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Culture of Chlorella vulgaris using soy waste and applying a magnetic
field. Cultivo de C. vulgaris con sojay CM
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Resumen

Chlorella ha ocupado la atencién de los biotecnélogos al ser una importante fuente de biomasa para la produccion de
metabolitos de interés quimico 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 evaluo la viabilidad del uso del residual de la linea de ablandamiento del grano de soya, como medio de cultivo para
la microalga Chlorella vulgaris, obteniéndose excelentes valores de densidad celular maxima (Kma: 360 x 10° cél.mL"). Poste-
riormente se evaltan los efectos de la aplicacion de un campo magnético (CM) de 0.03T, obteniéndose densidades celulares
maximas en un menor tiempo de cultivo, lo que puede constituir un fundamento esencial para una nueva metodologia de
cultivo. La calidad de la biomasa de C. vulgaris se evalda desde el punto de vista bioquimico, lo que permite determinar la con-
centracion de proteinas, carbohidratos y lipidos en la fase exponencial, cuya acumulacién se ve favorecida dependiendo del
protocolo de aplicacion del CM, mientras que la concentracion de lipidos es maxima si el CM es aplicado en la fase estaciona-
ria, variando desde 1.70 £0.02 hasta 3.48 +0.03 pg cél; lo que constituiria 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 meta-
bolites 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 ex-
cellent values for maximum cell density (Kmax: 360 x 10° cells.mL"). 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.

Keywords: neodymium magnet, pigments, nitrogen, biomass, microalgae.

Recibido: septiembre 22 de 2010  Aprobado: octubre 27 de 2011

* %

* * ¥

Laboratorio de Ecotoxicologia. Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado. Universidad de Oriente, Santiago de Cuba. Ave. De las
Américas s/n Esq. | CP 90400. Santiago de Cuba. (www.cnea.uo.edu.cu), lilianag@cnea.uo.edu.cu

MSc., Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias Naturales. Universidad de Oriente. Ave. Patricio Lumumba s/n. Edificio Rectorado 3ra
planta. Alturas de Quintero. Santiago de Cuba. inaudis@cnt.uo.edu.cu

Lic. Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medioambiente. Delegacién de Camagiiey. Cisneros No. 105, entre Angel y Pobre (www.cimac.cu),
roger@cimac.cu

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. Xl No. 2 Diciembre 2011 27-38 27



Introduccién

La produccion comercial de microalgas tiene alrededor
de 50 anos, siendo los principales géneros de interés
comercial: Chlorella, Spirulina, Dunaliella y Haemato-
coccus. A partir de 1990 aument6 el interés por el uso
de la biomasa microalgal en la produccion de biocom-
bustibles, convirtiéndose esta en una alternativa facti-
ble por muchas razones: la rapida tasa de crecimiento
de los cultivos algales, el contenido lipidico 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 mi-
croalgas estan presentes en practicamente todos los
habitats; existe una variedad considerable de especies
que viven en un amplio rango de condiciones ambien-
tales, incluso en ambientes extremos.

Con el propésito de incrementar las ganancias eco-
némicas y para lograr mayor comprension sobre el
metabolismo y la manipulacién de los cultivos en
funcion del aumento de su capacidad productiva, las
investigaciones se han concentrado en realizar “scree-
ning” de especies como: Chlorella vulgaris, Chlorella
protothecoides, Spirulina maxima, Nannochloropsis
sp., Neochloris oleabundans, Scenedesmus obliquus,
Dunaliella tertiolecta (Mandal and Mallick 2009; Miao
and Wu 2006; Gouveia and Oliveira 2009; Demirbas
2009) Dunaliella primolecta, Botryococcus braunii,
Nannochloris sp., Crypthecodinium cohnii, Cylindrothe-
ca sp., Isochrysis sp., Phaeodactylum tricornutum, Nitzs-
chia sp. y Schizochytrium sp. (Chisti 2007, 2006; Mata
et al., 2009). Algunas de estas microalgas son produc-
toras de biomasa rica en aceites (Mata et al,, 2009); no
obstante, se estudian alternativas de cultivo que permi-
tan variantes mas econémicas, métodos que estimulen
el crecimiento y vias mas acertadas para la induccién
metabdlica (Becker 1998; Liu et al,, 2008; Hunt et al.,
2009) de los productos de mayor interés comercial. Se
trabaja, ademas, en la bisqueda de especies tolerantes
a altas temperaturas, con el propésito de incrementar
la eficiencia fotosintética, el rendimiento en biomasa
y el contenido de metabolitos de interés; asi como el
mejoramiento del disefio de sistemas de cultivo. Por
otra parte, ain cuando las modificaciones genéticas
no han ocupado un lugar importante, los biotecnélo-
gos tratan de seleccionar las cepas mas tolerantes y
estables desde el punto de vista productivo, identifi-
cando factores que estimulan la produccién de deter-
minados metabolitos a gran escala.

Algunos autores hacen énfasis en la versatilidad del
cultivo de microalgas, considerando como ventajo-

sa la posibilidad de producir biomasa a la vez que
se trabaja en la biorremediacion (Douskova et al.,
2009), atn 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,
especificamente residuales industriales (Cléber et al.,
2006), contribuyendo a que se promuevan practicas
ambientales sensatas. Si bien se conoce que diferen-
tes alternativas pueden funcionar como medio de
cultivo para esta microalga, se hace necesario con-
siderar posibilidades locales y el potencial de cepas
autéctonas.

