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2 RESUMEN

Las microalgas son reconocidas como fuente de bioproductos de gran importancia
econdémica. Para su obtencion es necesario desarrollar e implementar técnicas
adecuadas para extraer, cuantificar y conservar metabolitos de interés
biotecnoldgico. Una de ellas consiste en la disrupcion celular para la liberacion de
biocompuestos. El objetivo que se plantea en este trabajo es determinar la
efectividad de ruptura celular obtenida por el método de sonicacién. Se utilizé un
equipo de ultrasonido modelo JY88-II N, y se trataron las especies Scenedesmus
sp, Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliella salina, y Nostoc sp
pertenecientes al cepario del Laboratorio de Microalgas. Fueron sometidas a
pulsos de baja frecuencia (20 kHz) y para evitar el aumento excesivo de
temperatura durante el proceso se mantuvieron en un bafio con hielo. Las
variables consideradas fueron: presencia/ausencia de pared celular, tiempo (1- 20
min) y potencia de sonicacion (150 — 200 W). La densidad celular fue evaluada en
camaras de conteo, registrandose el estado de las células al inicio y al final del
procedimiento mediante camara fotografica adosada al microscopio 6ptico con el
software correspondiente. Se determindé el indice de sonicado (nS) para valorar la
eficiencia del proceso, calculado a partir de las densidades celulares iniciales y
finales (Ni y Nf).

C. reinhardtii, D. salina y Nostoc sp presentaron liberacién del contenido celular
en 5 minutos de sonicado con una potencia de 150 W, resultado que se
corresponde con sus estructuras celulares carentes de pared. Mientras que
Scenedesmus sp, y C. vulgaris requirieron mayor tiempo y potencia (20 minutos y
200 W), dada la presencia y naturaleza de sus paredes celulares. Se comprueba
la eficiencia del tratamiento que afecta de manera diferente a las especies
estudiadas segun la presencia o no de pared celular, factor que condiciona la

liberacion de los componentes internos.
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3 INTRODUCCION

El presente informe es el resultado de la ejecucion de la Practica Profesional de
la carrera Licenciatura en Proteccion y Saneamiento Ambiental, dictada en la sede
Trelew de la Facultad de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco. La misma se llevo a cabo

en el Laboratorio de Microalgas de dicha Facultad.

Las microalgas constituyen el primer nivel tréfico en los sistemas acuaticos, del
gue depende todo el ecosistema. Alrededor de la mitad de la fotosintesis y la
producciéon mundial de oxigeno se logra mediante estos organismos.
Representan el primer eslabon en la cadena alimenticia y juegan un papel
importante en el reciclaje de CO> a través del proceso fotosintético, que es similar
al de las plantas superiores. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y
se han adaptado a diferentes ambientes con gran diversidad en tamarfio,

morfologia, ciclo de vida, pigmentos, y metabolismo. (Matsunaga y col., 2005).

Actualmente se reconoce su importancia y utilidad a través de un amplio espectro

de aplicaciones cientificas y tecnoldgicas.

Pese a no saberse con precision el numero real de especies de microalgas
existentes en todo el planeta, su nimero se presume en un rango entre 300.000
y 1.000.000 de especies. De estas, s6lo algunas decenas de miles de especies
han sido identificadas a la fecha. A nivel de su industrializacién con fines
comerciales, el nimero se reduce a unas 15 a 20 especies empleadas en la
actualidad, con otras 15 0 20 en estudio para determinar su potencial a mediano-

largo plazo (Cerén Garcia, 2013).

Las microalgas se han considerado buenos organismos modelo para el estudio
de diversos procesos biolégicos como la morfogénesis, el reconocimiento
celular, los ciclos bioldgicos, la evoluciéon de procesos y rutas metabdlicas y la

fisiologia y bioguimica de la fotosintesis.
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En las microalgas se combinan propiedades metabdlicas tipicamente vegetales
con caracteristicas propias de células microbianas tales como la capacidad de
crecimiento rapido en cultivo liquido, simplicidad de requerimientos nutritivos,
plasticidad metabdlica, tolerancia a condiciones extremas, capacidad de
sintetizar y secretar algunos metabolitos y potencialidad de manipulacion

genética, que les confiere interés biotecnolégico (Borowitzka, 2013).

Pueden cultivarse para obtener masa rica en proteinas de uso directo en la
alimentacion animal, procesadas o como alimento vivo en la cria de diversas
especies acuaticas. Algunas especies se utilizan en la depuracion de aguas
residuales, por su capacidad de extraer nutrientes del agua y transformarlos en
biomasa que luego puede tener diferentes aplicaciones como por ejemplo en el
area de combustibles y de la agronomia (Albarracin y col., 2011; Garcia Cuadra
y col., 2012; Salomén y col., 2014; Hernandez Pérez y Labbe, 2014).

Los efectos agrondmicos de las algas se pueden justificar por el
contenido cuantitativo y cualitativo de sus componentes: polisacaridos
matriciales y de reserva, macro y micronutrientes, bioantioxidantes y activadores,
fitohormonas y reguladores del crecimiento, biotoxinas, inhibidores y repelentes

(Garcia Reina y Martel Quintana, 2000).

Para la obtencion de esos productos es necesario desarrollar y complementar
diferentes técnicas para extraer, cuantificar y conservar sus metabolitos. Por lo
tanto, es importante tener en cuenta las metodologias para optimizar
rendimientos. Existen técnicas de tipo mecanico y quimico. De las primeras, las
mas empleadas son la deshidratacion por liofilizacion, congelamiento, reduccién
de tamafio de particula, ultrasonido y homogenizacién en alta presion. Las de
rompimiento quimico adicionan al material enzimas hidroliticas o reactivos que
generen condiciones extremas de salinidad, presion osmotica o pH (acidos o
basicos), (Lee y col., 1998 y 2010).
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3.1 Ultrasonido

El ultrasonido o sonicacion consiste en la exposicion de las microalgas a ondas
acusticas de una frecuencia determinada. Un transductor magneto restrictivo o
piezoeléctrico convierte la corriente alterna de un oscilador eléctrico en ondas
mecénicas que se transmiten a la suspension a través de una sonda metélica
(generalmente hecha de titanio) que vibra con la misma frecuencia que el
oscilador. Estas ondas, en ciclos de rapida compresion y descompresion,
generan millones de microburbujas que son comprimidas hasta su minimo luego
se expanden y colapsan contra las células (cavitacion) produciendo calor en el
medio liquido y causando la ruptura de la pared celular por los fuertes esfuerzos
de corte producidos. Ha sido demostrado experimentalmente que la aplicacion
de ultrasonido a baja frecuencia (20 kHz) causa una alta destruccion celular
algal, incluso mayor que aplicando ondas de alta frecuencia (Molina Grima 'y col.,
2004; Gonzalez y col., 2009; Fuentes Campos y Aranda Saldafia, 2013). El
sonicador puede operar de dos formas: por pulsos 0 de manera continua.
Cuando es por pulsos, las vibraciones de ultrasonido pueden transmitirse en una
solucién en un rango de 0,1 a 0,9 pulsos por segundo, permitiendo una adecuada
sonicacién sin generacion importante de calor. En cambio, cuando se aplican las
ondas de ultrasonido de forma continua, hasta por 15 minutos, el inconveniente
es que se produce una elevada generacién de calor. (Sanchez Carmona y col.,
2016).

Hay numerosos trabajos que han citado la técnica de sonicacion para obtener
diversos bioproductos (Lee y col, 1998; Gonzalez y col., 2009; Lee y col. 2010;
Fuentes Campos y Aranda Saldafia, 2013; Zheng y col., 2011; Garcia-Cuadra y
col., 2012; Halim y col., 2013; Ogut y col, 2013; Dos Santos y col.,2015; Onay y
col., 2016; Heo y col., 2017; Hildebrand y col, 2020).

Entre las empresas proveedoras de equipos de ultrasonido podemos citar
Hielscher, Covaris 2200, Biosafer, entre otras. En las Figuras 1, 2 y 3 se

muestran algunos de sus equipos.
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Fig 1 Homogeneizador ultrasonico | Fig 2. Sonicador Covaris 2200
UP400St de 400 W para sonicacion
por lotes (Hielscher)

Fig. 3. Homogeneizador ultrasonico BIOSAFER De 150 a 3000 W, su
capacidad de procesamiento de 0,2-5000 ml segun la potencia. Se presenta
con la cAmara a prueba de sonido y la abrazadera soporte.

Un factor relevante a tener en cuenta en la operacion de ultrasonido es la
resistencia de la pared celular al rompimiento y liberacion de los componentes

internos.
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3.2 Microalgas

Las especies de microalgas que se utilizaron en el desarrollo de este proyecto
fueron: Scenedesmus sp, Chlorella vulgaris, Chlamydomonas reinhardtii,

Dunaliella salina y Nostoc sp.

