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RESUMEN

Entre las microalgas de mayor importancia por su valor econémico y nutricional se encuentra
Chlorella vulgaris Beijerinck. Sin embargo, existen limitaciones para su produccion a gran
escala y la estandarizacion de cultivos. En este trabajo se evalla el efecto de un campo
magnético estatico no homogéneo de 47,23 mT aplicado en diferentes momentos de la fase
exponencial sobre la cinética de crecimiento, viabilidad, concentracion de oxigeno disuelto,
tasa de evolucién de oxigeno fotosintético, tasa de produccion de oxigeno y productividad de
cultivos de C. vulgaris a escala de laboratorio. Los mayores valores de concentracion celular
(26 214,75+4,0x10° cél. mL™) y mejores parametros de viabilidad, se obtuvieron durante la
fase exponencial temprana con la aplicacion de tres dosis repetidas con campo magnético
estatico. Se estimuld, ademas, la produccion de oxigeno disuelto y fotosintético, obteniéndose
valores significativamente superiores a los alcanzados durante la fase exponencial tardia. Se
incremento la concentracion de pigmentos fotosintéticos en todos los cultivos tratados con
campo magnético, independientemente de la dosis y de la fase del crecimiento donde se
aplica, siendo mayores los valores obtenidos durante la fase exponencial temprana. La
productividad de biomasa aumentd significativamente respecto a los cultivos controles
cuando se aplicé el campo magnético durante las fases del crecimiento exponencial. Se
propone la utilizacion del esquema de exposicion durante la fase exponencial temprana, ya
que en esta fase del crecimiento, el metabolismo del microorganismo es mas eficiente bajo la

accion de este agente fisico externo.

Palabras clave: campo magnético, Chlorella vulgaris, pigmentos fotosintéticos, viabilidad,

oxigeno disuelto, productividad.
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ABSTRACT

Among the microalgae of greatest importance for its economic and nutritional value is
Chlorella vulgaris Beijerinck. However, there are limitations to its large-scale production and
crop standardization. In this work, the effect of a 47,23 mT inhomogeneous static magnetic
field applied at different moments of the exponential phase on the kinetics of growth,
viability, dissolved oxygen concentration, photosynthetic oxygen evolution rate, oxygen
production rate and crop productivity of C. vulgaris at laboratory scale are evaluated. The
highest cell concentration values (26 214,75 + 4,0x10* cells mL™) and better viability
parameters were obtained during the early exponential phase with the application of three
repeated doses with a static magnetic field. The production of dissolved and photosynthetic
oxygen was also stimulated, obtaining significantly superior values than those reached during
the late exponential phase. The concentration of photosynthetic pigments was increased in all
the crops treated with magnetic field, independently of the dose and the phase of growth
where it is applied, being higher the obtained values during the early exponential phase. The
biomass productivity increased significantly with respect to the control crops when the
magnetic field was applied during the phases of exponential growth. The use of the exposure
scheme during the early exponential phase is proposed, because in this phase of growth the
metabolism of the microorganism is more efficient under the action of this external physical

agent.

Keywords: magnetic field, Chlorella vulgaris, photosynthetic pigments, viability, dissolved

oxygen, productivity.
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INTRODUCCION

Las microalgas han generado un especial interés para la Biotecnologia gracias a su capacidad para
acumular biomoléculas de alto valor de uso para diferentes industrias como: farmacéutica,
alimentaria, cosmética y, recientemente, en el &mbito de los recursos energéticos alternativos

procedentes de fuentes bioldgicas vegetales.

El interés por estos microorganismos, que comenzé durante la segunda guerra mundial, esta muy
vinculado a su composicion bioquimica (Borowitzka, 2013; Yaakob y cols., 2014), a su facilidad
para crecer de forma intensiva. Estos pueden utilizar CO, como fuente de carbono (Pires y cols.,
2014), y la radiacién solar como fuente de energia, con extraordinarios ahorros de superficie de
cultivo, si se compara con la superficie media que demanda la produccion de cultivos agricolas

convencionales (Moreno-Garcia y cols., 2017).

Una de las caracteristicas mas importantes de las microalgas, como organismos fotosintetizadores,
es su ubicuidad. Estas se encuentran presentes en la mayoria de los ambientes, incluso en los méas
extremos. Esta cualidad permite su amplia distribucion en la biosfera y su adaptacion a una gran
variedad de habitats (Borowitzka, 2013). También este rasgo pudiera explicar el rendimiento tan
alto de biomasa en estos microorganismos. Por estas razones las microalgas constituyen uno de los
principales componentes de la productividad primaria en los ecosistemas acuaticos, considerandose
una opcién prometedora para aplicaciones biotecnoldgicas (Yaakob y cols.,, 2014). Esta
adaptabilidad es resultado de una combinacion de numerosos factores, tales como: cambios rapidos
en la configuracion y actividad del aparato captador de luz (Pires y cols., 2014), altas tasas de

crecimiento y una elevada eficiencia fotosintética (Benavente-Valdés y cols., 2016).

Bajo condiciones de cultivo desfavorables, algunas especies de microalgas presentan variaciones
significativas en la composicion celular. Chlorella sp., Botryococcus braunii y Dunaliella salina
muestran en condiciones medioambientales favorables, entre un 30 % y 50 % de su peso en
proteinas, de un 20 % a un 40 % en carbohidratos, y de un 8 % a un 15 % en lipidos. Sin embargo,
en presencia de condiciones desfavorables, pueden llegar a acumular hasta un 80 % de su peso seco

en compuestos hidrocarbonados (Hu, 2004).
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Actualmente son muchos los esfuerzos que se dedican para abaratar la produccién de estos
organismos a gran escala. Estos van desde el establecimiento de inoculos hasta la obtencién de
metabolitos de interés. Para ello existen especificidades en cuanto al manejo de los cultivos en
dependencia del destino de la biomasa. La mayoria de estos métodos se basan en el control y/o
variacion de las condiciones de cultivo, principalmente mediante la limitacién de determinados
nutrientes (Arias Pefiaranda, 2013; Tadeo-Sanchez y cols., 2014), la variacion de la intensidad de la

luz, la temperatura y el pH (Borowitzka, 2013).

Aunque estos métodos de cultivo se aplican a nivel industrial, todavia existen necesidades
asociadas a problematicas clave como la obtencion de grandes volimenes de biomasa con minimos
costos de produccion, y en general, con la menor utilizacion de recursos. Es por ello que se
investigan nuevos métodos alternativos para la mejora del rendimiento de estos microorganismos,
desde la escala de laboratorio hasta el nivel comercial. Uno de estos métodos es la aplicacion del

campo magnético estatico (CME).

Varios trabajos demuestran los beneficios del CME sobre la productividad de metabolitos
secundarios, crecimiento y estado de los cultivos de especies de microalgas, entre las que destacan
Chlorella, Spirulina y Dunaliella (Luna y cols., 2011; Tu y cols., 2015; Deamici y cols., 2016;
Nezammahalleh y cols., 2016). Sin embargo, ain es limitado el conocimiento cientifico sobre el
efecto del campo magnético en especies de microalgas, su interaccion con parametros que definen
el crecimiento y la viabilidad de cultivos a diferentes escalas, asi como el ensayo de otras dosis y

protocolos de aplicacion.
CONFIGURACION DE LA INVESTIGACION
PROBLEMA CIENTIFICO

Insuficientes evidencias del efecto del CME aplicado en dosis a repeticion, durante la fase

exponencial, sobre cultivos mixotréficos de una cepa local de Chlorella vulgaris Beijerinck.
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OBJETO
Cultivos de Chlorella vulgaris Beijerinck a escala de laboratorio.
CAMPO

Efecto de diferentes dosis de aplicacion de un CME, no homogéneo de 47,23 mT, sobre los
parametros de crecimiento celular y viabilidad, la concentracion de oxigeno disuelto y de
pigmentos fotosintéticos, asi como la productividad de los cultivos de C. vulgaris Beijerinck a

escala de laboratorio, durante la fase exponencial.
HIPOTESIS

El efecto de un CME no homogéneo de 47,23 mT aplicado en diferentes dosis en cultivos de C.
vulgaris Beijerinck, durante la fase exponencial, pudiera modificar los parametros de crecimiento
celular y viabilidad, la concentracion de oxigeno disuelto y de pigmentos fotosintéticos, asi como la

productividad de los cultivos.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes esquemas de aplicacion con dosis a repeticion de un CME no
homogéneo de 47,23 mT, sobre el crecimiento celular y viabilidad, la concentracién de oxigeno
disuelto y de pigmentos fotosintéticos; asi como, la productividad de los cultivos de una cepa local

de C. vulgaris Beijerinck, durante la fase exponencial.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar el efecto de tres dosis de aplicacion de un CME de 47,23 mT en diferentes momentos
de la fase exponencial, sobre la concentracidn celular maxima, la viabilidad celular y la cinética

de los cultivos de C. vulgaris Beijerinck.

2. Comparar el efecto de tres dosis de aplicacion de un CME de 47,23 mT en diferentes momentos
de la fase exponencial, sobre la concentracion de oxigeno disuelto, tasa de evolucién de oxigeno

fotosintético y la tasa de produccion de oxigeno en cultivos de C. vulgaris Beijerinck.
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3. Comparar el efecto de tres dosis de aplicacion de un CME de 47,23 mT en diferentes momentos
de la fase exponencial, sobre la concentracion de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y

carotenoides) en cultivos de C. vulgaris Beijerinck.

4. Proponer el esquema mas eficiente de aplicacion del CME para incrementar la productividad de
la biomasa de C. vulgaris Beijerinck con diferentes fines.

IMPORTANCIA DEL TRABAJO

Se determina el efecto de la aplicacion de un CME no homogéneo de 47,23 mT, en dosis a
repeticion en diferentes momentos de la fase exponencial, sobre el crecimiento, viabilidad
concentracion de oxigeno disuelto y composicion de pigmentos fotosintéticos, de una cepa local de
C. vulgaris Beijerinck, contribuyendo a fundamentar el uso de esta tecnologia limpia en cultivos a
escala de laboratorio con potencialidades para el escalado y su posterior utilizacion en la industria

quimica y farmacéutica.
APORTE TEORICO

Contribuye al estudio de la especie, al manejo de parametros de cultivo de C. vulgaris Beijerinck,
asi como al incremento del conocimiento del efecto de un CME no homogéneo de 47,23 mT en

dosis a repeticion, determinando el mejor esquema de aplicacion.
SIGNIFICACION PRACTICA

Contribuye al mejor manejo de cultivos de C. vulgaris Beijerinck con potencialidades de aplicacion

industrial, con la introduccion de la tecnologia del CME.
NOVEDAD

Se evalla el efecto de la aplicacion de un CME no homogéneo a 47,23 mT con dosis a repeticion y
se propone un esquema que permite incrementar la productividad de biomasa de C. vulgaris
Beijerinck a escala de laboratorio, con potencialidades para el cultivo a mayor escala, no existiendo
precedente en la literatura de la respuesta de estos microorganismos ante la exposicion a dosis
repetidas durante la fase de crecimiento exponencial.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 LAS MICROALGAS

En Ficologia aplicada y Biotecnologia, el término microalga define a organismos microscépicos,
con clorofila a, que realizan fotosintesis oxigénica. Estos incluyen tanto a microorganismos
eucariotas (clasificados tradicionalmente segin sus pigmentos fotosintéticos en: rodofitas,
clorofitas, dinofitas, crisofitas, prymnesiofitas, bacillariofitas, xantofitas, eustigmatofitas,
rhaphidofitas y feofitas) como a procariotas (cianobacterias y proclorofitas) distribuidos por todos

los hébitats terrestres y acuéticos (Abalde y cols., 1995).

Las microalgas tienen la capacidad para crecer de manera autotrofica, heterotrofica o mixotrofica,
siendo reconocidas como las responsables de al menos la mitad de la productividad primaria del
planeta (Hernandez-Pérez y cols., 2014). De acuerdo con la clasificacion sistematica, las algas
pueden agruparse en nueve divisiones, siendo las mas importantes: Chlorophyceae (algas verdes),
Phaeophycea (algas pardas), Pyrrophyceae (dinoflagelados), Rhodophyceae (algas rojas) y
Chrysophyceae (algas verde-amarillas) (Van den Hoek y cols., 1995).

Las microalgas eucariotas son unicelulares y presentan gran variedad de formas y tamafios; asi
como de organizacién intracelular (Abalde y cols., 1995). Contienen las estructuras y organulos
caracteristicos de una célula eucariota y algunas de ellas presentan orgéanulos caracteristicos: el
pirenoide y la mancha ocular. El pirenoide, de naturaleza proteica, esta asociado al cloroplasto; y la
mancha ocular, compuesta por glébulos lipidicos, se presenta en muchas microalgas flageladas. Las
microalgas procariotas tienen una organizacion mas simple que las eucariotas. Pueden presentarse
individualmente pero es mas frecuente que estén asociadas en estructuras filamentosas (Abalde y
cols., 1995).

El aparato fotosintético de las microalgas, al igual que ocurre en plantas superiores, se organiza en
organulos especiales Ilamados cloroplastos, estos son los encargados de realizar la fotosintesis
(Gouveia y cols., 2014). Se componen de un sistema de membranas de naturaleza lipoproteica
constituidas por tilacoides, una fase acuosa o estroma y diferentes pigmentos accesorios captadores

de luz. Las reacciones luminosas fotosintéticas se encuentran en las membranas de los tilacoides
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donde existen una serie de pigmentos tales como clorofila a, clorofila b y xantofilas (carotenoides

oxigenados) (Benavente-Valdes y cols., 2016).

