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Resumen

Chlorella vulgaris es una de las especies de microalgas méas estudiadas por su facil crecimiento
y multiples aplicaciones. En este trabajo se evalta el efecto de la dosis y el momento de
aplicacion de un campo magnético estatico (CME) de 47,23 mT, aplicado durante una hora en
dosis repetidas en fase exponencial temprana y tardia, sobre la cinética de crecimiento y la
relacion clorofila: carotenos en cultivos de C. vulgaris a escala de laboratorio. Los valores
méaximos de concentracion celular se obtuvieron en cultivos expuestos al CME durante la fase
exponencial temprana, en dosis repetidas durante tres dias (10 800+123x10* cél. mL™), valores
significativamente superiores respecto al control (4 122+112x10* cél. mL?) y a aquellos
expuestos a la misma dosis en fase exponencial tardia (9 576+207,5x10* cél. mL™2). Los cultivos
expuestos al CME presentaron ademdas, mayores concentraciones de clorofila y carotenos,
siendo evidente una estimulacidn de la sintesis de pigmentos como respuesta al estrés.
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Abstract

Chlorella vulgaris is one of the most studied microalgae species due to its easy growth and
multiple applications. This work evaluates the effect of the dose and the moment of application
of a static magnetic field (SMF) of 47,23 mT applied during one hour in repeated doses in early
and late exponential phase, on the growth kinetics and the chlorophyll relation: carotenes in
cultures of C. vulgaris at laboratory scale. The maximum values of cellular concentration were
obtained in cultures exposed to SMF during the early exponential phase, in repeated doses for
three days (10 800+123x10* cell. mL?), values significantly superior to the control
(4 122+112x10* cell. mL?) and those exposed to a similar dose in late exponential phase
(9 576+207,5x10* cell. mL?). The cultures exposed to the SMF also presented higher
concentrations of chlorophyll and carotene, which evidences a stimulation of the synthesis of
pigments as a response to stress.
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Introduccion

Las microalgas son conocidas por sus multiples aplicaciones entre las que se encuentran
la agricultura, acuicultura, produccion de alimentos para animales y humanos,
cosmetica, productos farmacéuticos, e importantes servicios ambientales como la
eliminacion de metales pesados [1, 2]. Estudios llevados a cabo hasta la fecha en
diferentes paises, concluyen que para su cultivo a escala comercial aun se requiere un
consumo elevado de energia, CO2 y nutrientes inorganicos, dependiendo de los
metabolitos a producir [3, 4], lo que sigue siendo una problemaética en la produccion a
gran escala.

En los ultimos afios ha aumentado el interés del cultivo de microalgas destinado
a la produccion de biocombustibles [5, 6], sustancias de origen lipidico como el omega
3 [7, 8], asi como algunos pigmentos y vitaminas [9]. Los pigmentos ocupan un papel
esencial en la captura de la energia solar durante el proceso fotosintético [10], y tienen
gran utilidad por su poderosa actividad antioxidante, secuestrando radicales libres de
oxigeno, directamente relacionados con la aparicion de enfermedades degenerativas,
con beneficios para la salud humana y animal, previniendo o retrasando algunas
enfermedades como céancer, aterosclerosis, entre otras [11, 12]. Muchos esfuerzos se
dedican hoy para abaratar la produccion de microalgas, desde el establecimiento de
indculos, de cuya calidad depende la del cultivo final, hasta la obtencidén de metabolitos
de interés industrial, existiendo especificidades en el manejo de los cultivos y algunas

tecnologias alternativas como el uso del campo magnético.

