Er:ﬂﬂmgm
uimica

Efecto del pH sobre el crecimiento y viabilidad celular de una

Vol. 41, no.2, mayo-agosto, 2021

cepalocal de Chlorella vulgaris Beijerinck

Effect of pH over growth and cellular viability of Chlorella vulgaris

Beijerinck local strain

Liliana Gémez-Luna? https://orcid.org/0000-0002-1282-3392
Yadenis Ortega-Diaz! https://orcid.org/0000-0001-9674-9785

Lilisbeth Tormos-Cedefio? https://orcid.org/0000-0002-4969-159X

!Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA). Universidad de Oriente.

Laboratorio de Ecotoxicologia y Servicios Ambientales, Santiago de Cuba, Cuba

2Carrera de Biologia. Departamento de Biologia y Geografia. Facultad de Ciencias

Naturales y Exactas. Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba

"Autor para la correspondencia. correo electrénico: lilianag@uo.edu.cu

252


https://orcid.org/0000-0002-1282-3392
https://orcid.org/0000-0001-9674-9785
https://orcid.org/0000-0002-4969-159X
mailto:lilianag@uo.edu.cu

RESUMEN

Entre las microalgas de mayor importancia por su valor econémico y nutricional,
tanto para animales como humanos se encuentra Chlorella vulgaris Beijerinck, con
multiples aplicaciones por su calidad proteica y las propiedades de sus
metabolitos. A pesar de ello existen limitantes en su produccién a gran escala, y
vacios en cuanto a la estandarizacién de cultivos, en especial para cepas locales
utilizadas con fines biotecnoldgicos. En este trabajo se evalué el efecto del pH en
el rango de 5 a 8, sobre el crecimiento y viabilidad de una cepa local de C. vulgaris
aislada de un embalse del oriente de Cuba, estableciendo cultivos aireados y sin
aireacion a diferentes volumenes, en condiciones controladas (temperatura: 22
12,3 °C, régimen de luz continua Daylight TL-D 36W/ 54-765 a una densidad de
flujo foténico (DFF) de 3 000 lux (58,59 UE m?s™?). El pH 7 resulté éptimo para el
crecimiento y viabilidad de las células, favoreciendo la formacion de autosporas.
Se obtuvieron valores maximos de concentracion celular de 640,5 x10% célmL? in
minicultivos no aireados Se desarrollaron posteriormente cultivos aireados a
mayor volumen a 7 y 7,5, corroborandose los mejores resultados en cuanto al
crecimiento a pH 7 (6 066 + 141x 10 célmL™), valores 1,2 veces mayor que los
obtenidos a 7,5 (4 122 + 112x 10* célmL™) (p<0,05) que es el pH recomendado al
cultivar C. vulgaris en medio Bristol.

Palabras clave: Chlorella vulgaris; pH; viabilidad celular; crecimiento.

ABSTRACT

Among the most important microalgae because of their economic and nutritional
value, both for animals and humans, we can mention Chlorella vulgaris Beijerinck,
with multiple applications due to its protein quality and its metabolites properties.
Despite this, there are limitations in the large-scale cultures, and gaps in relation
with standardization of culture parameters, especially in local strains with
biotechnological interest. This work it was evaluated the effect of pH into the range

of 5 to 8, over the growth and cellular viability of C. vulgaris strain isolated from a
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water pond of the eastern of Cuba, stablishing aerated and non-aerated cultures at
different scales in controlled conditions (temperature: 22 +2,3 °C, continuous light
Daylight TL-D 36W/ 54-765 with a photon flux density (PFD) of 3 000 lux (58,59 UE
m2s1). The optimum pH value for the growth and viability of C. vulgaris was pH 7,
favoring the autospores formation. The maximum values of cell concentration
around 640.5 x10* celmL? were obtained in non-aeriated mini-cultures. Aerated
cultures were developed in 1L of volume, at pH 7 and 7,5 documenting the better
results in growth values, being 6066 + 141x 10% célmLt at pH 7; 1,2 times higher
than those obtained with pH 7,5 (4122 + 112x 10* célmL) (p<0,05), which is the
recommended pH when Bristol media is used to C. vulgaris culture.