Especificamente Chlorella ha ocupado la atencién
de los biotecndlogos al ser una importante fuente
de biomasa para la produccién de biodiesel de se-
gunda generacion (non-food feedstock) (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 acumula-
cién de nutrientes, cambios en los patrones de asi-
milacion de iones, en la composicién pigmentaria, el
crecimiento y en la morfologia, implicando incluso
cambios de la ultraestructura, ademas algunos cam-
bios fisiolégicos y en el sistema de defensa antioxi-
dante, entre otros bioefectos (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 efec-
tos de diferentes tratamientos magnéticos, sobre el
crecimiento de C. vulgaris, usando campos constates,
uniformes, estaticos y circulares, que para esta espe-
cie hay una estimulacién en el rango de 5-35mT y una
inhibiciéon considerable desde 45mT hasta 200mT,
con el incremento de la intensidad del campo; sena-
lando, ademas, la efectividad del CM estatico (Wang
et al, 2006).

Este trabajo presenta una evaluacion del uso del resi-
dual de la linea de ablandamiento del grano de soya
del combinado lacteo de Santiago de Cuba, como
medio de cultivo para la microalga Chlorella vulgaris;
ademas, se evalda el efecto de un campo magnético
estatico de 0.03T sobre parametros de crecimiento y
la composicion bioquimica de la biomasa, con el pro-
posito de proponer un método de cultivo que permita
obtener mayor cantidad de biomasa, en menos tiem-
po, para la produccion de biofertilizantes o biocom-
bustibles, dependiendo de la composicion bioquimica
de esta.
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Metodologia

Breve descripcion de la especie

Se utiliza la microalga Chlorella vulgaris Beijerinck (rei-
no Protoctista, division Chlorophyta, orden Chloro-
coccales) aislada del medio local y mantenida en la
Coleccion de Microalgas del Centro Nacional de Elec-
tromagnetismo Aplicado (CNEA), Santiago de Cuba,
desde 2002 con el codigo FO10102-A, en medio Bris-
tol; condiciones controladas de temperatura (20°C +
2°C) y luz continua (19.5 yE m?s") suministradas por
lamparas fluorescentes Daylight 40W. Actualmente
esta microalga se encuentra depositada en la colec-
cion del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(CEBI) de la Universidad de Oriente, Cuba, que perte-
nece ala Federacion Latinoamericana de Colecciones
de Cultivos (FELACC).

Condiciones experimentales de cultivo

Se desarrolla un cultivo unialgal asincrénico (batch) de
C. vulgaris en medio Bristol, con nitrato como principal
fuente de nitrégeno y pH 7.0; luz continua (Daylight
F40T 12/D 40 W PHILIPS a 110.35 yE m?s™) sin sumi-
nistro directo de COa. Los cultivos fueron mantenidos
con aireacién constante a un flujo de 0.45 Lmin”; el

Color: A

aire fue filtrado con prefiltros de microfibra de vidrio
ALBET JFV-25 de 0.25 pm.

Para eliminar la interferencia electromagnética (IE), los
cultivos fueron ubicados en lugares donde esta fue
menor de 0.25 uT.

Se establecen cultivos controles en medio Bristol y
otros en el residual de ablandamiento de soya a una
concentracion inicial de 20 x 10° cél.mL". La cinética
de los cultivos se sigue por 14 dias, y se realiza 5 répli-
cas para cada experimento.

Protocolo de aplicacion del campo magnético

Se utiliza un esquema de aplicacion de 1h y de forma
permanente. Los cultivos se exponen a un arreglo de
imanes de neodimio con un valor medio de intensi-
dad de campo magnético estatico 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 exposicion se realiza al comienzo de la fase expo-
nencial (durante Th) a cultivos establecidos con el resi-
dual de soya, utilizando un control sin CM. En el caso
de la aplicaciéon permanente, los cultivos se exponen
al CM desde el primer dia de establecidos.

004

Figura 1. Caracterizacién del magnetizador de neodimio 0.0300T.
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Determinacion del nitrégeno como nitrato

El nitrato, expresado en mg L' se determiné al residual
que permiti6 mejores densidades celulares antes de
inocular la cepa. Al finalizar la cinética de crecimien-
to los cultivos establecidos con el residual, con y sin
aplicacion del CM, fueron sometidos también a este
andlisis, realizado en los laboratorios “Elio Trincado™
de la Empresa Geominera S.A., segtin las Normas ISO
14000. Estos se llevaron a cabo con el objetivo de de-
terminar la influencia del campo magnético sobre la
asimilacion de este compuesto por C. vulgaris, a tra-
vés de la determinacién de nitr6geno (como nitrato)
residual. Las determinaciones se hacen al residual y al
sobrenadante de los cultivos a los 14 dias.

En el caso de los cultivos, el sobrenadante se obtiene
a partir de la suspension celular por filtracion previa en
filtros Whatman GF/C 0.45 um.

Andlisis sobre células en cultivo

La densidad celular maxima (Kma) fue determinada por
recuento del nimero de células en una camara Neu-
bauer mejorada con ayuda de un microscopio 6ptico
de campo claro.

