabajo fue eva-
luar el crecimiento y produccion de metabolitos de una
cepa autoctona de Oscillatoria sp. MOF-06, en relacion
al pH del medio de cultivo en condiciones de laboratorio,
con miras a su posible uso para la produccion de metabo-
litos de interés biotecnoldgico.

Materiales y Métodos

Microorganismo en estudio: La cianobacteria marina
Oscillatoria sp. MOF-06 [10], fue aislada en un sistema
de cultivos de camarones situada en Tocdpero, Estado
Falcon-Venezuela (11° 29° 26°° N, 69° 12° 06 O) y
mantenida en la coleccion de microalgas y cianobacterias
del Laboratorio de Microorganismos Fotosintéticos,
Departamento de Biologia, Facultad Experimental de
Ciencias de la Universidad del Zulia en Maracaibo, Ve-
nezuela.

Condiciones de cultivo: Los cultivos por triplicado fue-
ron iniciados con un indculo equivalente a una absorban-
cia de 0,08 a 750 nm (DO7sp) en frascos de 350 mL con

150 mL de agua de mar enriquecida con nutrientes a una
relacion N:P de 20:1 [11]. Todos los cultivos permane-
cieron a 27 +2°C, con iluminacion unilateral a una inten-
sidad luminosa de 156 pmol quanta m? s™', fotoperiodo
lulz-oscuridad de 12:12 h y aireacion constante de 5 mL
s,
El efecto del pH fue monitoreado sin el uso de amorti-
guadores [12] y ajustado con NaOH y HC1 0,5 M a pH 6,
7, 8 y 9, antes de iniciar cada cultivo. A fin de mantener
la estabilidad de cada pH se procedié a su ajuste dos
veces al dia. Por su parte, el pH del cultivo control no fue
ajustado durante el experimento.

Anélisis de biomasa: El crecimiento fue seguido cada tres
dias hasta fase estacionaria y determinado mediante tur-
bidez a una densidad optica de 750 nm. La biomasa fue
cosechada por centrifugacion a 8 x10° g por 15 min. Para
los analisis bioquimicos se utiliz6 biomasa congelada a
-20 °C, excepto para el contenido de pigmentos y masa
seca, para los cuales se usé biomasa fresca.

Los pigmentos liposolubles, clorofila a y carotenoides,
fueron medidos por cromatografia liquida de alta eficien-
cia (HPLC) utilizando el método descrito por Vidussi et
al. [13]. El cromatdgrafo estaba equipado con una co-
lumna Agilent Hypersil MOS (4.6 x 100 mm, 5 pm de
tamafio de particula), y utilizando estandares para la
identificacion y  cuantificacion de clorofila a,
B-caroteno y zeaxantina. El pigmento hidrosoluble, fico-
cianina, fue extraido por el método de choque osmotico
[14] y determinado segln la formula de Bennet y Bogo-
rad [15].

Los carbohidratos fueron medidos por el método de
fenol-acido sulfurico [16] y los exopolisacaridos (EPS)
cuantificados por precipitacion del sobrenadante con
metanol (1:1) [17]. El contenido de proteinas determina-
do por el método de Lowry et al. [18] modificado por
Herbert et al. [19]. La masa seca fue determinada me-
diante el método descrito por Utting [20] usando un sis-
tema de filtracién Millipore® con filtros de fibra de vidrio
de 0,45 pm de tamafio de poro.

Anélisis estadistico: Los andlisis estadisticos se llevaron
a cabo con el programa SPSS 10.0 para Windows, utili-
zando un andlisis de varianza de una via (ANOVA).
Cuando se determinaron diferencias significativas entre
los tratamientos, se aplicé la prueba Scheffé de compara-
ciones multiples entre medias [21].

Resultados

La figura 1 muestra el crecimiento de Oscillatoria sp. a
los diferentes tratamientos de pH. Los maximos valores
de absorbancia se observaron a pH 9 y en el control con
0,94 +£0,07 y 0,93 £0,04; respectivamente, sin diferencias
significativas entre ellos (p>0,05), pero con diferencias
significativas (p<0,05) con respecto a pH 6, 7 y 8 (Tabla

1).



Fuenmayor y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2009; 29:21-25 23

Absorbancia (DO750nm)
o
o

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Edad de cultivo (dias)

“+-pH6 TFpH7 *pH8 ®pH9 -O-Control

Figura 1: Curva de crecimiento de la cianobacteria Oscillatoria sp. a
diferentes pH del medio de cultivo.