Keywords: Chlorella vulgaris; pH; growth; cellular viability.

Recibido: 18/09/2020
Aceptado: 10/01/2021

Introduccion

El uso convencional, asi como el fomento de nuevas aplicaciones le confieren
gran importancia al cultivo de microalgas, el que comenzé en la década de 1960
en Japoén, con el desarrollo del cultivo de Chlorella.* 2 Ya en 1890 el microbiélogo
holandés Beijerinck obtuvo por primera vez cultivos puros de la microalga de agua
dulce Chlorella vulgaris, y a partir de entonces se trabajo en la obtencion de
cultivos con alta densidad celular, lo que fue logrado por Otto Warburg en 1919 ©),
qguien introdujo la idea de utilizar suspensiones densas de microalgas como
instrumento en las investigaciones sobre fotosintesis.*567)

Chlorella vulgaris ha sido la especie de microalga mas estudiada.® Su cultivo
presenta multiples ventajas debido a su alta velocidad de crecimiento y la

habilidad de adaptarse a diferentes ambientes,® lo que facilita su desarrollo en
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areas pequefias y en regiones sustentables para el desarrollo de cultivos
agricolas.

A partir de su biomasa pueden obtenerse disimiles productos: suplementos
nutricionales, @9 lipidos, Y enzimas, @2 proteinas, *3 almidén, @4 polimeros, 5
pigmentos, vitaminas (16.17.18.19) antioxidantes %), isétopos bioquimicos estables,
estimuladores del crecimiento @ y biocombustibles, (?021.222324) " destacando
ademas entre sus usos convencionales la produccion de biofertilizantes, y la
alimentacion animal; 52627 ademas de la obtencion de productos de interés
quimico-farmacéutico @ como el omega 3, 8293031 hjdrolizados proteicos (19, y
en general, suplementos nutricionales para humanos, 2333435 asi como
importantes servicios ambientales en el tratamiento de aguas residuales @5
36,37,38,39,40); gjendo la produccion de biocombustibles uno de sus usos relevantes.
(41,42,43,44)

Muchos esfuerzos se dedican hoy a abaratar y mejorar la produccion de biomasa
de Chlorella vulgaris, desde el establecimiento de indculos hasta la obtencion del
producto final. Entre estas investigaciones destaca el manejo de diferentes
parametros de cultivo > 45 46) hasta la aplicacion de tecnologias alternativas como
el uso del campo magnético. “¥74849 Otra tendencia ha sido el aislamiento de
especies locales en funcion de lograr su facil adaptacién a las condiciones de
cultivo y valorizar especies autoctonas.

En el cultivo masivo, el rendimiento alcanzado depende tanto de la concentracion
celular como del grado en que las células desarrollan su potencial de crecimiento.
Por tanto, para conseguir un cultivo de microalgas en crecimiento activo son
necesarios: un inoculo viable de tamafio minimo, suministro de nutrientes y
micronutrientes, asi como adecuadas condiciones fisico-quimicas (temperatura,
pH) y energia. 50 51)

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del pH en el rango de 5 a 8 sobre

el crecimiento y viabilidad de células en cultivo de una especie local de C. vulgaris.
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Fundamentacion tedrica

La variacion de las condiciones de cultivo y de factores clave como el pH,
intensidad luminosa, concentracion de nutrientes, temperatura, fotoperiodo,
régimen de cosecha, entre otros, ha contribuido al manejo de sistemas de cultivo
para la obtencion de biomasa microalgal para diferentes propdsitos, siendo el pH,
la presion de Oz y CO», algunos de los parametros criticos a la hora de disefiar
fotobiorreactores.®?