3.2.1 Scenedesmus sp (Meyen)

Fig. 4. Scenedesmus sp

Tabla 1: Ubicacién taxondmica de Scenedesmus sp. Fuente: Parra y col., 1983.

TAXONOMIA

Phylum Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden  Sphaeropleales
Familia Scenedesmaceae
Género Scenedesmus

Sus células son elipsoidales o fusiformes, forman colonias llamadas cenobios,
se encuentran en multiplos de dos, siendo las mas comunes las de cuatro u ocho
células. Las células estan dispuestas unas al lado de otras con sus ejes mayores
paralelos. Los cenobios de ocho células a menudo estan constituidos por 2
hileras alternadas de 4 células. Poseen pared lisa o verrucosa. Los polos de las
células a menudo estan ornamentados con espinas, a veces las células
marginales del cenobio estan ornamentados de manera diferente a las

medianas. Cada célula presenta un cloroplasto con un pirenoide (Lee y col., 2013).
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Scenedesmus sp tiene una de las paredes mas resistentes, ya que esta
compuesta por multiples capas de celulosa y hemicelulosa en la parte interna y
esporopolenina y politerpenos en la parte externa. La esporopolenina es un
politerpeno impermeable resistente a los agentes quimicos que se encuentra
también en la pared de las esporas y del grano de polen, también llamado
algaenan. Es un biopolimero hidrocarbonaceo no hidrolizable (Alhattab y col.,
2019) Puede decirse que la esporopolenina deriva de diversos precursores que

estan vinculados quimicamente para formar una estructura rigida.

3.2.2 Chlorella vulgaris Beijerinck
o

o
3@

Fig. 5. Chlorella vulgaris

Tabla 2: Ubicacién taxonémica de Chlorella vulgaris. Fuente: Parray col., 1983.

TAXONOMIA

Phylum Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden Trebouxiophyceae
Familia Chlorellaceae
Género Chlorella

Especie Chlorella vulgaris

Las células de Chlorella son esféricas con un cloroplasto en forma de copa
raramente, dos y a veces se observa un pirenoide, siempre con vacuolas
contractiles. Sus células son siempre solitarias, reniformes o elipsoidales, mas

raramente asimétricas, con pared celular notoria (Lee, 2008).

C. vulgaris posee pared celular constituida por pectina, celulosa y celulosa en

combinacion con otros polisacaridos (Passos y col., 2014).
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3.2.3 Chlamydomonas reinhardtii P.A.Dangeard

Fig. 6. Chlamydomonas reinhardtii

Tabla 3: Ubicacion taxonémica de Chlamydomonas reinhardtii. Fuente: Paraetal, 1983.
TAXONOMIA

Phylum Chlorophyta

Clase Chlorophyceae

Orden Volvocales

Familia Chlamydomonadaceae

Género Chlamydomonas

Especie Chlamydomonas
reinhardtii

El género Chlamydomonas presenta células solitarias de forma regular o con
dorsiventralidad mas o menos marcada, ovoides, elipsoidales, globulosas o
fusiformes, con dos flagelos iguales. Su seccion transversal es siempre
redondeada, raramente un poco eliptica. A veces lleva una papila entre los
flagelos, casi siempre lisa. Los cloroplastos pueden ser de formas variadas y el
estigma ("mancha ocular", que detecta la luz) estar ausente; con una, dos o
varias vacuolas contractiles. Los pirenoides, cuando presentes, varian de uno a
muchos. Los estados palmeloides y gleocistoides son frecuentes (Parra y col.,
1983).

La membrana celular de Chlamydomonas reinhardtii es una matriz extracelular
compuesta por carbohidratos y 20-25 polipéptidos, proporciona soporte estructural
a la célula y puede regular el movimiento de moléculas dentro y fuera de la célula.
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Esta compleja matriz extracelular esta compuesta por carbohidratos y varias
proteinas ricas en hidroxiprolina dispuestas en al menos siete capas distintas
visibles en el microscopio electrénico, con las capas externas formando una red

cristalina. (Imamy col., 1985).

3.2.4 Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco

4

0
o

Fig.‘7. Dunaliella salina

Tabla 4: Ubicacion taxondmica de Dunaliella salina. Fuente: Throndsen, 1997.

TAXONOMIA

Phylum Chlorophyta

Clase Chlorophyceae

Orden Volvocales

Familia Dunaliellaceae

Género Dunaliella

Especie Dunaliella
salina

Dunaliella es un género de algas verdes unicelulares, moéviles, con forma de
varilla a ovoides.- Este género tiene representantes marinos y haldfilos
principalmente, aunque también se han descripto especies de agua dulce.
(Throndsen, 1997). Dunaliella salina y cepas hipersalinas similares tienen células
biflageladas en forma de pera. Dunaliella es la principal fuente natural de -
caroteno en altas cantidades, siendo hasta un 16% de su materia seca. Sus
células carecen de una pared celular rigida y, en cambio, tienen una fina

membrana plasmatica elastica.
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3.2.5 Nostoc sp (Vaucher ex Bornet et Flahault)

Fig. 8. Nostoc sp

Tabla 5: Ubicacién taxondmica de Nostoc sp. Fuente: (Parra et al, 1982)

TAXONOMIA

Phylum Cyanobacteria
Clase Cyanophyceae
Orden Nostocales
Familia Nostocaceae
Género Nostoc

Filamentos agrupados en cenobios gelatinosos mas o menos esféricos a
menudo de gran tamafio. Tricomas entrelazados flexibles, con heterocistos
intercalares. A veces cada tricoma conserva una vaina visible, pero a menudo es

difluente.

En este trabajo se puso a punto un equipo de ultrasonido para su utilizacién en
la ruptura de la pared celular de microalgas. La propuesta estuvo en el marco del
Proyecto: “Capacidad bioestimulante de Nostoc sp y Scenedesmus sp en la
germinacion de semillas de Pappostipa humilis (Cav.) Romasch (coirdn llama)
para revegetacion de ambientes degradados”. El mencionado proyecto involucré
técnicas de cultivo de microalgas y de ruptura de paredes celulares para la
liberacién de biocompuestos, por ejemplo los que estimulan la germinacion de

semillas (fitohormonas, auxinas, giberelina).

Se llev6 a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Microalgas de la Facultad
de Ciencias Naturales y Ciencias de la Salud UNPSJB sede Trelew. La técnica

de disrupcion celular se podra aplicar en futuras actividades de docencia
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fortaleciendo lineas de investigacion en biotecnologia algal.

4  OBJETIVO GENERAL

Poner a punto el equipo de ultrasonido modelo JY88-II N para su aplicacion en la

ruptura de células de distintas especies de microalgas.

3) MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas seleccionadas

Las cepas que se seleccionaron pertenecientes a la Coleccién del Laboratorio
de Microalgas de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco,

sede Trelew, Provincia del Chubut, Argentina fueron:

o Scenedesmus sp (Meyen) Codigo LMPA 63. Aislada de la Laguna
Cacique Chiquichano, Chubut, Argentina y es mantenida en Medio Detmer
(Accorinti, 1960).

o Chlorella vulgaris (Beijerinck) Cédigo LMPA 39. Aislada del Rio Chubut,

Chubut, Argentina y es mantenida en Medio Detmer (Accorinti, 1960).

o Chlamydomonas reinhardtii (Ehrenberg) Cédigo LMPA 43. Aislada de la
Laguna Cacique Chiquichano, Chubut, Argentina y es mantenida en Medio
Detmer (Accorinti, 1960).

o Dunaliella salina (Teodoresco) Cdédigo LMPA 31. Aislada de Playa

Cangrejales, Chubut, Argentina y es mantenida en Medio Walne (Walne, 1966).

o Nostoc sp (Vaucher ex Bornet et Flahault) Codigo LMPA 52. Aislada del
Rio Chubut, Chubut, Argentina y es mantenida en Medio BG11 (Rippka, 1988).

12
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Todas las cepas son mantenidas en camara de cultivo a una temperatura de 19
+ 2 °C, lluminacién de 56 HE ms?y luz continua.

5.2 Preparacion de soluciones y cultivos

Antes de comenzar los ensayos, fue necesaria la preparacién de los medios de

cultivo especificos de cada especie, descriptos en el Anexo |

- Detmer (Accorinti, 1960) para Scenedesmus sp, Chlorella vulgaris y
Chlamydomonas reinhardtii

- Walne (Walne, 1966) para Dunaliella salina

- BG11 (Rippka, 1988) para Nostoc sp

Se realizo el cultivo de las especies seleccionadas en el medio especifico de
cada una de ellas en recipientes de 250 ml (Erlenmeyers) con un volumen final
de 100 ml cada uno. Todos, en condiciones controladas en camara de cultivo
(temperatura 23 + 2 °C, iluminacién 2800 lux, fotoperiodo 12:12) y agitacion

manual diaria. (Fig. 9).