Durante la fotosintesis oxigénica, la luz del sol se convierte en energia quimica. En este proceso el
agua actia como donador de electrones, generando el poder reductor el trifosfato de adenosina
(ATP, por sus siglas en inglés) y la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH, por sus
siglas en inglés), que serviran para diferentes propdsitos metabdlicos, uno de los mas relevantes, la
fijacién de CO, (Tamburic y cols., 2014).

Los compuestos reducidos de carbono, se utilizan como estructura basica para la incorporacion de
elementos primordiales como nitrégeno, fésforo y azufre. Estos elementos generan mondmeros
organicos simples como: aminoacidos, nucleotidos, acidos grasos y otros que se ensamblan para
formar estructuras mas complejas, las cuales constituyen la biomasa de cualquier organismo vivo
(Deswarte, 2015).

En general las microalgas pueden considerarse organismos modelo para el estudio de complejos
procesos bioldgicos como: la morfogénesis y diferenciacion; el reconocimiento celular; los ritmos
bioldgicos; la evolucién de procesos y rutas metabolicas; y la fisiologia y bioquimica de la
fotosintesis (Deswarte, 2015; Moreno-Garcia y cols.,, 2017). Por otro lado, en estos
microorganismos se combinan propiedades metabdlicas tipicamente vegetales con caracteristicas
propias de células microbianas tales como: la capacidad de crecimiento rapido en cultivo liquido,
simplicidad de requerimientos nutritivos, plasticidad metabdlica, tolerancia a condiciones extremas,
capacidad de sintetizar y secretar algunos metabolitos y potencialidad de manipulacién genética,

que les confiere interés biotecnoldgico (Borowitzka, 2013; Yaakob y cols., 2014).
1.2 CURVA DE CRECIMIENTO DE LAS MICROALGAS

Segun una serie de investigadores (Gonzalez-Bashan y cols., 2000; Caceres Aravena, 2009; Ortega-
Salas y cols., 2012) la curva de crecimiento celular esta compuesta por cinco fases, las que se
definen por el nimero de células presentes en un tiempo determinado y por las condiciones
generales del cultivo. La fase de latencia, adaptacion o lag es la primera fase que suele presentarse

(Figura 1.1 a), donde la tasa de crecimiento exponencial es significativamente menor que en la fase
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siguiente (exponencial), pudiendo deberse a un periodo de ajuste fisioldgico a los cambios en los
nutrientes del medio o condiciones de cultivo. También, puede ocurrir si el indculo posee células no
viables, provenientes de la fase estacionaria o cercanas a la senescencia (Lee y cols., 2004), debido

a que la edad fisioldgica de la célula afecta su capacidad de multiplicacion (Becker, 1994).

Luego, se inicia una aceleracion del crecimiento para entrar a la fase de crecimiento exponencial o
fase logaritmica (Figura 1.1 b), ya que las células crecen y se dividen en funcion exponencial del
tiempo, en este periodo ningun nutriente ni la luz son factores limitantes para la multiplicacion de
las células (Becker, 1994; Lee y cols., 2004).

Al final de la fase de crecimiento exponencial, las células se han multiplicado de tal manera que
comienzan a “hacerse sombra” unas a otras, limitando el acceso a la luz, ademas la concentracion
de algun nutriente disminuye pasando a ser un limitante del crecimiento (Becker, 1994; Lee y cols.,
2004), una vez que esto ocurre, la tasa de crecimiento empieza disminuir llegando a la fase de
crecimiento lineal o desaceleracion (Figura 1.1 c¢) dando paso a una etapa donde se comienzan a
acumular desechos toxicos de la propia celula y sumado a los factores anteriores, el cultivo alcanza
su maxima concentracién celular, estancandose en crecimiento en la fase estacionaria (Figura 1.1
d). Finalmente la viabilidad de las células disminuye y comienzan a morir liberando sustancias
inhibitorias del crecimiento al medio, lo que es causado por las condiciones ambientales
desfavorables, disminuyendo la concentracion celular en forma abrupta, lo que es llamado fase de

muerte o senescencia (Figura 1.1 e).

Es conocido, que las microalgas pueden variar su composicion bioguimica dependiendo de la fase
de su ciclo de vida en que se encuentren debido a los grandes cambios fisioldgicos a las que estan
sometidas (Moreno-Garcia y cols., 2017; Salama y cols., 2017), por lo que un sistema de cultivo
donde se puedan controlar independientemente estas condiciones, seria ideal para modificar la
composicion proximal de las microalgas, y asi satisfacer de mejor manera las necesidades

nutricionales de estados larvales, juveniles tempranos y filtradores en general.
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Figura 1.1 Fases de crecimiento de un cultivo microalgal cerrado. Donde las letras a, b, ¢, d y
ecorresponden a la fase lag, crecimiento exponencial, crecimiento lineal, estacionaria y senescencia,

respectivamente (Becker, 1994).
1.3 PRINCIPALES FACTORES DE CRECIMIENTO DE LAS MICROALGAS

Los factores medioambientales y nutricionales afectan la fotosintesis, el metabolismo y la
composicion molecular de la célula, lo cual influye en la produccién de biomasa (Arias Pefiaranda,
2013). Los parametros mas relevantes para el crecimiento de microalgas se relacionan a

continuacion, junto a la funcion fundamental que desempefian en el cultivo.

1.3.1 INTENSIDAD DE LA LUZ

De la energia que llega al cloroplasto s6lo el 40 % corresponde a la luz visible, Unica radiacion
fotosinteticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés). La respuesta de los organismos
fotosintetizadores a la energia que les llega, varia en funcion de las diferentes longitudes de onda.
Esto significa que la calidad espectral de la radiacion es de gran relevancia en la respuesta de los

microorganismos a los cambios de la intensidad de la luz (Deswarte, 2015; Singh y cols., 2015).

La clorofila es el principal pigmento que absorbe luz para el proceso fotosintético. Otros pigmentos

accesorios como los carotenoides, xantofilas y ficobilinas también participan en la fotosintesis
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formando parte de los fotosistemas (Yaakob y cols., 2014). Un fotosistema contiene numerosas
moléculas de pigmentos antena y un par de moléculas de clorofila que actian como centro de

reaccién, atrapando la energia procedente de la absorcion de luz (Benavente-Valdés y cols., 2016).

Ante intensidades de luz muy bajas, las microalgas incrementan la produccién de clorofila a 'y de
otros pigmentos colectores de luz, entre los que se encuentran las clorofilas b y ¢, y pigmentos
accesorios (D’Alessandro y cols., 2016). Sin embargo, como respuesta a altas intensidades de luz,
se produce una disminucion en la sintesis de clorofilas, y se estimula la sintesis de ciertos
carotenoides (zeaxantina, astaxantina o f-caroteno) que ejercen funciones fotoprotectoras del
aparato fotosintético celular (Paliwal y cols., 2016).

Los lipidos son uno de los constituyentes principales de los cloroplastos. Las insaturaciones
presentes en los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS, por sus siglas en inglés) funcionan como
sumideros de radicales libres producidos, en mayor medida, por la pérdida del equilibrio electrénico
en los fotosistemas (Hill y cols., 2011), lo que esta relacionado con el aumento de la intensidad de
luz. Altos contenidos de PUFAS se asocian a niveles bajos de intensidad de luz; sin embargo, al
aumentar la intensidad de la luz, aumenta el porcentaje de acidos grasos saturados. Altas
intensidades de luz favorecen también la acumulacion de triacilglicéridos con mayor grado de
saturacion. Por tanto, la eleccion adecuada de la intensidad de la luz permite mantener un cierto
control sobre la produccion de biomasa y/o la acumulacion de determinados metabolitos de interés

(Arias Pefiaranda, 2013; Benavente-Valdés y cols., 2016; Pruvost y cols., 2016).

1.3.2 TEMPERATURA

La temperatura es un parametro del cultivo que presenta una estrecha relacion con el resto de los
parametros, sobre todo con la luz y los nutrientes (Ras y cols., 2013). La temperatura 6ptima del
cultivo depende principalmente de la microalga que se emplee y de sus caracteristicas, pero por
otra parte el valor 6ptimo puede variar en funcién de los valores de los demas parametros (Roleda y
cols., 2013). Asi la temperatura éptima en condiciones naturales generalmente no coincide con la
temperatura optima en condiciones de cultivo porque los parametros de cultivo difieren a su vez de

los que se dan en su ambiente natural.
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Las variaciones en la temperatura del cultivo presentan una respuesta concreta en el crecimiento de
la biomasa (Roleda y cols., 2013). La relacion entre la temperatura y el crecimiento se distribuye en
tres fases: una primera fase en la que el aumento de la temperatura implica el aumento de la tasa de
crecimiento hasta alcanzar la segunda fase, que se corresponde con el dptimo de temperatura (en
esas condiciones), a partir del cual si la temperatura contindla aumentando se entraria en la fase
tercera en la que la tasa de crecimiento es negativa. La tasa de crecimiento negativa caracteristica
de esta fase se puede deber a que las altas temperaturas interrumpan procesos de regulacion

metabdlica o que directamente se produzca la muerte celular (Abalde y cols., 1995).

La temperatura es uno de los factores mas importantes que afecta la composicion bioguimica de las
microalgas debido a su repercusion sobre las reacciones enzimaticas. La temperatura Optima de
crecimiento para el fitoplancton estd entre 20°C y 24°C, aunque este rango puede variar
dependiendo de la composicion del medio de cultivo y de la especie. Temperaturas inferiores a
16°C provocan un lento crecimiento de las microalgas, mientras que temperaturas superiores a

35°C son letales para numerosas especies (Singh y cols., 2015).

1.3.3PH

La importancia del pH en el cultivo de microalgas se debe a que en funcién de su valor, variara la
disponibilidad de los nutrientes y la solubilidad de los gases (afectada también en funcion de la
temperatura) (Bartley y cols., 2014). Al igual que todos los pardmetros de cultivo el valor 6ptimo
de pH dependera de las caracteristicas de cada microalga. El rango de pH necesario para el cultivo

de la mayoria de las especies de microalgas se encuentra entre 7 'y 9 (Arias Pefiaranda, 2013).

El pH se ve influenciado por todos los parametros de cultivo ya que el propio medio de cultivo
generalmente tiene capacidad tampon. La concentracion, solubilidad y consumo de los nutrientes
por los microorganismos, afectan los niveles de pH en el medio de cultivo. De este modo el pH
presenta una variacion a lo largo del cultivo muy relacionada con el desarrollo del mismo (Ale y
cols., 2014).

La captacion de carbono inorganico por el fitoplancton, durante la fotosintesis, provoca un aumento

del pH en su medio acuoso (Ramaraj y cols., 2014). La adicion de CO, al medio de cultivo permite
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corregir los altos valores de pH que pueden alcanzarse durante el periodo de crecimiento (Ramaraj
y cols., 2015).

1.3.4 NUTRIENTES

La tasa de crecimiento de una microalga disminuye en dependencia de la fuente, disponibilidad y
concentracion de nutrientes. La respuesta celular normal a la limitacién de nutrientes se traduce en
una adaptacion de los requerimientos nutricionales de la célula, de forma que las tasas fotosintética
y respiratoria disminuyen, a medida que aumenta la deficiencia del o los nutrientes limitantes
(Markou y cols., 2014; Wang y cols., 2014).

Entre los nutrientes esenciales se puede mencionar al nitrogeno, elemento esencial para la sintesis
proteica (Wang y cols., 2014). La mayoria de las microalgas pueden utilizar nitratos, nitritos,
amonio o urea como fuentes de nitrogeno para su crecimiento (Salama y cols., 2017), lo que esta
relacionado con la disponibilidad de la fuente y la especie de microalga (Perez-Garcia y cols.,
2011).

El fésforo es otro de los elementos esenciales, presente en numerosas biomoléculas como los acidos
nucleicos, lipidos de membrana e intermediarios metabolicos. Permite la movilizacién de la energia
contenida en enlaces fosfato-fosfato de los nucleétidos y por tanto, es clave para el desarrollo de las

microalgas (Singh y cols., 2015).

El azufre esta presente principalmente en proteinas, como parte de la estructura de los aminoacidos
cisteina, metionina, en cofactores y otras estructuras quimicas implicadas en funciones de diversa
naturaleza, desde la intervencidn en procesos redox, hasta las funciones como antioxidante y la

resistencia a metales a través de las metalotioneinas (Markou y cols., 2014).

La carencia de uno de estos nutrientes esenciales trae consigo en los cultivos de microalgas una
cadena sucesiva de efectos negativos que afectan su viabilidad. La ausencia de nitrégeno, fésforo o
azufre puede provocar una reduccién en la concentracion celular de los pigmentos fotosintéticos y
de las proteinas celulares, dificultando asi la fijacion fotosintética de CO, (Cakmak y cols., 2012).
En tales situaciones, el flujo de carbono fijado a partir de la fotosintesis, se deriva mayoritariamente

a la sintesis de carbohidratos y lipidos en lugar de dirigirse a la sintesis de proteinas. Esto explica

11
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que la acumulacion de lipidos sea una de las principales respuestas de numerosas microalgas
cultivadas bajo condiciones limitantes de nitrogeno (Bartley y cols., 2014; D’Alessandro y cols.,
2016).