La respuesta de las microalgas al pH varia ampliamente, debido a que este factor
determina la solubilidad del di6xido de carbono y de los minerales en los cultivos e
influye directa o indirectamente en el metabolismo. Al igual que la temperatura no
solo afecta las reacciones celulares, sino también los requerimientos nutricionales
y la composicion de la biomasa, asi como la solubilidad de los gases en el agua.®®
53)

La seleccion del valor de pH es importante en el cultivo de las microalgas ya que
un valor poco favorable podria afectar la eficiencia en la absorcion de nutrientes y
la produccion de metabolitos, lo que muestra una clara dependencia de las células
en cultivo al pH del medio de cultivo, siendo importante considerar que cada
microalga presenta un rango de pH éptimo para su cultivo.®?

El pH se ve afectado por la capacidad tampdn y composicién del medio de cultivo,
cantidad de dioxido de carbono disuelto, temperatura, que a su vez controla la
solubilidad de CO; y actividad metabdlica de las células microalgales.®* 59 E| pH
de un cultivo varia con el desarrollo de este, aun en el caso de aquellos cultivos
fuertemente tamponados; siendo los valores de pH 6ptimo descritos para Chlorella
vulgaris el rango comprendido entre pH 7,5 y 8,28.(56:57)

Si bien el efecto del pH sobre especies de Chlorella ha sido explicado por varios
autores, 3 57.58) en muchas ocasiones este factor no es bien manejado tanto en
los cultivos a escala de laboratorio como a gran escala, o bien se asume un rango
0 se considera un mismo valor de pH 6ptimo para varias especies del género, y

para especies aisladas en diferentes regiones.
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Métodos utilizados y condiciones experimentales

Descripcién de la especie: Chlorella Vulgaris Beijerinck

La cepa utilizada fue aislada del medio local, especificamente en 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-N, donde se conserva en condiciones adecuadas
desde el 2002, tanto en el Banco Maestro como en el Banco de Trabajo, en medio
Bristol sdlido y liquido (figura 1).

Chicrelia vulgaris
Copario CNEA. Laboratorio de Ecotaxicologin
Imagen al MO (10x100) con tratamien te dhggtal

Fig. 1- Células de Chlorella vulgaris. Cepario del Laboratorio de Ecotoxicologia del Centro
Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA). Cédigo: F010102-N

Condiciones experimentales

Los cultivos unialgales axénicos de C. vulgaris fueron desarrollados en una
instalacion con un valor de interferencia electromagnética en el rango de 0,03 a
0,23 uT. Para eliminar interferencias electromagnéticas en la instalacion
experimental, los cultivos fueron ubicados en lugares con exposicion menor que
0,25 uT.%9

La temperatura en la camara de cultivo se mantuvo alrededor de 22 +2,3 °C, con
una humedad relativa del 62,5 +3,1%. Los cultivos se mantienen en régimen de
luz continua, con cuatro lamparas fluorescentes Daylight TL-D 36W/ 54-765
Philips, a una densidad de flujo foténico (DFF) de 3 000 lux (58,59 HE m?2s7?), la

gue se ajusta diariamente utilizando una estacion meteorolégica portatii TP LM
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8000 4 en 1, con sensor de luz con filtro para la correccion del color en el rango de
la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), fotépico (0-20 000 Ix, E: £8), instalado
permanentemente, con un fotodiodo integrado exclusivo. La DFF se expresa en
HEm2s, utilizando el factor de conversion 51,2.(60)

A cada tratamiento se le ajusté el pH dos veces por dia. El pH fue medido y
ajustado convenientemente con un pH-metro Mettler Toledo SevenGo Duo
(Alemania), con un error de 0,1%. Una vez concluido este experimento se
selecciona el pH que permite mayores concentraciones celulares y viabilidad, para

el desarrollo de cultivos unialgales axénicos aireados a mayor volumen (1L).