Varios trabajos demuestran los beneficios del campo magnético estatico (CME) sobre la
productividad de metabolitos secundarios, crecimiento y estado de los cultivos de
especies de microalgas y cianobacterias, entre las que destacan Chlorella, Spirulina y
Dunaliella [13-15]. Sin embargo, ain existen muchos vacios del conocimiento
cientifico sobre el efecto del campo magnético en especies promisorias de microalgas,
su interaccion con parametros que definen el crecimiento y el ensayo de otras dosis y
protocolos de aplicacion del CME. Por las razones antes mencionadas el objetivo de
esta investigacion es evaluar el efecto de diferentes esquemas de aplicacion de un CME
de 47,23 mT sobre parametros de crecimiento y concentracion de pigmentos.
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Materiales y métodos

Descripcion de Ia especie: chlorella vulgaris beifjerinck

La cepa utilizada fue aislada de un estanque dedicado al cultivo de ciprinidos en la
estacion de acuicultura de Maffo, Contramaestre, y mantenida en el cepario del
Laboratorio de Ecotoxicologia del CNEA, con el codigo F010102-A, donde se conserva

en medio Bristol solido y liquido, desde el 2002, afio en que fue aislada (figura 1).
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Fig. 1. Imagenes de Chlorella vulgaris. Cepario del Laboratorio de
Ecotoxicologia del Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA)

Condiciones experimentales para el cultivo de Chlorella vulgaris
Medio de cultivo
El medio utilizado para el mantenimiento y desarrollo de estos cultivos fue el medio

Bristol, el que se detalla a continuacion (tabla 1). Se utiliza el nitrato de sodio (NaNO3)

como principal fuente de nitrégeno.

TABLA 1. COMPOSICION QUIMICA DEL MEDIO BRISTOL
PARA EL CULTIVO DE MICROALGAS

Macroelementos Oligoelementos
gL
NaNOs 1,000 Solucion de Algal (8,3 g L™)
Caclz *2H.0 0,025 (EDTA 39,80 % + Fe 10,20 % + Zn 0,53 % + Mn
0,44 %
Mgsos *7H20 0,075 + Mo 0,56 % + Co 0,46 % + Cu 0,49 % + Tiamina
0,162 %
K2HPO4 0,075 + Biotina + Cianocobalamina 0,008 %
KoHPO4 0,175 + Excip. Vit 0,390 %)
NaCl 0,025
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La solucién de oligoelementos se esterilizé a 120 °C, durante 25 min, por separado de la

solucion de macroelementos; estas se afiaden en frio. La solucién de oligoelementos se
prepara a partir de la formulacion comercial Algal, de Nutricion Avanzada, S.A. El pH

se ajusta a siete.

Condiciones generales de Ia instalacion

Los cultivos fueron desarrollados en una instalacion en la que fue determinada a priori
la interferencia electromagnética de campos de baja frecuencia (hasta 300 Hz). El valor
de dicha interferencia estuvo en el rango de 0,03 a 0,23 uT; dentro del limite restrictivo
mMAs riguroso que existe, que en este caso se refiere a la directriz asumida por Suecia
(0,25 uT). Considerando que se trata de eliminar interferencias posibles en una
instalacion para la experimentacion, los cultivos fueron ubicados en aquellos lugares

donde la exposicion fue menor que 0,25 pT [14].

Las condiciones de temperatura en la cdmara de cultivo se mantuvieron estables a un
valor de 22 +2,3 °C, con una humedad relativa del 62,5+3,1 %. Para mantener
iluminados los cultivos en régimen de luz continua, se utilizaron cuatro l&mparas
fluorescentes Daylight TL-D 36W/54-765 de la marca comercial PHILIPS. La densidad
de flujo fotonico (DFF) utilizada (8,59 ME ms™) fue ajustada diariamente utilizando
una estacion meteoroldgica de bolsillo TP LM 8000 4 en 1, con sensor instalado
permanentemente con un fotodiodo integrado exclusivo y sensor de luz con filtro para la
correccion del color en el rango de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR),

fotopico (0-20 000 Ix, error: £8). Todos los cultivos se realizaron por triplicado.

Aireacion de los cultivos

Los cultivos se mantienen aireados mediante burbujeo de aire filtrado con pre-filtros de
jeringa de microfibra de vidrio MIDISART 2000 de 0,20 um. El flujo de aireacion se
mantuvo relativamente constante a 0,45 L.min. Estas condiciones permiten un
crecimiento uniforme y aporta a los cultivos una cantidad minima de COg, que es la que
esta presente en el aire (0,03 %), que indiscutiblemente favorece, al actuar como fuente

de carbono y colaborar asi con el tamponamiento de los cultivos.
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Exposicion de los cultivos a un Campo Magnético Estitico (CME) de 47,23 mT

Los cultivos se exponen a un CME de 47,23 mT siguiendo dos protocolos de aplicacion:

1. Una hora de exposicion con dosis a repeticion cada 24 h durante tres dias
consecutivos, a partir del segundo dia de cultivo (fase exponencial temprana,
segundo al cuarto dia).

