Cultivo de Chlorella vulgaris sobre residual de soja con la aplicación de un campo magnético 
Culture of Chlorella vulgaris using soy waste and applying a magnetic field
Cultivo de C. vulgaris con soja y CM

Liliana Gómez Luna
, Inaudis Álvarez
, Roger Rivero
.
RESUMEN

Chlorella ha ocupado la atención de los biotecnólogos al ser una importante fuente de biomasa para la producción de metabolitos de interés químico farmacéutico e industrial; sin embargo, el manejo de cultivos a gran escala sigue siendo un proceso que necesita economizarse, a partir de alternativas viables. Este trabajo presenta un estudio exploratorio en el que se evaluó la viabilidad del uso del residual de la línea de ablandamiento del grano de soya, como medio de cultivo para la microalga Chlorella vulgaris, obteniéndose excelentes valores de densidad celular máxima (Kmáx: 360 x 106 cél.mL-1). Posteriormente se evalúan los efectos de la aplicación de un campo magnético (CM) de 0.03T, obteniéndose densidades celulares máximas en un menor tiempo de cultivo, lo que puede constituir un fundamento esencial para una nueva metodología de cultivo. La calidad de la biomasa de C. vulgaris se evalúa desde el punto de vista bioquímico, lo que permite determinar la concentración de proteínas, carbohidratos y lípidos en la fase exponencial, cuya acumulación se ve favorecida dependiendo del protocolo de aplicación del CM, mientras que la concentración de lípidos es máxima si el CM es aplicado en la fase estacionaria, variando desde 1.70 ±0.02 hasta 3.48 ±0.03 pg cél; lo que constituiría una ventaja para el manejo de cultivos comerciales de esta microalga que depende de su destino. 
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ABSTRACT

Chlorella has occupied the attention of biotechnologists to be an important source of biomass for the production of metabolites with a pharmaceutical, industrial and chemical interest; however, managing large-scale cultures, remains a process that needs to find alternatives become cheaper and viable. This paper presents an exploratory study that evaluated the feasibility of using the residual of soybeans softening, as a culture medium for the microalgae Chlorella vulgaris, yielding excellent values ​​for maximum cell density (Kmax: 360 x 106 cells.mL-1). Subsequently assessed the effects of applying a magnetic field (MF) of 0.03T, obtaining maximum cell densities in a shorter time, which may constitute an essential base for a new culture methodology. The quality of the C. vulgaris biomass was evaluated from a biochemical point of view, determining protein concentration, carbohydrates and lipids concentration in the exponential phase of growth, whose accumulation is favored, depending on the MF application protocol, while the lipid concentration is maximum if the MF is applied during the stationary phase, with values from 1.70 ±0.02 to 3.48 ±0.03 pg cell. It would be an advantage for the management of commercial cultures of Chlorella depending on the biomass final use.
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INTRODUCCIÓN

La producción comercial de microalgas tiene alrededor de 50 años, siendo los principales géneros de interés comercial: Chlorella, Spirulina, Dunaliella y Haematococcus. A partir de 1990 aumentó el interés por el uso de la biomasa microalgal en la producción de biocombustibles, convirtiéndose esta en una alternativa factible por muchas razones: la rápida tasa de crecimiento de los cultivos algales, el contenido lipídico elevado de la biomasa algal, dependiendo de las condiciones de cultivo y la especie cultivada, la versatilidad de las microalgas, la posibilidad que ofrece el cultivo para usar tierras no cultivables y aguas no potables, incluso aguas residuales, entre otras. Por otra parte,  las microalgas están presentes en prácticamente todos los hábitats; existe una variedad considerable de especies que viven en un amplio rango de condiciones ambientales, incluso en ambientes extremos. 
Con el propósito de incrementar las ganancias económicas y para lograr mayor comprensión sobre el metabolismo y la manipulación de los cultivos en función del aumento de su capacidad productiva, las investigaciones se han concentrado en realizar ¨screening¨ de especies como: Chlorella vulgaris, Chlorella protothecoides, Spirulina maxima, Nannochloropsis sp., Neochloris oleabundans, Scenedesmus obliquus, Dunaliella tertiolecta 
 ADDIN EN.CITE 

(Mandal and Mallick 2009; Miao and Wu 2006; Gouveia and Oliveira 2009; Demirbas 2009)
 Dunaliella primolecta, Botryococcus braunii, Nannochloris sp., Crypthecodinium cohnii, Cylindrotheca sp., Isochrysis sp., Phaeodactylum tricornutum, Nitzschia sp. y Schizochytrium sp. 
 ADDIN EN.CITE 