Los pigmentos fueron extraidos con metanol a partir de la
biomasa fresca. Las muestras fueron previamente centri-
fugadas a 5000 g por 10 min. La extraccion se realiza en
la fase exponencial, en completa oscuridad 24 h a -7 °C
después de agitacion en vortex por 30 s. Posteriormente
se realiza el andlisis 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.".

Después de la extraccion lipidica (Bligh and Dyer
1959), la cuantificacién espectrofotométrica fue reali-
zada por la reaccién de la sulfofosfovainillina (Zollner
and Kirsch 1962), utilizando como patron de cali-
braciéon una mezcla proporcional de acido palmitico
(C16:0) BDH vy estearico (C18:0) Merck, a una con-
centracion final de 0.4 mg mL'. Se determina, ade-
mas, la concentracién proteica (Lowry et al, 1951) y
de carbohidratos (Dubois et al.,, 1956); ambos analisis
se realizaron sobre biomasa fresca previamente so-
nicada. Los resultados se expresan en pg cél.”". Estas
determinaciones se realizan en fase exponencial y en
la estacionaria (7 y 14 dias, respectivamente).

Andlisis estadistico

Para analizar diferencias entre las medias se realizan
analisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey para
un nivel de confianza del 95% (p<0.05).

Resultados y discusién

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) permitio
mejores resultados en cuanto a crecimiento compara-
do 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 desviacién estandar, SD.
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El CM de 0.03T aplicado durante Th en la fase expo-
nencial de crecimiento, resulté 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 celu-
lar maxima se alcanza a los 13 dias de cultivo, siendo
mayor el valor de aquellos cultivos expuestos al CM
durante Th (Kms: 211.25 £0.86 x 10° cél.mL"); resul-
tados significativamente inferiores (p<0.05) a los que
se obtienen en los cultivos desarrollados con residual
de soya y expuestos al CM durante Th (Kna: 430.62
£2.34 x 10° cél.mL"), los que duplican los resultados
anteriores a los 11 dias de cultivo, momento en que se
obtiene la mayor densidad celular, lo que implica una
reduccién del tiempo de cultivo.

Existen diferencias significativas entre los valores me-
dios de densidad celular maxima alcanzados para los
cultivos sobre residual de soya expuestos al CM du-
rante Th, respecto a la exposicion permanente (Kms:
430.62 £2.34 x 10° cél.mL' vs 330.75 £3.4 x 10° cél.
mL"), mostrando ventajas la primera. Asimismo, no
existen diferencias significativas entre los cultivos es-
tablecidos en soya con y sin exposicion permanente
al CM (CMP).

Las densidades celulares maximas obtenidas con CMP
son muy similares a las obtenidas en los controles de-
sarrollados en residual de soya sin CM (332.50 £11.88
x 10° cél.mL") (p<0.05) (Figura 2). Estos resultados
parecen no concordar con los obtenidos por Wilson
(2008), quien explica que esta intensidad de campo

7.0 5

permite mayores valores con una aplicacién perma-
nente que con 1h, en C. vulgaris; sin embargo, en los
experimentos de dicho autor la cinética se realizé solo
durante 10 dias, y las condiciones experimentales no
fueron las mismas que para el presente trabajo experi-
mental; utilizindose una concentracion inicial inferior
y una menor intensidad de luz, lo que sin dudas reper-
cute 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 exposicion permanente
constituye una perturbacion prolongada que se impo-
ne al cultivo desde el principio de su establecimiento,
por lo que pudiera condicionar una adaptacién inme-
diata, de manera que no exista una respuesta meta-
bélica 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 significa-
tivas entre los controles y la exposicion permanente en
cada caso (p<0.05).

Conociendo que C. vulgaris utiliza el nitrato como
fuente principal de nitrégeno (Gomez 1997) se deter-
mind la concentracion de nitrato en el "medio resi-
dual, antes y después de los 14 dias de cultivo en los
ensayos con residual de soya, con y sin la aplicacion
del campo magnético (Figura 3).

Este resultado ofrece una evidencia experimental del
efecto del campo magnético sobre la asimilacion de
nitrégeno disponible como nitrato; lo que ha sido
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Figura 3. Contenido de nitrégeno (mgL') en el residual de soya utilizado como medio de cultivo, antes de la inoculacién (Soya 1);
transcurridos 14 dias 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 Th (Soya CM 1h) y con exposicién permanente (Soya CMP).
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abordado por muy pocos autores (Gémez 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 Th (p<0.05). Sin
embargo, en la exposicion permanente la asimilacion
es minima (p<0.05), a pesar de lo cual se obtienen re-
sultados en cuanto a crecimiento, similares al control,
por lo que el metabolismo podria estar siendo desvia-
do a la utilizacién de otras fuentes de nitrogeno dispo-
nibles, como el amonio, por ejemplo.

Los efectos del CM aplicado por T1h son evidentes y
durables; se conoce que la activacion de las particu-
las coloidales por campos magnéticos es un fenéme-
no que permanece en el tiempo, incluso varias horas
después de terminada la exposicion (Chibowski et al.,
1994); todo parece indicar que esta perturbacion pro-
voca una estimulacién del metabolismo del nitrégeno.