1.3.5 CARBONO

El carbono presenta una gran importancia debido principalmente a dos factores: es el nutriente méas
importante porque supone el 50 % de la biomasa y la forma de aplicacién es un factor definitorio
del tipo de cultivo. El carbono se puede aplicar en dos formas principales: inorganico COy; u

orgénico en forma de azucares o acetato (Chandra y cols., 2014).

El aire es fundamental para el crecimiento de las microalgas, puesto que provee la fuente de
carbono inorganico necesaria para la fotosintesis en forma de CO, (0,038 %) (Le Quére y cols.,
2009). La aireacion tiene como ventajas afadidas facilitar la mezcla del cultivo; impedir la
sedimentacion celular; favorecer la exposicion de las células a la luz y a los nutrientes; y mejorar el

intercambio de gases entre el medio de cultivo y el aire (Wang y cols., 2008).

Para no limitar el crecimiento del cultivo y mejorar la productividad, especialmente en cultivos muy
densos, resulta necesario el abastecimiento de un suplemento de CO; en aire, normalmente hasta

niveles que pueden alcanzar el 5 % (v/v) o incluso superiores (Hsueh y cols., 2009).
1.4 BIOTECNOLOGIA DE MICROALGAS: APLICACIONES INDUSTRIALES

La primera microalga aislada y mantenida en condiciones axénicas fue Chlorella vulgaris en 1890;
sin embargo, no fue hasta la década de 1940, que se iniciaron los estudios sobre la fisiologia y
bioquimica de estos microorganismos. La idea de producir microalgas a gran escala tuvo su origen
en Alemania durante esta década, especificamente diatomeas (Nezammahalleh y cols., 2016). En
1951, el Instituto Carnegie de Washington financi6 la construccion en Massachusetts de la primera
planta piloto para la produccion de microalgas. Otro centro importante dedicado a esta produccion
durante esos arios fue el Instituto Tokugawa de Tokio, donde se llevaron a cabo estudios sobre el
cultivo de Chlorella en una planta piloto al aire libre (Guerrero y cols., 1999; Hristov, 2010).

12
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Entre los usos comerciales, la generacion de productos con aplicacién industrial constituye en la
actualidad el aspecto central de la Biotecnologia de microalgas (Acién y cols., 2018). Muchas
especies producen como resultado de su metabolismo, diferentes compuestos bioldgicos de interés
para las industrias quimicas o farmacéuticas (Enzing y cols., 2014; Fiedor y cols., 2014; Salama y
cols., 2017).

Estas biomoléculas pueden acumularse como parte de la biomasa del alga o en algunos casos,
liberarse al medio externo. De igual forma, se pueden acumular productos especificos en respuesta
a situaciones de limitacion de algin nutriente o presencia de algiin compuesto. Si estas condiciones
se simulan en los sistemas de cultivo, se puede conseguir que el metabolismo celular se dirija hacia
la biosintesis de productos de interés (Montero-Sanchez y cols., 2012), lo que fundamenta el uso de

las microalgas en Biotecnologia.

1.4.1 USOS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Las microalgas sintetizan y acumulan gran variedad de carbohidratos como almidon o glucdgeno,
facilmente digeribles y sin restricciones para su uso como fuente de alimento (Grung y cols., 1992).
Sin embargo, su consumo es escaso salvo en algunas regiones de Asia. Los polisacaridos
producidos por Pophyridium o Rhodella, asi como los de muchas cianobacterias, tienen aplicacion
como espesantes en diversos sectores industriales como: alimentacion, cosmética, fabricacion de
pinturas, entre otros. Este mercado aun es restringido debido a la existencia de alternativas mas
econdémicas como, los polisacaridos producidos por macroalgas (carrageno, fucoidano o agar) o por

plantas superiores (goma xantano) (Del Campo y cols., 2007).

Los PUFAs de cadena larga como: y-linoleico, araquiddnico, eicosapentaendico (EPA, por sus
siglas en inglés) o docosahexaendico (DHA, por sus siglas en inglés), se encuentran frecuentemente
en la composicion lipidica de las microalgas, constituyendo un mercado bien establecido tanto en
alimentacion humana como animal (acuicultura). Asimismo, las microalgas contienen fitoesteroles
y vitaminas usados principalmente como constituyentes de alimentos funcionales (Del Campo y

cols., 2007) que valorizan la biomasa algal.

13
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Por otra parte, la biomasa de microalgas es rica en pigmentos que se utilizan como colorantes
alimentarios y precursores de vitaminas. En acuicultura, tienen aplicacion para mejorar la
supervivencia y maduracion del sistema inmune; asi como, la pigmentacion de la carne de pescados
y crustaceos (Benavente-Valdés y cols., 2016). Estos pigmentos también son Gtiles como colorantes

en las industrias alimentaria y cosmética.

1.4.2 USOS EN LA AGRICULTURA

Las microalgas pueden ser utilizadas como fertilizantes en la agricultura sostenible. Dentro de las
comunidades microbianas desarrolladas en los suelos, las microalgas y cianobacterias juegan un
papel fundamental en la recirculacion y biodisponibilidad de elementos importantes como el
fosforo, y por tanto, en el acondicionamiento de suelos agricolas (Holland, 2015). Histéricamente,
en los campos de arroz del sureste asiatico, cianobacterias del género Azolla se han utilizado como
fertilizantes por su capacidad de fijar nitrégeno (Panou y cols., 2016). En general, cianobacterias y
microalgas se usan para incrementar la productividad de cultivos de frutales y leguminosas
(Masojidek y cols., 2004; Ho y cols., 2011).

1.4.3 USOS EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

Los carotenoides muestran una gran diversidad en su distribucion, estructura y funciéon. Muchos
estudios han puesto de manifiesto la poderosa actividad antioxidante tanto de B-caroteno como
astaxantina y cantaxantina (Hu, 2004; Fiedor y cols., 2014; Gong y cols., 2016; Paliwal y cols.,
2016). Estos compuestos actlan secuestrando radicales libres de oxigeno, directamente
relacionados con la aparicion de enfermedades degenerativas lo que constituye un beneficio para la
salud humana y animal, previniendo o retrasando algunas enfermedades como céncer,

aterosclerosis, entre otras (Merchant y cols., 2006).

Las microalgas producen una amplia gama de fitoesteroles tales como: brasicasterol, sitosterol y
estigmasterol, dependiendo de la afiliacion taxondmica del alga. El contenido de esteroles puede ser
modificado cambiando las condiciones de crecimiento (Borowitzka, 2013) y se ha demostrado que
tienen bioactividad in vivo (Francavilla y cols., 2012). Estos fitoesteroles de algas pueden tener
aplicaciones farmacéuticas o en alimentos funcionales (Sioen y cols., 2011). EI mercado global de

fitoesteroles actualmente es de alrededor de $ 300 millones de délares y crece a razén de 7 %-9 %
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por afo; sin embargo, el potencial de las microalgas como fuentes de fitosteroles ain no ha sido

totalmente explorado (Borowitzka, 2013).

El rango de bioactividades reportadas a partir de extractos de microalgas en los tltimos 50-60 afios
es muy amplio e incluye antioxidantes, antibiéticos, antivirales, compuestos anticancerigenos,
antiinflamatorios, entre otros (Borowitzka, 2013). Muchas microalgas, especialmente los
dinoflagelados y las cianobacterias, también producen toxinas potentes que tienen algunas
aplicaciones en la investigacién y como compuestos principales para el desarrollo de farmacos

(Moreno-Garcia y cols., 2017).

1.4.4 LAS MICROALGAS EN LA BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL: POTENCIAL PARA LA BIORREMEDIACION

La posibilidad disponer de una fuente de carbono econdémica hace que se esté valorando el cultivo
de microalgas a escala industrial en instalaciones anexas a grandes centros de emision de COa,
como las centrales térmicas y cementeras. Esto persigue como objetivos, reducir las emisiones de
estas instalaciones y generar un producto con diversas aplicaciones (Merchant y cols., 2006; Gould
y cols., 2008; Cardol y cols., 2011; Cubero, 2013).

El oxigeno es un elemento clave en el proceso de depuracion de aguas residuales urbanas para la
oxidacion de la materia organica, por un consorcio de bacterias. De manera tradicional, este
oxigeno se suministra por equipos con un importante costo energético. El oxigeno producido por
los cultivos de microalgas, como resultado de la fotosintesis, supone una clara mejora en el proceso.
Asimismo, las microalgas favorecen la retirada de nitrato, fosfato e iones metalicos. Para dar salida
a esta biomasa de microalgas se plantea la instalacién de plantas de biogas y generacion de calor o
electricidad a partir de la biomasa algal (Halim y cols., 2012; Arias Pefiaranda, 2013). El cultivo de
microalgas puede usarse para la biorremediacion de efluentes provenientes de actividades no solo
domésticas, sino industriales y agricolas, eliminando sustancias altamente contaminantes como

compuestos fenolicos y pesticidas.

1.4.5 LAS MICROALGAS COMO FUENTE DE BIOCOMBUSTIBLES

El potencial de la biomasa de microalgas, como fuente de materia prima para la obtencion de

biocombustibles, se basa en su rapido crecimiento y alta productividad. Estas no tienen
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competencia con la agricultura tradicional, pueden usar aguas residuales, salobres o marinas y
presentan un elevado contenido en aceite y/o azucares (Mata y cols., 2014). Se estima que para
cubrir la demanda global de combustibles, deberia destinarse a cultivos de microalgas unos
seis millones de hectareas, lo que supone menos del 0,4 % de la superficie cultivable (Ribeiro y
cols., 2015).

La produccion de biogas (metano e hidrogeno), a partir de microalgas, tiene lugar por digestion
anaerobia de la biomasa o los residuos obtenidos tras la obtencion de diversos componentes (Kumar
y cols., 2014; Moody y cols., 2014). La produccion de hidrégeno a partir de biomasa, puede
realizarse mediante procesos fisico/quimicos energéticamente costosos como la gasificacion,
pirolisis y licuefaccion. También, este elemento puede obtenerse por medio de procesos bioldgicos
como la fotdlisis del agua, foto-descomposicién de la materia organica por bacterias fotosintéticas;
y fermentacion o sistemas hibridos en los que interviene la fotosintesis y bacterias fermentativas
(Deswarte, 2015).

Los azucares algales (almidén y glucogeno) se pueden fermentar para la produccién de bioetanol.
El proceso pasa por un pretratamiento de la biomasa, una hidrdlisis, posterior fermentacion y

separacion del producto final (Moreno-Garcia y cols., 2017).

La composicion lipidica, rica en acido palmitico, palmitoléico, estearico, oléico y linoléico, hacen
de la biomasa de microalgas una excelente materia prima para ser utilizada en el proceso de
transesterificacion para la generacion de biodiésel (Lamers y cols., 2012; D’Alessandro y cols.,
2016). Por ultimo, la forma mas béasica de generacion de energia a partir de la biomasa de
microalgas consiste en la combustion directa de la misma, generando calor y electricidad (Acién y
cols., 2018).

La posibilidad de explotar comercialmente todo el potencial de productos derivados de microalgas
(biorrefineria) puede hacer econdémicamente factible su escalado (Acién y cols., 2018). Este
concepto integral, que implica extraer de la biomasa distintos subproductos hasta obtener un
residuo final, necesita ain del desarrollo de tecnologias de separacion sin dafiar o impedir el
aprovechamiento de otros compuestos, de forma econdmica y con un bajo consumo energético

(Perez-Garcia y cols., 2011).
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1.5 SISTEMAS DE PRODUCCION

Para el establecimiento de un proceso de produccion de microalgas para la obtencion de un
compuesto de interés, es de crucial importancia la seleccion de las condiciones de operacion vy el
sistema de cultivo. Hay multitud de maneras de llevar a cabo el cultivo de microalgas pero se
pueden dividir principalmente en dos: cultivos al aire libre y cultivos en sistema cerrado (Grima y
cols., 2003; Cubero, 2013; Moreno-Garcia y cols., 2017).

El cultivo al aire libre se lleva a cabo en su mayoria en estanques artificiales tipo raceway. También
se da el cultivo en estanques de otros tipos: circulares, superficiales, profundos, entre otros (Salama
y cols., 2017). Esta forma de cultivo requiere grandes superficies en zonas con alta iluminacién, con
un coste de instalacion muy bajo. El cultivo al aire libre presenta multitud de inconvenientes como
pueden ser: las variaciones climéticas, la contaminacion, dificil control de la concentracion de
nutrientes y de la temperatura; y produccién menor en comparacion con los cultivos cerrados. A
parte de la falta total de control en las condiciones de cultivo, el principal problema de esta forma
de cultivo es la contaminacion con especies indeseadas (Grimay cols., 2003).

Los sistemas de cultivo cerrados, de mayor sofisticacion tecnoldgica, representan la alternativa a los
estanques abiertos, aportando mejores condiciones para cultivar cualquier microalga al dificultar la
invasion por organismos contaminantes (Grima y cols., 2003). De hecho algunas microalgas solo
pueden ser cultivadas en reactores cerrados puesto que se contaminan con facilidad. Existen varios
disefios de reactores cerrados, siendo el reactor tubular el ejemplo mas representativo,
considerandose los reactores planos un punto intermedio entre los sistemas de cultivos abiertos y

cerrados.