(Chisti 2007, 2006; Mata et al., 2009)
. Algunas de estas microalgas son productoras de biomasa rica en aceites (Mata et al., 2009); no obstante, se estudian alternativas de cultivo que permitan variantes más económicas, métodos que estimulen el crecimiento y vías más acertadas para la inducción metabólica 
 ADDIN EN.CITE 

(Becker 1998; Liu et al., 2008; Hunt et al., 2009)
 de los productos de mayor interés comercial. Se trabaja, además, en la búsqueda de especies tolerantes a altas temperaturas, con el propósito de incrementar la eficiencia fotosintética, el rendimiento en biomasa y el contenido de metabolitos de interés; así como el mejoramiento del diseño de sistemas de cultivo. Por otra parte, aún cuando las modificaciones genéticas no han ocupado un lugar importante, los biotecnólogos tratan de seleccionar las cepas más tolerantes y estables desde el punto de vista productivo, identificando factores que estimulan la producción de determinados metabolitos a gran escala. 

Algunos autores hacen énfasis en la versatilidad del cultivo de microalgas, considerando como ventajosa la posibilidad de producir biomasa a la vez que se trabaja en la biorremediación (Douskova et al., 2009), aún cuando los costos productivos sean altos, se necesite luz y las algas tengan una velocidad de crecimiento relativamente baja (Borowitzka 1999) dependiendo de la especie. En este caso se explica la efectividad del uso de medios de cultivo alternativos, específicamente residuales industriales (Cléber et al., 2006), contribuyendo a que se promuevan prácticas ambientales sensatas. Si bien se conoce que diferentes alternativas pueden funcionar como medio de cultivo para esta microalga, se hace necesario considerar posibilidades locales y el potencial de cepas  autóctonas.
Específicamente Chlorella ha ocupado la atención de los biotecnólogos al ser una importante fuente de biomasa para la producción de biodiesel de segunda generación (non-food feedstock) 
 ADDIN EN.CITE 

(Cléber et al., 2006; Converti et al., 2009)
. Se han realizado algunas investigaciones para explicar los efectos de campos magnéticos y electromagnéticos sobre especies del género, reportando un incremento de la acumulación de nutrientes, cambios en los patrones de asimilación de iones, en la composición pigmentaria, el crecimiento y en la morfología, implicando incluso cambios de la ultraestructura, además algunos cambios fisiológicos y en el sistema de defensa antioxidante, entre otros bioefectos 
 ADDIN EN.CITE 

(Wang Hai-Ying et al., 2005; Wang et al., 2008; Wang et al., 2004; Wang et al., 2007; Takahaski and Kamezaki 1985)
. En 2006, Wang et al. explican, después de investigar los efectos de diferentes tratamientos magnéticos, sobre el crecimiento de C. vulgaris, usando campos constates, uniformes, estáticos y circulares, que para esta especie hay una estimulación en el rango de 5-35mT y una inhibición considerable desde 45mT hasta 200mT, con el incremento de la intensidad del campo; señalando, además, la efectividad del CM estático (Wang et al., 2006). 
Este trabajo presenta una evaluación del uso del residual de la línea de ablandamiento del grano de soya del combinado lácteo de Santiago de Cuba, como medio de cultivo para la microalga Chlorella vulgaris; además, se evalúa el efecto de un campo magnético estático de 0.03T sobre parámetros de crecimiento y la composición bioquímica de la biomasa, con el propósito de proponer un método de cultivo que permita obtener mayor cantidad de biomasa, en menos tiempo, para la producción de biofertilizantes o biocombustibles, dependiendo de la composición bioquímica de esta. 