Diferentes autores, al aplicar campos electromagnéti-
cos sobre microorganismos han descrito que existe un
tiempo al cual la estimulacién del cultivo es maxima
con respecto al control, pero por encima de este se
presenta una inhibicion (Goldsworthy et al., 1999; Za-
pata et al, 2002; Zapata et al., 2005). Asimismo, en el
caso de C. vulgaris y especificamente al hacer referen-
cia al efecto de CM estaticos se describe que usan-
do campos constates, uniformes y estaticos, hay una
estimulacion del crecimiento en el rango de 5-15mT vy
10-35mT y una inhibicién considerable desde 45mT a
200mT, con el incremento de la intensidad del campo
(Wang et al, 2006); lo que significa la existencia de di-
ferentes umbrales para la estimulacion o inhibicion del
crecimiento de dicha microalga.

Si bien en estos experimentos no se busca un tiempo
Optimo, se puede descartar la exposicion permanente
si lo que se busca es la estimulacion del crecimien-
to. La intensidad de campo (0.03T) ha sido utilizada
con éxito para promover el crecimiento y la division
celular de la microalga cloroficea Haematococcus plu-
vialis (Gomez et al., 2009) y se encuentra en el rango
de estimulacién descrito por Wang et al. (2006). Los
resultados obtenidos permiten evaluar al CM como
un parametro importante para el desarrollo de culti-
vos 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 vis-
ta comercial. Por otra parte, la utilizacion de tiempos
cortos facilita el diseno de los equipos de tratamiento
con campos magnéticos, permitiendo incluso que se
apliquen en sistemas de tuberias con velocidades de
flujo liquido moderadas (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 inhibito-
rio, estimulatorio o no observable (Pothakamury et
al, 1993); estos autores explican que los efectos de
estimulacion o inhibicién se han atribuido a cambios
en la orientacion de biomoléculas, fundamentalmen-
te proteinas, cambios a nivel de biomembranas, alte-
raciones del flujo de iones a través de la membrana
plasmatica y/o cambios de estructura. Por otra parte,
se han propuesto varias teorias para explicar el efecto
de los CM oscilantes de baja frecuencia sobre los orga-
nismos, haciendo mencién al fenémeno denominado
“resonancia del ciclotron™ como uno de los responsa-
bles (Goldsworthy et al., 1999; Hunt et al,, 2009). Los
campos magnéticos pueden activar particulas coloida-
les del medio de cultivo, haciendo que estas remuevan
parte del calcio unido a los fosfolipidos de las membra-
nas plasmaticas, incrementando su permeabilidad, lo
que afecta el crecimiento (Goldsworthy et al., 1999).

Sin embargo, el caso que nos ocupa es el de un CM
estatico, y la evidencia experimental obtenida podria
ser un indicador de alteraciones a nivel enzimatico,
en funcién de lograr una mejor tasa de incorporacion
del nitrato disponible en el medio, lo que sin dudas
es un campo por investigar. Es bien conocido que la
asimilacién del nitrégeno inorgdnico es fuertemente
dependiente de la luz, y tanto la intensidad como la
calidad de la luz, pueden controlar dicha asimilacion
mediante la modulacién, bien de la incorporacién del
nitrato o de su reduccion a través de la regulacion de
la sintesis y/o actividad de la enzima nitrato reductasa
(NR) (Fidalgo 1995; Gémez 1997), factores que son
invariables en estos experimentos.

El campo magnético aplicado durante Th en la fase ex-
ponencial de crecimiento celular a cultivos de C. vulga-
ris, desarrollados sobre residual de ablandamiento de
soya, permite obtener densidades celulares maximas en
un menor tiempo de cultivo, basado este en una mejor
incorporacion del nitrato disponible en el medio.

El hallazgo puede constituir el fundamento de una
nueva metodologia para el manejo de cultivos de C.
vulgaris.

Composicion bioquimica de la biomasa de C. vulgaris.

Variacion de la concentracion de pigmentos

En la figura 4 se presenta la variacion de la relacion
caroteno: clorofila y de la concentracion de clorofilas
totales (pg cél.") en C. vulgaris cultivada sobre residual
de soya y expuesta a la accion del CM.
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Figura 4. Variacién de la relacién caroteno: clorofila (] 7 dias de cultivo; 14 dias) y de la concentracién de clorofilas

totales en pg cél.-1( M7 dias;

14 dfas), en células de C. vulgaris cultivadas sobre residual de ablandamiento de soya, expuesta

a la accién de un CM de 1h (Soya CM) y con exposicién permanente (Soya CMP).

Independientemente del protocolo de aplicacion, las
células expuestas al CM, en la fase exponencial, pre-
sentan una concentracion de clorofilas por célula me-
nor que los controles (p<0.05), situacion inversa a la
que ocurre en la fase estacionaria, lo que tiene una re-
lacion directa con la densidad celular. Estos resultados
coinciden con los obtenidos para H. pluvialis (Gémez
et al, 2009), con un CM de igual intensidad. Ello po-
dria constituir una evidencia del efecto del CM sobre
la sintesis 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 em-
bargo, hay una disminucién de la concentracién ce-
lular de pigmentos significativa en los expuestos al
CMP (p<0.05) (Figura 4) que podria estar relacionada
con una mejoria de la eficiencia fotosintética, por ac-
tivacion de sistemas multienzimaticos, lo que ha sido
descrito por varios autores. Sonneveld et al. (1980),
por ejemplo, en experimentos realizados con cloro-
plastos de espinaca, refieren haber obtenido con un
CM de 0.3T un aumento de la emisién 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 activacion de la excitacién luminica en el sistema
fotosintético de transferencia de electrones, con un in-

cremento del contenido de ficocianinas, efecto que se
manifiesta alrededor de los 100 G (Hirano et al., 1998).