Los reactores cerrados son apropiados para el cultivo de microalgas que generen productos de
interés de elevado valor comercial, puesto que el coste de construccion y mantenimiento de estos
reactores es elevado (Acién y cols., 2018). Este hecho, unido al riesgo de inhibicion de la
fotosintesis por la presencia de oxigeno, y la complejidad de su escalado, suponen los
inconvenientes principales de los sistemas de cultivo cerrados. Los sistemas cerrados presentan
maultiples ventajas frente a los reactores abiertos como un uso mas eficiente de la luz, que conduce a

la produccion de cultivos mas concentrados, la posibilidad de cultivar todo el afio, una disminucion

17



Tesis de Maestria Revision Bibliografica

de las pérdidas por evaporacion, un mejor control de algunas variables como la temperatura y
mayor facilidad de operacidn en continuo. El disefio del reactor debe tener en cuenta el flujo idoneo
y el adecuado intercambio gaseoso, ademas de maximizar la captura de luz, a la vez que se

minimiza la ocupacion de superficie (Grimay cols., 2003).
1.6 EXPERIENCIAS ACUMULADAS SOBRE EL EFECTO DE CME EN CULTIVOS DE MICROALGAS

Los efectos del campo magnético sobre microorganismos pueden clasificarse en: no observables,
inhibitorios o estimulantes. Esto depende de la induccién del campo magnético expresada en Teslas
(T) o en Gauss (G) (Dini y cols., 2005); asi como la frecuencia de la corriente eléctrica que lo

indujo, en caso de campos electromagnéticos (Anaya, 2015).

Son numerosas las experiencias con campos magnéticos y electromagneéticos, aplicados a
microalgas, con el propdsito de lograr algin efecto bioldgico que pueda traducirse en mejoras del
manejo de cultivos a escala comercial (Tabla 1.1). De todas las especies ha sido Chlorella la que
mas se ha usado como modelo bioldgico, siendo relevantes los trabajos de Wang, Hirano, Luna y
cols. (Hirano y cols., 1998; Wang y cols., 2004; Wang y cols., 2005; Wang y cols., 2006; Wang y
cols., 2007; Wang y cols., 2008; Lunay cols., 2011).

Generalmente estas especies se han trabajado en el rango entre los 10 y 300 mT, aplicando el CME
desde 1 min. hasta 11 horas, o de forma permanente, lo que ha permitido obtener valiosos
resultados en cuanto al crecimiento celular y biosintesis de biomoléculas. Estos hallazgos indican
que los campos magnéticos causan disimiles efectos en sistemas biolégicos in vivo e in vitro,
modifican el metabolismo de los microorganismos e influyen en los procesos de sintesis de
carbohidratos, proteinas, pigmentos y almacenamiento de aminoacidos esenciales, entre otras (Yang
y cols., 2011; Cardias, 2014; Deamici y cols., 2016).
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Tabla 1.1. Resumen de tratamientos magnéticos en microalgas y cianobacterias.

ESQUEMAS ]
MICROALGA DE INDUCCION EFECTO BIOLOGICO
APLICACION DEL CM
-Incremento del crecimiento (100 %).
' -Estimula defensa antioxidante.
Chlorella vulgaris -Elevada actividad de superdxido
(Wang y cols., 2008) 12h 10-50mT  dismutasa, catalasa y peroxidasa.
-Aumento de la peroxidacion lipidica.
-Aumenta la velocidad de crecimiento
especifica
C. vulgaris 30 min al 70mT -Incremento del crecimiento en 2,5
(Gémez y cols., 2007) 7™ dia veces respecto a controles.
C. vulgaris lhy -Incremento de la densidad celular.
(Gomez Lunay cols., permanente 30 mT -Aumento de la concentracion de
2011) al 7™ dia pigmentos.

Haematococcus pluvialis 15min, -Incremento de la densidad celular.
(Gémez y cols., 2009)  30miny 1h 30 mT ~Aumento de la concentracion de
en el 7™ dia pigmentos.

Spirulina platensis 10mT -Incremento del crecimiento en un
(Hirano y cols., 1998) (50 %).
Dunaliella salina 10-23mT  -Incremento del crecimiento celular en
(Fuse, 1992) (90 %).
Spirulina sp. -Incremento de biomasa microalgal.
(Deamici, 2016) 24hd? 30y 60 mT  _Estimula la sintesis de carbohidratos
-Estimula la sintesis de proteinas
-Incremento de la concentracion
Chlorella fusca celular.
(Deamici, 2016) 24hd* 30y60mT _Aumento de la concentracion de
carbohidratos
Chlorella vulgaris 240-300 mT -Incremento de concentracion de

(Yang, 2011)

proteinas
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Wang y cols. cultivaron Chlorella con aplicacion de un tratamiento magnético circulante en un
campo electromagnético constante y analizd los cambios en su crecimiento y acumulacion de
elementos (Wang y cols., 2008). La investigacion indicé que las diferentes fuerzas del campo
electromagnético evaluadas tienen diferentes efectos sobre el crecimiento de este microorganismo,
mejorando la acumulacién de microelementos especialmente iones metalicos, en dependencia del

campo electromagnético aplicado.

Li (Li y cols., 2007), Hirano (Hirano y cols., 1998), Wang (Depei y cols., 1998) y cols. realizaron
sus experimentos aplicando campo magnético y electromagnético a Spirulina. Estos investigadores
observaron que el tratamiento magnético estimula el crecimiento de este microorganismo, aumenta

el contenido proteico y de azUcares y acorta el periodo de cultivo entre dos y tres dias.

El interés por la estimulacion bioelectromagnética de cultivos para aplicaciones biotecnolégicas y
bioenergéticas, ha aumentado (Hunt y cols., 2009). En los estudios realizados no solo se han usado
campos estaticos; también se han utilizado campos electromagnéticos de baja frecuencia. La
respuesta de las microalgas a la accion de estos agentes fisicos, indica que gran numero de
bioprocesos pueden ser sucesivamente integrados a esta tecnologia, si las condiciones del cultivo lo
permiten. Cada especie utilizada tendra su propia respuesta a la estimulacion magnética, la cual

dependeré del esquema de aplicacién empleado.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS
2.1 DESCRIPCION DE LA ESPECIE: CHLORELLA VULGARIS BEIJERINCK

Para realizar esta investigacion se utilizé una cepa de Chlorella vulgaris Beijerink aislada del
medio local en el afio 2002, especificamente de un estanque dedicado al cultivo de ciprinidos en la
estacion de acuicultura de Maffo, Contramaestre. La cepa se mantiene en el cepario del Laboratorio
de Ecotoxicologia y Servicios Ambientales (LESA) del Centro Nacional de Electromagnetismo
Aplicado (CNEA) con el codigo F010102-A. Este microorganismo se conserva en condiciones
controladas, en el Banco Maestro y en el Banco de Trabajo, en medio Bristol sélido y liquido
(Figura 2.1).

G-

- B
@y L
"/ 2,5um
Chitrnla 1UORTS (Copa locH) ——

Coparc ONEA Latoratino Ecotancoiogs
§ Emgen 8 M0 (100100) con Pataeents GG 1X

Figura 2.1. Imagenes de Chlorella vulgaris Beijerinck. Cepario del LESA (aumento 40x).

Chlorella vulgaris Beijerinck es un alga verde unicelular de agua dulce; las células se presentan
aisladas aungue eventualmente pueden formar agregados; tiene forma esférica (Sant’Anna, 1984) y
un tamafio que oscila entre 2 y 6 um. La especie local Chlorella vulgaris, puede llegar a medir
2,5 um. Cada célula posee un pirenoide y un cloroplasto parietal Unico en forma de copa con
abertura irregular, que ocupa gran parte del volumen celular (Sant”’Anna, 1984). Se reproduce
solamente por autosporas (Van den Hoek y cols., 1995). Presenta una pared celular fina, lisa,
celulosica y rigida, compuesta fundamentalmente por esporopolenina, politerpeno resistente a la

degradacion (Van den Hoek y cols., 1995).
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2.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA EL CULTIVO DE CHLORELLA VULGARIS BEIJERINCK

2.2.1 PRE-INOCULOS E INOCULOS

A partir de un cultivo solido, en cufia de agar, se desarrollé un subcultivo matriz unialgal
asincrénico de la cepa local de C. vulgaris Beijerinck con aireacion, sin suministro extra de CO, y
con un régimen de luz continua, a una densidad de flujo foténico (DFF) de 1 000 Ix (19,5 UE m’s™).
La intensidad de la luz se aumentd progresivamente en tres cultivos sucesivos hasta que la cepa
estuvo completamente adaptada a 75 PE m™s™. Este subcultivo constituye el punto de partida para
el establecimiento de los cultivos densos. En todos los casos los indculos se realizaron a partir de

subcultivos en la fase exponencial del crecimiento.

2.2.2 MEDIO DE CULTIVO

Para el mantenimiento y desarrollo de subcultivos y cultivos densos se utilizé el medio de cultivo
Bristol modificado por Gémez (Gémez, 1997), el cual se detalla a continuacién. Se utiliza el nitrato

de sodio (NaNOs) como fuente de nitrégeno (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Composicion del medio de cultivo Bristol modificado.

Macroelementos Concentraciones Oligoelementos
9L
NaNO; 1,000 Solucién de Algal (8,3 g L™)
CaCl,.2H,0 0,025 (EDTA 39,80 % + Fe 10,20 % + Zn 0,53 % + Mn 0,44 %
MgSO,.7H,0 0,075 + Mo 0,56 % + Co 0,46 % + Cu 0,49 % + Tiamina 0,162 %
KoHPO4 0,075 + Biotina + Cianocobalamina 0,008 %
KH,PO, 0,175 + Excip. Vit 0,390 %)
NaCl 0,250
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La solucién de oligoelementos se prepard a partir de la formulacién comercial Algal de Nutricidn
Avanzada. Esta solucion se esterilizd a 120°C durante 25 min., se dejo enfriar hasta temperatura

ambiente y posterirmente se mezcld con la solucién de macroelementos.

2.2.3 CONDICIONES GENERALES DE LA INSTALACION

2.2.3.1 INTERFERENCIA ELECTROMAGNETICA

Los cultivos se desarrollaron en una instalacion en la que se determind a priori la interferencia
electromagnética de campos de baja frecuencia. El valor de dicha interferencia estuvo en el rango
de 0,03 a 0,23 uT, dentro del limite restrictivo, que en este caso se refiere a la directriz asumida por
Suecia (0,25 uT). Considerando que se tratan de eliminar interferencias en una instalacion para la
experimentacion, los cultivos fueron ubicados en aquellos lugares donde se garantiza una

exposicion menor que 0,25 uT (Lunay cols., 2009).
2.2.3.2 TEMPERATURA E ILUMINACION

Las condiciones de temperatura, en la camara de cultivo, se mantuvieron estables a un valor de
22+2,3°C, con una humedad relativa del 62,5+3,1 %. La temperatura de los cultivos se determind

con un termometro digital (Quarts Oregon Scientisc, China) sumergido en agua destilada.

Para mantener iluminados los cultivos en régimen de luz continua, se utilizaron cuatro lamparas
fluorescentes DaylightTL-D 36W/54-765 (PHILIPS, China). La intensidad de la luz se ajusto
diariamente con una estacion meteorologica de bolsillo (TP LM 8000 4 en 1, China, error: +8 Ix).

Se midieron, ademas, con este instrumento los valores de humedad relativa (error: £4%).
2.2.3.3 AIREACION DE LOS CULTIVOS

Los cultivos fueron aireados mediante burbujeo de aire filtrado con pre-filtros de jeringa de
microfibra de vidrio (MIDISART 2000, Bélgica) de 0,20 um. El flujo de aireacién se mantuvo
relativamente constante a 0,45 L min™. Estas condiciones permiten un crecimiento uniforme y

aporta a los cultivos una cantidad minima de CO, (0,03 %) que es la que esta presente en el aire,
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que favorece a los cultivos al actuar como fuente de carbono y permitir su tamponamiento (Abalde
y cols., 1995) (Anexo 2).

2.2.3.4PH

Durante la preparacion del cultivo se midi6 el pH con un equipo (Mettler Toledo AG, China) y se
ajustd a pH 7, modificando el pH descrito por el Medio Bristol, ya que experimentos previos
mostraron que a este valor de pH se obtienen mejores concentraciones celulares del cultivo
(Wemba, 2017). Posteriormente, se realizaron mediciones de este parametro en dias alternos para
evaluar sus cambios durante el desarrollo de los experimentos, y ajustar sus valores en caso

necesario.
2.3 DESCRIPCION DE LOS EXPERIMENTOS

2.3.1 ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS DENSOS

Se establecieron cultivos densos unialgales (Anexo 2) discontinuos de 350 mL a partir del inéculo
antes descrito, en frascos cilindricos de vidrio, de 6 cm de diametro y 400 mL. La concentracion
celular inicial fue de 68,0+3,0 x 10* cél.mL™, aproximadamente. Para el desarrollo de los mismos se
utilizo la formulacion base Bristol, descrita anteriormente. Como fuente de nitrégeno se utilizo el

nitrato de sodio con la concentracion original establecida en el medio de cultivo (1 g L™).