La masa seca mostrd una relacién proporcional con el
pH, y con maximos en el cultivo control de 9,98 +0,18
mg mL™, con diferencias significativas (p<0,05), seguido
por el tratamiento pH 9 con 9,28 +0,04 mg mL™ (Tabla
1).

El contenido de pigmentos liposolubles; clorofila a y
carotenoides, no fue afectado por los diferentes pH pro-
bados. EI maximo valor de clorofila a, de 21,32 +0,56 pg
mL", fue obtenido a pH 9; mientras que el maximo de

carotenoides, de 6,04 +0,44 g mL"! fue obtenido en el
cultivo control, sin diferencias significativas en cuanto a
los valores hallados en el resto de los tratamientos
(p>0,05) (Tabla 2).

Los maximos valores de ficocianina se hallaron entre
los tratamientos de pH 7, 8 y 9, con 125,71 +4,11; 126,36
+4,46 y 125,82 +3.88 pg mL™, respectivamente y sin
diferencias significativas entre ellos (p>0,05), mientras
que el valor mas bajo se hallé a pH 6 con 61,80 +7,51 pg
mL™"' (Tabla 2).

El contenido de proteinas fue mayor a los tratamientos
de pH mas altos y sin ajuste de pH con valores de 486,07
+26,78; 455,07 £29,34 y 473,48 +24,75 pg mL" para
control, pH 8 y pH 9, respectivamente y sin diferencia
significativa (p>0,05).

Por otra parte, el contenido de carbohidratos mostrd
valores estables entre todos los tratamientos, con alrede-
dor de 6 pg mL™', exceptuando el tratamiento pH 6, don-
de se observo una clara disminucion con un valor de 3,25
40,23 ug mL™". El méaximo se hallo a pH 7 con 6,91
+0,11 pg mL" y con diferencias significativas (p<0,05,
tabla 2).

Los exopolisacaridos se mantuvieron estables entre los
tratamientos de pH 6 y 7 con entre 3,26 y 3,54 mg mL",
mientras que se obtuvo la mayor producciéon a pH 8 con
4,05 0,28 mg mL™" (p<0,05) y una notable disminucion
apH 9y en el cultivo control no ajustado.

Tabla 1: Crecimiento medido por turbidez (DO-s0) y masa seca (mg mL™) de la cianobacteria Oscillatoria sp.

a diferentes pH del medio de cultivo.

pH6 pH7 pH 8 pHO Control
Turbidez (750 nm) 0,64 +0,11° 0,71 £0,08° 0,74 +0,08"° 0,90 £0,09° 0,89 +0,08*
Masa seca (mg mL")  7,05+0,07°  7,98+0,17° 8,57 +0,04° 9,28 £0,04° 9,98 +0,18°

* ® grupos similares estadisticamente

Tabla 2: Contenido de pigmentos liposolubles, ficocianina, proteinas, carbohidratos totales y produccion de exopolisacaridos de

la cianobacteria Oscillatoria sp. a diferentes pH del medio de cultivo.

pH6 pH7 pH 38 pHO Control
Clorofila o (ug/mL) 20,70 +1,90° 20,08+1,07* 20,44 +1,10° 21,32 +0,56° 20,94 +0,54°
Carotenoides (jig/mL) 5,57 0,45 5,7240,52° 5,66 +0,63" 5,92 £0,18" 6,04 +0,44°
Ficocianina (ug/mL) 61,80 +7,51° 125,714,11° 126,36 £4,46" 125,82 +3,88" 115,36 +4,82°
Proteinas (ug/mL) 40533 £36,94°  447,06£27,93" 455,07 +29,34° 473,48 £24,75* 486,07 +£26,78"
Carbohidratos (ug/mL) 3,25 £0,23¢ 6,91+0,11° 6,05 +0,10° 6,35 +0,05° 6,59 £0,39"
Exopolisacaridos (mg/mL) 3,54 £0,08° 3,26+0,18" 4,05 £0,28° 2,47 £0,05° 2,39 £0,21°

* ® grupos similares estadisticamente
Discusion

La cianobacteria Oscillatoria sp. crecié en un rango de
amplio de pH. Sin embargo, el mayor crecimiento, segui-
do tanto por turbidez como por masa seca, fue a pH 9 y
en los cultivos control, donde a pesar de que no hubo

ajuste de pH, éstos alcanzaron una estabilizacion del pH
entre 9 y 11. Estos resultados demuestran la preferencia
de las cianobacterias de crecer en ambientes alcalinos
[22].