Para una mejor evaluacion del estado de los cultivos a
través de la composicion pigmentaria se utiliza la rela-
cion caroteno: clorofila, la que resulta tener maximos
valores en los cultivos controles a los 7 dias (fase ex-
ponencial) con un valor medio de 129+ 12 (p<0.05).
Las células en cultivo de C. vulgaris crecidas sobre
residual de soya, presentan mayor concentracion de
carotenoides que de clorofilas. En los controles, esta
relacion disminuye con el tiempo de cultivo, alcanzan-
do el valor de 89.88+ 9; disminucién que ocurre a ex-
pensas de un aumento de las clorofilas, mientras que
la concentracién celular de carotenoides se mantiene
relativamente constante.

En la fase estacionaria la concentracion de clorofilas
por célula aumenta significativamente en todos los
cultivos; sin embargo, resulta mayor en aquellos ex-
puestos al CM (p<0.05); resultados similares han sido
descritos para H. pluvialis (Gémez et al., 2009). En esta
fase, la relacion caroteno: clorofila de los cultivos ex-
puestos 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).
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Si en los cultivos expuestos al CM se comparan los
valores de la relaciéon caroteno: clorofila, obtenidos a
los 7 dias (fase exponencial), con los de los 14 dias
(fase estacionaria), no existen diferencias significativas
(p=0.01); sin embargo, a los 14 dias de cultivo hay un
aumento significativo y proporcional de la concentra-
cion de ambos pigmentos.

Si esta relacion se usa como indicador de estado de
los cultivos, aquellos expuestos al CM tienen un com-
portamiento similar a los controles durante la fase es-
tacionaria, no asi en la exponencial; a los 7 dias de
cultivo (fase exponencial) la relacién caroteno: clorofi-
la, disminuye significativamente (p<0.05) en las células
expuestas al CM, independientemente del protocolo
de exposicion, lo que se atribuye tanto a una dismi-
nucion de las clorofilas por célula, como de los caro-
tenos, siendo proporcionalmente mayor esta ultima.
Esto pudiera soportar el planteamiento de que el CM
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constituye una perturbacion impuesta al sistema que
de alguna manera afecta la composicion pigmentaria
en C. vulgaris y que las células responden ajustando la
proporcién de pigmentos con el proposito de mejorar
su habilidad para captar la luz, lo que ha sido descrito
por varios autores como respuesta de diferentes es-
pecies de microalgas a las variaciones de la irradian-
cia espectral (Richardson et al., 1983; Bermudez et al.,
2002).

Variacion de la concentracion de proteinas,
carbohidratos y lipidos

La calidad de la biomasa en cuanto a composicion
proteica, de carbohidratos y lipidos, obtenida a par-
tir 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. Variacién de la concentracién proteica, de carbohidratos y lipidos (pg cél.") en C. vulgaris cultivada sobre residual de

ablandamiento de soya y controles establecidos con medio Bristol, expuestos a la accién de un CM de 1h (CM) y permanente

(CMP) a los 7 y 14 dias de cultivo.

Los resultados indican que el residual de soya permite
una biomasa con una concentracion celular de protei-
nas, carbohidratos y lipidos mayor que los controles,
establecidos en medio Bristol (p<0.05). En todos los
casos, los resultados de la aplicacion del CM permiten
mayor acumulacién de estos compuestos por célula,
cuya concentracion se favorece con los dias de culti-
vo, durante el tiempo que dura la cinética, siendo sig-
nificativamente mayores a los 14 dias (p<0.05).

Si bien la concentracién celular de lipidos se ve fa-
vorecida por el residual de ablandamiento de soya
(p<0.05), de forma general C. vulgaris tiene mayores

concentraciones celulares de proteina (p=0.01), resul-
tados que coinciden con los que obtienen varios au-
tores para el género y/o la especie estudiada (Becker
1998; Chisti 2007; Gémez 1997; Morris et al., 1999;
Xu et al., 2006).

Un andlisis més 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 meta-
bolismo del nitrato y su modulacién por el CM (Figura
6). La mejor alternativa de cultivo, atendiendo sola-
mente a la calidad de la biomasa, seria la aplicacion
del CM permanente y la cosecha a los 7 dias, lo que
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ahorraria tiempo de cultivo. No obstante, si bien no
hay diferencias significativas entre la concentracion
celular de proteinas a los 14 dias en los cultivos, con y
sin los efectos del CM (p<0.05), si existe un aumento
respecto a los controles al aplicar un CM durante 1 h;
siendo los mejores resultados los de la aplicaciéon per-
manente; estos Gltimos dependen mas de la aplicacién
del CM que de la fase de cultivo (p=0.01).

El uso de CM aplicados por 1 h seria un buen protoco-
lo de aplicacion para cultivos discontinuos; sin embar-
go, para cultivos semicontinuos y continuos, seria (til
la aplicacion permanente, para promover acumulacién
de proteinas.