Fig. 9. Cultivos de las especies seleccionadas
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5.3 Ensayos de aplicacion de ultrasonido

Fig. 10. Vista frontal del sonicador y de la Camara de aislamiento acustico

Se empled el equipo de ultrasonido del Laboratorio de microalgas JY88-I1IN

(Ultrasonic Cell Crusher) (Fig. 10), realizando experiencias con variables del

proceso:
a. Tiempo de sonicacion.
b. Potencia de sonicacién

Las muestras de cultivos fueron sonicadas en tubos de centrifuga de plastico de
50 ml. Fueron sometidas a pulsos de baja frecuencia (20 kHz) y para evitar el
aumento excesivo de temperatura durante el proceso se mantuvieron en un bafio
con hielo, el tiempo empleado fue entre 1 y 20 min con una potencia de
sonicacion de 150 W y 200 W para Scenedesmus sp y Chlorella vulgaris y 150
W para las otras cepas. Se registré el estado de las células al inicio y a diferentes

tiempos mediante cadmara fotografica Infinity adosada al microscopio Optico
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Olympus con el software correspondiente (Fig. 11). Se guardaron alicuotas para

su posterior recuento fijadas con Lugol.

Fig. 11. Camara Infinity adosada al microscopio 6ptico Olympus.

La densidad celular fue evaluada mediante una camara de conteo celular
(Camara de Neubauer, Fig. 12) salvo para el caso de la microalga filamentosa
Nostoc sp- En este caso, por ser un alga filamentosa que con el tratamiento de
sonicacion se fragmentaba, no era posible usar esta cAmara en todo el proceso.
Para cuantificar este efecto se contaron las células presentes en 8 zonas del

campo registrado por una fotografia tomada con aumento 200X (Anexo ).
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Fig. 12. Camara de Neubauer
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Se determind el indice de sonicado (nS) para valorar la eficiencia del proceso,
calculado a partir de las densidades celulares iniciales y finales (Ni y Nf)

mediante la ecuacion:

s=N =N 100
=N

6 RESULTADOS

En las figuras 13 a 17 se muestran las fotografias tomadas con el objetivo 20X a
los cultivos sonicados a una potencia de 200 W en el caso de Scenedesmus sp
y C. vulgaris, y a 150 W en el de las otras cepas. Los tiempos se indican en el
epigrafe. C. reinhardtii, D. salina y Nostoc sp .presentaron liberacién del
contenido celular alos 5y 6 minutos de sonicado. Scenedesmus spy C. vulgaris

requirieron mayor tiempo (20 minutos).
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Fig. 14. Chlorella vulgaris: 0, 10 y 20 min. 200 W
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Fig. 17. Nostoc sp: 0, 1 y 5 min. 150 W

La Tabla 6 muestra los conteos realizados para la determinacién de las
densidades celulares. En cada caso, se tratd de contabilizar las células cuya
estructura se veia completa.

En la dltima columna se muestran las densidades celulares, salvo para Nostoc sp

gue muestra los conteos celulares en el campo capturado en la fotografia (Anexo

).
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Tabla 6. Tabla de conteos de densidades celulares

(Aclaracion: Para Nostoc sp conteo celular en el campo capturado en la

fotografia).
Potencia | Tiempo F

Cepa (W) (min) nl | n2 | n3 [n4d | n5|n6| n7 | n8 | MEDIA [ DESVIO [ dilucién Necel/ml
Scenedesmus sp 150 0 72 | 76 89 | 88 [129| 76 | 127 | 94 93,88 22,38 10 9.387.500
150 5 70 | 75 88 | 89 [103| 75 | 108 | 95 87,88 13,82 10 8.787.500
150 10 76 | 77 79 | 92 | 105[ 69 | 87 | 89 84,25 11,35 10 8.425.000
150 15 80 | 79 | 75 | 95 [ 97 [ 79 | 80 [ 92 84,63 8,57 10 8.462.500
150 20 90 | 94 | 70 | 80 [ 81 [ 89 | 84 [ 88 84,50 7,52 10 8.450.000
200 10 75 | 84 91 | 79 | 77 [ 86 | 79 | 97 83,50 7,56 10 8.350.000
200 15 95 | 69 80 | 87 [ 68 | 78 | 91 | 86 81,75 9,82 10 8.175.000
200 20 86 | 82 78 | 84 [ 64 | 84 | 80 | 87 80,63 7,35 10 8.062.500
Chlorella vulgaris 200 0 84 | 94 87 | 75 | 77 | 87 | 109 | 108 90,13 12,81 10 9.012.500
200 5 82 | 79 55 | 70 | 78 [ 80 | 83 | 75 75,25 9,16 10 7.525.000
200 10 75 | 62 | 50 | 66 [ 65 [ 81 | 67 [ 65 66,38 9,10 10 6.637.500
200 15 63 | 41 | 42 | 64 [ 54 [ 78 | 57 [ 53 56,50 12,13 10 5.650.000
200 20 62 | 47 43 [ 60 | 53 | 65 [ 55 | 53 54,75 7,46 10 5.475.000
Dunaliella salina 150 0 21 | 19 28 | 23 [ 22 | 21| 17 | 15 20,75 3,96 10 2.075.000
150 1 22 | 26 20 | 25 {15 {19 | 11 | 18 19,50 4,99 10 1.950.000

150 3 5 3 4 3 2 8 2 5) 4,00 2,00 10 400.000

150 6 2 1 2 1 0 2 0 1 1,13 0,83 10 112.500
Chlamydomonas sp 150 0 67 | 58 72 | 98 | 77 [ 87 | 59 | 67 73,13 13,79 10 7.312.500
150 5 1 1 1 0 3 0 0 1 0,88 0,99 10 87.500

150 10 0 1 1 0 1 1 0 0 0,50 0,53 10 50.000

Nostoc sp 150 0 127 (180 149 | 75 | 68 | 49 | 44 | 26 89,75 55,49 1 897.500
150 1 21 | 26 14 | 17 5) 14 | 22 | 13 16,50 6,52 1 165.000

150 2 7 5 7 2 5 3 3 [ 12 5,50 3,21 1 55.000

150 5 4 3 2 4 1 3 4 1 2,75 1,28 1 27.500

Las figuras 18 a 22 muestran las densidades celulares iniciales y a distintos
tiempos de sonicacién de las cepas tratadas.
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2.000.000
1.000.000

0

5 10 15 20
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m150W
m200W

Fig. 18 Densidades celulares del Ensayo de sonicacion de Scenedesmus sp.
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Fig. 19 Densidades celulares del Ensayo de sonicacion de C. vulgaris.
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Fig. 20 Densidades celulares del Ensayo de sonicacion de D. salina.
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Fig. 21 Densidades celulares del Ensayo de sonicacién de C. reinhardtii.
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Fig. 22. Conteo celular del Ensayo de sonicacion de Nostoc sp

La Tabla 7 presenta los indices de sonicacion. A los 20 minutos, para
Scenedesmus sp fueron de 9,98 %y 14,11 % a 150 W y 200 W, respectivamente
y para C. vulgaris, de 39,25 % a 200 W. Para D. salina, C. reinhardtii y Nostoc sp
los valores fueron mas altos, 94,57, 99,31 % y 96.93 % , a 6 , 10 y 5 minutos,

respectivamente

Tabla 7. Indices de sonicaciéon

Cepa/Potencia Potencia Indice de
sonicacion

Scenedesmus sp 150 W 20 min 9,98 %
Scenedesmus sp 200 W 20 min 14,11 %
C. vulgaris 200 W 20 min 39,25 %

D. salina 150 W 6 min 94,57 %

C. reinhardtii 150 W 10 min 99,31 %
Nostoc sp 150 W 5 min 96,93 %

7  DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a estos resultados se concluye que:

El tratamiento afecta de manera diferente a las especies estudiadas segun la
presencia o no de pared celular, factor que condiciona la liberacion de los
componentes internos.

La cuantificacion visual con microscopio es un método rapido y eficaz para

comprobar la efectividad del sonicado. La cantidad de células dafiadas (muertas)
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presentes en las muestras es proporcional a la energia aplicada en el tratamiento
y, por tanto, a medida que aumenta la energia aplicada también lo hace el
porcentaje de células no viables, pero esto se dificulta en especies como
Scenedesmus sp y C.,vulgaris que tienen la pared celular mas resistente y eso se
ve reflejado en el indice de sonicacién obtenido (14,11% en Scenedesmus sp y
39,25 % en C, vulgaris para las mejores condiciones de sonicacion obtenidas) que
es mucho menor que para el resto de las especies (94,57 % para D. salina, 99,31
% para C. reinhardtiiy 96,93% para Nostoc. sp.

En el caso de Scenedesmus sp las muestras sonicadas no tenian una evidencia
visual de rompimiento celular. Sin embargo, al utilizar 200 W y 20 minutos de
sonicado el efecto del mismo se observd claramente en extractos etandlicos por
la diferencia de intensidad del color (Fig. 23). Estos extractos fueron obtenidos por
la Lic. Miras Gagliardi y fueron usados en los ensayos de estimulacion de

germinacion de semillas de Coirdn llama (Miras Gagliardi, 2021).

Fig.23. Extracto etandlico de cultivo de Scenedesmus sonicado (A) y sin sonicar (B)
Foto usada con el permiso de la Lic. Maria Belén Miras Gagliardi

La eleccion de un método de extraccion eficaz depende del tipo de microalga
utilizada. Estudios anteriores enfatizaron la importancia de seleccionar un método
de extraccion Optimo, adecuado para cada microalga considerando diferentes
tamafos de células, estructura de la pared celular y las caracteristicas de los
compuestos que se desean extraer. La sonicacion tiene la ventaja de poder
romper las células a temperaturas relativamente bajas en comparacién con

aplicacion de microondas y autoclavado, lo que lleva a una menor
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desnaturalizacion térmica de proteinas. Ademas, el uso de ultrasonido no requiere
la adicion de perlas o productos quimicos como NaCl (para el choque osmoético),
que tienen que ser eliminados mas adelante en el proceso, lo que aumenta el
costo de procesamiento (Gerde y col.,, 2012). Ademas, los dispositivos
ultrasénicos permiten levantar su escala y operar de forma continua.

El Anexo Ill presenta la traduccion del manual del sonicador y el Anexo 1V, una

adaptacién para el uso del Laboratorio de microalgas.
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9 ANEXO I. MEDIOS DE CULTIVO

9.1 Medio Detmer modificado
Fuente: Accorinti, 1960

Solucién A (Macronutrientes

Compuesto Solucion Solucién Stock (g -  Concentracion en
Stock (M) L dH20) la solucién final de
medio (M)
Ca(NO3), 6,09 x 10 2 10,0 1,52 x 10 3
KH2PO4 1,84 x 10 2 2,5 459x 10
MgSOa4 2,08 x 10 2 2,5 5,19 x 10
KCI 3,35x 10 2 2,5 8,37 x 10 *

Solucién B (Tartrato férrico

Compuesto Solucién Stock Solucion Stock Concentracion en
((Y)) (g - L*dH20) lasolucién final de
medio (M)
FeCls.6 H.0 3,36 x 10 2 9,1 3,36 x 10 °
Acido 3,33x102 50 3,33x10°°

tartarico(CsHeOs)
Nota: El CkFe ataca al papel de aluminio. El Acido tartarico se agrega al medio
para evitar la precipitacion del Fe durante la esterilizacion.

Solucion C (Micronutrientes)
Compuesto Soluciéon Stock Solucién Stock (g - Lt Concentracion

(M) dH20) en la solucién
final de medio
(M)
H3:BOs3 4,63 x 10 2 2,86 4,63 x10 >
MnCl2-4H20 9,15 x 10 -3 1,81 9,15x 10 6
ZnCl, 8,07 x 10 4 0,11 8,07 x 10/
CuCly 3,72x10 4 0,05 3,72x10 7
Observaciones: Para 1 litro de solucion final de medio se necesita:
Solucién A: 25 mL Solucién B: 1,0 mL Solucién
C:1,0mL

Se utiliza agua destilada para llevar a 1 litro de solucion final.
Se debe ajustar el pH de la solucion final a 6,8 con NaOH 0,40 % (m/v).
Se esteriliza en autoclave a 120 °C y 1,5 kg/cm? durante 25 minutos.
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9.2 MEDIO BG-11.

Fuente: Rippka, 1988.

Compuesto Cantidad Solucion stock Concentracion en
(g - L't dH20) la solucién final (M)

Acido citrico 1 mL 6 3,13x 10°
Citrato amoénico 6 1,01 x 10°
férrico
NaNOs3 15¢9 1,76 x 10
K2HPO4-3H20 1mL 40 1,75x 104
MgSOa4 -7H,0 1 mL 75 3,04 x 104
CaClz -2H20 1mL 36 2,45x 10
Na;EDTA 1mL 1,004 2,70 x 10°°
(Na2C1008N2H14:2H20)
Na>CO3 1mL 20 1,89 x 10
Solucién de 1mL
Micronutrientes

Solucion de micronutrientes (A5 + Co).

Compuesto Solucion Solucién Stock  Concentracién en la
Stock (M) (g-L1dH20)  solucidn final de medio
H3z BOs3 4,62 x 102 2,86 4,62 x 10
MnClz -4H20 9,15x 103 1,81 9,15 x 10°
ZnS0q4 -7TH20 7,65 x 104 0,22 7,65 x 1077
NazMoOg4 -2H20 1,61 x 103 0,39 1,61 x 10°°
CuS0Oq4 -5H20 3,16 x 104 0,079 3,16 x 10”7
Co(NO3)2 -6H20 1,68 x 104 0,049 1,68 x 107
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9.3 Medio Walne

Fuente: Walne (1966)

Solucion 1
Compuesto Masa Concentracion Solucién  Concentrac
(@) en la solucién Stock (g - ion en la
stock (M) Lt dH20) solucién
final de
medio (M)
FeCls - 6H20 1,30 0,0048 1,30 4,81 x 10
Na;EDTA(anhidro) 45,00 0,1338 45,00 1,34 x 104
MnClz -4H20 0,36 0,0018 0,36 1.82 x 10°®
H3BO3 33,60 0,5434 33,60 5,43 x 10*
NaH2PO4 2 H20 20,00 0,1282 20,00 1,28 x 104
NaNOs 100,00 1,1765 100,00 1,18 x 103
Solucioén de 1 mL
oligoelementos
Agua destilada Hasta 1 L

Solucion de Oligoelementos
Compuesto Masa Concentracion Solucién Concentrac

(@) en lasolucion  Stock (g -L* i6n enla
stock (M) dH20) solucion
final de
medio (M)
ZnCl; 2,1 0,154 21 1,54 x 10”7
CoClz - 6H20 2,0 0,0841 20 8,41 x 108
(NH4)6M07024 - 0,9 0,0072 9 7,28 x 10°
4H20
CuSO4- 5H20 2,0 0,0801 20 8,01 x 108
Agua destilada Hasta 100 mL

Es necesario acidificar esta disolucién con HCI para obtener un liquido
transparente.

Solucion 2
Compuesto  Masa (g) Concentracion  Solucién  Concentraciéon
en la solucién stock en la solucién
stock (M) (g-L? final de medio
dH20) (M)
Na2SiO3 4 0,3279 40 3,28 x 10°
Agua Hasta 100 mL
destilada

Solucion 3 (Vitaminas)
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Compuesto Masa Concentraciéon Solucion  Concentra-
() enlasolucién stock cion en la
stock (M) (g-L? solucién
dH20) final de
medio (M)
Bi2(Cyanocobalamina) 0,005 3,69 x 10°° 0,05 3,69 x 108
B1 (Tiamina) 0,100 3,33x 103 1,00 3,33 x10°
Agua destilada Hasta 100 mL

Observaciones: Para 1 litro de solucion final de medio se necesita:
Solucion 1:1 mL

Solucion 2: 0,1 mL

Solucion 3:1 mL

Se lleva a 1 Litro con agua de mar filtrada.

Se esteriliza en autoclave a 120 °C y 1,5 kg/cm? durante 25 minutos
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10 ANEXO Il. CONTEO DE NOSTOC sp

NOSTOC sp

MUESTRA INICIAL
20X

N1=26
N2 =44
N3 =49
N4 =68
N5=75
N6 = 149
N7 =180
N8 = 127

Fig. 23. Fotografia de la muestra inicial de Nostoc sp. (Tomada con objetivo
20X)

.. NOSTOCsp

e
¥ eeceaa-ae--  MUESTRA SONICADA
i & 1 MINUTO (20X)

ATy N1=21
%9 |
BTt N2=26
ol N3 =14
ARl o N4 =17
e N5=5
3 NG = 14
= N7 =22
NE =13

: e Indiv= 69
S o Cad2=22
1 Cad3=5
Cadd=2

Fig. 24. Fotografia de muestra de Nostoc sp sonicada durante 1 minuto.
(Tomada con objetivo 20X).
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. 3 NOSTOC sp

............................. S e SLlUEENN ool  MUESTRA SONICADA
)] 2 MINUTOS (20X)

NET T S RO L T T R I PR A T S A N1=7
N2=5
N3=7
. N4 =2
> o N5 =5
ot e T I e S e S e N6 =3
° N7=3
o NS =12
"""""""""""" e W e Cad2=4
Cad3=1

Fig. 25. Fotografia de muestra de Nostoc sp sonicada durante 2 minutos.
(Tomada con objetivo 20X)

o . NOSTOC sp

...................................................... MUESTRA SONICADA
5 MINUTOS (20X)

N1=4
--------------------------------------------- e N2=3
| . = N3=2
___________________________________ |____-______ =8 Nd=4
N5 =1

- N6 = 3
...................................................... N7 =4
Ng=1

Fig. 26. Fotografia de muestra de Nostoc sp sonicada durante 5 minutos.
(Tomada con obijetivo 20X).
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11  ANEXO Ill: TRADUCCION DEL MANUAL DEL
SONICADOR

Manual de operacion del Homogeneizador ultrasénico
JY88-1IN

11.1 General

Los homogeneizadores ultrasénicos JY88 —IIl N y JY 96 — Il N son aparatos
multifuncionales que pueden someter a distintos materiales a ondas ultrasénicas
fuertes, creando un efecto de cavitaciéon en un medio liquido. Se utilizan para
romper tejidos de animales y plantas, células, bacterias y esporas de bacterias,
y emulsionar, separar, mezclar dichos materiales, y ademas para desgasificar,
eliminar espumas, y acelerar reacciones quimicas. Son herramientas ideales
para separar, reformar y recombinar sustancias organicas, inorganicas y nano-
materiales. Este instrumento puede utilizarse en investigacion y en produccion
en los campos de la bioquimica, microbiologia, quimica médica, quimica de

superficie, quimica inorganica, fisica, zoologia, y otros.

11.2 Parametros técnicos

(1) Rango de frecuencia de trabajo: 20-25 kHz, seguimiento automatico con

frecuencia

Potencia de salida del generador:
JY88- Il N: 250 W (méax) JY96- Il N: 150 W (maximo).

(2) Rango de ajuste de potencia

JY88- Il N: 20-250 W (ajuste continuo)
JY96- Il N: 20-150 W (ajuste continuo)

3) Precision en el control de tiempo: configuracién aleatoria dentro del 10%
4) Establecimiento del tiempo de trabajo: 1-99 minutos, pantalla digital
Configuracion del tiempo de trabajo ultrasonico: 1 -99% (relacién de tiempo de

modulacién de pulsos)
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(5) Diametros del extremo de la barra de cambio de amplitud

J Y 88- Il N: se puede seleccionarentre ® 2, ® 3, ® 6, ¢ 8.
JY96- Il N: se puede seleccionar entre ® 2, ® 3, © 6.
(6) Voltaje de trabajo: 220 V AC+ 5%, 50 Hz

(7)  Ambiente de trabajo: 0-40°C, Humedad Relativa: 80, Presion: 760 + 30

mmHg
(8) Dimensiones externas.

Generador: 220x280x400 mm
Caja de aislamiento acustico: 2 50x270x170 mm
(9) Peso neto: 23 Kg.

11.3 Principios de funcionamiento

El instrumento estd compuesto por dos partes principales: un generador de
ondas ultrasonicas y un dispositivo de conversion de energia de las ondas
ultrasoénicas.

El generador de ondas ultrasénicas (fuente de alimentacién) puede cambiar la
energia eléctrica comercial de 220 V AC y 50 Hz en otra de 600 V AC y 20-25
kHz, lo que permite al dispositivo de conversion de energia vibrar
longitudinalmente con una impedancia y potencia adecuadas. Las ondas de
vibracion producen el efecto de cavitacion a través de la barra de titanio en la
solucién de muestra y da como resultado la vibracion de las particulas
bioldgicas en el medio, provocando la ruptura de las células.

El generador de ondas ultrasénicas (fuente de alimentacién) se compone de un
sistema de cambio de frecuencia, interruptores, amplificador de potencia,
controlador de tiempo, seguidor de frecuencias, dispositivos de ajuste e
inspeccion de potencia y de proteccion; ademas, adopta una tecnologia de
seguimiento de frecuencias con enganche automatico de fase, que extiende la

vida util de la barra de cambio de amplitud. Tiene caracteristicas sobresalientes,
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tales como tamafio pequefio, liviano, alta eficiencia de cambio. En la Figura 1 se

ve en detalle la estructura de trabajo.

[ I
Loop de
P Amplificador Red de Salida de Recorte de
bloqueo de fase —— Impulsor — de P ia T ad ion 1 ul do 1
para preseleccién e Potencia adaptacién ultrasonido muestreo
de frecuencias |
Controlador Fuente de Ajuste de Fuente.de Inspeca.on Fuente.' de
. . . — potenciall — delasalida — Potencialll
de tiempo Potencial Potencia .
de Potencia

Figura 1. Detalle la estructura de trabajo

La tecnologia de seguimiento automatico de frecuencia, que incluye el recorte
de muestreo, frecuencia de fase movil preseleccionada y tecnologia de lazo de
seguimiento de fases, puede mantener el equipo funcionando en la frecuencia
de vibracién optima. El circuito de alimentacion es un circuito de conmutacion de
medio puente.

El controlador de tiempo se configura con el interruptor de codigo de circuito de
base de tiempo estandar 8421, que muestra la informacion digitalmente.

Se adopta para el ajuste de potencia el circuito de ajuste lineal de presion
externa, que puede hacer que el circuito sea simple, confiable y eficiente en el
ajuste.

La potencia de salida se indica con un medidor de potencia indexado.

La fuente de alimentaciéon Il es de 300 V, que se obtiene de la electricidad
comercial después de rectificacion y filtrado.

Las fuentes de alimentacion | y 11l son de 24 V y +12-5 V respectivamente, que
se suministran por un transformador.

El dispositivo de conversion de energia estd compuesto por un sistema de
conversién de energia, la barra de cambio de amplitud y el soporte. El sistema
de conversion de energia transforma la potencia alterna ultrasénica alimentada
en energia mecéanica que vibra longitudinalmente; la funcion de la barra de
cambio de amplitud es acumular y cambiar la amplitud. La energia de vibracion
amplificada ingresa al liquido desde el extremo de la barra en forma de onda
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expansiva, y produce un efecto de explosién por cavitacion y luego produce el

efecto residual del ultrasonido, como por ejemplo, ruptura o emulsificacion.

11.4 Explicacion de las teclas de funcionamiento del instrumento

La maquina estd compuesta por dos partes, un generador de ultrasonidos
(energia eléctrica) y un dispositivo de conversion de energia, conectados por un
cable especial, que hace que la maguina sea mas flexible.

La sonda o barra metélica puede seleccionarse segun el propésito.

La maquina esta equipada con una sonda; JY88-Il N y JY96-IIN estan equipados
con una barra F6. También estan disponibles las barras de F2, F3y F 8. Se
suministra una llave especial con la maquina para el cambio de las barras.
Advertencia: inserte la sonda sumergiéndola en la solucién entre 10 y 15 mm;
el extremo de la barra debera estar al menos a 30 mm del fondo. Esta prohibido

hacer vibrar la barra sin insertarla en la solucién.

P

10 ——(—O

N~

o

O—
o—r— 12
5A
8A

2
4
6 pu—
7 — 13
i o =
14— ] (315
=9
PANEL FRONTAL PANEL DORSAL
1) indicador de potencia 9) ajuste de potencia
2) Indicador ultrasénico 10) interruptor de seleccién de la sonda
3) indicador de tiempo 11) toma de conversion de energia
4) indicador de descanso 12) Fusible 5A
5) restablecimiento del trabajo 13) fusible 8A
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6) restablecimiento de proteccion

7) configuracion de datos

14) Fuente de Poder

15) Toma de entrada (Para la conexion a

8) pulso la red eléctrica).
Figura 2. Vista Frontal y Dorsal del equipo.
Descripcion Funciones

1 Indicador de Potencia

(“Power display”)

Indicacién de la potencia emitida (W)

2. Indicador ultrasénico

Si se prende este indicador significa que
el equipo ha estado trabajando durante

demasiado tiempo.

3. Indicador de Tiempo

(“Time display”)

El tiempo que se muestra en esta
ventana es el tiempo total del periodo
establecido por el usuario. Después de
todo el periodo, esta ventana muestra
"se acabo el tiempo" (“time is up”) y se
detiene, lo que le recuerda al usuario

gue apague o reinicie el aparato.

4. Indicador de descanso

El encendido de este indicador significa
gue la méaquina ha estado trabajando

durante demasiado tiempo.

5. Restablecimiento del trabajo
(“Working/ Return”)

La tecla de restablecimiento también es
la tecla de arranque del ultrasonido;
presione esta tecla nuevamente después
de algun problema de sobrecarga (para

reiniciar el equipo).

6. Restablecimiento de proteccion
(“Protect/Return”)

Cuando la maquina esta con una carga
excesiva, se enciende el indicador de
esta tecla, la onda ultrasénica deja de
funcionar; presione esta tecla
nuevamente después de la resolucion

del problema.
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7 Configuracion de datos
(“Setting”)

Establece el tiempo total de trabajo

8. Pulso
(“Pulse’)

Ajusta la relacion de trabajo entre la onda

ultrasénica y el tiempo libre

9. Ajuste de potencia

Ajusta la potencia de la onda ultrasonica

10. Interruptor de seleccién de la barram

etalica o sonda

Selecciona la inductancia coincidente

con el tamafio de la barra

11. Toma de conversién de energia

Zb6calo para receptaculo especial del

dispositivo de conversion de energia.

12.5 A Fusible 52

13.8 A Fusible 82

14. Interruptor de encendido Interruptor de alimentacion general

15. Toma de entrada Conecta el equipo a la red eléctrica

115 Explicaciones de operacion/funcionamiento

Conecte la toma de entrada (15) en la parte posterior del generador con potencia
comercial (220 VCA) con una linea de alimentacion especial.
1)

energia con el de salida de sefial (11) del generador; la instalacién del equipo ha

Conecte el enchufe de entrada de sefial del dispositivo de conversion de

terminado.

El botdn (9) en la parte inferior derecha del panel frontal del generador es el
boton de ajuste de potencia, que se puede usar para ajustar la potencia de salida
del equipo; la potencia de salida se muestra con el medidor de potencia (1).

La perilla (8) es para el ajuste de pulso, se usa para establecer el tiempo en el
gue se aplica ultrasonido y el intervalo libre, el tiempo total de trabajo se ajustara
con el interruptor (7). Después de configurar con (7) y (8), presione la tecla de
inicio de trabajo (5) y la tecla de establecimiento de proteccion (6) para ingresar
al estado de trabajo ultrasénico.

2)

centrifuga) segun sea la cantidad de muestra; fije o coloque el recipiente, ajuste

Seleccione un recipiente adecuado (tubo de ensayo, vaso o tubo de
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la posicion del dispositivo de conversion de energia de modo que el extremo de
la sonda pueda insertarse en la solucion entre 10 y 15 mm, y en el centro del
recipiente (para evitar el contacto directo de la barra y el recipiente). El extremo
de la barra debe estar al menos a 30 mm del fondo del recipiente. Cuando la

solucion es relativamente menor, esta distancia puede ser inferior a 30 mm.

3) Gire el botdn de ajuste de potencia en el sentido contrario a las agujas del
reloj hasta la posicibn minima, ajuste el tiempo de trabajo, el tiempo de
ultrasonidos y el intervalo libre adecuados. (generalmente, el tiempo de trabajo
no debe ser muy largo, y el intervalo libre debe ser mas largo que el tiempo de
trabajo). Después de dicha preparacion, enciéndalo, el indicador se ilumina,
presione el boton de reinicio de la proteccion una vez (6) y luego presione
reiniciar el trabajo (5), la maquina ingresa al estado de trabajo después del
intervalo de tiempo establecido. Después de que se haya visualizado el tiempo
de trabajo, gire el botdn de ajuste de potencia lentamente en el sentido de las
agujas del reloj hasta la potencia necesaria para alcanzar el efecto de trabajo
ideal. Una vez que haya pasado el tiempo de trabajo establecido, la ventana de
visualizacion de la hora (3) muestra ese tiempo total. El equipo deja de vibrar. Si
el usuario necesita volver a hacer el trabajo, presiona la tecla de reinicio del
trabajo (5); si el usuario no desea volver a hacer el trabajo, apaga el equipo y

corta la conexion de alimentacion.

4) Si el indicador de proteccion (4) se enciende durante el tiempo de
trabajo (en la tecla de restablecimiento de proteccion), la potencia del equipo
es demasiado alta y el equipo entra en estado de proteccidn; se debe disminuir
la potencia, presionar la tecla de reinicio de la proteccion una vez (6) y la tecla
de reinicio del trabajo (5), luego el equipo arranca nuevamente. *

5) Cuando reemplace la sonda, ajuste el interruptor de seleccién de diametro
de la barra segun la especificacion de la sonda (10) (en la parte posterior de la
carcasa del equipo); si el usuario encuentra que la maquina no puede emitir
ondas ultrasénicas, gire el interruptor de seleccion hasta que el equipo emita

ondas ultrasénicas normalmente.
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11.6 PRECAUCIONES

1) Esta prohibido encender el equipo cuando la barra no se ha insertado en
la solucién, de lo contrario pueden dafarse el dispositivo de conversion de

energia o el generador de ondas ultrasonicas.

2) El dispositivo de conversion de energia se fijara firmemente sobre el
soporte para evitar que se deslice desde la columna de repente. El extremo de

la barra metalica no debe tocarse para evitar deformaciones o dafos.

3) Seleccione el mejor valor de cantidad de células, tiempo y potencia, de

acuerdo con la experiencia del usuario.

4) Si el extremo de la barra metélica se ha corroido, limarlo o rasparlo con
una piedra de afilar o un raspador para evitar un impacto negativo en los

resultados del trabajo.

5) El valor mostrado por el medidor de potencia puede verse afectado por el
voltaje, la profundidad de la barra insertada en la solucién y la carga
(concentracion y densidad de las muestras que se van a tratar). El valor mostrado
puede ser un poco menor si el voltaje es inferior a 220V, la barra esta insertada
demasiado en la solucién o la solucién es demasiado densa; a la inversa, el valor
sera mas alto. Sin embargo, el valor mostrado es un paradmetro simulado, su

alteracion, no afectara la potencia real de la onda ultrasénica.

6) El equipo no necesita precalentamiento, debe estar equipado con una

buena puesta a tierra.

7) Al romper el material con ondas ultrasonicas, debido al efecto de la
cavitacion de la onda en la solucion, la temperatura de la solucion aumentara
rapidamente; el usuario debe prestar atencién a la temperatura maxima que

puedan soportar las diferentes células. Sugerimos sonicar el material muchas
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veces en tiempos cortos (menos de 5 segundos por vez) y enfriar el material con

un bafio de hielo.

8) El equipo se utilizara con el interruptor sin el transformador de frecuencia,
y se evitara el contacto después de que se haya abierto la caja del generador
para evitar impactos. El equipo es confiable y no se dafiara. Contactarse con el
proveedor del equipo si hubiera algin dafio.

9) El equipo debe colocarse en un lugar seco, evitando los lugares humedos,

calientes o con gases contaminantes y corrosivos.

10) La experiencia muestra que sonicar repetidamente en poco tiempo es
mejor que el sonicado continuo en un tiempo prolongado para evitar el
calentamiento de la solucion; se puede establecer un largo tiempo de intervalo
entre sonicado y sonicado. Ademas, el trabajo continuo en tiempo prolongado

puede acortar la vida util del equipo.

11.7 Desmontaje de la barra o sonda (Ver Figura 3)
Llave grande Orificio de
la llave

(g Conversor de pequefa
Orificio de la llave grande energia M10

Barra metalica
o sonda

ey |
- “ —

7/ - Llave
Objeto blando )
J . Mesa de trabajo pequena

—— e ®

Figura 3. Desmontaje de la sonda
Coloque el dispositivo de conversién de energia en una silla sobre un objeto
blando (como una toalla), coloque la llave pequefia en el orificio de la sonda y

luego coloque la llave grande en el orificio del dispositivo de conversién de
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energia. Cuando empuje y coloque la llave pequefia y la grande, aplique las
fuerzas horizontalmente.

Tome la llave pequefia con la mano izquierda y la llave grande con la mano
derecha, las dos manos actuando al mismo tiempo; girar hacia abajo, es para
soltar los pernos. Al tomar la llave grande con la mano izquierda y la llave
pequefia con la mano derecha, las dos manos actuando al mismo tiempo, al
girar hacia abajo, se apretan los pernos.

La barra esta equipada con tornillos M10, cuando el usuario reemplaza la barra,
sacara el tornillo y luego colocara el tornillo en el dispositivo de conversion de
energia, y apretara los tornillos. Si es dificil apretar los tornillos en la barra de
cambio de amplitud, golpee la barra con tornillos contra una madera, los tornillos

de esta manera pueden apretarse.

11.8 Lista de empaque

. Conjunto de generador de ondas ultrasénicas 1
. Sistema de vibracién (maquina de cambio de energia) 1 conjunto
. Caja a prueba de sonidos 1
. Pinza cruzada (en la caja a prueba de sonidos) 1 conjunto

1
2
3
4
5. Abrazadera del tubo de prueba (en caja a prueba de sonido) 1 conjunto
6
7
8
9

. Toma de cable de suministro de energia 1 pieza
. Llave especial (para desmantelar la sonda) 1 juego
. Fusibles 4 piezas
. Manual de operacion 1 copia
10. Certificado de calidad 1 copia
11. Documento de garantia de calidad (garantia de calidad) 1 copia

+ La compafiia puede realizar la reparacion, renovacion e instalacion de la sonda
para los sonicadores ultrasonicos hechos en Norte América, Reino Unido, Japon
y Alemania.

+ La compafia compra los sonicadores viejos y reemplaza equipos viejos por
nuevos.
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12 ANEXO IV: MANUAL DEL SONICADOR PARA EL
LABORATORIO DE MICROALGAS

Manual de operacion del Homogeneizador ultrasonico
JY88-1IN

12.1 General

Los homogeneizadores ultrasénicos JY88 —II N y JY 96 — Il N son aparatos
multifuncionales que pueden someter a distintos materiales a ondas ultrasonicas
fuertes, creando un efecto de cavitaciobn en un medio liquido. Se utilizan para
romper tejidos de animales y plantas, células, bacterias y esporas de bacterias,
y emulsionar, separar, mezclar dichos materiales, y ademas para desgasificar,
eliminar espumas, y acelerar reacciones quimicas. Son herramientas ideales
para separar, reformar y recombinar sustancias organicas, inorganicas y nano-
materiales. Este instrumento puede utilizarse en investigacion y en produccion
en los campos de la bioquimica, microbiologia, quimica médica, quimica de

superficie, quimica inorganica, fisica, zoologia, y otros.

12.2 Parametros técnicos

(10) Rango de frecuencia de trabajo: 20-25 kHz, seguimiento automatico con

frecuencia

Potencia de salida del generador:
JY88- Il N: 250 W (max) JY96- Il N: 150 W (maximo).

(11) Rango de ajuste de potencia

JY88- Il N: 20-250 W (ajuste continuo)
JY96- II N: 20-150 W (ajuste continuo)

(12) Precision en el control de tiempo: configuracién aleatoria dentro del 10%

(13) Establecimiento del tiempo de trabajo: 1-99 minutos, pantalla digital
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Configuracion del tiempo de trabajo ultrasénico: 1 -99% (relacion de tiempo de
modulacién de pulsos)

(14) Diametros del extremo de la barra de cambio de amplitud

J Y 88- Il N: se puede seleccionar entre ® 2, ® 3, ® 6, ¢ 8.
JY96- Il N: se puede seleccionar entre ® 2, ® 3, © 6.
(15) Voltaje de trabajo: 220 V ACx 5%, 50 Hz

(16) Ambiente de trabajo: 0-40°C, Humedad Relativa: 80, Presion: 760 + 30

mmHg
(17) Dimensiones externas.

Generador: 220x280x400 mm
Caja de aislamiento acustico: 2 50x270x170 mm
(18) Peso neto: 23 Kg.

12.3 Principios de funcionamiento

El instrumento estd compuesto por dos partes principales: un generador de
ondas ultrasonicas y un dispositivo de conversion de energia de las ondas
ultrasonicas.

El generador de ondas ultrasénicas (fuente de alimentacion) puede cambiar la
energia eléctrica comercial de 220 V AC y 50 Hz en otra de 600 V AC y 20-25
kHz, lo que permite al dispositivo de conversion de energia vibrar
longitudinalmente con una impedancia y potencia adecuadas. Las ondas de
vibracion producen el efecto de cavitacion a través de la barra de titanio en la
solucion de muestra y da como resultado la vibracion de las particulas biol6gicas
en el medio, provocando la ruptura de las células.

El generador de ondas ultrasénicas (fuente de alimentacién) se compone de un
sistema de cambio de frecuencia, interruptores, amplificador de potencia,
controlador de tiempo, seguidor de frecuencias, dispositivos de ajuste e
inspeccion de potencia y de proteccion; ademas, adopta una tecnologia de

seguimiento de frecuencias con enganche automatico de fase, que extiende la
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vida util de la barra de cambio de amplitud. Tiene caracteristicas sobresalientes,

tales como tamafo pequenio, liviano, alta eficiencia de cambio.

El dispositivo de conversion de energia esta compuesto por un sistema de
conversion de energia, la barra de cambio de amplitud y el soporte. El sistema
de conversion de energia transforma la potencia alterna ultrasénica alimentada
en energia mecanica que vibra longitudinalmente; la funcion de la barra de
cambio de amplitud es acumular y cambiar la amplitud. La energia de vibracion
amplificada ingresa al liquido desde el extremo de la barra en forma de onda
expansiva, y produce un efecto de explosién por cavitacion y luego produce el

efecto residual del ultrasonido, como por ejemplo, ruptura o emulsificacién.

12.4 Explicacion de las teclas de funcionamiento del instrumento

La maquina estad compuesta por dos partes, un generador de ultrasonidos
(energia eléctrica) y un dispositivo de conversion de energia, conectados por un
cable especial, que hace que la maguina sea mas flexible.

La sonda o barra metalica puede seleccionarse segun el propdésito.

La maquina esta equipada con una sonda; JY88-Il N y JY96-IIN estan equipados
con una barra F6. También estan disponibles las barras de F2, F3y F 8. Se
suministra una llave especial con la maquina para el cambio de las barras.
Advertencia: inserte la sonda sumergiéndola en la solucién entre 10 y 15 mm;
el extremo de la barra debera estar al menos a 30 mm del fondo. Esta prohibido

hacer vibrar la barra sin insertarla en la solucién.
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5) restablecimiento del trabajo

6) restablecimiento de proteccion
7) configuracion de datos

8) pulso

9) ajuste de potencia

10) interruptor de seleccion de la sonda
11) toma de conversion de energia

12) Fusible 5A

13) fusible 8A

14) Fuente de Poder

15) Toma de entrada (Para la conexion a

la red eléctrica).

Figura 2. Vista Frontal y Dorsal del equipo.
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Descripcion

Funciones

1 Indicador de Potencia

(“Power display”)

Indicacion de la potencia emitida (W)

2. Indicador ultrasénico

Si se prende este indicador significa que
el equipo ha estado trabajando durante

demasiado tiempo.

3. Indicador de Tiempo

(“Time display”)

El tiempo que se muestra en esta
ventana es el tiempo total del periodo
establecido por el usuario. Después de
todo el periodo, esta ventana muestra
"se acabo el tiempo" (“time is up”) y se
detiene, lo que le recuerda al usuario

gue apague o reinicie el aparato.

4. Indicador de descanso

El encendido de este indicador significa
gue la méaquina ha estado trabajando

durante demasiado tiempo.

5. Restablecimiento del trabajo
(“Working/ Return”)

La tecla de restablecimiento también es
la tecla de arranque del ultrasonido;
presione esta tecla nuevamente después
de algun problema de sobrecarga (para

reiniciar el equipo).

6. Restablecimiento de proteccion
(“Protect/Return”)

Cuando la maquina esta con una carga
excesiva, se enciende el indicador de
esta tecla, la onda ultrasénica deja de
funcionar; presione esta tecla
nuevamente después de la resolucion

del problema.

7 Configuracién de datos
(“Setting”)

Establece el tiempo total de trabajo

8. Pulso
(“Pulse”)

Ajusta la relacion de trabajo entre la onda

ultrasénica y el tiempo libre
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9. Ajuste de potencia Ajusta la potencia de la onda ultrasonica

etalica o sonda con el tamarfio de la barra

10. Interruptor de seleccién de la barra mSelecciona la inductancia coincidente

dispositivo de conversion de energia.

11. Toma de conversién de energia Zb6calo para receptaculo especial del

12.5A Fusible 52

13.8 A Fusible 82

14. Interruptor de encendido Interruptor de alimentacion general

15. Toma de entrada Conecta el equipo a la red eléctrica
125 Explicaciones de operacion/funcionamiento

Conecte la toma de entrada (15) en la parte posterior del generador con potencia
comercial (220 VCA) con una linea de alimentacion especial.

6) Conecte el enchufe de entrada de sefial del dispositivo de conversion de
energia con el de salida de sefial (11) del generador; la instalacion del equipo ha

terminado.

El botdn (9) en la parte inferior derecha del panel frontal del generador es el
botdn de ajuste de potencia, que se puede usar para ajustar la potencia de salida
del equipo; la potencia de salida se muestra con el medidor de potencia (1).

La perilla (8) es para el ajuste de pulso, se usa para establecer el tiempo en el
que se aplica ultrasonido y el intervalo libre, el tiempo total de trabajo se ajustara
con el interruptor (7). Después de configurar con (7) y (8), presione la tecla de
inicio de trabajo (5) y la tecla de establecimiento de proteccion (6) para ingresar
al estado de trabajo ultrasoénico.

7) Seleccione un recipiente adecuado (tubo de ensayo, vaso o tubo de
centrifuga) segun sea la cantidad de muestra; fije o coloque el recipiente, ajuste
la posicién del dispositivo de conversion de energia de modo que el extremo de
la sonda pueda insertarse en la solucion entre 10 y 15 mm, y en el centro del

recipiente (para evitar el contacto directo de la barra y el recipiente). El extremo
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de la barra debe estar al menos a 30 mm del fondo del recipiente. Cuando la

solucién es relativamente menor, esta distancia puede ser inferior a 30 mm.

8) Gire el botdn de ajuste de potencia en el sentido contrario a las agujas del
reloj hasta la posicibn minima, ajuste el tiempo de trabajo, el tiempo de
ultrasonidos vy el intervalo libre adecuados. (generalmente, el tiempo de trabajo
no debe ser muy largo, y el intervalo libre debe ser méas largo que el tiempo de
trabajo). Después de dicha preparacion, enciéndalo, el indicador se ilumina,
presione el boton de reinicio de la proteccion una vez (6) y luego presione
reiniciar el trabajo (5), la maquina ingresa al estado de trabajo después del
intervalo de tiempo establecido. Después de que se haya visualizado el tiempo
de trabajo, gire el botdn de ajuste de potencia lentamente en el sentido de las
agujas del reloj hasta la potencia necesaria para alcanzar el efecto de trabajo
ideal. Una vez que haya pasado el tiempo de trabajo establecido, la ventana de
visualizacion de la hora (3) muestra ese tiempo total. El equipo deja de vibrar. Si
el usuario necesita volver a hacer el trabajo, presiona la tecla de reinicio del
trabajo (5); si el usuario no desea volver a hacer el trabajo, apaga el equipo y

corta la conexion de alimentacion.

9) Si el indicador de proteccién (4) se enciende durante el tiempo de
trabajo (en la tecla de restablecimiento de proteccion), la potencia del equipo
es demasiado alta y el equipo entra en estado de proteccién; se debe disminuir
la potencia, presionar la tecla de reinicio de la proteccién una vez (6) y la tecla

de reinicio del trabajo (5), luego el equipo arranca nuevamente. *

10) Cuando reemplace la sonda, ajuste el interruptor de seleccion de diametro
de la barra segun la especificacion de la sonda (10) (en la parte posterior de la
carcasa del equipo); si el usuario encuentra que la maquina no puede emitir
ondas ultrasonicas, gire el interruptor de seleccion hasta que el equipo emita

ondas ultrasénicas normalmente.
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12.6 PRECAUCIONES

11) Esta prohibido encender el equipo cuando la barra no se ha insertado en
la solucién, de lo contrario pueden dafarse el dispositivo de conversion de

energia o el generador de ondas ultrasonicas.

12) El dispositivo de conversion de energia se fijara firmemente sobre el
soporte para evitar que se deslice desde la columna de repente. El extremo de

la barra metélica no debe tocarse para evitar deformaciones o dafios.

13) Seleccione el mejor valor de cantidad de células, tiempo y potencia, de

acuerdo con la experiencia del usuario.

14)  Si el extremo de la barra metalica se ha corroido, limarlo o rasparlo con
una piedra de afilar o un raspador para evitar un impacto negativo en los

resultados del trabajo.

15) El valor mostrado por el medidor de potencia puede verse afectado por el
voltaje, la profundidad de la barra insertada en la solucién y la carga
(concentracion y densidad de las muestras que se van a tratar). El valor mostrado
puede ser un poco menor si el voltaje es inferior a 220V, la barra esta insertada
demasiado en la solucién o la solucién es demasiado densa; a la inversa, el valor
sera mas alto. Sin embargo, el valor mostrado es un paradmetro simulado, su

alteracién, no afectara la potencia real de la onda ultrasonica.

16) El equipo no necesita precalentamiento, debe estar equipado con una

buena puesta a tierra.

17) Al romper el material con ondas ultrasonicas, debido al efecto de la
cavitacion de la onda en la solucién, la temperatura de la solucibn aumentara
rapidamente; el usuario debe prestar atencién a la temperatura maxima que
puedan soportar las diferentes células. Sugerimos sonicar el material muchas
veces en tiempos cortos (menos de 5 segundos por vez) y enfriar el material con

un bafio de hielo.
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18) El equipo se utilizara con el interruptor sin el transformador de frecuencia,
y se evitard el contacto después de que se haya abierto la caja del generador
para evitar impactos. El equipo es confiable y no se dafiara. Contactarse con el

proveedor del equipo si hubiera algun dafio.

19) Elequipo debe colocarse en un lugar seco, evitando los lugares humedos,

calientes o con gases contaminantes y corrosivos.

20) La experiencia muestra que sonicar repetidamente en poco tiempo es
mejor que el sonicado continuo en un tiempo prolongado para evitar el
calentamiento de la solucion; se puede establecer un largo tiempo de intervalo
entre sonicado y sonicado. Ademas, el trabajo continuo en tiempo prolongado

puede acortar la vida util del equipo.

12.7 Desmontaje de la barra o sonda (Ver Figura 3)
Llave grande Orificio de
la llave

Barra metalica
o sonda

(g Conversor de pequefa
Orificio de la llave grande energia M10 /

ey |
- “ —

7/ - Llave
Objeto blando )
J . Mesa de trabajo pequena

—— e ®

Figura 3. Desmontaje de la sonda
Coloque el dispositivo de conversién de energia en una silla sobre un objeto
blando (como una toalla), coloque la llave pequefia en el orificio de la sonda y
luego coloque la llave grande en el orificio del dispositivo de conversion de
energia. Cuando empuje y coloque la llave pequefia y la grande, aplique las

fuerzas horizontalmente.
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Tome la llave pequefia con la mano izquierda y la llave grande con la mano
derecha, las dos manos actuando al mismo tiempo; girar hacia abajo, es para
soltar los pernos. Al tomar la llave grande con la mano izquierda y la llave
pequefia con la mano derecha, las dos manos actuando al mismo tiempo, al
girar hacia abajo, se apretan los pernos.

La barra esta equipada con tornillos M10, cuando el usuario reemplaza la barra,
sacara el tornillo y luego colocara el tornillo en el dispositivo de conversion de
energia, y apretara los tornillos. Si es dificil apretar los tornillos en la barra de
cambio de amplitud, golpee la barra con tornillos contra una madera, los tornillos

de esta manera pueden apretarse.

12.8 Lista de empaque

. Conjunto de generador de ondas ultrasénicas 1
. Sistema de vibracion (maquina de cambio de energia) 1 conjunto
. Caja a prueba de sonidos 1
. Pinza cruzada (en la caja a prueba de sonidos) 1 conjunto

1
2
3
4
5. Abrazadera del tubo de prueba (en caja a prueba de sonido) 1 conjunto
6
7
8
9

. Toma de cable de suministro de energia 1 pieza
. Llave especial (para desmantelar la sonda) 1 juego
. Fusibles 4 piezas
. Manual de operacion 1 copia
10. Certificado de calidad 1 copia
11. Documento de garantia de calidad (garantia de calidad) 1 copia

+ La compafia puede realizar la reparacion, renovacion e instalacién de la sonda
para los sonicadores ultrasonicos hechos en Norte América, Reino Unido, Japén
y Alemania.

+ La compafia compra los sonicadores viejos y reemplaza equipos viejos por

nuevos.
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12.9 Potencias y tiempos sugeridos para la sonicacion de algunas
microalgas.

La siguiente tabla presenta valores de potencia y tiempos sugeridos para el
sonicado de especies utilizadas durante la Practica Profesional.

Cepa/Potencia Potencia Tiempo
Scenedesmus sp 200 W 20 min
Chlorella vulgaris 200 W 20 min
Dunaliella salina 150 W 6 min
Chlamydomonas. reinhardtii 150 W 10 min
Nostoc sp 150 W 5 min
54
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