Desarrollo de los cultivos experimentales

Preindculos e indculos: Se establecen cultivos a partir de un subcultivo matriz
monoalgal de C. vulgaris obtenido a partir de un cultivo solido en cufia de agar.
Este cultivo matriz se desarrolla de forma asincronica (discontinuo) en condiciones
de fotoautotrofia con aireacion, sin suministro extra de CO2 y con un régimen de
luz continua (DFF=19,5 HE m?s™). Los cultivos fueron aclimatados, aumentando
progresivamente la intensidad de la luz, en tres cultivos sucesivos hasta que la
cepa estuvo completamente adaptada a 75 PE m2st. A partir de este cultivo
matriz de C. vulgaris durante su fase exponencial, se desarrollan cultivos sin airear
(100 mL) y aireados (1 000 mL) para los diferentes experimentos.

Desarrollo de cultivos no aireados: Los minicultivos no aireados, se prepararon
con un volumen de 100 mL a una concentracion inicial (Ci) equivalente a 215 x 104
célmL?, utilizando un rango de pH de 5 a 8 con los siguientes valores: 5, 6, 7 y 8.
Los cultivos se desarrollan por triplicado durante 168 h (7 dias), agitandolos
manualmente dos veces por dia, para favorecer su homogenizacion.

Desarrollo de cultivos aireados: Se establecen cultivos permanentemente aireados
de 1L a partir del cultivo matriz en fase exponencial, con una Ci=215 x 10* célmL™.
La aireacion se logré6 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 0,47 L.minL.
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Las condiciones establecidas permiten un crecimiento uniforme y aporta a los
cultivos una cantidad minima de CO2, que les favorece, al actuar como fuente de
carbono y colaborar con el tamponamiento de los cultivos.? 59 Se establecen
cultivos al valor de pH que mejores resultados permite y a 7,5, que es el que
normalmente se recomienda al formular el medio Bristol, que fue el medio utilizado
para el desarrollo de estos experimentos.

Medio de cultivo y ajustes del pH: El medio utilizado para el mantenimiento y
desarrollo de los cultivos fue el sugerido por Bristol con modificaciones; @ este se
utiliza ademas para la formulacién del medio sélido a partir del que se realizan los
subcultivos (tabla 1). Se utiliza el nitrato de sodio (NaNO3z) como principal fuente

de nitrogeno.

Tabla 1- Formulacion del medio de cultivo Bristol @ modificado

Macroelementos (gL™?) Oligoelementos y vitaminas B

NaNOs 1,000 Solucion de Algal (8,3 gL™) para afiadir 3 mLL™

CaClz *2H20 0,025 EDTA 9,50 g CoClz 0,10 ¢

MgSO4*7H.0 0,075 Fe (Citrato) 10,50 g Cu2S04 0,15¢g

K2HPO4 0,075 ZnCl2 0,639 Tiamina 2,109

KH2PO4 0,175 MnClz 0,859 Biotina 2% 1,369

NaCl 0,025 NazMo4 1,16 g Cianocobalaminal% 1,90¢g
Excipiente Vitaminico 0,35¢g
Complejo B

El pH fue ajustado a 7,5 en los cultivos controles, ajustdindose convenientemente
post-inoculacién con soluciones esterilizadas de NaOH 1M y HCI 1M en cada

ensayo.

Evaluacién de la cinética de crecimiento
El crecimiento se midi6 a través del recuento diario directo de una alicuota con
una camara de recuento hematolégico Neubauer mejorada, utilizando un
microscopio optico Motic B Profesional (Alemania), expresandose los resultados

de la concentracion celular en célmL. Se realizaron diluciones con agua destilada
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siempre que fue necesario, de forma tal que el nimero de células por campo de

recuento en 1 mm? estuviera entre 10 y 100.

Analisis de la viabilidad celular

La viabilidad se determiné a través de tres pardmetros:

a. Recuento de autésporas viables
b. tasa de crecimiento maxima
c. concentracion de clorofila a al inicio y al final del experimento

Siguiendo el procedimiento antes descrito para el recuento de células, se realizé el
recuento diferenciado de las autosporas, para lo que se utilizé tincion con Lugol
neutro al 1%. A partir de estos datos se calculé el porcentaje de autosporas
respecto al total de células.