Mientras que los valores de proteinas por célula en
los cultivos desarrollados con residual de soya al 7™
y 14¥ dia, son de 2.94 £0.31 y 4.99 £0.07 pg cél.’, la
aplicacion del CM durante 1 h hace que estos valores
se incrementen a 3.29 £0.61 y 5.03 £0.63 pg cél.”,
respectivamente. No existiendo diferencias significati-
vas entre este (ltimo y los que se obtienen con la apli-
cacién permanente (5.41 £0.04 y 5.35 £0.19 pg cél."
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para 7 y 14 dias, respectivamente), los que resultan ser
los maximos valores obtenidos.

Singh et al. (1994) investigaron la aplicacion de cam-
pos magnéticos permanentes de 0.3T en Anabaena
doliolum, demostrando que estos tuvieron un incre-
mento en el contenido proteico de hasta un 20%
(Singh et al., 1994).

El contenido celular de proteinas (pg cél.') aumenta
con el tiempo del cultivo, alcanzdndose los valores
maximos al final de la fase estacionaria. El alto conte-
nido de proteina registrado al comienzo de dicha fase
es igual o superior al observado durante el crecimiento
exponencial; efecto observado repetidamente en mi-
croalgas cloroficeas cuando son cultivadas con altas
concentraciones de nitrégeno (Syrett 1987), reflejando
su consumo en exceso y el almacenamiento en protei-
na. Estas evidencias justifican los resultados obtenidos
en la presente investigacion, en la que las proteinas
aumentan durante la fase exponencial si se aplica a los
cultivos un CM de 0.03T, siendo la aplicacién perma-
nente la que mas influye sobre su sintesis, lo que defi-
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Figura 6. Variacién de la concentracién proteica, de carbohidratos y lipidos (pg cél.”) en C. vulgaris cultivada sobre residual de
ablandamiento de soya, expuesta a la accién de un CM de 1h (Soya CM) y permanente (Soya CMP) a los 7 y 14 dias de cultivo.
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nitivamente esta relacionado con el metabolismo del
nitrato en estas condiciones. Probablemente el campo
magnético induzca una elevada tasa de asimilacion del
nitrégeno y del carbono total, de tal manera que la
incorporacion de carbono a la fraccion proteica sea
mayor con respecto a la obtenida en la fraccion de po-
lisacaridos, favoreciendo mas el mantenimiento de la
viabilidad y el crecimiento celular; resultados similares
fueron descritos para H. pluvialis (Gémez et al., 2009).

En el caso de los carbohidratos, la diferencia no es sig-
nificativa (p<0.05), si bien la biomasa con mayor con-
centracion se obtiene a los 7 dias con CM aplicado
permanentemente (0.48 +0.04 pg cél."). Los resulta-
dos constituyen una evidencia de que el CM no afec-
ta el metabolismo de los carbohidratos en C. vulgaris.
Hirano et al. (1998) observaron que Spirulina platensis
incrementa la tasa de consumo de CO; vy la sintesis de
azucares durante el proceso fotosintético cuando son
sometidas a un CM de 10 mT. Los campos magnéticos
tienen efecto sobre el metabolismo e influeyen en pro-
cesos como la sintesis de carbohidratos, pigmentos,
acumulacion de aminoacidos esenciales y actividad
fermentativa, entre otras (Hunt et al, 2009). General-
mente, como resultado de las perturbaciones a las que
son sometidas las células tratadas con campo magnéti-
co, no solo se altera la sintesis proteica, sin embargo,
en estos experimentos no se constata una influencia
significativa sobre la sintesis de carbohidratos. El resi-
dual de soya ofrece una excelente alternativa para la
obtencion de biomasa rica en carbohidratos.

Al analizar la concentracién lipidica por célula, se
observa que hay un efecto del CM dependiente del
protocolo de aplicacién. De forma general, hay una
acumulacion celular mayor a los 14 dias 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 concentracion celular de
lipidos entre los dias 7 y 14, representa solamente
el 50% del que se logra en la aplicacion permanen-
te (8.34 vs 16.57); mientras que el incremento con la
aplicacion de 1h representa el 91% (15 vs 16.57). El
incremento de la composicion lipidica ha sido descrito
para C. vulgaris por una disminucion del contenido de
nitrégeno en el medio (Converti et al,, 2009), lo que
es coherente con los resultados de la presente inves-
tigacion.

Si se quiere obtener una biomasa rica en lipidos utili-
zando el residual de soya como medio de cultivo alter-
nativo en C. vulgaris, habria entonces que considerar la
aplicacion de un CM de 0.03T de forma permanente,
lo que puede incrementar sus concentraciones celu-
lares, sin modificar la cinética del cultivo significativa-

mente. Sin embargo, para proponer una metodologia
de cultivo definitiva hay que hacer un andlisis del ren-
dimiento, y por tanto, un escalado. Por otra parte, se-
ria recomendable hacer un andlisis holistico que no
pondere el resultado en cuanto a crecimiento, sino
que integre los obtenidos en cuanto a la induccion de
mayores concentraciones celulares de uno u otro me-
tabolito.