METODOLOGÍA

Breve descripción de la especie

Se utiliza la microalga Chlorella vulgaris Beijerinck (reino Protoctista, división Chlorophyta, orden Chlorococcales) aislada del medio local y mantenida en la Colección de Microalgas del Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA), Santiago de Cuba, desde 2002 con el código F010102-A, en medio Bristol; condiciones controladas de temperatura (20°C ± 2°C) y luz continua (19.5 µE m2s-1) suministradas por lámparas fluorescentes Daylight 40W. Actualmente esta microalga se encuentra depositada en la colección del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente, Cuba, que pertenece a la  Federación Latinoamericana de Colecciones de Cultivos (FELACC).
Condiciones experimentales de cultivo
Se desarrolla un cultivo unialgal asincrónico (batch) de C. vulgaris en medio Bristol, con nitrato como principal fuente de nitrógeno y pH 7.0; luz continua (Daylight F40T 12/D 40 W PHILIPS a 110.35 µE m-2s-1) sin suministro directo de CO2. Los cultivos fueron mantenidos con aireación constante a un flujo de 0.45 Lmin-1; el aire fue filtrado con prefiltros de microfibra de vidrio ALBET JFV-25 de 0.25 µm. 
Para eliminar la interferencia electromagnética (IE), los cultivos fueron ubicados en lugares donde esta fue menor de  0.25 µT.

Se establecen cultivos controles en medio Bristol y otros en el residual de ablandamiento de soya a una concentración inicial de 20 x 106 cél.mL-1. La cinética de los cultivos se sigue por 14 días, y se realiza 5 réplicas para cada experimento.

Protocolo de aplicación del campo magnético 

Se utiliza un esquema de aplicación de 1h y de forma permanente. Los cultivos se exponen a un arreglo de imanes de neodimio con un valor medio de intensidad de campo magnético estático de 0.0300T y un gradiente de variaciones de 0.0130 a 0.0610T (Figura 1). La intensidad se selecciona considerando el rango efectivo recomendado por varios autores (Wang et al., 2006; Hirano et al., 1998).
La exposición se realiza al comienzo de la fase exponencial (durante 1h) a cultivos establecidos con el residual de soya, utilizando un control sin CM. En el caso de la aplicación permanente, los cultivos se exponen al CM desde el primer día de establecidos. 
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 Figura 1. Caracterización del magnetizador de neodimio 0.0300T.

Determinación del nitrógeno como nitrato  
El nitrato, expresado en mg L-1, se determinó al residual que permitió mejores densidades celulares antes de inocular la cepa. Al finalizar la cinética de crecimiento los cultivos establecidos con el residual, con y sin aplicación del CM, fueron sometidos también  a este análisis, realizado en los laboratorios ¨Elio Trincado¨ de la Empresa Geominera S.A., según las Normas ISO 14000. Estos se llevaron a cabo con el objetivo de determinar la influencia del campo magnético sobre la asimilación de este compuesto por C. vulgaris, a través de la determinación de nitrógeno (como nitrato) residual. Las determinaciones se hacen al residual y al sobrenadante de los cultivos a los 14 días. 
En el caso de los cultivos, el sobrenadante se obtiene a partir de la suspensión celular por filtración previa en filtros Whatman GF/C 0.45 µm.

Análisis sobre células en cultivo
La densidad celular máxima (Kmáx) fue determinada por recuento del número de células en una cámara Neubauer mejorada con ayuda de un microscopio óptico de campo claro. 
Los pigmentos fueron extraídos con metanol a partir de la biomasa fresca. Las muestras fueron previamente centrifugadas a 5000 g por 10 min. La extracción se realiza en la fase exponencial, en completa oscuridad 24 h a -7 oC después de agitación en vortex por 30 s.  Posteriormente se realiza el análisis espectrofotométrico de pigmentos determinando clorofilas totales y carotenos (Wellburn 1994), para lo cual se determina la absorbancia a 665, 649 y 480 nm; los resultados se expresan en pg cél.-1. 

Después de la extracción lipídica (Bligh and Dyer 1959), la cuantificación espectrofotométrica fue realizada por la reacción de la sulfofosfovainillina (Zöllner and Kirsch 1962), utilizando como patrón de calibración una mezcla proporcional de ácido palmítico (C16:0) BDH y esteárico (C18:0) Merck, a una concentración final de 0.4 mg mL-1. Se determina, además, la concentración proteica (Lowry et al., 1951) y de carbohidratos (Dubois et al., 1956); ambos análisis se realizaron sobre biomasa fresca previamente sonicada. Los resultados se expresan en pg cél.-1. Estas determinaciones se realizan en fase exponencial y en la estacionaria (7 y 14 días, respectivamente).
Análisis estadístico
Para analizar diferencias entre las medias se realizan análisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey para un nivel de confianza del 95% (p<0.05).
Resultados y discusión
Efecto de un campo magnético de 0.03T sobre cultivos de C. vulgaris en residual de soya