2. Una hora de exposicion con dosis a repeticion cada 24 h durante tres dias
consecutivos, a partir del séptimo dia (fase exponencial tardia, sexto al octavo
dia).

La seleccion de estos protocolos se realizé considerando resultados de experimentos
previos. Estos contribuiran a entender la respuesta del cultivo ante situaciones de
perturbacion extrema, con dosis a repeticion en diferentes momentos de la curva

de crecimiento.
Se establecieron ademas, cultivos controles sin exposicién al CME

Descripcion del arreglo de imanes

Los cultivos se exponen a un campo magnético estatico de 47,23 mT. El dispositivo fue
construido y caracterizado en el Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado
(CNEA), en Santiago de Cuba. La intensidad se selecciona considerando el rango

efectivo recomendado por varios autores [16-18].

Metodologia para evaluacion de parametros sobre células en cultivo

Cinética de crecimiento

Se realiza una evaluacion de la cinética de crecimiento durante quince dias a los cultivos
expuestos al CME y controles, calculando la concentracion celular maxima. El recuento
diario de células se lleva a cabo con ayuda de una camara de recuento hematolégico
Neubauer de procedencia China.

Determinacion espectrofotométrica de pigmentos

Los pigmentos fueron extraidos con acetona al 90 % (UNI CHEM®, calidad reactivo) a
partir de biomasa fresca recogida por centrifugacién de 2 mL de cultivo a (8 000 r.p.m.)
durante 10 min, en una centrifuga de mesa Sigma de procedencia alemana.
La extraccion se realiza en completa oscuridad, 24 h a -7 °C, previa agitacion en vortex
por 30 s y posterior sonicacion en una sonda ultrasonica SONICS® de precedencia
americana durante 1 min, con pulsos de 50 y 10 s, a una amplitud del 100 %. Los

m Rev. Cubana Quim., vol. 30, no. 1 enero-abril, 2018. e-ISSN 2224-5421



Variacidén de la composicién de pigmentos de Chlorella vulgaris Beijerinck,

con la aglicacién del campo magnético estatico

extractos son clarificados por centrifugaciéon a (5 000 r.p.m.) durante 10 min antes del

analisis espectrofotométrico. Las mediciones se realizaron con un espectrofotometro de

marca Genesys 10 uv de procedencia americana.

Posteriormente se realizan las determinaciones espectrofotométricas de clorofilas a, b y
carotenos, determinando la absorbancia a 480, 630, 647 y 664 nm contra un blanco de
acetona al 90 %. La concentracion de cada uno de los pigmentos (g mL™) se determin6

mediante las ecuaciones (1-3) y por sumatoria la concentracion de clorofilas totales:

Clorofila @ =11,93 A664-1,93 ABAT...cuerueiiiiiiiiiieieie e e 1)
Clorofila D=20,36 A647-5,50 AB4. . c.veerveireeiiiaririiieiiesieeie e esee e ste e sreeeesree e e (2)
Clorofilas totales = Clorofilaa + Clorofila b ...........ccccoeviiiiiieii et e, 3
CaroteNOS =4,0 *AU80. -« v eneene et e (4)

La concentracion se expresa en pg cél™. A partir de los resultados anteriores se calcula
la relacion clorofila: carotenos, para analizar el estado de los cultivos. La relacion
clorofila: carotenos se establece dividiendo la concentracion de clorofilas totales entre la

concentracion de carotenos, de cada cultivo.

Andlisis estadisticos
Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple, de dos factores

con una sola muestra por grupo, para una p<0,05 con el objetivo de comparar medias.