Conclusiones

Un CM de 0.03T aplicado durante Th en la fase ex-
ponencial del crecimiento a cultivos de C. vulgaris de-
sarrollados sobre residual de ablandamiento de soya,
permite obtener densidades celulares maximas en un
menor tiempo de cultivo, por lo que puede consti-
tuir el fundamento de una nueva metodologia de
cultivo de esta especie para obtener biomasa de
buena calidad. Desde el punto de vista metabdlico,
la aplicacion del CM disminuye la concentracion de
clorofilas y favorece la acumulacién de proteinas
durante la fase exponencial, independientemente
del protocolo aplicado; sin embargo, si se aplica de
forma permanente, favorece no solo la acumulacién
de proteinas, sino la de carbohidratos y lipidos en
la fase exponencial, y la de lipidos, en la fase esta-
cionaria. El CM aplicado durante Th no favorece la
acumulacion de lipidos por célula y no parece influir
sobre la sintesis de carbohidratos; estas evidencias
permiten explicar que existe una respuesta comple-
ja de la microalga a la exposicion del CM ensayado.
De forma general, esta parece responder, movilizan-
do la energia y recursos disponibles en funcién del
crecimiento.

Referencias bibliograficas

Baker, J., and S. Judd. 1996. Magnetic amelioration of scale forma-
tion. Water Resource 30:247-260.

Becker, E. W. 1998. Microalgae for human and animal consumption.
In Microalgal Biotechnology, edited by M. A. Borowitzka and
L. J. Borowitzka. Cambridge, United Kingdom: Cambridge Uni-
versity Press, 222-256.

Bermudez, ). L., C. Lodeiros, and E. Morales. 2002. Produccién de
biomasa de la microalaga marina Chroomonas sp. en funcién
del pH, intensidad luminosa y salinidad Boletin de Investigacio-
nes Marinas 31 (1).

Bligh, E. G., and W. J. Dyer. 1959. A rapid method of total lipid ex-
traction and purification. Canadian Journal of Biochemistry and
Physiology 37:911-917.

Borowitzka, M. A. 1999. Commercial production of microalgae:
ponds, tanks, tubes and fermenters Journal of Biotechnology 70
(1-3):313-321.

36

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. Xl No. 2 Diciembre 2011 27-38



Cléber, F. E.,, M. Sant’Anna, G. L. Villela, and O. Barcelos. 2006. Li-
pids, fatty acid composition and carotenoids of Chlorella vul-
garis cultivated in hydroponic wastewater. Grasas y aceites 57
(3):270-274.

Converti, A., A. A. Casazzaa, E. Y. Ortiza, P. Patrizia, and a. M. Del
Borghia. 2009. Effect of temperature and nitrogen concentra-
tion on the growth and lipid content of Nannochloropsis ocu-
lata and Chlorella vulgaris for biodiesel production. Chemical
Engineering and Processing: Process Intensification 48 (6):1146-
1151

Chibowski, E., L. Holysz, and W. Wojcik. 1994. Changes in zeta po-
tential and surface free energy of calcium carbonate due to
exposure to radiofrequency electric fields. Physicochemical En-
gineering Aspects 92:79-85.

Chisti, Y. 2006. Microalgae as sustainable cell factories. Environmen-
tal Engineering and Management Journal 5 (3):261-274.

——. 2007. Biodiesel from microalgae. Biotechnology Advances 25
(3):294-306.

Demirbas, A. 2009. Production of biodiesel from algae oils. Energy
Sources Part A: Recovery, Utilization & Environmental Effects 31
(2):163-168.

Douskova, 1., J. Doucha, K. Livansky, J. Machat, P. Novak, D. Umys-
ova, V. Zachleder, and M. Vitova. 2009. Simultaneous flue gas
bioremediation and reduction of microalgal biomass production
costs. Applied Microbiology & Biotechnology 82 (1):179-185.

Dubois, M., K. A. Gilles, J. K. Hamilton, P. A. Rebers, and F. Smith.
1956. Colorimetric method for determination of sugars and re-
lated substances. Annalitical Chemistry 28:350-356.

Fidalgo, P. 1995. Variabilidad bioquimica de microalgas marinas en
cultivo en funciéon de la fuente de nitrégeno. Tesis Doctoral,
Departamento de Biologia Celular y Molecular, Universidade
da Coruna, Espana.

Goldsworthy, A., H. Whitney, and E. Morris. 1999. Biological effects
of physically conditioned water. Water Resource 33:1618-1626.

Gomez, L. 1997. Cultivo y aplicacion de las microalgas Dunaliella
salina'y Chlorella vulgaris en Cuba, Universidad de La Coruna,
La Corufa.

Gémez, L., ). Menéndez, I. Alvarez, and 1. Flores. 2009. Efecto de
diferentes protocolos de aplicacion de un campo magnético
(0.03T) sobre el crecimiento, viabilidad y composicién pigmen-
taria de Haematococcus pluvialis Flotow en suficiencia y ausen-
cia de nitrégeno. Biotecnologia Vegetal 9 (2):105-117.

Gouveia, L., and A. C. Oliveira. 2009. Microalgae as a raw material
for biofuels production. Journal of Industrial Microbiology & Bio-
technology 36 (2):269-274.

Hirano, M., A. Ohta, and K. Abe. 1998. Magnetic field effects on
photosynthesis and growth of the cyanobacterium Spirulina pla-
tensis. Journal of Fermentation & Bioengineering 86 (3):313-316.