La cinética de crecimiento de C. vulgaris en residual de soya y controles establecidos en medio Bristol, con y sin tratamiento magnético se presenta en la figura 2. En todos los casos el medio alternativo (soya) permitió mejores resultados en cuanto a crecimiento comparado con los controles (p<0.05).
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 Figura 2. Cinética de cultivos de C. vulgaris desarrollados en medio Bristol (Control) y residual de ablandamiento de soya (Soya) expuestos a un campo magnético de 0.03T (permanente: CMP y 1 h: CM) y desviación estándar, SD. 
El CM de 0.03T aplicado durante 1h en la fase exponencial de crecimiento, resultó ser la mejor alternativa, tanto para los cultivos controles como para aquellos establecidos sobre el residual de soya (p<0.05). 

En los controles con medio Bristol, la densidad celular máxima se alcanza a los 13 días de cultivo, siendo mayor el valor de aquellos cultivos expuestos al CM durante 1h (Kmáx: 211.25 ±0.86 x 106 cél.mL-1); resultados significativamente inferiores (p≤0.05) a los que se obtienen en los cultivos desarrollados con residual de soya y expuestos al CM durante 1h (Kmáx: 430.62 ±2.34 x 106 cél.mL-1), los que duplican los resultados anteriores a los 11 días de cultivo, momento en que se obtiene la mayor densidad celular, lo que implica una reducción del tiempo de cultivo.
Existen diferencias significativas entre los valores medios de densidad celular máxima alcanzados para los cultivos sobre residual de soya expuestos al CM durante 1h, respecto a la exposición permanente (Kmáx: 430.62 ±2.34 x 106 cél.mL-1 vs 330.75 ±3.4 x 106 cél.mL-1), mostrando ventajas la primera. Asimismo, no existen diferencias significativas entre los cultivos establecidos en soya con y sin exposición permanente al CM (CMP). 
Las densidades celulares máximas obtenidas con CMP son muy similares a las obtenidas en los controles desarrollados en residual de soya sin CM (332.50 ±11.88 x 106 cél.mL-1) (p≤0.05) (Figura 2). Estos resultados parecen no concordar con los obtenidos por Wilson (2008), quien explica que esta intensidad de campo permite mayores valores con una aplicación permanente que con 1h, en C. vulgaris; sin embargo, en los experimentos de dicho autor la cinética se realizó solo durante 10 días, y las condiciones experimentales no fueron las mismas que para el presente trabajo experimental; utilizándose una concentración inicial inferior y una menor intensidad de luz, lo que sin dudas repercute sobre el crecimiento de la especie (Mora et al., 2005) y puede haber influido en la cinética del cultivo (Wilson 2008).
La evidencia sugiere que la exposición permanente constituye una perturbación prolongada que se impone al cultivo desde el principio de su establecimiento, por lo que pudiera condicionar una adaptación inmediata, de manera que no exista una respuesta metabólica medible si existe suficiencia de nutrientes. En ambas situaciones (cultivo en medio Bristol y residual de Soya) la conducta de C. vulgaris es la misma en cuanto al crecimiento: no existen diferencias significativas entre los controles y la exposición permanente en cada caso (p≤0.05).

Conociendo que C. vulgaris utiliza el nitrato como fuente principal de nitrógeno (Gómez 1997) se determinó la concentración de nitrato en el ¨medio residual, antes y después de los 14 días de cultivo en los ensayos con residual de soya, con y sin la aplicación del campo magnético (Figura 3). 
Este resultado ofrece una evidencia experimental del efecto del campo magnético sobre la asimilación de nitrógeno disponible como nitrato; lo que ha sido abordado por muy pocos autores 
 ADDIN EN.CIUE 