Para el desarrollo de cultivos densos se utilizé una DFF de 3 000 lux, equivalente a 58,59 PHE m™2s™;
esta fue ajustada diariamente utilizando una estacion meteoroldgica de bolsillo, descrita

previamente.

2.3.2 METODOLOGIA PARA EL DESARROLLO DE LOS EXPERIMENTOS

2.3.2.1 EXPOSICION DE LOS CULTIVOS A UN CAMPO MAGNETICO ESTATICO

Los cultivos se expusieron a seis protocolos de aplicacion de un CME de 47,23 mT (Figura 2.2),
manteniendo cultivos control (sin aplicacion de CME) para analizar comparativamente el efecto de

este agente fisico sobre la cinética de crecimiento, la concentracién celular maxima, la variacion de

la viabilidad, la concentracién de oxigeno disuelto y los parametros productivos.
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Figura 2.2. Esquemas de aplicacién del CME no homogéneo de 47,23 mT.
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En la figura 2.2 los esquemas experimentales aplicados son:

A. Una hora de exposicion al CME el tercer dia de cultivo (fase exponencial temprana).

B. Una hora de exposicién al CME el tercer y el cuarto dia de cultivo (fase exponencial temprana).

C. Una hora de exposicion al CME el tercer, el cuarto y el quinto dia de cultivo (fase exponencial
temprana).

D. Una hora de exposicion al CME el séptimo dia de cultivo (fase exponencial tardia).

E. Una hora de exposicion al CME el séptimo y el octavo dia de cultivo (fase exponencial tardia).

F. Una hora de exposicion al CME el séptimo, el octavo y el noveno dia de cultivo (fase

exponencial tardia).

La seleccion de estos esquemas estuvo basada en recomendaciones de experimentos previos (Luna
y cols., 2009; Luna y cols., 2011; Wemba, 2017). Los esquemas propuestos constituyen nuevos
arreglos para entender la respuesta del cultivo ante situaciones de perturbacion extrema, con dosis
repetida en diferentes momentos de la fase exponencial. El diagrama con la I6gica experimental de

la investigacion se presenta en el Anexo 1.
2.3.2.2 DESCRIPCION DEL ARREGLO DE IMANES

Los cultivos se expusieron a un campo magnético estatico no homogéneo con un valor promedio de
47,23 mT (Anexo 3). El dispositivo para el tratamiento magnético, fue construido y caracterizado
en el CNEA. La induccion magnética se selecciono considerando el rango efectivo recomendado

por varios autores, el cual se encuentra entre 10 y 300 mT (ver Tabla 1.1).
2.4 DETERMINACIONES SOBRE CELULAS EN CULTIVO

2.4.1 DETERMINACION DEL NUMERO TOTAL DE CELULAS

El recuento celular se realizo diariamente durante los dias de cultivo, con una cAmara de recuento
hematoldgico mejorada (Neubauer, China), utilizando una alicuota de 1 mL. Se realizaron
diluciones de esta alicuota en agua destilada, de forma tal que el niamero de células por campo de
recuento en 1 mm? estuvo entre 10 y 150 células. Para la observacion se utilizé un microscopio

ptico (Motic, Alemania) con un aumento de 40x, expresandose los resultados en cél. mL™. Los
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resultados permitieron graficar la curva de la cinética de los cultivos y determinar la maxima

concentracion celular (Knax) alcanzada con cada tratamiento.

2.4.2 DETERMINACION DE LA VIABILIDAD

2.4.2.1 DETERMINACION DE LA TASA DE CRECIMIENTO MEDIA Y EL TIEMPO DE DUPLICACION

En general, la velocidad de crecimiento poblacional de un microorganismo varia en funcion de las
condiciones ambientales y el tiempo del cultivo. Esto permite reconocer diferentes fases de
crecimiento, que sirven para describir la forma en la cual cambia la concentracion celular o de
biomasa. Para ello se utilizaron principalmente los pardmetros poblacionales definidos como
velocidad especifica de crecimiento, también conocida como tasa de crecimiento (W), y el tiempo de

duplicacion o de generacion (tg).

A partir de los valores del recuento celular se calcul6 la tasa de crecimiento (i) que corresponde al
inverso del tiempo de duplicacion (td), tiempo necesario para que N células se transformen en 2N

células durante la fase de crecimiento exponencial mediante la ecuacién 2.1:

B (I NG = I ING)YCE0)- e 2.1)

Donde: N;y N son las densidades celulares (cél.mL™) a los tiempos t; y to, respectivamente, y to y t;

son el primer y el Gltimo dia de la fase logaritmica, respectivamente (Fidalgo, 1995).

El tiempo de duplicacion y/o de generacion (tg) es el tiempo necesario para que se duplique la
poblacion y se representa en dias (d). Cuando se usan logaritmos naturales, el tiempo de

duplicacion puede ser calculado mediante la ecuacion 2.2:
B0 0,803/ e (2.2)
Donde: U es la tasa de crecimiento media.

2.4.3 DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE PIGMENTOS

Los pigmentos fueron extraidos con acetona al 90 % (UNI CHEM®, China) a partir de la biomasa
fresca recogida por centrifugacion de 1 mL de cultivo a 4 722 g (8 000 r.p.m.) por 10 min., en una
centrifuga de mesa para viales (Sigma, Alemania). La extraccion se realiz6 en completa oscuridad,
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24 h a -7°C, previa sonicacion en una sonda ultrasénica (SONICS®, Estados Unidos) durante
1 min., con pulsos durante 50 s y 10 s, a una amplitud del 100 % (32 W, 654 J) y agitacion en
vortex (WiseMix Vm-10, Corea) por 30 s. Los extractos fueron clarificados por centrifugacién a

15000 g (5 000 r.p.m.) por 10 min., previo andlisis espectrofotométrico.

La determinacién de clorofilas a, b y carotenoides se realiz6 con un Espectrofotdmetro
(ThermoGenesys 10 uv, China) determinando la absorbancia a 480; 630; 647 y 664 nm. Como
blanco se empled acetona al 90 %, usando cubetas de metacrilato. La concentracion de cada uno de

los pigmentos se determind mediante las ecuaciones (2.3-2.6) (Jeffrey y cols., 1975) y se expresa en
(g mL™):

Clorofila 8=11,93A66471,93 647 eeveiieieaiie it eie e ste et e st e e e et e et e e e et e s re e e e nre e anes (2.3)
CIOTOFila D 20,36 A6s7-5,50 AGaae-rrrrrrrrerereeeereeeeeresereseesseeseessesesesesessssessessesesssesesesesesssesesesesesens (2.4)
Clorofilas totales = Clorofila a + Clorofila D...........ccooiiii i (2.5)
(OF o) (T a[o] [0 [ o T PSPPI (2.6)

La determinacion espectrofotométrica de pigmentos se realizd desde el primer dia hasta el dia trece
de los cultivos. A partir de estos valores, se evalu6 la relacion clorofila:carotenoides, para seguir el

estado de los cultivos.

2.4.4 DETERMINACION DE OXiGENO DISUELTO

La determinacion de oxigeno disuelto (OD) se realizo diariamente en los cultivos, utilizando un
medidor de oxigeno disuelto portatil (Mettler Toledo, China). La concentracion de este parametro

se expres6 en mg L™.
2.4.4.1 DETERMINACION DE LA TASA DE EVOLUCION DE OXIiGENO FOTOSINTETICO

La tasa de evolucion del oxigeno fotosintético se midié por el método descrito por Tu (Deng y
cols., 2004; Tu y cols., 2015). Los cultivos de C. vulgaris Beijerinck se mantuvieron bajo
iluminacién continua a temperatura constante. Se realizd la medicién del OD segun se describe en

el epigrafe anterior; los dias seis y siete para los cultivos expuestos durante la fase exponencial
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temprana; y once y doce para los expuestos durante la fase exponencial tardia. La tasa de evolucion
del oxigeno fotosintético (POER, por sus siglas en inglés) se expresa en pmol O, mg Chl-a * h'y

se calcul6 mediante la ecuacién 2.7:
POER= DO - DOy X 10% /32 X Chl-@ X N oeee e, (2.7)

Donde: DOy, y DOy representan el contenido de oxigeno disuelto (mg L™) en el tiempo t; y ty,
respectivamente, Chl-a representa el contenido de clorofila a (mg L™) y h el intervalo de tiempo (en

horas) entre la dos mediciones de concentracion de OD.

2.4.4.2 DETERMINACION DE LA TASA DE PRODUCCION DE OXIGENO

La tasa de produccién de oxigeno (Ro,) se expresa en mg L™ d™y se determin como se describe en
la ecuacion 2.8 (Tuy cols., 2015):

R, =R, exp {— exp [L;:!:—I-H-i_ 1] + [M-I- 1] + 1} ........................................... (2.8)

2 max 'y max

Donde: Omax ¥ Rmax Se refieren al oxigeno maximo acumulado (mg L™?) y la tasa maxima de

produccion de oxigeno (mg L™*d™), respectivamente, durante el tiempo de cultivo (t).

2.4.5 OBSERVACIONES AL MICROSCOPIO OPTICO

Las células en cultivo fueron observadas en un microscopio optico de campo brillante Motic, y en
un microscopio invertido (Zeiss-AxioVert. Al, Alemania), con el objetivo de analizar el estado de
las células y obtener imagenes con buen contraste para detectar cambios en la morfologia celular,

asi como visualizar la presencia de otros microorganismos contaminantes (Anexo 4).

2.4.6 DETERMINACION DE LA MATERIA SECA

Para la determinacion del peso seco se centrifugaron 200 mL de cultivo en una centrifuga
refrigerada (Sigma 3-16KL, Alemania) a 4500 r.p.m. por 15 min., a 20°C. Posteriormente el pellet
se lava con agua destilada filtrada con membranas de 0,25 pm, para eliminar restos del medio. Esta
biomasa se llevé a capsulas de porcelana previamente pesadas, donde se seca en estufa (Boxun,
China) a 60°C durante 24 horas hasta peso constante, dejando enfriar a temperatura ambiente en

una desecadora. Luego se realizo el pesaje en una balanza digital analitica (OHAUS PA114C,

27



Tesis de Maestria Materiales y Métodos

Estados Unidos) con error +0,1 %. A partir del peso seco, se calculé la productividad de los

cultivos a través de las ecuaciones 2.9y 2.10:
Materia seca por volumen o concentracion de biomasa seca:
CB: PCBiomasa' PCVacia/VMuestra .............................................................................. (29)

CB: Concentracion de biomasa seca (gL ™).
PCaiomasa: P€SO de capsula de porcelana con biomasa (g).
PCuvacia: Peso de capsula de porcelana vacia (g).

VMuestra: VOlumen de muestra (L).
Calculo de la productividad de biomasa (gL *dia™):
PB: CB/tcumvo ................................................................................................ (2.10)

PB: Productividad de biomasa (gL *dia™).

teutivo: Tiempo del cultivo (dias).
2.5 ANALISIS ESTADISTICO Y PROCESAMIENTO DE LOS DATOS

Se utilizo el estadigrafo t para comparar muestras dependientes y seleccionar el esquema de CME
que permite obtener mejores valores de crecimiento y viabilidad. En este caso se utilizo un test t
simple pareado, con una confiabilidad del 99,95 %; seleccionando los valores de cada serie que
corresponden a los maximos crecimientos. Este analisis se utilizd para comparar las curvas de
crecimiento, teniendo en cuenta las diferentes fases o estadios del cultivo. La Prueba de Multiple

Rangos se empled para comparar las medias de las Knay, tg Y p de los cultivos experimentales.

Se utilizaron los programas Basic Statistics, Microsoft Office Excel 2008 y Origin 8.0 Pro, para los
andlisis estadisticos y la elaboracion de los graficos. Para la gestion bibliografica se utilizo el
Endnote X6.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

A lo largo de 15 dias de experimento y en varias replicas, se tomaron muestras de los diferentes
cultivos para determinar la evolucion de parametros especificos del crecimiento. Estos parametros
fueron la concentracion celular, la tasa de crecimiento media y el tiempo de duplicacién. Ademas se
determiné el efecto del CME sobre el contenido de pigmentos fotosintéticos; y se establecio su
relacion con el oxigeno producido por estos organismos, a traves de la determinacion de la tasa de
oxigeno fotosintético. Finalmente, se realiz6 la experimentacion para estudiar parametros
productivos de los cultivos expuestos al CME, en las diferentes fases del crecimiento que mejores

resultados mostraron de los andlisis anteriores.
3.1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE CULTIVOS CONTROLES DE C. VULGARIS BEIJERINCK

La figura 3.1 muestra la cinética de crecimiento de la cepa local de C. vulgaris Beijerinck al ser
cultivada en medio Bristol a pH 7 durante 15 dias. La curva permite definir el modelo de
crecimiento de la cepa en estudio, el cual responde a un ajuste polinomial de orden 5 (R?=0,995).
La fase de latencia o fase “Lag”, tuvo una duracion corta (< 24 h), lo que indica que las células de
C. vulgaris se encuentran en condiciones metabolicas adecuadas y completamente adaptadas a las
condiciones experimentales. A partir del segundo dia de cultivo aumenta la concentracion celular
de forma exponencial hasta el dia 5, momento a partir del cual los cultivos entran en fase de retardo
hasta el dia 11 de cultivo; la fase estacionaria tiene una corta duracion y termina el dia 13; ya el dia
14 hay muerte celular. La maxima concentracion celular se alcanza el dia 12, con 5 777,75 + 8 cél.
mL"x10".