A partir de los valores del recuento celular se calcula la tasa de crecimiento 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, y

se calcula mediante la expresion:

M= (log2 (Ny) - logz (No)) / (t-to) Q)

donde:

N: ¥y No son las densidades celulares (célmL?) a los tiempos t y to

respectivamente.

Para el calculo de la tasa de crecimiento media o exponencial (Umed), to Y t: SONn el

primer y el Ultimo dia de la fase logaritmica, en el orden que se mencionan.® Es

de gran valor la determinacion de la tasa de crecimiento maxima (umax) que se

calcula considerando los valores del crecimiento celular obtenidos cuando el

cultivo alcanza la maxima pendiente. El resultado se expresa en divisiones por dia

(div.dia?).

La concentracion de clorofila a in vivo se determiné a través de un fluorimetro

digital Aquafluor Turner Design (0-300 pg.L™?, E: 0,30 pg.L?) utilizando el factor
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de correccién 6,9025 +0,0001.%V La concentracion de clorofila in vivo se expresa

en ngcél ™.

Andlisis estadisticos

Se utilizé el estadigrafo t para comparar muestras dependientes, y seleccionar el
valor de pH que permite mejor crecimiento y viabilidad, utilizando un test t simple
pareado con un porcentaje de confiabilidad del 99,95 %, seleccionando los valores
de cada serie que corresponden a maximos crecimientos (48 y 72 h).

Este mismo analisis se utilizé6 para comparar las curvas de crecimiento, teniendo
en cuenta para la comparacion de las series, las diferentes fases o estadios del
cultivo.

Se realizaron analisis 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. Se realizaron analisis de correlacion (Kendall) para evaluar la

relacion de la viabilidad con la concentracion celular (p=0,05).

Resultados y discusion

Variacién de parametros de crecimiento con el pH en C. Vulgaris

El estudio taxonomico, fisiologico y ecolégico de microalgas aisladas de represas
es de sumo interés para determinar su utilizacion como bioindicadores de calidad
de aguas, su potencial nutricional y produccién de sustancias de interés
biotecnolégico a nivel comercial.®> 63 E| estudio de los valores Optimos de
parametros de cultivo a escala de laboratorio de la cepa de C. vulgaris aislada a
partir del embalse Chal6n, permitird un mejor manejo de los cultivos de esta con
fines biotecnoldgicos.

Los resultados obtenidos en funcion de determinar el valor de pH que permite
mejor crecimiento y viabilidad en los cultivos de una cepa local de C. vulgaris, se

presentan en la figura 2.
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Fig. 2- Variacion de la concentracion celular con el pH en minicultivos no aireados de

Chlorella vulgaris establecidos a 3000Ix (58,59 HE m2s™)

El crecimiento se constata en todos los cultivos, aparte del valor de pH, lo que
indica un amplio rango de tolerancia de la especie; sin embargo, los pH acidos
parecen ralentizar su cinética de crecimiento.

El pH 7 resultd ser la mejor alternativa, ya que permiti6 una mejor cinética y
maximo crecimiento a las 72 h de establecidos los cultivos (640,5 #1,5 x 10%
célmL™?), valores diferentes al resto de los cultivos establecidos en el rango de 5 a
8 u de pH (p=0,05).

La concentracion maxima a pH 5 se obtiene a las 96 h (474,00 £12 x 104 célmL™),
mientras que a pH 6 esta se obtiene a las 72 h con valores similares (493,50 £15 X
10% célmLt). A pH 8 los valores de crecimiento son mayores que para los valores
de pH &acidos, pero significativamente menores que para el pH 7 (583,5 11 x 104

célmL™?) (figura 3).
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Fig. 3- Variacion de la concentracién celular maxima con el pH (5 a 8) en minicultivos no
aireados de Chlorella vulgaris establecidos a 3000Ix (58,59 HE m2s?). Letras diferentes

corresponden a valores con diferencia estadisticamente significativas (p=0,05)

A las 168h, cuando casi todos los cultivos han declinado, aun siguen siendo
mayores las concentraciones celulares obtenidas a pH 7 (p=0,05).