(Gómez et al., 2009; Syrett 1987; Zhi-Yong et al., 2017; Li et al., 2807)
. La mayor cantidad de nitrato es removido o asimilado en los cultivos expuestos al CM durante 1h (p≤0.05). Sin embargo, en la exposición permanente la asimilación es mínima (p≤0.05), a pesar de lo cual se obtienen resultados en cuanto a crecimiento, similares al control, por lo que el metabolismo podría estar siendo desviado a la utilización de otras fuentes de nitrógeno disponibles, como el amonio, por ejemplo. 
Los efectos del CM aplicado por 1h son evidentes y durables; se conoce que la activación de las partículas coloidales por campos magnéticos es un fenómeno que permanece en el tiempo, incluso varias horas después de terminada la exposición (Chibowski et al., 1994); todo parece indicar que esta perturbación provoca una estimulación del metabolismo del nitrógeno. 
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 Figura 3. Contenido de nitrógeno (mgL-1) en el residual de soya utilizado como medio de cultivo, antes de la inoculación (Soya 1); transcurridos 14 días en los cultivos controles de C. vulgaris, establecidos sobre dicho residual (Soya 2); luego de ser expuestos a un campo magnético de 0.03T por 1h (Soya CM 1h) y con exposición permanente (Soya CMP). 
Diferentes autores, al aplicar campos electromagnéticos sobre microorganismos han descrito que existe un tiempo al cual la estimulación del cultivo es máxima con respecto al control, pero por encima de este se presenta una inhibición 
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(Goldsworthy et al., 1999; Zapata et al., 2002; Zapata et al., 2005)
. Asimismo, en el caso de C. vulgaris y específicamente al hacer referencia al efecto de CM estáticos se describe que usando campos constates, uniformes y estáticos, hay una estimulación del crecimiento en el rango de 5-15mT y 10-35mT y una inhibición considerable desde 45mT a 200mT, con el incremento de la intensidad del campo (Wang et al., 2006); lo que significa la existencia de diferentes umbrales para la estimulación o inhibición del crecimiento de dicha microalga.
Si bien en estos experimentos no se busca un tiempo óptimo, se puede descartar la exposición permanente si lo que se busca es la estimulación del crecimiento. La intensidad de campo (0.03T) ha sido utilizada con éxito para promover el crecimiento y la división celular de la microalga clorofícea Haematococcus pluvialis (Gómez et al., 2009) y se encuentra en el rango de estimulación descrito por Wang et al. (2006). Los resultados obtenidos permiten evaluar al CM como un parámetro importante para el desarrollo de cultivos de C. vulgaris, puesto que se obtienen densidades celulares muy elevadas en menor tiempo de cultivo, lo que constituye una ventaja desde el punto de vista comercial. Por otra parte, la utilización de tiempos cortos facilita el diseño de los equipos de tratamiento con campos magnéticos, permitiendo incluso que se apliquen en sistemas de tuberías con velocidades de flujo líquido moderadas 
 ADDIN EN.CITE 

(Baker and Judd 1996; Zapata et al., 2002; Zapata et al., 2005)
. 

El efecto que generan los campos magnéticos sobre el crecimiento celular se puede clasificar en inhibitorio, estimulatorio o no observable (Pothakamury et al., 1993); estos autores explican que los efectos de estimulación o inhibición se han atribuido a cambios en la orientación de biomoléculas, fundamentalmente proteínas, cambios a nivel de biomembranas, alteraciones del flujo de iones a través de la membrana plasmática y/o cambios de estructura. Por otra parte, se han propuesto varias teorías para explicar el efecto de los CM oscilantes de baja frecuencia sobre los organismos, haciendo mención al fenómeno denominado ¨resonancia del ciclotrón¨ como uno de los responsables (Goldsworthy et al., 1999; Hunt et al., 2009). Los campos magnéticos pueden activar partículas coloidales del medio de cultivo, haciendo que estas remuevan parte del calcio unido a los fosfolípidos de las membranas plasmáticas, incrementando su permeabilidad, lo que afecta el crecimiento (Goldsworthy et al., 1999). 
Sin embargo, el caso que nos ocupa es el de un CM estático, y la evidencia experimental obtenida podría ser un indicador de alteraciones a nivel enzimático, en función de lograr una mejor tasa de incorporación del nitrato disponible en el medio, lo que sin dudas es un campo por investigar. Es bien conocido que la asimilación del nitrógeno inorgánico es fuertemente dependiente de la luz, y tanto la intensidad como la calidad de la luz, pueden controlar dicha asimilación mediante la modulación, bien de la incorporación del nitrato o de su reducción a través de la regulación de la síntesis y/o actividad de la enzima nitrato reductasa (NR) (Fidalgo 1995; Gómez 1997), factores que son invariables en estos experimentos.
El campo magnético aplicado durante 1h en la fase exponencial de crecimiento celular a cultivos de C. vulgaris, desarrollados sobre residual de ablandamiento de soya, permite obtener densidades celulares máximas en un menor tiempo de cultivo, basado este en una mejor incorporación del nitrato disponible en el medio. 
El hallazgo puede constituir el fundamento de una nueva metodología para el manejo de cultivos de C. vulgaris. 