Cuando se siembran microorganismos en un medio de cultivo apropiado, los mismos comienzan a
dividirse activamente empleando los nutrientes que le aporta el medio de cultivo para "fabricar"
nuevos microorganismos (Hernandez, 2003). Los resultados obtenidos en esta etapa sugieren
C. vulgaris al mostrar un rapido crecimiento durante los primeros dias de cultivo, las células se ven

limitadas de luz, producto del aumento acelerado de la concentracion celular.
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Figura 3.1. Cinética de crecimiento de cultivos control de C. vulgaris establecidos en medio

Bristol a pH=7 e intensidad de la luz de 58,59 HE ms™.
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3.2 CINETICA DE CRECIMIENTO DE CULTIVOS DE C. VULGARIS EXPUESTOS AL CME

Uno de los objetivos principales en experimentos de crecimiento de cultivos de microalgas es
demostrar que un determinado tratamiento permitird obtener mejores resultados que el
procedimiento estandar. Para facilitar esta seleccion, se grafico la evolucion en el tiempo de los
cultivos de C. vulgaris expuestos a un CME de 47,23 mT con diferentes dosis de aplicacion, en

diferentes momentos del crecimiento exponencial (Figura 3.2).

Se hace evidente que la cinética de los controles es diferente a la de los cultivos expuestos al CME,
observandose que los ultimos mantienen un ritmo de crecimiento sostenido, y no se verifica su
declinacion durante los 15 dias de cultivo. El crecimiento es una respuesta de los organismos a las
condiciones del entorno y los efectos positivos 0 negativos, podrian indicar como las rutas
biosintéticas pueden ser impulsadas producto del factor de estimulo, en este caso el CME. Segun
los resultados de esta experimentacion, la aplicacién de dosis repetidas de CME estimula el
crecimiento de las microalgas a medida en que se aumenta la dosis, independientemente de la fase
del crecimiento donde fue aplicado, con claras ventajas en su aplicacion durante la fase exponencial

temprana.

Algunas investigaciones han demostrado que la influencia del CME sobre los microorganismos
depende de la induccion de campo magnetico aplicado, asi como del tiempo de exposicion (Yang y
cols., 2011; Tu y cols., 2015; Deamici y cols., 2016; Nezammahalleh y cols., 2016). Sin embargo,
pocos explican la influencia del nimero de veces en que se aplica este agente fisico, y su relacion

con el momento del crecimiento en donde es aplicado.

Los resultados de esta etapa de la investigacion permiten definir que el CME no homogéneo de
47,23 mT, aplicado durante la fase exponencial temprana podria estar facilitando la absorcion de
los nutrientes presentes en el medio de cultivo, en una etapa del crecimiento donde el
microorganismo tiene mayores requerimientos nutricionales producto de los procesos metabdlicos
que se desencadenan para el crecimiento celular. Pudiera hablarse entonces de un efecto positivo
del CME sobre el crecimiento de la microalga C. vulgaris, en dependencia de la dosis aplicada y el
momento de exposicion al campo, lo que indica que la microalga responde a condiciones de

perturbacion extrema con un aumento de la tasa de crecimiento.
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Figura 3.2. Cinética de crecimiento de cultivos de C. wvulgaris expuestos a un CME

47,23 mT, en fase exponencial temprana (FETemp) y tardia (FETard). Los numeros (1-3) indican nimero de dosis aplicadas.
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Otro aspecto de gran importancia es el relacionado con las concentraciones celulares maximas
(Kmax) de los cultivos, ya que este dato involucra la seleccion del momento mas adecuado para la
cosecha. La tabla 3.1 muestra el valor de la Knax para los cultivos y la figura 3.3, el incremento de

la concentracion méxima alcanzada en estos, respecto al control.

Los mayores valores de concentracion celular maxima se obtuvieron en los cultivos expuestos al
CME durante la fase exponencial temprana el dia 15, siendo mas significativos aquellos obtenidos
con dos y tres repeticiones (Kma: 18 333,8845 y 26 214,75+4 x 10* cél. mL™) (p<0,05),
respectivamente. Por otro lado los mayores incrementos fueron alcanzados en la fase exponencial

temprana, siendo superiores los valores obtenidos con tres dosis (p<0,05) (Figura 3.3).

En la figura 3.2 también se observa que los cultivos controles alcanzan su concentracion maxima el
dia 12. Sin embargo, concentraciones similares a las obtenidas por estos cultivos se alcanzan el dia
siete en aquellos donde se aplicé una dosis de CME durante la fase exponencial temprana. Este
resultado es de gran relevancia a nivel industrial, ya que se disminuye el tiempo de cultivo cinco
dias. Esto podria generar ahorros en el proceso tecnolégico de produccion C. vulgaris, relacionado
con la obtencion de metabolitos de interés en menor tiempo, con la disminucion de electricidad y

una mayor durabilidad del equipamiento producto de una menor explotacion, entre otros.
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Tabla 3.1. Concentracion celular méxima alcanzada en cultivos de C. vulgaris expuestos a
diferentes dosis de un CME de 47,23 mT en diferentes momentos de la fase de crecimiento

exponencial y control (LSD, p<0,05).

No. de dosis Fase Exponencial Fase Exponencial
Temprana Tardia
(x 10* cél. mL™) (x 10* cél. mL™)
1 10 962,75+5° 6 168,75+7°
2 18 333,88+5" 8 833,50+9"
3 26 214,75+4' 13 134,75+9°
Control 5777,75+8%

Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05).

[ 1FETemprana
zonoo -{ [ FETardia

132000 —

" 10000 o

3000 H

Incremento respecto al control
Mo cél mL’
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Figura 3.3. Incremento de la Knax respecto al control en cultivos de C. vulgaris expuestos a un
CME de 47,23 mT en fase exponencial temprana (FETemp) y tardia (FETard) (p<0,05).
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3.3 VIABILIDAD DE CULTIVOS C. VULGARIS BEIJERINCK EXPUESTOS A UN CME EN DIFERENTES

MOMENTOS DEL CRECIMIENTO

3.3.1 TASA DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACION

En la tabla 3.2 se muestran los resultados de p y ty de cultivos de C. vulgaris Beijerinck expuestos a
un CME de 47,23 mT en diferentes momentos del crecimiento, con el fin de evaluar los efectos de

este agente fisico sobre la viabilidad de los cultivos.

Tabla 3.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de cultivos C. vulgaris Beijerinck

expuestos un CME de 47,23 mT en diferentes fases del crecimiento.

Dosis de aplicacion de p(d™) ty(d)
CME

Control 0,19+0,01° 3,59+0,01°
1 Dosis FETemp 0,25+0,02" 2,78+0,02°
2 Dosis FETemp 0,31+0,02° 2,30+0,02°
3 Dosis FETemp 0,35+0,2" 1,98+0,02°
1 Dosis FETard 0,22+0,01° 3,12+0,01°
2 Dosis FETard 0,23+0,04° 2,98+0,04°
3 Dosis FETard 0,25+0,03" 2.76+0,03"

Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0,05). FETemp:
fase exponencial temprana, FETard: fase exponencial tardia. 1: dosis Unica,

2: dos dosis y 3: tres dosis aplicadas.

Al evaluar los resultados obtenidos de los parametros de crecimiento P y tg, puede observarse que
existe influencia del CME sobre el crecimiento y viabilidad de los cultivos. En los cultivos
expuestos al CME la tasa de crecimiento se incrementa significativamente, al aumentar la dosis
(p<0,05). Ademas, se corrobora que la aplicacion de este agente fisico, durante la fase exponencial
temprana, es mas efectiva sobre la viabilidad de los cultivos, que los expuestos durante la fase

exponencial tardia.
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Por otro lado, es interesante analizar lo que ocurre con el tiempo de duplicacion, ya que este es un
parametro de crecimiento que representa el tiempo necesario para que se duplique la poblacion de
células. Este puede considerarse como un factor limitante para seleccionar el esquema de
tratamiento magnético al que seran sometidos los microorganismos con el fin de obtener mayores
concentraciones celulares en el menor tiempo posible. En este sentido, se observo que los cultivos
expuestos a un CME de 47,23 mT, disminuyen significativamente su tiempo de duplicacion
respecto al control (p<0,05), en funcion de la dosis aplicada y el momento de la fase de crecimiento
donde se aplica; siendo menores aquellos donde se aplicaron tres dosis de CME durante la fase

exponencial temprana.

Trabajos realizados por (Rodriguez-Garcia y cols., 2008; Bricefio Valera, 2012) con microalgas
marinas pertenecientes a la familia Chlamydomonadaceae con medios nutritivos especificos para

microalgas marinas muestran tasas de crecimiento poblacional superiores a 0,20.

(Salomdn y cols., 2005; Quevedo Oy cols., 2008) evaluaron distintos medios de cultivo especificos
para microalgas dulceacuicolas. Los valores obtenidos en Div-d™ y t, durante el estudio mostraron
que las condiciones nutricionales limitan el potencial de crecimiento poblacional, de esta manera el
tiempo que demora la poblacion en duplicar su nimero es superior en comparacion a un medio

nutritivo especifico.

Con estos resultados se comprueba el efecto positivo sobre la viabilidad de cultivos de C. vulgaris
Beijerinck expuesto a un CME no homogeneo de 47,23 mT. Pudiera decirse que el CME mejora el
aprovechamiento de los nutrientes, principalmente cuando se aplica tres dosis repetidas durante la
fase exponencial temprana del crecimiento. El hecho de que este agente fisico mejore parametros de
crecimiento y viabilidad, lo convierte en una tecnologia promisoria para el desarrollo de estos
cultivos a escala comercial, ahorrando recursos y tiempo, lo que pudiera permitir un mejor manejo

de los mismos a gran escala.

3.4 EFECTO DEL CME SOBRE LA CONCENTRACION DE OXiGENO DISUELTO EN CULTIVOS DENSOS

DE C. VULGARIS BEIJERINCK

En la figura 3.4 se muestra la variacién de la concentracion de OD, hasta el dia 13, en cultivos de C.

vulgaris Beijerinck expuestos a un CME de 47,23 mT en diferentes momentos del crecimiento. En
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todos los cultivos tratados, con este agente fisico, se manifiesta un aumento significativo de la
concentracion de OD respecto a los cultivos controles (p<0,05). Este incremento se observo a partir
del dia 10 para los cultivos expuestos durante la fase exponencial tardia. Sin embargo, en los
cultivos expuestos durante la fase exponencial temprana este fenémeno se observa a partir del dia
cinco y con efecto mas marcado. En este Gltimo grupo, los valores de concentracion de OD fueron
de: 4,01+0,13; 4,02+0,09 y 3,93+0,11 mg L™, para los cultivos donde se aplicé una dosis, dos dosis

y tres dosis de CME, respectivamente.

El OD es uno de los indices mas importantes de la calidad del agua con el cual se puede evaluar el
grado de purificaciéon de este recurso. En circunstancias normales, la concentracion de OD en el
agua superficial varia entre 5 ~ 10 mg L™; cuando se alcanza el estado de saturacion se puede decir
que el agua no esta contaminada (Tu y cols., 2015). La concentracion de OD en el agua esta
estrechamente relacionada con la cantidad de microorganismos, la cantidad de materia organica, la

temperatura del agua, la capa de agua y la salinidad (YYang y cols., 2011).

Los resultados obtenidos en esta etapa de la investigacion sugieren que el CME, aplicado durante la
fase exponencial temprana, mejora la eficiencia de produccién de oxigeno en las microalgas. La
alta eficiencia en la produccion de oxigeno estd estrechamente relacionada con la eficiencia
fotosintética de estos microorganismos. Este hallazgo pudiera ser utilizado para lograr la operacion
eficiente del sistema de depuracion de aguas residuales con microalgas (Vijayaraghavan y cols.,
2003).

El oxigeno disuelto en aguas ricas en nutrientes esta controlado, principalmente, por la actividad
metabdlica de los microorganismos presentes. Por tanto, a medida que el nimero de algas aumenta
en un cierto orden de magnitud, su nimero y sus actividades de vida deben controlar el cambio de
oxigeno disuelto en el agua (Yang y cols., 2011). Un alto contenido de oxigeno disuelto es Util para
la degradacion de diversos contaminantes en el agua y asi purificarla mas rapidamente. Sin
embargo, si el contenido de oxigeno disuelto es menor, los contaminantes en el agua se degradaran

mas lentamente (Fernandez y cols., 2012).

A diferencia de la mayoria de plantas desarrolladas o superiores, la microalgas logran realizar la

fotosintesis en el agua, condicion que puedan brindar ciertas particularidades, limitaciones y
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caracteristicas especificas al proceso (Ono y cols., 2007; Velea y cols., 2009). Entre las que se
encuentran, la captacion de CO, del medio (en este caso tipo acuoso) y su transformacion esta en la
bases de la Rubisco, (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa), la enzima clave envuelta en la
fijacion del carbono, representando uno de los factores mas importantes, lo que determina
finalmente las tasas de crecimiento microalgal (Ono y cols., 2007). ElI O, compite con el CO, por el
sitio activo de la enzima, de manera que las tasas de carboxilacion dependen de la concentracion de
CO, relativa a la de O, asi como de la selectividad del enzima para el CO, frente al O,. Altos
valores del indice CO,/O, suprimen la actividad oxigenasa de la Rubisco. Por el contrario, cuanto
menor sea dicho indice, m&s limitada podria estar la fotosintesis por el CO, (Ono y cols., 2007).