Resultados y discusion

Comparacion de cultivos control y expuestos a un CME de 47,23 mT

La cinética durante 16 dias de cultivos expuestos al CME se presenta en la figura 2.
Se evaluaron dos esquemas de aplicacion del CME a los cultivos; los cuadrados negros
representan los cultivos control, los circulos rojos representan los cultivos expuestos al
CME durante la fase exponencial temprana y los triangulos azules los cultivos

expuestos durante la fase exponencial tardia.
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Fig. 2. Variacion de la cinética de crecimiento
de cultivos densos de C. vulgaris durante 16 dias de cultivo

De manera general se hace evidente que la cinética de los controles es diferente
a la de los cultivos expuestos al CME, obteniéndose los mayores valores de
concentracion celular maxima en aquellos expuestos a este agente fisico durante la fase
exponencial temprana (10 800+123x10* cél. mL™), los que fueron significativamente
superiores a los obtenidos en cultivos expuestos durante la fase exponencial tardia
(9 576+207,5x10* cél. mL™), y respecto al control (4122+112x10* cél. mL™Y).

En los cultivos control hay un cambio de pendiente al quinto dia, y al noveno dia entran
en fase estacionaria, mientras que los expuestos al CME mantienen un ritmo de
crecimiento sostenido y no se verifica su decline durante los dieciséis dias de cultivo.
En otros trabajos realizados por el equipo de investigacion [19], aplicando
un CME de 30 mT, se observé que los cultivos expuestos a dicho campo mantenian una
cinética de crecimiento similar a la descrita para este tipo de microorganismo,
es decir que se observan todas las fases de crecimiento hasta llegar a la muerte celular.
El hecho de que cuando se aplica un CME de 47 mT, en los cultivos expuestos no se
observe decline de la concentracion celular, pudiera estar indicando que dichos cultivos
se han adaptado de forma positiva al estrés generado por el campo magnético; y que la
induccion y el esquema de aplicacion de este agente fisico ejerce un papel fundamental

en los cultivos.
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En las investigaciones desarrolladas pos otros autores con aplicacion del CME en

microalgas [20], se ha observado que la influencia de este agente fisico sobre los
microrganismos depende de la induccion de campo magnético que se aplique, asi como
el tiempo de exposicion. De ahi que se pueda considerar al tratamiento magnético como
un agente promotor del crecimiento, que puede causar cambios en el metabolismo de las

microalgas.

El campo magnético puede dar lugar a efectos positivos o negativos sobre el
crecimiento y el metabolismo de los organismos vivos. El crecimiento es una respuesta
de los organismos a las condiciones del entorno y los efectos positivos o negativos
podrian indicar como las rutas biosintéticas pueden ser impulsadas por el campo
magnético externo [20]. El hecho de que se observe mayores densidades celulares en los
cultivos expuestos durante la fase exponencial temprana (dias 2-4), respecto a
los expuestos en la fase exponencial tardia (dias 6-8) y a los controles, puede estar
indicando la influencia de este agente fisico sobre el metabolismo de la microalga.
El CME de 47,23 mT pudiera estar facilitando una mejor absorcién de los nutrientes
presentes en el medio de cultivo, durante la etapa de desarrollo del microorganismo en
la cual tiene mayores requerimientos nutricionales para su crecimiento, no siendo asi,
en la fase exponencial tardia, en la cual la microalga ha alcanzado un crecimiento

determinado y los requerimientos nutricionales son menores.

Efecto del CMFE a 47,23 mT sobre Ia relacion clorofila: carotenos

La variacién de la composicion pigmentaria entre los dias 8 y 15 de cultivo se presenta
en las figuras 3 y 4. Control: Cultivos control, CMETempr: Cultivos expuestos al
CME en la fase exponencial temprana, CMETard: Cultivos expuestos al CME en fase
exponencial tardia. Se confirma que hay una estimulacion de la sintesis de
clorofilas totales (35,15+11,23 pg cél.t) cuando el CME es aplicado en la fase
exponencial temprana. Estos valores son superiores a los que se obtienen al aplicar el
CME en la fase exponencial tardia (26,948+8,48 pg cél.!) y respecto al control
(28,992+8,47 pg cél. ) (figura 3).
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Fig. 3. Variacion de la concentracién promedio de
clorofilas totales (pg cél.) en cultivos de C. vulgaris