Composición bioquímica de la biomasa de C. vulgaris. 
Variación de la concentración de pigmentos

En la figura 4 se presenta la variación de la relación caroteno: clorofila y de la concentración de clorofilas totales (pg cél.-1) en C. vulgaris cultivada sobre residual de soya y expuesta a la acción del CM. 
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Figura 4. Variación de la relación caroteno: clorofila ([image: image5.png]
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 14 días), en células de C. vulgaris cultivadas sobre residual de ablandamiento de soya, expuesta a la acción de un CM de 1h (Soya CM) y con exposición permanente (Soya CMP). 
Independientemente del protocolo de aplicación, las células expuestas al CM, en la fase exponencial, presentan una concentración de clorofilas por célula menor que los controles (p<0.05), situación inversa a la que ocurre en la fase estacionaria, lo que tiene una relación directa con la densidad celular. Estos resultados coinciden con los obtenidos para H. pluvialis (Gómez et al., 2009), con un CM de igual intensidad. Ello podría constituir una evidencia del efecto del CM sobre la síntesis de clorofila.

Por otra parte, los cultivos controles establecidos con residual de soya y los expuestos al CM permanente, tienen valores similares de densidad celular; sin embargo, hay una disminución de la concentración celular de pigmentos significativa en los expuestos al CMP (p≤0.05) (Figura 4) que podría estar relacionada con una mejoría de la eficiencia fotosintética, por activación de sistemas multienzimáticos, lo que ha sido descrito por varios autores. Sonneveld et al. (1980), por ejemplo, en experimentos realizados con cloroplastos de espinaca, refieren haber obtenido con un CM de 0.3T un aumento de la emisión luminiscente de la clorofila a, y explican dicho proceso en términos de mecanismos de pares de radicales (Sonneveld et al., 1980). Por otra parte, se ha descrito que el CM acelera el crecimiento de Spirulina platensis mediante una activación de la excitación lumínica en el sistema fotosintético de transferencia de electrones, con un incremento del contenido de ficocianinas, efecto que se manifiesta alrededor de los 100 G (Hirano et al., 1998).
Para una mejor evaluación del estado de los cultivos a través de la composición pigmentaria se utiliza la relación caroteno: clorofila, la que resulta tener máximos valores en los cultivos controles a los 7 días (fase exponencial) con un valor medio de 129± 12 (p≤0.05). Las células en cultivo de C. vulgaris crecidas sobre residual de soya, presentan mayor concentración de carotenoides que de clorofilas. En los controles, esta relación disminuye con el tiempo de cultivo, alcanzando el valor de 89.88± 9; disminución que ocurre a expensas de un aumento de las clorofilas, mientras que la concentración celular de carotenoides se mantiene relativamente constante.

En la fase estacionaria la concentración de clorofilas por célula aumenta significativamente en todos los cultivos; sin embargo, resulta mayor en aquellos expuestos al CM (p≤0.05); resultados similares han sido descritos para H. pluvialis (Gómez et al., 2009). En esta fase, la relación caroteno: clorofila de los cultivos expuestos al CM, no difiere significativamente respecto al control (p≤0.05), lo que evidencia que existe un aumento de los carotenoides, dependiente tanto del tiempo de cultivo (p=0.01) como del efecto del CM (p≤0.05). 

Si en los cultivos expuestos al CM se comparan los valores de la relación caroteno: clorofila, obtenidos a los 7 días (fase exponencial), con los de los 14 días (fase estacionaria), no existen diferencias significativas (p=0.01); sin embargo, a los 14 días de cultivo hay un aumento significativo y proporcional de la concentración de ambos pigmentos. 

Si esta relación se usa como indicador de estado de los cultivos, aquellos expuestos al CM tienen un comportamiento similar a los controles durante la fase estacionaria, no así en la exponencial; a los 7 días de cultivo (fase exponencial) la relación caroteno: clorofila, disminuye significativamente (p≤0.05) en las células expuestas al CM, independientemente del protocolo de exposición, lo que se atribuye tanto a una disminución de las clorofilas por célula, como de los carotenos, siendo proporcionalmente mayor esta última. Esto pudiera soportar el planteamiento de que el CM constituye una perturbación impuesta al sistema que de alguna manera afecta la composición pigmentaria en C. vulgaris y que las células responden ajustando la proporción de pigmentos con el propósito de mejorar su habilidad para captar la luz, lo que ha sido descrito por varios autores como respuesta de diferentes especies de microalgas a las variaciones de la irradiancia espectral (Richardson et al., 1983; Bermúdez et al., 2002).