Los resultados obtenidos relacionados con la concentracion de oxigeno disuelto sugieren que la
aplicacion del CME, durante la fase exponencial temprana, hace mas eficiente la fijacion de CO,
por parte de la Rubisco. Esta hipdtesis se sustenta sobre la base de que, durante la fase exponencial
temprana no se ve afectada la concentracién celular, lo cual pudiera ser un indicio de la eficiencia
en el proceso fotosintético donde la asimilacion del CO, por las microalgas juega un papel

fundamental (Wilson y cols., 2017).

Si la concentracion de C. vulgaris cambia por unidad de volumen de agua, el oxigeno disuelto en
esta cambiard, como se ha visto, en funcién de la dosis de CME y la fase del crecimiento donde se
aplique. Para los cultivos de microalgas en un recipiente sellado, la variacion del oxigeno disuelto
en el agua solo puede provenir de la fotosintesis del microorganismo. Chlorella es un género de
organismos fotoautétrofos que pueden convertir agua, CO, y sales de nutrientes inorganicos en
materia organica requerida por su metabolismo, mediante la absorcién de energia luminosa y la
emision de oxigeno (Yang y cols., 2011). La ecuacion 3.1 representa el proceso de reaccion de

fotosintesis de las microalgas.

106CO, + 16NO3_ + HPO4-+ 122H,0 + 18H++ Luz = C106H2630110N16P +13805......ccovvveenn. (31)
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Muchos estudios han confirmado que factores ambientales como la calidad, intensidad y frecuencia
de la luz (Chen y cols., 2011; Hancke y cols., 2014; Pires y cols., 2014; Tamburic y cols., 2014) y
el pH (Wang y cols., 2008; Ying y cols., 2014) pueden influir en la eficiencia de produccion de
oxigeno de algas. Sin embargo, el efecto del CME aplicado en diferentes momentos del crecimiento

con diferentes dosis, ain no se ha estudiado a profundidad.

3.4.2 TASA DE EVOLUCION DE OXIGENO FOTOSINTETICO DE CULTIVOS DE C. VULGARIS BEIJERINCK

EXPUESTOS A UN CME EN DIFERENTES FASES DEL CRECIMIENTO

La figura 3.5 muestra el comportamiento de la tasa de evolucion de oxigeno fotosintético en
funcion de las dosis de aplicacion del CME vy las fases del crecimiento donde se aplica. En la figura
3.5A se observa que el POER de los cultivos expuestos al CME, durante la fase exponencial
temprana, disminuye cuando se aplica una sola dosis de campo, para luego aumentar con el
incremento de la dosis. Este resultado pudiera indicar, que los cultivos expuestos con dos y tres

dosis de CME, mejoran la eficiencia de captacion de la luz que necesitan para la fotosintesis.

Para los cultivos expuestos durante la fase exponencial tardia (Figura 3.5B) se observo un
incremento del POER, cuando se aplican una y dos dosis de CME. Sin embargo, al aplicar tres
dosis durante esta fase del crecimiento, este parametro disminuye notablemente. Este hallazgo
sefiala, que el estrés generado por la aplicacion de tres dosis de CME en la fase exponencial tardia,
ejerce una influencia negativa sobre la tasa de produccion de oxigeno fotosintético de estos

microorganismaos.

Resultados similares fueron obtenidos por Tu y colaboradores (Tu y cols., 2015), quienes evaluaron
el efecto del CME sobre la concentracion de OD y de la POER en Scenedesmus obliquus. Estos
investigadores observaron que con la aplicacion del CME en todos los esquemas evaluados,
aumentaba la concentracion de OD, en comparacion con los cultivos controles. Ademas,
comprobaron que durante el periodo de cultivo temprano, se obtenian las mayores concentraciones
de OD y de la POER.
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Figura 3.5. Tasa de produccion de oxigeno fotosintético de cultivos de C. vulgaris expuestos al CME. (A) fase exponencial
temprana, calculada para el dia 7 del cultivo. (B) fase exponencial tardia, calculada para el dia 11. FETemp: fase exponencial
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dosis aplicadas durante una hora en tres dias consecutivos.
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En el tratamiento de aguas residuales, las condiciones aerdbicas a menudo se aplican para

la

biodegradacion de contaminantes organicos. Tradicionalmente, el oxigeno se introduce por difusion

de aire o aireacion superficial con mayores costos de operacidn, consumiendo aproximadamente

05 kWh m™ de aguas residuales tratadas y provocando un riesgo de volatilizacion

de

contaminantes organicos peligrosos. La fotosintesis de microalgas, potenciada por la accién de un

CME, puediera proporcionar una alternativa para superar las limitaciones de la aireacion mecanica

convencional, debido al incremento de oxigeno disuelto y la tasa de produccion de oxigeno

fotosintético que se produce cuando se aplican dosis repetidas en la fase exponencial temprana

crecimiento.

de

3.4.3 TASA DE PRODUCCION DE OXIGENO DE CULTIVOS DE C. VULGARIS BEIJERINCK EXPUESTOS A UN

CME EN DIFERENTES FASES DEL CRECIMIENTO

En la figura 3.6 se muestra el comportamiento de la tasa de produccién de oxigeno en los
cultivos de C. vulgaris. Los cultivos expuestos al CME durante la fase exponencial temprana,
incrementan su tasa de produccion de oxigeno en relacion a los cultivos control y a los expuestos

durante la fase exponencial tardia. Este incremento se observo a partir del séptimo dia de cultivo.

Este resultado confirma lo obtenido por Tu y colaboradores (Tu y cols., 2015), en relacion a la
tasa de produccion de oxigeno en Scenedesmus obliquus. Ellos observaron que el mejor esquema
de aplicacion del CME es durante la fase exponencial (sin especificar la etapa de dicha fase),

cuando se aumenta el tiempo de exposicion de los cultivos.

De forma general, los esquemas de CME empleados en esta tesis aumentan la tasa de produccion
de oxigeno durante la fase exponencial temprana. Este hecho, sugiere que esta tecnologia pudiera
ser utilizada en el proceso de depuracion de agua, con el valor afiadido de la obtencion de otros

productos de interés industrial.
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Figura 3.6. Tasa de produccion de oxigeno en cultivos de C. vulgaris expuestos al CME.
FETemp: fase exponencial temprana, FETard: fase exponencial tardia. 1: dosis Unica, 2: dos
dosis aplicadas durante una hora en dos dias consecutivos, 3: tres dosis aplicadas durante una
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3.5 EFECTO DEL CME SOBRE LA CONCENTRACION PIGMENTOS FOTOSINTETICOS EN CULTIVOS

DENSOS DE C. VULGARIS BEIJERINCK

La figura 3.7 presenta la evolucion en el tiempo de la concentracion de clorofilas totales de C.
vulgaris Beijerinck expuestas a diferentes dosis de CME, en diferentes momentos del crecimiento.
Durante los primeros seis dias de crecimiento, en todos los cultivos se observo el mismo
comportamiento de la concentracion de clorofilas totales, es decir, aumenta en medida del
incremento de la concentracién celular. A partir del séptimo dia, en los cultivos expuestos al CME
se incrementan significativamente las concentraciones de este pardmetro, respecto al cultivo control
(p<0,05). Se observan diferencias significativas entre los cultivos donde se aplican tres dosis
durante la fase exponencial temprana y el resto de los cultivos tratados (p< 0,05). La concentracion
méxima de clorofilas totales (192,73+6,89 ng ml™), se alcanzé al dia 12 de cultivo en aquellos

donde se aplicaron tres dosis de CME durante la fase exponencial temprana.

El contenido de clorofila total es considerado un indice de productividad bioldgica ya que permite
cuantificar el crecimiento de un organismo fotoautotrofo (Ibafiez y cols., 2006; Gouveia y cols.,
2014), estudiaron el efecto de diferentes fuentes de nitrégeno en el contenido de carotenoides y
clorofila en Dunaliella salina, ellos informaron que el contenido de clorofila total se correlaciona

positivamente con la densidad o biomasa celular.

Estudios realizados por diferentes autores (Masojidek y cols., 2004; Melis y cols., 2007; Benavente-
Valdés y cols., 2016) indican que la concentracion de clorofilas estd estrechamente relacionada con
la asimilacion del nitrégeno inorganico presente en el medio, ya que este elemento resulta esencial
en la estructura de estos componentes celulares, los cuales son responsables primarios de la
fotosintesis. Las clorofilas permiten obtener informacion sobre el crecimiento y la capacidad
fotosintética de las microalgas. Ademas, el incremento del contenido de clorofila celular, influye en
la eficiencia de los complejos proteicos colectores de luz, lo que genera un aumento de la capacidad
fotoquimica. Por lo visto anteriormente, el CME aplicado en diferentes momentos del crecimiento y
con diferentes dosis, pudiera incidir en la asimilacion de nitrogeno inorganico presente en el medio
de cultivo. Esto pudiera contribuir a un incremento de la obtencion de energia (ATP) utilizable en

respiracion a nivel celular para la sintesis de macromoléculas (carbohidratos, proteinas, lipidos,
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entre otros) y en altimo término, para llevar a cabo el crecimiento (Masojidek y cols., 2004;

Mussgnug y cols., 2010), lo cual se ha evidenciado durante estos experimentos.

Estudios realizados por diferentes autores muestran que el contenido de pigmentos fotosintéticos,
especificamente clorofila a, es inversamente proporcional a la intensidad luminica del cultivo, es
decir, que a mayor intensidad luminica menor es el contenido de clorofilas en las células. Se ha
observado que la radiacion PAR permanece constante durante quince dias de cultivo, por lo que las
variaciones de luminosidad del cultivo son atribuibles al crecimiento sostenido de las células en las
que presumiblemente, se habria generado un “auto-sombreamiento” (Gouveia y cols., 2014).
Resultados similares se obtuvieron en esta tesis, lo cual es otra evidencia de la posible limitacion de

luz de los cultivos, producto de un aumento acelerado de la concentracion celular.

En este trabajo se evalué ademas, la concentracion maxima de clorofilas totales y carotenoides
producidos por C. vulgaris Beijerinck en funcién de la dosis de CME en diferentes momentos del
crecimiento (Figura 3.8). En esta figura se observa un incremento de carotenoides y clorofilas
totales para los cultivos expuestos al CME, respecto al control. Este incremento, con diferencias
significativas (p<0,05), esta en correspondencia con el aumento de la concentracion celular de los

cultivos expuestos al CME.

La relacion entre los pigmentos ha sido utilizada por varios autores para definir el estado de
cultivos (Gomez Luna y cols., 2011), y se ha relacionado con una mejor absorcion de nutrientes
(Gonzalez y cols., 2016) especificamente de nitrogeno (Gomez y cols., 2009) para el caso de la

estimulacién de la clorofila.

En las microalgas los carotenoides pueden encontrarse en las membranas tilacoidales de los
cloroplastos o en el interior de cuerpos lipidicos. Actlan como pigmentos accesorios que capturan
la energia de la luz entre 400 y 500 nm, no absorbida eficientemente por la clorofila, canalizandola
hasta este ultimo pigmento. Por otro lado, desarrollan una funcién de fotoproteccion, previniendo la
fotooxidacion, ya que atendan o desenergizan especies reactivas de oxigeno, asi como la clorofila

en estado excitado.
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Figura 3.8. Concentracion de clorofilas totales y carotenoides de cultivos de C. vulgaris
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Estos efectos observados demuestran que C. vulgaris, normalmente, acumula més clorofila que
carotenoides. Al aplicar el CME durante la fase exponencial, se estimula la acumulacién clorofilas
totales y carotenoides respecto a los cultivos controles, siendo significativamente superiores en los
cultivos expuestos durante la fase exponencial temprana. Este resultado, pudiera constituir una

evidencia de una respuesta al estimulo producido por la aplicacion de un CME de 47,23 mT3.6

CONCENTRACION Y PRODUCTIVIDAD DE BIOMASA DE CULTIVOS DENSOS DE C. VULGARIS

BEIJERINCK EXPUESTOS AL CME

La figura 3.9 muestra el comportamiento de la concentracion y la productividad de la biomasa de
cultivos de C. vulgaris Beijerinck, expuestos a un CME de 47,23 mT con tres dosis repetidas, en
diferentes momentos del crecimiento. En este sentido, se representaron las concentraciones y la
productividad de la biomasa de los cultivos donde se obtuvieron los mejores valores de parametros
de crecimiento (tres dosis de aplicacion del CME durante las fases exponencial temprana y tardia).
Se observo que los valores de la concentracion (Figura 3.9A) y la productividad (Figura 3.9B) de la
biomasa de cultivos expuestos al CME, son significativamente mayores que las del grupo control
(p< 0,05).

Sin embargo, entre los cultivos expuestos al CME no se observaron diferencias significativas. A
pesar de esto, los resultados previamente analizados en los acépites 3.1-3.5 sugieren que la
aplicacion de tres dosis de CME durante la fase exponencial temprana es mas efectiva para lograr
un aumento de la eficiencia en los diferentes procesos metabolicos que ocurren en estos

microorganismaos.