Respecto a la concentracién de carotenos (figura 4), el CME aplicado en fase
exponencial temprana presenta mayores concentraciones, respecto a los controles y al
otro esquema de aplicacion, por lo que puede afirmarse que de forma general, este
esquema estimula la sintesis de pigmentos, lo que constituye una evidencia de una
respuesta al estrés modulado, en la cual hay estimulacion de la sintesis de pigmentos
quizds como mecanismo de fotoproteccion, sin que se afecte la viabilidad, siendo

siempre mayor la acumulacion de clorofila.
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Fig. 4. Variacion de la concentracién promedio de
carotenoides (pg cel. ) después del octavo dia
en cultivos de C. vulgaris

La relacion entre los pigmentos ha sido utilizada por varios autores para definir el
estado de cultivos [15], y se ha relacionado con una mejor absorcién de nutrientes [21],
especificamente de nitrogeno [14] para el caso de la estimulacion de la clorofila. Por lo
que pudiera explicarse que la estimulacién de la sintesis de clorofilas puede estar
asociada a una mejora en la disponibilidad y/o absorcién de nutrientes, mientras que
el aumento de carotenoides se pudiera considerar como una respuesta al estrés con

efecto fotomodulador.

La figura 5 muestra la relacion clorofilas totales: carotenoides de cultivos de C. vulgaris
expuestos al CME en dos momentos del crecimiento; Control: Cultivos control,
CMETempr: Cultivos expuestos al CME en la fase exponencial temprana, CMETard:
Cultivos expuestos al CME en fase exponencial tardia. Los resultados indican
que C. vulgaris normalmente, acumula mas clorofila que carotenos. Al aplicar el CME
durante la fase exponencial temprana se estimula la acumulacion de clorofilas totales
y de carotenoides, por lo que la relacion disminuye respecto al control. Esto pudiera
constituir una evidencia de una respuesta al estrés, lo que podria convertirse en un

mecanismo promisorio para estimular la produccion de lipidos.
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Fig. 5. Variacion de la relacién clorofilas totales:
carotenos después del octavo dia en cultivos de C. vulgaris

Al aplicar el CME en fase tardia, la relacion aumenta respecto al control, lo que se debe
al efecto observado sobre la concentracion de clorofilas. Por la tendencia observada
puede explicarse un efecto estimulador del CME sobre la sintesis de pigmentos.

Por todo lo antes expuesto se reafirma la hipotesis de que el efecto del CME sobre
los sistemas bioldgicos, tiene una alta dependencia del momento en que este es
aplicado. Segun los resultados obtenidos, los primeros dias de la fase exponencial son
mucho mas susceptibles a variaciones metabdlicas permanentes en los cultivos; lo que

determina la magnitud de la modificacion.

Los mecanismos por los cuales los campos magnéticos afectan el desarrollo de sistemas
biol6gicos estan sin esclarecer completamente, pero se especula sobre sus efectos en la
permeabilidad en las membranas y la accion directa sobre particulas coloidales en

el medio de cultivo, con repercusiones metabolicas [14, 15, 22].

El hecho de que un factor de estrés como lo es el campo magnético estatico mejora
parametros de crecimiento y viabilidad, hace que esta tecnologia sea promisora para el
desarrollo de cultivos a escala comercial, ahorrando recursos y tiempo y permitiendo un
mejor manejo de los cultivos a gran escala, dependiendo del metabolito que se desee

producir. En cultivos a gran escala podria lograrse mayor eficiencia fotosintética, mejor
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asimilacion de nutrientes y aceleracion del crecimiento, lo que repercutiria en los

modelos productivos de la especie en cultivo, en este caso: C. vulgaris.

Conclusiones

El CME aplicado a dosis repetidas durante la fase exponencial, estimula el
crecimiento e incrementa los valores de concentracion de pigmentos fotosintético
de C. vulgaris; siendo la aplicacion durante la fase exponencial temprana, la que
permite los mejores resultados, lo que evidencia una adaptacion mas rapida de los

microorganismos al estimulo inducido.
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