En cultivos unialgales el pH es un factor de importancia que afecta el crecimiento y
la incorporacién de amonio del medio, por lo que esta estrechamente relacionado
con el metabolismo del nitrégeno.® Algunos autores afirman que cada especie
necesita un rango determinado de pH que permita un crecimiento 6ptimo, ©3
siendo el pH 8 el mas indicado para especies dulceacuicolas.(®® Se ha explicado
gue por encima o debajo de éste valor, se presenta un descenso en la
productividad, que no solo afecta el crecimiento algal, sino también Ila
capacidad de remover el nitrégeno.? %0 Sin embargo, algunos autores explican
gue, a altas concentraciones de amonio hay descenso del pH y que a valores
bajos de este se produce la formacién de amonio gaseoso, lo que favorece la
existencia de las formas ionicas, que son menos toxicas para las microalgas.(©?
Estudios reportados sobre la variacion del crecimiento con el pH en el rango de 6
a 9, en una especie de Chlorella aislada de una represa en Venezuela, muestra
resultados diferentes a los obtenidos en esta investigacion. La maxima densidad
celular se obtuvo a pH 9 y 8 con valores de concentracién de 323,43 +74,18 y

309,88 +59,79x10° célmL?, respectivamente, lo que indica la necesidad de
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conocer los valores 6ptimos para cada especie aislada a partir del medio local, ya
gque estas se han aclimatado y/o adaptado a condiciones ambientales
determinadas y no tienen por qué ser coincidentes los valores 6ptimos aun siendo
la misma especie.

Es importante significar que, el hecho de que esta cepa de Chlorella fuese capaz
de tolerar condiciones axénicas resulta de interés fisiolégico y biotecnoldgico. En
estas condiciones la cepa pudo presentar mecanismos fisiol6gicos intrinsecos
capaces de regular condiciones ambientales, donde su crecimiento se mantuvo en
el rango de pH ensayado, lo que indica un nivel de tolerancia importante, a

diferencia de otras especies. Influencia del pH en la viabilidad de C. vulgaris

Influencia del pH en la viabilidad de C. Vulgaris

Respecto a la viabilidad analizada a través del numero de autdsporas, obtenidas
por recuento diferencial diario, es importante sefalar que la reproduccion por
autésporas es caracteristica de Chlorella; esta se realiza cuando las células
alcanzan un tamafio maximo, el nucleo se divide en 4 y 8 células pequefas,
idénticas a la célula parental, que son luego liberadas por dehiscencia de la pared
de dicha célula.

Los resultados muestran que el pH 7 favorece la formacién de autésporas (figura
4). Esta resultdé ser maxima a las 24h para los cultivos establecidos a pH 7.

Las concentraciones de clorofila in vivo por célula varian en todo el rango
ensayado (figura 5). Los valores oscilan entre 0,75 y 1,10 ng de clorofila a por
célula, estos tienen una relacion directa con el nimero de células (r=1, Kendall,
p=0,05), siendo minimos los valores a pH 7, a expensas de un aumento drastico
de la concentracion celular. A las 168h, los cultivos establecidos a pH 7 presentan
la menor concentracién de clorofila por célula, lo que pudiera ser indicador de

eficiencia fotosintética.
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Fig. 4- Variacion del nimero de autdsporas con el pH (5 a 8u) durante las 168 h de cultivo
(Serie 1: Oh, Serie 2: 24h, Serie 8: 168 h). Letras diferentes corresponden a valores con

diferencia estadisticamente significativas (p=0,05)
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Fig. 5- Variacién de la concentracion de clorofila in vivo por célula a las 168h de cultivo.
Letras diferentes corresponden a valores con diferencia estadisticamente significativas
(p=0,05)

El pH de un cultivo esta influenciado por varios factores como la productividad
algal, la respiracién, la alcalinidad y composicién ionica del medio de cultivo, la
actividad microbiana autotréfica y heterotrofica, y la eficiencia del sistema de

265



adicion de CO-.%® El pH tiene relacion general con la absorcion de nutrientes por
lo que definir el pH 6ptimo de una cepa es relevante para obtener un crecimiento
maximo y desarrollar futuras aplicaciones.