Como se menciona anteriormente, la biomasa de microalgas posee numerosas aplicaciones. En la
actualidad se investiga y desarrolla la tecnologia aplicada a la biomasa en funcion de aumentar el
rendimiento energético de este recurso, minimizar los efectos negativos ambientales de los residuos

producto de las aplicaciones y aumentar la competitividad en el mercado de los productos.

problemas de ingenieria que necesitan ser resueltos para poder desarrollar sistemas eficientes, a

gran escala y de bajo costo (Pruvost y cols., 2016).
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Figura 3.9. Concentracion (A) y productividad (B) de biomasa de cultivos de C. vulgaris Beijerinck expuestos a un CME de
47,23 mT con 3 dosis de repeticion, en diferentes momentos del crecimiento. FETemp: fase exponencial temprana, FETard: fase

exponencial tardia. 3: tres dosis aplicadas durante una hora en tres dias consecutivos.
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A pesar de la gran utilidad que tienen las microalgas como fuente de compuestos de alto valor
agregado, aun son muchos los factores que limitan el desarrollo de esta area de la Biotecnologia
(Enzing y cols., 2014; Salama y cols., 2017; Acién y cols., 2018). Un factor limitante en este
progreso ha sido la poca eficiencia de técnicas de cultivo a gran escala. Sus requerimientos han
llevado a poner énfasis en el desarrollo de fotobiorreactores, en los que aun existen muchos
problemas de ingenieria que necesitan ser resueltos para poder desarrollar sistemas eficientes, a

gran escala y de bajo costo (Pruvost y cols., 2016).

Los criterios comunes de disefio de un fotobiorreactor son aquellos que conllevan una alta
productividad volumétrica y de conversién de energia luminica de forma econdmicamente viable
(Moreno-Garcia y cols., 2017). En este sentido, los resultados de esta investigacion sugieren que la
integracion de la tecnologia de aplicacion del CME (en el momento adecuado del crecimiento de
los microorganismos) con el desarrollo de fotobiorreactores, pudiera incrementar la productividad

de biomasa en los cultivos de C. vulgaris Beijerinck.

Otro aspecto importante que limita el desarrollo de la biotecnologia de microalgas, es la
rentabilidad del metabolito de interés industrial que se desea obtener; ya que una alta productividad
de biomasa no implica necesariamente altas concentraciones del metabolito deseado. Es por ello
que la formula para el éxito en la industria biotecnoldgica es obtener el mejor resultado posible del
producto de dos factores: la productividad de la biomasa y la concentracion del metabolito de

interés.

La figura 3.10 muestra la variacion de la productividad de biomasa y la concentracién de
carotenoides de los cultivos donde se obtuvieron los mejores valores de pardmetros de crecimiento
(tres dosis de aplicacion del CME durante las fases exponencial temprana y tardia). Los mejores
valores de concentracion de productividad de biomasa y carotenoides se obtienen cuando se aplica
el CME durante una hora de exposicion, repetida cada 24h durante tres dias, a partir del 3er dia de

cultivo (fase exponencial temprana).
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De los mas de 400 tipos de pigmentos carotenoides, solo unos pocos son comercializados:
[-caroteno, astaxantina y, en menor importancia, luteina, zeaxantina y bixina (Fiedor y cols.,
2014). La mayoria de los carotenoides utilizados comercialmente se obtienen mediante sintesis
quimica. Los seis carotenoides sintéticos de importancia comercial son: p-apocarotenal, éster
etilico del acido p-apo-8'-carotenoico, citranaxantina, S-caroteno, cantaxantina y astaxantina. Los
precios en el mercado actual para polvos que contienen 5-10 % de carotenoide son: para el
- caroteno 600 $ USA kg ; para los apocarotenoides 900 $; para la cantaxantina 1 300 $ y para
la astaxantina 2 500 $ (Acién y cols., 2018). El incremento en el uso comercial de carotenoides
naturales durante los Gltimos afios se debe a las regulaciones, cada vez mas restrictivas, sobre el

uso de aditivos sintéticos en la industria alimentaria (Gong y cols., 2016).

Los resultados alcanzados en esta tesis son prometedores para la obtencion de metabolitos de gran
interés industrial como son los carotenoides, utilizando la tecnologia del CME que potencia la

obtencidn de biomasa para diferentes fines, sin producir dafios ambientales.

3.7 CONSIDERACIONES GENERALES DE LOS EFECTOS DEL CME EN CULTIVOS DENSOS DE UNA

CEPA LOCAL DE C. VULGARIS BEIJERINCK

En los ecosistemas acuaticos tropicales, especificamente en Cuba, Chlorella es un género
abundante y ha sido objeto de estudio por varios grupos de investigacion (Gémez, 1997; Gomez y
cols., 2007; Gomez Luna y cols., 2011; Montero-Sanchez y cols., 2013; Montero-Sanchez y cols.,
2013). En el CNEA, la especie ha sido utilizada como modelo bioldgico para los estudios sobre los
efectos del CME en rangos entre 30-75 mT. En estos estudios se han desarrollado esquemas de
aplicacion Unica, demostrandose que el efecto del CME depende del tiempo y fase de exposicién
(Gomez y cols., 2007). Asimismo, se explica que la exposicion por 1h durante la fase exponencial

permite el crecimiento maximo, respecto a otros protocolos (Gomez Lunay cols., 2011).

En esta tesis se demuestra que el CME de 47,23 mT estimula el crecimiento de C. vulgaris
Beijerinck, siendo diferentes la respuesta para cada uno de los esquemas de aplicacion ensayados.
Resultados similares han sido obtenidos por otros autores (Yang, 2011; Tu y cols., 2015; Deamici y
cols., 2016; Deamici y cols., 2016).
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Por todo lo antes expuesto se confirma la hipétesis de que el efecto del CME sobre los sistemas
bioldgicos tiene alta dependencia del momento y la dosis que se aplica. Al parecer, durante los
primeros dias de la fase exponencial C. vulgaris Beijerinck es mas susceptible a variaciones
metabdlicas permanentes. Los mecanismos por los cuales los campos magnéticos afectan o
estimulan el desarrollo de sistemas biolégicos aun no estdn completamente dilucidados. Algunas
hipdtesis describen sus efectos sobre la permeabilidad de las membranas y la accion directa sobre
particulas coloidales en el medio de cultivo, con repercusiones metabolicas (Dini y cols., 2005;
Wang y cols., 2008; Yang y cols., 2011; Tu y cols., 2015). A pesar de que aun no quedan
totalmente claros estos mecanismos, pudiera hablarse de una rapida adaptacion de las microalgas a

este agente fisico.

Una de las consecuencias de la evolucion es la adaptacion, gracias a la cual una determinada
especie se adecla mejor a su habitat y, como consecuencia de ello, tanto la estructura como el
funcionamiento de un organismo lo hacen més adecuado para sobrevivir en un entorno especifico.
En este escenario de cambio global debido, principalmente, a la presién antropogénica sobre los
ecosistemas, los organismos se ven en la necesidad de adaptarse al cambio constante de su habitat
natural. Gracias a tres mecanismos diferentes los organismos pueden sobrevivir en condiciones
“estresantes”, dentro de unos limites. En primer lugar, la plasticidad fenotipica es la que determina
la supervivencia (Charmantier y cols., 2008) gracias a un fendomeno denominado aclimatacion o
adaptacion fisiolégica. En un segundo nivel, una vez superados los niveles de plasticidad fenotipica
se producirdn cambios en la composicion de las especies; segun los cuales las especies mejor
adaptadas a las nuevas condiciones incrementaran su abundancia desplazando a las mas pobremente
adaptadas (Ackerly, 2003; Urban y cols., 2011). Finalmente, cuando las condiciones ambientales
superan los limites de la adaptacion fisiologica, la supervivencia depende exclusivamente de la
adaptacion genética mediante la seleccion de nuevos genotipos que confieran resistencia través de
la mutacion, la transferencia horizontal de genes o recombinacion (Sniegowski, 2005; Litchman y
cols., 2012). En el caso particular de las microalgas, tienen poblaciones naturales con caracteristicas
bioldgicas tan especiales, que le permite esa flexibilidad adaptativa ante situaciones ambientales
“estresantes”. Esto ultimo se hace evidente al observar el comportamiento de C. vulgaris
Beijerinck, al ser expuesta a un CME de 47,23 mT, durante diferentes momentos de la fase

exponencial del crecimiento.
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La tecnologia magnética tiene como ventajas bajo costo de funcionamiento, no tiene efectos tdxicos
comprobado, no producen contaminacion secundaria, proporciona un amplio rango de aplicacion y
posee un tiempo de vida util prolongado. La posibilidad de explotar comercialmente todo el
potencial de productos derivados de microalgas (biorrefineria) puede hacer econdémicamente
factible su escalado (Pires et al., 2012). En cultivos a gran escala podria hablarse no solo de
eficiencia fotosintética, sino también de eficiencia de la asimilacion de nutrientes, unido a la

eficiencia de produccion de oxigeno, condicionado por el CME.

Como tendencia general, en los cultivos expuestos durante la fase exponencial temprana mejoran
los parametros de crecimiento y viabilidad. Ademés, aumentan los valores de concentracion de
oxigeno disuelto, concentracion de pigmentos (clorofilas y carotenoides); asi como la productividad
de biomasa. Todo esto se logra al parecer, mediante una adaptacion de los microorganismos
inducida por la accién del CME. Estos resultados permiten proponer el esquema de tratamiento con
CME en tres dosis repetidas durante la fase exponencial temprana como una via para mejorar la
eficiencia del manejo de cultivos de C. vulgaris con potencialidades de uso para diferentes fines.
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CONCLUSIONES

1. EI CME no homogéneo de 47,23 mT aplicado en diferentes dosis durante la fase exponencial
temprana y la fase exponencial tardia modifica el crecimiento y la viabilidad de C. vulgaris,
dependiendo del momento y la forma en que se aplica, siendo la aplicacion de tres dosis
repetidas durante la fase exponencial temprana la que permite mejores valores de concentracion

celular.

2. La concentracion de oxigeno disuelto en cultivos de C. vulgaris se incrementa cuando se aplica
un campo CME no homogéneo de 47,23 mT; observadndose que con el esquema de tres dosis
repetidas durante la fase exponencial temprana se obtienen las mayores concentraciones de
oxigeno disuelto, aumenta la tasa de evolucién de oxigeno fotosintético y la tasa de produccion

de oxigeno.

3. EI CME no homogéneo de 47,23 mT aplicado en diferentes momentos del crecimiento estimula
la sintesis de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, b y carotenoides) de C. vulgaris, siendo el

mejor esquema, cuando se aplica tres dosis repetidas durante la fase exponencial temprana.

4. Con la aplicacion de un CME no homogéneo de 47,23 mT, se favorece la productividad de
biomasa de C. vulgaris, independientemente de la fase del crecimiento donde se aplique el CME;
siendo el mejor esquema cuando se aplica tres dosis repetidas durante la fase exponencial

temprana.
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RECOMENDACIONES

1. Continuar el estudio del efecto del CME en la cinética de crecimiento del cultivo de C.
vulgaris con el fin de identificar todas las fases del crecimiento.

2. Evaluar el efecto del CME sobre la concentracion de nutrientes y el pH en el medio de
cultivo empleado, para dilucidar los efectos de este agente, sobre la solubilidad de los
nutrientes y su asimilacion por los microorganismos.

3. Evaluar la productividad de lipidos, carbohidratos y proteinas aplicando el mejor esquema
de CME no homogéneo de 47,23 mT (tres dosis repetidas durante la fase exponencial
temprana), con el fin de determinar su posible aplicabilidad en el desarrollo de las

“biorrefinerias”.
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ANEXO 1 DIAGRAMA DE LA LOGICA DE INVESTIGACION

Chiorella vulgaris Beijerinck
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ANEXO 2 INSTALACION EXPERIMENTAL PARA CULTIVOS AIREADOS DE C. VULGARIS BEIJERINCK
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Laboratorio de Ecotoxicologia y Servicios Ambientales (LESA), CNEA.
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ANEXO 3 ARREGLO DE IMANES

Capa Superior

premneed
[ TN

Eeuue

-‘-‘-““ Capa Media
R}.‘.‘.‘.‘.‘.&‘-‘.‘."\-
NN
Capa Inferior
Equipe 2: Compucsio por dos capas de lmanss penmasentes.
Capa Inferior
10

" 1 Valor Miximo: 1189 G
L2

1an
a0

ooy -
| 00
o0 | 2
o‘ % 0

Valor minima: 155 G
Valor medio: 484.69 G
Desviacidin estindar: 7591 G

Capa Media

Valor Miximo: 1052 G
Valor minima: 140G
Valor medio: 491.75 G

Desviaciin estindar: 6867 G
o Capa Superior
<0
i Valor Miximo: 1065 G
Valor minima: 100 G

e Valor medio: 439.71 G
u Desviaciin estindar: 4745 G
wo
o

. ]

i

xn
"

El emor de la induccion magnética no sepera = 5 % de kos valores reportados.
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ANEXO 4 CULTIVO DENSO DE C. VULGARIS BEIJERINCK

Fotografia tomada con el microscopio invertido Zeiss Axio de cultivos densos de

C. vulgaris Beijerinck, con aumento de 40x.