Hunt, R. W., A. Zavalin, A. Bhatnagar, S. Chinnasamy, and K. C. Das.
2009. Electromagnetic biostimulation of living cultures for Bio-
technology, Biofuel and Bioenergy applications. International
Journal of Molecular Science 10 (11):4719-4722.

Li, Z. Y., S. Y. Guo, L. Lin, and M. Y. Cai. 2007. Effects of electromag-
netic field on the batch cultivation and nutritional compostion
of Spirulina platensis in an air-lift photobioreactor. Bioresource
Technology 98:700-705.

Liu, Z-Y., G.-C. Wang, and B.-C. Zhou. 2008. Effect of iron on growth
and lipid accumulation in Chlorella vulgaris. Bioresource Tech-
nology 99 (11):4717-4722.

Lowry, O. H., N. J. Rosengbrough, A. L. Farr, and R. J. Randall. 1951.
Protein measurements with the Folin phenol reagent. Journal of
Biological Chemistry 193 (1):265-275.

Mandal, S., and N. Mallick. 2009. Microalga Scenedesmus obliquus
as a potential source for biodiesel production. Applied Micro-
biology & Biotechnology 84 (2):281-291.

Mata, T. M., A. A. Martins, and N. S. Caetano. 2009. Microalgae for
biodiesel production and other applications: A review. Renewa-
ble and Sustainable Energy Reviews 14 (1):217-232.

Miao, X., and Q. Wu. 2006. Biodiesel production from heterotrophic
microalgal oil. Bioresource Technology 97 (6):841-846.

Mora, R., R. Moronta, J. Ortega, and E. Morales. 2005. Crecimiento
y produccién de pigmentos de la microalga nativa Chlorella sp.
aislada de la Represa de Tulé, Municipio Mara, Estado Zulia,
Venezuela. Ciencia Completa 12:1-9.

Morris, H., M. M. Quintana, A. Almarales, and L. Hernandez. 1999.
Composicion bioquimica y evaluacion de la calidad proteica de
la biomasa autotrofica de Chlorella vulgaris. Revista Cubana de
Alimentacién y Nutriciéon 13 (2):123-128.

Pothakamury, U., G. Barbosa, and B. Swanson. 1993. Magnetic
fields inactivation of microoganisms and generation of biologi-
cal changes. Food Technology 47:85-93.

Richardson, K., J. Beardall, and J. A. Raven. 1983. Adaptation of uni-
cellular algae to irradiance: An analysis of stategies. New Phyto-
logy 93:157-191.

Singh, S. S., S. P. Tiwari, J. Abraham, S. Rai, and A. K. Rai. 1994.
Magnetobiological effects on a cyanobacterium, Anabaena do-
liolum. Electromagnetic Biolological Medicine 13:227-235.

Sonneveld, A., L. N. M. Duysens, and A. Moerdijk. 1980. Magnetic
field-induced increase in chlorophyll a delayed fluorescence
of photosystem Il: A 100- to 200-ns component between 4.2
and 300 K Proceeding of National Academy od Science USA
77 (10):5889-5893.

Syrett, P. J. 1987. Nitrogen assimilation by eukaryotic algae. In
Inorganic Nitrogen Metabolism, edited by W. R. Ullrich, P.
J. Aparicio, P. J. Sirte and F. Castillo. Berlin: Springer-Verlag,
25-31.

Takahaski, F., and T. Kamezaki. 1985. Effect of magnetism of growth
of Chlorella. Hakkokogaku 63:71-74.

Wang, H.-Y., S.-Y. Guo, B.-S. Zheng, and L. Li. 2004. Accumulating
nutrient in Chlorella vulgaris enhanced by magnetic-treatment.
Food Science and Technology (8).

Wang, H.-Y., X.-B. Zeng, and S.-Y. Guo. 2007. Effects of magnetic
treatment on ultrastructure of Chlorella vulgaris. Acta Laser Bio-
logy Sinica (4).

Cultivo de Chlorella vulgaris sobre residual de soja con la aplicacién de un campo magnético 37



Wang Hai-Ying, Zeng Xiao-Bo, and G. Si-Yuan. 2005. Effects of elec-
tro-magnetic field on the physiological characteristics of Chlore-
Ila vulgaris and mechanisms analysis. Fisheries Science (7).

Wang, H. Y., X. B. Zeng, and S. Y. Gui. 2006. Growth of Chlorella vul-
garis under different magnetic treatments. Progress in Modern
Biomedicine 12.

Wang, H. Y., X. B. Zeng, S. Y. Guo, and Z. T. Li. 2008. Effects of mag-
netic field on the antioxidant defense system of recirculation-
cultured Chlorella vulgaris. Bioelectromagnetics 29:39-46.

Wellburn, A. 1994. The spectral determination of chlorophylls a and
b, as well as total carotenoids, using various solvents with spec-
trophotometers of different resolution. Journal of Plant Physio-
logy 144:307-313.

Wilson, J. 2008. Cultivo de la microalga Chlorella vulgaris bajo la
accion de campos magnéticos estaticos, Biologia, Universidad
de Oriente, Santiago de Cuba.

Xu, H., X. Miao, and Q. Wu. 2006. High quality biodiesel produc-
tion from a microalga Chlorella protothecoides by hetero-

trophic growth in fermenters. