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DESCRIPCION

Algas de cepas planctonicas Parachlorella nurekis 1904 KIEG y su uso para exterminar cianobacterias,
bacterias y hongos

Campo de lainvencién

La invencion refiere a la cepa de un alga verde unicelular, Parachlorella nurekis 1904 KIEG, que esta
disefiada para la producciéon de biomasa y la erradicacion de cianobacterias (algas verdeazuladas) en
embalses o depdsitos de agua.

Antecedentes de la técnica

Existe una cepa bien conocida de alga verde unicelular, Chlorella vulgaris IFR C-111, caracterizada por
una alta productividad que cumple los requisitos de cultivo industrial (patente RU 1751981).

La desventaja de Chlorella vulgaris IFR C-111 radica en la estacionalidad de su desarrollo (durante el
periodo de mayo a diciembre), en los factores de demanda del contenido de medio nutritivo, en el ciclo
permanente del desarrollo de las células y en el estrecho intervalo de temperaturas de cultivo (26-36°C).

Existe una cepa conocida de algas verdes unicelulares, Chlorella vulgaris BIN, con un amplio intervalo de
temperaturas aceptables para el cultivo (20-40°C), que es exigente en el substrato, presenta la capacidad
de limpiar aguas residuales (patente RU 2192459) y se aplica en la rehabilitacion biolégica de depositos
de agua (Bogdanov, 2008).

La desventaja de la cepa Chlorella vulgaris BIN es la ausencia de reproduccion estacional en depdsitos
naturales, lo que complica su aplicacién en diferentes zonas climéticas. El mantenimiento deficiente de la
vitalidad en depdsitos de agua en un intervalo de temperatura de 0 a 16°C requiere el tratamiento repetido
del depdsito por las algas. La capacidad de adaptacion deficiente a las condiciones naturales del depdésito
requiere la adaptacion adicional de la cepa. Otra deficiencia de Chlorella vulgaris BIN es el estrecho
intervalo de adaptacion, sélo a determinadas aguas residuales.

El objetivo de la invencién es crear una nueva cepa de algas verdes unicelulares, Parachlorella nurekis
1904 KIEG, que se diferenciar4 por una mayor productividad, reproduccion estacional en embalses
naturales y vitalidad en los intervalos de temperatura de 0 a 16°C y presentard la capacidad de adaptarse
a las condiciones naturales en diferentes zonas climéticas y erradicara cianobacterias en embalses o
depdsitos de agua.

Descripcion de lainvencion

Las algas verdes unicelulares son capaces de eliminar las desventajas mencionadas anteriormente de las
cepas anteriores. La cepa Parachlorella nurekis 1904 KIEG se cultivé basandose en Chlorella vulgaris BIN
de la coleccién del Instituto de Investigacion Agricola de Penza, Academia de Agricultura de Rusia. Esta
cepa se cultivé en agua de depositos naturales de diferentes zonas climaticas. Como resultado final, se
eligi6 la cepa transitoria, que es mas adaptable y menos exigente en relacion con el cultivo. Su aplicacion
demostré una alta flexibilidad respecto a depdsitos de agua de diferentes zonas climaticas, también la
capacidad de erradicar cianobacterias.

Medio: Para el cultivo de cepa Parachlorella nurekis 1904 KIEG se toman 11 partes de agua del grifo con
una parte de medio nutritivo que contiene los siguientes cuatro componentes:

Medio nutritivo:
Componente 1: disolucion nitrica-fosférica - 0,3 ml
Componente 2: solucién de sodio-ferrosa - 0,15 ml

Componente 3: disolucion de cobre - cobalto - 0,2 ml
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Componente 4: disolucion de diéxido de carbono - 10 ml

Caracteristicas morfolégicas: Las nuevas células tienen una conformacion ligeramente elipsoidal y un
tamafio de 2-3 um. Las células vegetativas adultas tienen 7-8 um de didmetro. Las células con un
diametro de 8-10 um con esporas auténomas ya formadas todavia estan en la capsula materna. Las
nuevas células tienen paredes delgadas que gradualmente se hacen mas gruesas. Cuando se liberan las
esporas autbnomas, el (lateral) se divide en 2-3 partes, que permanecen conectadas. (Una cinta ancha de
cloroplasto y abierta cubre 3/4 de la superficie de la célula y se ajusta firmemente al lateral de la célula).
El pirenoide esta rodeado por papel de almidén, que consiste en dos o tres hemisferios. La reproduccion
la proporcionan esporas auténomas. Las esporas tienen el mismo tamafio. La cantidad de esporas es
cuatro, pocas veces dos y mas. La cantidad es estrictamente par. La divisién de las células, la génesis y
la liberaciéon de esporas autonomas se produce durante todo el dia sin una alineacién estricta a una hora
fija. Tanto las células nuevas como las maduras son de color verde oscuro.

Caracteristicas de cultivo: Las células no se acumulan, sino que se distribuyen uniformemente en el
volumen de la suspension. Las paredes (vasculares) no crecen excesivamente. Las algas se cultivan y
almacenan en el medio nutritivo liquido. Crecen bien con la aplicacion del nitrato de amonio. Las algas
requieren la alimentacion de una disolucion de didxido de carbono producida a partir de celulosa.

Durante el cultivo las células practicamente no se sedimentan. En el estado de reposo las células
comienzan a sedimentarse en 5-10 dias. El proceso de sedimentacién se termina en un periodo de un
mes.

El cultivo de la cepa no requiere mezclado automatico.

Las condiciones de cultivo no (contienen) reproduccién estacional. (En condiciones naturales la
estacionalidad se expresa por lo demas mucho més). En condiciones de cultivo la cepa requiere un
determinado medio nutritivo y el mantenimiento del curso biotecnoldgico de cultivo. Al aire libre el alga se
adapta a las condiciones del embalse en el que se ha implementado.

Parachlorella nurekis 1904 KIEG elimina y provoca la descomposicion de células y colonias de
cianobacterias hasta su completa eliminacion.

El ciclo de evolucion de la cepa es inestable; las células se desarrollan de una forma asincrona.
La cepa Parachlorella nurekis 1904 KIEG podria cultivarse en agua salada al 19%.

El cultivo de algas no requiere esterilidad. La cepa presenta la capacidad de crear las condiciones de
monocultivo.

Caracteristicas fisioldgicas: La cepa es autotrofa; requiere alimentacion de nitrégeno, principalmente de
nitrato de amonio. Crece en la luz solar, también en las condiciones de iluminacion artificial en depdsitos
abiertos con lamparas Osram Plantastar de 250 W. La luz penetra a través de una capa de 20 cm. La
cepa tiene buenas propiedades de plancton, es decir, tiene capacidad de elevacion y de igual distribucién
en el medio de cultivo.

Las células de algas vivas tienen cargas negativas. La pérdida de las cargas implica la coagulacion de las
células y su aglutinacion. La capacidad de pegarse a las burbujas hidrogenadas se utiliza para la
extraccién de la biomasa del medio de cultivo por flotacion eléctrica.

La temperatura Optima para el cultivo es de 28-30°C. En condiciones naturales el alga crece a la
temperatura de 16-32°C, al mismo tiempo tiene mucha vitalidad en todos los embalses a temperaturas de
desde 0 hasta 16°C.

El modo de iluminacién corresponde a la continuacion de la luz artificial de iluminacion directa
proporcionada por lamparas OSRAM PLANTASTAR de 250 W (la iluminacion dura 10-12 horas). El
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minimo suficiente de iluminacién son 8-10 horas, maximo 12-14 horas. La evolucién de la cepa no
depende de la estacion o de la fuente de luz.

La cepa se comporta de manera antagonista frente a otras algas acuaticas, bacterias, hongos o levaduras
en el medio de cultivo. Ninguna otra alga puede desarrollarse en presencia de esta cepa. Las bacterias
mueren y se sedimentan.

La vitalidad de las células es de un minimo de 30 afios, si las condiciones de almacenamiento bajo luz
dispersa y temperatura ambiental se mantienen para el cultivo.

En embalses naturales la cepa mata tres clases de bacterias cian (cianobacterias): Aphanizomenon,
Anabaena y Microcystis. En condiciones del laboratorio, Parachlorella nurekis 1904 KIEG provoca la
descomposicion de las células y colonias de cianobacterias hasta su completa eliminacion.

La cepa se caracteriza por una alta productividad (véase la tabla) y la capacidad de destruir la floracion de
algas que provocan cianobacterias y otras bacterias y hongos.

Breve descripcion de las figuras
La invencion puede explicarse mejor mediante fotografias:

La figura 1 muestra la cepa de Chlorella vulgaris a escala 1000x; figura 2 - supresion de cianobacterias
(Aphanizomenon flos-aquae) por Parachlorella nurekis 1904 KIEG al principio del experimento: 1
experimental, 2 - prueba de control en placas de cristal (figura 2-6); figura 3 - supresion de cianobacterias
(Aphanizomenon flos-aquae) por Parachlorella nurekis 1904 KIEG en tres horas; figura 4 - supresion de
cianobacterias (Aphanizomenon flos-aquae) por Parachlorella nurekis 1904 KIEG en seis horas; figura 5 -
supresion de cianobacterias (Aphanizomenon flos-aquae) por Parachlorella nurekis 1904 KIEG en nueve
horas; y figura 6 - supresion de cianobacterias (Aphanizomenon flos-aquae) en doce horas.

Modo para llevar a cabo la invencion

Ejemplo 1

Se toman muestras del embalse en floracién con cianobacterias Aphanizomenon flos-aquae. Se filtran
100 ml de la muestra y se pesan; se extrae la biomasa (300 mg), y se pone en la placa de Petri, donde se
afaden entonces 100 ml de suspension de Parachlorella (biomasa 60 mg/100 ml). Se ponen 100 ml de la
muestra de cianobacterias en la segunda placa de Petri. La primera placa de Petri es una experimental; la
segunda es el control. Ambas placas deben mantenerse en luz dispersa y temperatura ambiental.

Al principio del experimento las colonias de cianobacterias son bien visibles en ambas placas. En tres
horas las cianobacterias en la placa experimental se oscurecen méas que en la de control. El proceso de
descomposicion de colonias comienza en la placa experimental en 6 horas. No hay cambios observados
en la placa de control. En 9 horas las cianobacterias en la placa experimental pierden completamente su
estructura. Parecen una unidad sin forma completa, mas oscura que las cianobacterias en la placa de
control. No hay cambios observados en la placa de control. En 12 horas la placa experimental no contiene
rastros visibles de bacterias cian. La placa de control no muestra cambios.

Asi, en 12 horas la suspension de Parachlorella ha eliminado completamente la colonia de cianobacterias
con una biomasa 5 veces mayor que la biomasa de Parachlorella.

Ejemplo 2

Se vierten 100 ml de muestra de agua de un embalse en floracién (cianobacterias Aphanizomenon flos-
aquae) dentro de dos matraces conicos. La biomasa de cianobacterias asciende a 200 mg/100 ml de
agua. Entonces se afiaden 15 ml de suspension de Parachlorella nurekis 1904 KIEG en el primer matraz.
La biomasa de Parachlorella constituye 60 mg/100 ml. El primer matraz es experimental, el segundo es el
control. Ambos matraces deben mantenerse en luz dispersa y temperatura ambiental (22°C).

Al principio del experimento las colonias de cianobacterias podian observarse bien en ambos matraces.

4



10

15

20

25

ES2617178T3

En 6 horas puede observarse que las cianobacterias en el matraz experimental se oscurecen mas que en
el control. Las cianobacterias en el matraz experimental pierden completamente su estructura en 12
horas. Parecen fl6culos sin forma y son mas oscuros que las cianobacterias en el matraz de control. No
hay cambios observados en el matraz de control. El matraz experimental no contiene ningun rastro visible
de bacterias cian en 20 horas.

En el plazo de 20 horas la suspensién de Parachlorella implementada en el entorno natural de
cianobacterias ha eliminado totalmente la colonia de cianobacterias con una biomasa 20 veces mayor que
la biomasa de la propia Parachlorella.

Las cianobacterias se eliminaron en el medio de Parachlorella, asi como tras tratar el entorno de
cianobacterias con la suspension de Parachlorella. Al mismo tiempo la biomasa cianobacterias era varias
veces mayor que la biomasa de Parachlorella.

Por lo tanto, la cepa de algas disefiada, Parachlorella nurekis 1904 KIEG, es mas productiva contra otras
cepas conocidas y es totalmente capaz de eliminar las cianobacterias que provocan la floracion de algas.
Por ejemplo, como resultado del uso de esta cepa en el embalse Tsimlyanskoye (Rusia), pudieron
destruirse completamente las cianobacterias en el plazo de tres afios (2006-2009).

Tabla
indices comparativos de eficacia de cepas de Chlorella vulgaris
Cepas de Chlorella vulgaris
Indice IFR C-111 (RU BIN (RU Parachlorella nurekis
1751981) 2192459) 1904 KIEG (-)

Eficacia, g de biomasa seca / m? por 30 60-65 70

dia

Temperatura 6ptima de cultivo, °C 26-36 20-40 28-30
Periodo de cultivo, meses 12 12 12

Aplicabilidad industrial

Parachlorella nurekis 1904 KIEG es una cepa altamente adaptable y poco exigente con respecto a las
condiciones de cultivo. Su utilizacion ha demostrado alta flexibilidad en embalses de diversas zonas
climaticas y su capacidad para matar cianobacterias.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa industrial de un alga verde unicelular, Parachlorella nurekis 1904 KIEG, depositada en la
Coleccion de Cultivos de Algas y Protozoos (CCAP) del Instituto Marino Escocés, Dunbeg, OBAN, Argyll,
PA37 1QA, Escocia, Reino Unido, CCAP n.° 259/1.

2. Utilizacion de una cepa de un alga verde unicelular, Parachlorella nurekis 1904 KIEG, segun la
reivindicacion 1, para la erradicacion de cianobacterias en embalses o depdsitos de agua.
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