Resultados similares han sido reportados en estudios
realizados con Synechocystis minuscula [23] donde el
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mayor crecimiento se obtuvo en los cultivos a pH 9 y en
los controles sin ajuste de pH. En estudios realizados con
Anabaena sp. PCC 7120 se observo que la cianobacteria
incremento el crecimiento, en funcion de la turbidez, con
el aumento de pH, con un 6ptimo a pH 8 (8), y aumento
de la masa seca en un rango de pH de 5,4 a 7,5 [7].

En aislados de diversas cianobacterias se ha observado
la inhibicién de la fotosintesis de hasta 60% a pH por
debajo de 6, debido posiblemente a su incapacidad de
mantener un pH intracelular constante en relacion al pH
externo, con lo cual se induce un desequilibrio de las
actividades metabolicas relacionado con la division celu-
lar [24].

El contenido de clorofila a y carotenoides por parte de
esta cepa de Oscillatoria, parece no estar relacionado con
los cambios en el pH. Trabajos previos con Anabaena
PCC 7120 y Synechocytis mindscula han mostrado la
estabilizacion del contenido de clorofila a y carotenoides
en un rango de pH desde 6 a 9 [12,23].

En otros microorganismos fotosintéticos se ha obser-
vado que no sdlo la variacion del pH no ejerce influencia
sobre el contenido de pigmentos liposolubles, sino que
tampoco influencia la eficiencia fotosintética, la tasa
maxima de fotosintesis y la tasa de respiracion [25].

La sintesis de ficocianina parece estar mas regulada por
el pH en mayor medida que la sintesis de clorofila a y
carotenoides bajo nuestras condiciones de estudio, siendo
el contenido de dicho pigmentos de naturaleza proteica
estable entre pH 7 y 9, disminuyendo a pH 6 y en el con-
trol. En otras cianobacterias ha sido descrito que la sinte-
sis de ficocianina es estimulada a elevados pH, como en
Gloeotrichia natans [26] y Anabaena sp. PCC 7120 [12].

El contenido de proteinas también parecid estar in-
fluenciado por el pH, con las méximas a pH alcalinos. El
pH parece no sélo afectar el contenido proteico, sino
también su composicién; como se ha observado en Ana-
baena sp. PCC 7120 donde se hallaron amplias variacio-
nes del perfil de bandas en SDS-PAGE [7].

La mayoria de los trabajos publicados sobre el efecto
de diferentes factores de estrés ambiental en el contenido
y composicion de proteinas se han enfocado principal-
mente en choques térmicos y osméticos [27]. La respues-
ta cianobacteriana al estrés de pH parece tener algunas
caracteristicas en comun con estos otros tipos de estrés,
sobre todo en el cambio de tipo de proteinas producidas,
dependiendo del pH en el cual crezca el microorganismo
[7,23].

Los mayores valores de produccion de exopolisacari-
dos se observaron a pH de acidos a alcalinos, entre 6 y 8,
disminuyendo a pH 9 y en el control (condiciones alcali-
nas entre 9 y 11). En cultivos de Cyanothece sp. se obtu-
vo una alta produccion de EPS entre 7,5-7,8 [28], mien-
tras que con Anabaena, se han obtenido mejores resulta-
dos a pH 9y 10 [12,22]. Sin embargo, hasta el presente la
informacion sobre la influencia del pH sobre la produc-
cion de EPS es limitada. Para cultivos de bacterias pro-
ductoras de EPS se conoce que la produccion mejora a
pH neutros y ligeramente alcalinos, mientras que se ob-
serva una disminucion por debajo de pH 6 [29].

Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que la cianobac-
teria Oscillatoria sp. MOF-06, es capaz de mantener su
crecimiento a un pH controlado entre 6 y 9. Sin embargo,
en cultivos controles a pH no regulados, puede estabili-
zarse su crecimiento, incluso hasta pH 11; pero con un
mayor incremento de la biomasa y de pigmentos a pH 9.
La excepcion a este comportamiento es la produccion de
EPS, que mejora a pH neutro y ligeramente acido. En
general el pH parecer no ser uno de los factores primor-
diales que estimulan la produccion de metabolitos secun-
darios de interés biotecnoldgico en esta cepa autdctona de
Oscillatoria.
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