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RESUMEN

La microalga Raphidocelis subcapitata tradicionalmente ha sido empleada como especie indicadora en
sistemas acudticos pero recientes trabajos la proponen como especie con potencial para produccion de
biodiesel. Se desarrolld un cultivo en condiciones de laboratorio donde se midi6 la produccion de biomasa (214
mg L), la tasa de crecimiento méxima de 0.7828 dia! y otros pardmetros poblacionales. Con los datos de
fluorescencia de la clorofila se obtuvieron modelos de regresion para estimar la produccion de biomasa y los
coeficientes de la ecuacion logistica: 5.0, 0.50 y 0.002 respectivamente para P,, a, y b. La comparacion del
desempeio de R. subcapitata con otras microalgas confirma su potencial uso en aplicaciones biotecnologicas.

Palabras clave: Raphidocelis subcapitata, Biorremediacion, Modelo logistico.

ABSTRACT

Although microalgae Raphidocelis subcapitata has been used as a bioindicator in aquatic ecosystems, new
results propose it as a species for biodiesel production. We developed a controlled culture under laboratory
conditions to assess the biomass production (214 mg L), the maximum growth rate (0.7828 day™') and other
population indexes. Data obtained from chlorophyll fluorescence were useful to design regression models for
the evaluation of biomass production and for calculating coefficients for the Logistic Equation: 5.0, 0.50 y
0.002 respectively for P,, a, y b. Comparison of the performance of R. subcapitata with other microalgae
confirms its potential use in biotechnological applications.

Keywords: Raphidocelis subcapitata, Bioremediation, Logistic model.
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1. Introduccion

La microalga Raphidocelis subcapitata, anteriormente era identificada como Pseudokirchneriella
subcapitata=Selenastrum capricornutum (Krienitz et al., 2011). Esta microalga cldsicamente se ha
utilizado como organismo prueba para la evaluacion ecotoxicoldgica de ambientes dulceacuicolas
(Moreira-Santos & Ribeiro, 2004; Machado & Soares, 2020), debido a que tiene un alto grado de
sensibilidad a una gran variedad de substancias toxicas (Yamagishi et al., 2017) y a la velocidad de
obtencion de resultados; las pruebas con R. subcapitata se pueden realizar con tan solo 72 horas de
exposicion (Huarachi-Olivera et al., 2019). Esta microalga también ha sido utilizada para la
evaluacion del cambio climatico (O'Neill et al., 2019). Son pocos los estudios que se han enfocado a
la produccion de biomasa de la microalga R. subcapitata con otros fines biotecnologicos.
Nascimiento et al. (2020) compararon las capacidades biotecnologicas para tres algas diferentes, y
P. subcapitata resulto ser la que mayor cantidad de acidos grasos produjo en proporcion a su biomasa.
Esta caracteristica es relevante en la produccion de biodiésel. En un estudio posterior con esta misma
microalga (Pugliese et al., 2020), los cultivos fueron caracterizados en términos de biomasa
producida y distribucion de la fraccion lipidica, con el fin de analizar las propiedades combustibles
para la produccion de biodiesel: el biodiésel resultante se analizd por cromatografia de gases de alta
resolucion para determinar la concentracion de los diferentes ésteres metilicos volviéndose a resaltar
el potencial biotecnologico de R. subcapitata.

El objetivo del presente proyecto consistid en analizar el desempefio de un cultivo estatico de
Raphidocelis subcapitata en condiciones de laboratorio mediante la obtencion de la curva de
crecimiento, pardmetros poblacionales, biomasa, y modelos de correlaciéon con la finalidad de
compararlo con otras especies algales de importancia biotecnolégica.

Se espera que los indicadores de desempeiio de R. subcapitata seran similares a los de especies
algales de importancia biotecnologica y al mismo tiempo se espera que la especie muestre alta
correlacion entre la biomasa y los indices de densidad, debido a la sensibilidad propia de una especie
bioindicadora.

2. Materiales y métodos
2.1 Origen de la cepa y condiciones de cultivo

La microalga fue obtenida de la empresa ‘“Microbiotests” con sede en Bélgica
(https://www.microbiotests.com/). La presentacion, que se muestra en la Figura 1, consiste en una
inclusion de las microalgas en esferas de agarosa suspendidas en medio nutritivo. Las esferas deben
ser previamente disueltas en una solucion de hexametafosfato de sodio para su posterior propagacion
en medio nutritivo de acuerdo con las instrucciones del producto. La propagacion de los cultivos
madre y posteriormente de los cultivos experimentales se realiz6 a 24+2 °C utilizando iluminacion
fluorescente continua "Cool-White" a 4304 I[imenes. Todos los cultivos fueron agitados una o dos
veces al dia, durante el periodo de prueba, para mantener las células en suspension.

r

Figura 1. Tubo de ensayo conteniendo las microalgas incluidas en matriz de agarosa con forma de esferas.
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2.2 Medio de cultivo.

El medio nutritivo EPA (por las siglas en inglés de “Environment Protection Agency”) se prepar6
agregando 1 mL de cada solucion concentrada de NaNOs, MgCl,.6H,0, CaCl,.2H>0, MgS04.7H-0,
K,HPO4, NaHCO; y micronutrientes; todas ellas aforadas a 1,000 mL de agua destilada. Las
concentraciones y métodos de preparacion de las soluciones son descritas con detalle en Miller et al.,
(1978).

2.3 Preparacion del inéculo e inicio de cultivos.

Para la obtencion del in6culo, se enjuago6 el cultivo madre por centrifugacion a 3000 rpm durante 10
minutos. A continuacion, se decanto el sobrenadante y las células sedimentadas se suspendieron, en
agua destilada esterilizada por filtracion (membranas de acetato de celulosa de 0.45 micras). El
material resultante se utilizo para inocular los cultivos como se explica en las siguientes lineas.

La propagacion y mantenimiento de los cultivos madre se hizo en tres matraces balon de 250 mL de
capacidad. Para el cultivo experimental se dispuso de 11 repeticiones en tubos de ensayo de 15 mL
de capacidad. Ambos tipos de recipientes de cultivo fueron cargados con medio EPA de la siguiente
forma: 50 mL en cada matraz y 10 mL en cada tubo. El indculo consistid, respectivamente, en 1 mL
y 3 gotas de la suspension de algas lavadas para los matraces y para los tubos de ensayo.

24 Curva de crecimiento y parametros poblacionales.

Para el registro de crecimiento de las microalgas, durante dos semanas, se utilizdo un fluorémetro
(Turner® modelo 450) equipado con filtros de 450 y 650 nm, respectivamente para estimulacion y
emision de fluorescencia de la clorofila. La calibracion del equipo se hizo con clorofila extraida de
foliolos de arbol de fresno (Fraxinus sp.). La extraccion se hizo con acetona al 90% alcalinizada de
acuerdo con el protocolo de Lind (1985). Se establecid una escala relativa de 0 a 400 unidades de
emision. Los tubos de cultivo se agitaron cada dia (equipo Thermolyne, Maxi Mix Plus®) con la
finalidad de suspender las algas previo a la lectura (ver Figura 2). El crecimiento algal en los tubos
de ensayo fue registrado en una hoja de calculo, con los valores obtenidos de fluorescencia, para
generar la curva de crecimiento de cada una de las réplicas. Posteriormente se calcularon los
parametros poblacionales de acuerdo con Paniagua et al., (1987): Tasa de crecimiento (K), Tiempo
de duplicacion (TD), Divisiones (D), Produccion diaria (PD), y Valor porcentual (VP).

Figura 2. Agitacion de las microalgas para suspenderlas previo a la lectura de fluorescencia. Sobre la mesa de
trabajo se aprecian en orden: el quipo Maxi Mix Plus, la gradilla con los tubos de cultivo y al fondo, el
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fluorémetro Turner 450.
2.5 Medicion de biomasa.

Para la determinacion de la biomasa se utilizaron los cultivos en los tres matraces balon de 250 mL:
en el ultimo dia de cultivo se unificaron los contenidos para tener mayor volumen y biomasa al
momento de la filtracion y pesado (balanza analitica AND®, HS-120). Se generaron tres suspensiones
de 50 mL cada una: A) Solucién al 100% consistio en SO mL de cultivo sin diluir; B) Solucion al
50% (25 mL de cultivo concentrado + 25 mL de agua destilada) y C) Solucion al 10% (5 mL de
cultivo concentrado + 45 mL de agua destilada). Con las tres suspensiones a diferentes
concentraciones, se procedio a obtener las triadas de fluorescencia (equipo Turner 450), densidad
algal (reticulo de Neubauer) y biomasa (microfiltracion y determinaciones gravimétricas de acuerdo
con Miller et al., 1978) para generar los datos necesarios para los modelos de correlacion.

2.6 Correlaciones.

Los coeficientes de determinacion (R?) y modelos de regresion lineal entre fluorescencia (variable
independiente) con densidad algal y biomasa (variables dependientes), se obtuvieron mediante
rutinas automaticas precargadas en la hoja de calculo de Excel (Microsoft®).

3. Resultados y discusion
3.1 Curva de crecimiento y parametros poblacionales.

El crecimiento de R. subcapitata, graficado con los valores promedio de los once tubos con los que
se trabajo durante el periodo de dos semanas, se aprecia en la Figura 3. Se observa que a partir del
dia 4, el cultivo se encuentra en fase de crecimiento exponencial. El tiempo de cultivo no fue
suficiente para la observacion de la fase estacionaria. Las lineas punteadas representan los intervalos
de confianza del 95% en el crecimiento del cultivo.

Fluoescencia

2 4 6 8 10 12 14

Figura 3. Incremento de fluorescencia con relacion al tiempo medido en dias. La linea central representa el
promedio de las réplicas y las lineas punteadas representan limites de confianza al 95%.

En la Tabla 1 se muestran los valores de promedio y desviacion estdndar de los parametros
poblaciones durante la curva de crecimiento de las 11 repeticiones del cultivo de R. subcapitata.
Estos valores fueron obtenidos a partir de los valores maximos de fluorescencia de cada repeticion.
La tasa de crecimiento (K) fue 0.6281 con desviacion estandar de 0.1291. El tiempo de duplicacion
(TD) fue de 1.1552 con desviacion estandar de 0.2798. En las divisiones por dia (D) el promedio fue
de 0.9061 y la desviacion estandar de 0.1863. En la produccion diaria (PD) el promedio fue de 36.69
y la desviacion estandar de 5.36. Finalmente, del valor porcentual (VP) se obtuvo un promedio de
88.79% y la desviacidn estandar de 23.46.
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Tabla 1. Parametros poblacionales maximos del cultivo de R. subcapitata en condiciones de laboratorio. Tasa
de crecimiento por dia (K), tiempo de duplicacion en dias (TD), divisiones por dia (D), produccién diaria (PD),
valor porcentual (VP).

K TD D PD VP
Promedio 0.6281 1.1552 0.9061 36.69 88.79
Desv. Est. 0.1291 0.2798 0.1863 5.36 23.46

En la Tabla 1, se presentan los valores promedio de los parametros poblacionales calculados en base
a la fluorescencia, pero a continuacion se presentan los valores maximos obtenidos en alguna de las
once réplicas con que se trabajo: la mayor tasa de crecimiento (K) fue 0.7828; el mejor tiempo de
duplicacion (TD) fue 1.7095; el mejor indice de divisiones por dia (D) fue 1.1293; el mayor valor de
produccion diaria (PD) fue 44 y finalmente, el mayor valor porcentual (VP) fue 118.75%. El mejor
valor de productividad fue 0.214 g L.

3.2 Biomasa para diferentes densidades.

En la Tabla 2 se muestran los valores de fluorescencia, densidad Nuebauer y biomasa para las tres
suspensiones algales con diferente cantidad porcentual de cultivo. En el matraz de densidad baja
(10%) el valor de fluorescencia fue de 62, la densidad de Neubauer de 1,525,000 cel mL™! y la
biomasa de 0.044 g L''. En el matraz de densidad media (50%) el valor de fluorescencia fue de 225,
la densidad Neubauer 6,925,000 cel mL! y la biomasa de 0.122 g L''. En el matraz de densidad alta
(100%) el valor de fluorescencia fue de 346, la densidad Neubauer 10,900,000 cel mL! y la biomasa
de 0.214 gL

Tabla 2. Relaciones entre fluorescencia, densidad Neubauer y biomasa en las suspensiones algales con
diferente densidad

Densidad cualitativa Fluorescencia Densidad Neubauer Biomasa g L*!
cel mL-!
Baja 62 1,525,000 0.044
Media 225 6,925,000 0.122
Alta 346 10,900,000 0.214
33 Correlaciones entre variables.

Con respecto a la correlacion entre fluorescencia y densidad algal se encontrd (ver Tabla 3) un alto
valor del coeficiente de determinacion (R?) equivalente a 0.999 (P = 0.0015). El modelo de regresion
lineal que se obtuvo se presenta en la Formula (1):

Y =0.0000303x + 15.64 (1
donde ‘Y’ es la densidad algal en unidades de células mL!'y ‘x’ es el valor de fluorescencia.
Con respecto a la correlacion entre fluorescencia y biomasa, se encontrd un alto valor de Coeficiente
de determinacion (R?) equivalente a 0.982 (P = 0.084). El modelo de regresion lineal que se obtuvo
se presenta en la Formula (2):

Y = 1660x + 0.727 )

donde ‘y’ es la biomasa en unidades de g mL! y ‘x’ es la fluorescencia.
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Tabla 3. Correlaciones entre fluorescencia con densidad Neubauer y fluorescencia con biomasa en gramos por
litro.

Indicadores Fluorescencia vs Densidad cel ~ Fluorescencia vs Biomasa g
estadisticos mL! L!
R? 1.00000 0.9825
Significancia P 0.00150 0.0845
Intercepto 15.64840 0.7266
Pendiente 0.00003 1660.0534
34 Sobre la curva de crecimiento y parametros poblacionales.

En relacion con los resultados obtenidos en la curva de crecimiento de las once réplicas, entre los
dias 1 al 14, se obtuvieron valores de fluorescencia en el rango de 16.90+£3.17 a 215.454+40.33, similar
a lo reportado por Miller et al., (1978). Se observo que diez de las muestras presentaron un
crecimiento exponencial dentro del periodo de los dias 6 al 14 lo cual es un buen indicador de que
las algas utilizadas como indculo fueron células aptas en fase de crecimiento exponencial al momento
de ser utilizadas en el bioensayo.

3.5 Sobre indicadores de biomasa.

En la Tabla 4 se muestran los resultados reportados por Miller et al., (1978) sobre el efecto del pH
inicial del medio (EPA) en el rendimiento de Selenastrum capricornutum (R. subcapitata) al final de
dos semanas de cultivo. La microalga presenta limitaciones fisioldgicas en medios 4cidos o alcalinos,
independientemente de la formulacion del medio de cultivo. El mayor resultado de produccion de
biomasa fue de 101.22 mg L' a un pH de 10.

Tabla 4. Rendimiento maximo de peso seco de Selenastrum capricornutum respecto al pH. Datos obtenidos
de Miller et al., (1978).

Rendimiento maximo

pH inicial (peso seco) mg L™!

3 0.20

4 0.33

5 79.69
6 89.30
7 87.95
8 90.02
9 82.32
10 101.22
11 75.10

Los resultados de biomasa obtenidos en el presente estudio, a partir del cultivo en matraz sin diluir
(ver Tabla 2), muestran un valor de 214 mg L' que superan significativamente los rendimientos
reportados por Miller et al., (1978). El resultado es alentador para el uso de R. subcapitata en
aplicaciones biotecnologicas. Las diferentes cepas involucradas en cada estudio pudieran dar cuenta
de las diferencias en la productividad reportada.

3.6 Sobre los modelos estadisticos.

A partir de las correlaciones de fluorescencia con densidad y fluorescencia con biomasa, fue posible
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asignar una significancia estadistica. Analizando la correlacion fluorescencia vs densidad Neubauer,
se sabe que se trabajo con base en un modelo practicamente exacto con un error bastante aceptable
(P=0.0015), lo que lleva a inferir la confiabilidad de las estimaciones que se hagan (ver Tabla 3). En
cambio, al observar la correlacion fluorescencia vs biomasa, el valor P=0.0845 indica precauciones
con las posibles estimaciones por tratarse de un valor arriba del error del 5% clasicamente usado
como referencia.