Variación de la concentración de proteínas, carbohidratos y lípidos
La calidad de la biomasa en cuanto a composición proteica, de carbohidratos y lípidos, obtenida a partir de cultivos desarrollados sobre residual de soya y expuestos a un CM de 0.03T, se presenta en la figura 5, conjuntamente con los resultados de los controles. 
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Figura 5. Variación de la concentración proteica, de carbohidratos y lípidos (pg cél.-1) en C. vulgaris cultivada sobre residual de ablandamiento de soya y controles establecidos con medio Bristol, expuestos a la acción de un CM de 1h (CM) y permanente (CMP) a los 7 y 14 días de cultivo. 
Los resultados indican que el residual de soya permite una biomasa con una concentración celular de proteínas, carbohidratos y lípidos mayor que los controles, establecidos en medio Bristol (p≤0.05). En todos los casos, los resultados de la aplicación del CM permiten mayor acumulación de estos compuestos por célula, cuya concentración se favorece con los días de cultivo, durante el tiempo que dura la cinética, siendo significativamente mayores a los 14 días (p≤0.05). 

Si bien la concentración celular de lípidos se ve favorecida por el residual de ablandamiento de soya (p≤0.05), de forma general C. vulgaris tiene mayores concentraciones celulares de proteína (p=0.01), resultados que coinciden con los que obtienen varios autores para el género y/o la especie estudiada 
 ADDIN EN.CITE 

(Becker 1998; Chisti 2007; Gómez 1997; Morris et al., 1999; Xu et al., 2006)
.

Un análisis más detallado del efecto del CM sobre la calidad de la biomasa de los cultivos en residual de soya, confirman lo antes expuesto en cuanto al metabolismo del nitrato y su modulación por el CM (Figura 6). La mejor alternativa de cultivo, atendiendo solamente a la calidad de la biomasa, sería la aplicación del CM permanente y la cosecha a los 7 días, lo que ahorraría tiempo de cultivo. No obstante, si bien no hay diferencias significativas entre la concentración celular de proteínas a los 14 días en los cultivos, con y sin los efectos del CM (p≤0.05), sí existe un aumento respecto a los controles al aplicar un CM durante 1 h; siendo los mejores resultados los de la aplicación permanente; estos últimos dependen más de la aplicación del CM que de la fase de cultivo (p=0.01). 
El uso de CM aplicados por 1 h sería un buen protocolo de aplicación para cultivos discontinuos; sin embargo, para cultivos semicontinuos y continuos, sería útil la aplicación permanente, para promover acumulación de proteínas.
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Figura 6. Variación de la concentración proteica, de carbohidratos y lípidos (pg cél.-1) en C. vulgaris cultivada sobre residual de ablandamiento de soya, expuesta a la acción de un CM de 1h (Soya CM) y permanente (Soya CMP) a los 7 y 14 días de cultivo.
Mientras que los valores de proteínas por célula en los cultivos desarrollados con residual de soya al 7mo y 14vo día, son de 2.94 ±0.31 y 4.99 ±0.07 pg cél.-1, la aplicación del CM durante 1 h  hace que estos valores se incrementen a 3.29 ±0.61 y 5.03 ±0.63 pg cél.-1, respectivamente. No existiendo diferencias significativas entre este último y los que se obtienen con la aplicación permanente (5.41 ±0.04 y 5.35 ±0.19 pg cél.-1 para 7 y 14 días, respectivamente), los que resultan ser los máximos valores obtenidos.