El ultimo indicador para el estudio de viabilidad es la tasa de crecimiento méaxima,
la que se calcula, a partir de la cinética de los cultivos establecidos a diferentes pH
(tabla 2).

Los resultados indican que segun la comparacién de las medias a través del
estadigrafo t con p=0,05, no existen diferencias significativas entre los valores
medios obtenidos para la tasa de crecimiento maxima, lo que complementa los
resultados obtenidos.

Se puede afirmar que la viabilidad se mantiene en todo el rango ensayado,
mostrando la alta tolerancia de la especie al pH (5-8). En el caso de la cepa de C.
vulgaris estudiada se confirma que el valor que permite mayor crecimiento y

viabilidad es el pH 7.

Tabla 2- Tasa de crecimiento maxima (umax) de cultivos

expuestos a diferentes valores de pH

pPH Mmax

5 1,005+0,002
6 1,107+0,001
7 1,131+0,003
8 1,011+0,004

Validacion de los resultados en cultivos de 1L

Los resultados obtenidos fueron validados en cultivos de 1L considerando que el
pH del medio de cultivo casi siempre se ajusta a valores de pH 7,5 por lo que se
compara la cinética de crecimiento con un cultivo establecido a pH 7, que es el
Optimo para la especie segun resultados previos (figura 6).

La concentracién celular maxima obtenida en los cultivos establecidos a pH 7 fue

superior a los cultivos control (5398 +125 x10* célmL! vs 4201+10 x10% célmL™,
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confirmandose que es el pH 7 el éptimo para la especie, independientemente del

efecto del volumen del cultivo.

6000
—a— ControlpH7.5
—O0—pH7

5000 -

4000

3000

Concentracion celular
. 1 4
No. cél.mL™ x 10

2000

1000

Fig. 6- Cinética de crecimiento en cultivos de 1L establecidos a pH 7 y 7,5 (Control) con la

cepa local de Chlorella vulgaris

La variacion de las condiciones de cultivo, tales como pH, intensidad luminosa, el
tipo y concentracion de nutrientes, temperatura, fotoperiodo, régimen de cosecha
de cultivos discontinuos, continuos o semicontinuos, entre otros ha contribuido a
establecer sistemas dirigidos hacia la obtencion de biomasa microalgal como
fuente para la obtencién de valiosos productos para diferentes industrias.

La respuesta de las microalgas al pH varia, debido a que este factor determina la
solubilidad del diéxido de carbono y de los minerales en los cultivos e influye directa
o indirectamente en su metabolismo; al igual que la temperatura no solo afecta las
reacciones celulares, sino también los requerimientos nutricionales y la composicion
de la biomasa, asi como la solubilidad de los gases en el agua.®0 53)

Las microalgas muestran una clara dependencia respecto al pH del medio de
cultivo; diferentes especies varian ampliamente en su respuesta al mismo. Cada
microalga presenta un rango de pH optimo para su cultivo. Un descenso de pH

suele ser letal, en cambio soportan mejor los incrementos del pH,* © de aqui la
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importancia de determinar los valores Optimos y la influencia del pH en cada cepa

aislada a nivel local con potenciales aplicaciones biotecnologicas.

Conclusiones

La concentracién celular maxima y la viabilidad celular en cultivos a escala de
laboratorio de la cepa local de C. vulgaris objeto de esta investigacion, varia con el
pH; esta cepa resultd ser tolerante al rango de pH ensayado (5-8); siendo el valor
gue permite concentraciones celulares maximas y mayor viabilidad en cultivos
densos a escala de laboratorio, el pH 7.

Esta microalga autoctona, bajo condiciones axénicas presenta un gran potencial
biotecnolégico por su capacidad de crecimiento y viabilidad en el intervalo de pH

ensayado.
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