En este punto se detecto un area de oportunidad consistente en el desarrollo de un modelo bifactorial
para la estimacion de la biomasa en funcion de los dos indices de densidad. Con los datos de la Tabla
2 se generd el modelo que se presenta a continuacion en la Formula (3):

Y =0.034109589x; — 1.01516x, — 0.5226757 3)
donde Y es la biomasa en mg L!; x; la fluorescencia y X, la densidad Neubauer.

El coeficiente de determinacion (R?) generado por la rutina de regresion integrada en Excel mostrd
un valor unitario, que da soporte con la més alta confiabilidad (R*=1.0000) al modelo bifactorial.

Por otra parte, tomando en cuenta un comportamiento sigmoidal en las principales etapas de
crecimiento del alga, se realizé también un analisis de regresion logistico (ver Figura 4) empleando
el programa MATLAB Ver 7.10.0 (2010) y el comando “nlinfit” (regresion no lineal ponderado)
alimentado con los valores experimentales y la ecuacion logistica de Verhulst (1945) que se presenta
a continuacion en la Formula (4):

& = P(a—bP) (4)

La solucion de la ecuacion logistica, dependiente de los coeficientes P, a, y b, se presenta en la
Férmula (5):

_ aPO

P(t) - bP0+(a—bP0)€_at (5)
Los coeficientes de la ecuacion logistica: 5.0, 0.50 y 0.002 respectivamente para P,, a, y b, fueron
obtenidos por el método de aproximaciones con supervision del coeficiente de correlacion (r) con la
rutina integrada en la libreria de Excel (Microsoft®). En la Figura 3 los puntos negros, unidos por la
linea, representan el modelo tedrico para el desempeiio de la microalga bajo las condiciones
experimentales; los puntos grises corresponden al valor promedio de los valores de fluorescencia de
los 11 cultivos en los dias en los que se hicieron registros.

150.00

Fluarescencia

wn

10 15

=]
1
n

Dias de cultivo

Figura 4. Modelo logistico para el crecimiento de Raphidocelis subcapitata (linea continua con puntos) en
base a los valores obtenidos en forma experimental (puntos color gris).

3.7 Comparacion con otras especies.
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La produccion masiva de microalgas es considerada como la fuente de alimento de mayor
importancia para los cultivos industriales de larvas de moluscos y crustaceos debido a la calidad,
factibilidad y bajo costo del cultivo de fitoplancton (Pifia et al., 2007). Comparando los valores de
produccion de biomasa de R. subcapitata con otras algas, como Chlorella vulgaris, se encontrd que
nuestra especie es reportada por algunos autores con bajo potencial productivo: Silva et al., (2015)
reportan una produccion de 0.05 g L™ en 12 dias para R. subcapitata, mientras que Chlorella vulgaris,
duplica su valor con 0.106 g L' en ese mismo tiempo. No obstante, Nascimiento et al., (2020)
reportaron mucha mas alta productividad para R. subcapitata en 45 dias de cultivo: hasta 0.741 g L
.Y atn mas, Pugliese et al., (2020) reportan valores de productividad de 2 g L™ en fotobiorreactores
de 500 mL durante 10 dias. En el trabajo de Fergola et al., (2007) se reporta el desempefio en conjunto
de estas dos microalgas. Silva et al., (2015) apuntan el potencial para el uso de R. subcapitata a gran
escala en la mitigacion de impactos ambientales y en la produccion de energias alternativas,
basandose en los indicadores de productividad, en la alta concentracion de acidos grasos (similar a
lo reportado por Nascimiento et al., 2020) y la capacidad de ser usada para la remediacion de aguas
residuales de granjas avicolas.

4. Conclusiones

Los indices de desempefio obtenidos en forma experimental y los datos comparativos con otros
reportes técnicos permiten concluir y reafirmar que R. subcapitata tiene potencial para ser utilizada
en la industria de los biocombustibles y para ser utilizada en la remediacion de aguas de descargas
industriales (Koukal et al., 2007) y agropecuarias independientemente de su uso cldsico como
organismo prueba en analisis ecotoxicologicos. También se concluye que la estimacion de la biomasa
en los cultivos de esta especie puede ser obtenida con alta confiabilidad en forma indirecta a partir
de la densidad optica medida por fluorometria. En futuras investigaciones se sugiere explorar
condiciones de cultivo que favorezcan atin mas la productividad de esta microalga.
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