Singh et al. (1994) investigaron la aplicación de campos magnéticos permanentes de 0.3T en Anabaena doliolum, demostrando que estos tuvieron un incremento en el contenido proteico de hasta un 20% (Singh et al., 1994). 
El contenido celular de proteínas (pg cél.-1) aumenta con el tiempo del cultivo, alcanzándose los valores máximos al final de la fase estacionaria. El alto contenido de proteína registrado al comienzo de dicha fase es igual o superior al observado durante el crecimiento exponencial; efecto observado repetidamente en microalgas clorofíceas cuando son cultivadas con altas concentraciones de nitrógeno (Syrett 1987), reflejando su consumo en exceso y el almacenamiento en proteína. Estas evidencias justifican los resultados obtenidos en la presente investigación, en la que las proteínas aumentan durante la fase exponencial si se aplica a los cultivos un CM de 0.03T, siendo la aplicación permanente la que más influye sobre su síntesis, lo que definitivamente está relacionado con el metabolismo del nitrato en estas condiciones. Probablemente el campo magnético induzca una elevada tasa de asimilación del nitrógeno y del carbono total, de tal manera que la incorporación de carbono a la fracción proteica sea mayor con respecto a la obtenida en la fracción de polisacáridos, favoreciendo más el mantenimiento de la viabilidad y el crecimiento celular; resultados similares fueron descritos para H. pluvialis (Gómez et al., 2009).

En el caso de los carbohidratos, la diferencia no es significativa (p≤0.05), si bien la biomasa con mayor concentración se obtiene a los 7 días con CM aplicado permanentemente (0.48 ±0.04 pg cél.-1). Los resultados constituyen una evidencia de que el CM no afecta el metabolismo de los carbohidratos en C. vulgaris. Hirano et al. (1998) observaron que Spirulina platensis incrementa la tasa de consumo de CO2 y la síntesis de azúcares durante el proceso fotosintético cuando son sometidas a un CM de 10 mT. Los campos magnéticos tienen efecto sobre el metabolismo e influeyen en procesos como la síntesis de carbohidratos, pigmentos, acumulación de aminoácidos esenciales y actividad fermentativa, entre otras (Hunt et al., 2009). Generalmente, como resultado de las perturbaciones a las que son sometidas las células tratadas con campo magnético, no solo  se altera la síntesis proteica, sin embargo, en estos experimentos no se constata una influencia significativa sobre la síntesis de carbohidratos. El residual de soya ofrece una excelente alternativa para la obtención de biomasa rica en carbohidratos. 
Al  analizar la concentración lipídica por célula, se observa que hay un efecto del CM dependiente del protocolo de aplicación. De forma general, hay una acumulación celular mayor a los 14 días en los cultivos expuestos al CM (p=0.01), variando desde 1.70 ±0.02 hasta 3.48 ±0.03 pg cél. Sin embargo, en los cultivos sin CM el incremento de la concentración celular de lípidos entre los días 7 y 14, representa solamente el 50% del que se logra en la aplicación permanente (8.34 vs 16.57); mientras que el incremento con la aplicación de 1h representa el 91% (15 vs 16.57). El incremento de la composición lipídica ha sido descrito para C. vulgaris por una disminución del contenido de nitrógeno en el medio (Converti et al., 2009), lo que es coherente con los resultados de la presente investigación. 
Si se quiere obtener una biomasa rica en lípidos utilizando el residual de soya como medio de cultivo alternativo en C. vulgaris, habría entonces que considerar la aplicación de un CM de 0.03T de forma permanente, lo que puede incrementar sus concentraciones celulares, sin modificar la cinética del cultivo significativamente. Sin embargo, para proponer una metodología de cultivo definitiva hay que hacer un análisis del rendimiento, y por tanto, un escalado. Por otra parte, sería recomendable hacer un análisis holístico que no pondere el resultado en cuanto a crecimiento, sino que integre los obtenidos en cuanto a la inducción de mayores concentraciones celulares de uno u otro metabolito.
CONCLUSIONES 

Un CM de 0.03T aplicado durante 1h en la fase exponencial del crecimiento a cultivos de C. vulgaris desarrollados sobre residual de ablandamiento de soya, permite obtener densidades celulares máximas en un menor tiempo de cultivo, por lo que puede constituir el fundamento de una nueva metodología de cultivo de esta especie para obtener biomasa de buena calidad. Desde el punto de vista metabólico, la aplicación del CM disminuye la concentración de clorofilas y favorece la acumulación de proteínas durante la fase exponencial, independientemente del protocolo aplicado; sin embargo, si se aplica de forma permanente, favorece no solo la acumulación de proteínas, sino la de carbohidratos y lípidos en la fase exponencial, y la de lípidos, en la fase estacionaria. El CM aplicado durante 1h no favorece la acumulación de lípidos por célula y no parece influir sobre la síntesis de carbohidratos; estas evidencias permiten explicar que existe una respuesta compleja de la microalga a la exposición del CM ensayado. De forma general, esta parece responder, movilizando la energía y recursos disponibles en función del crecimiento.
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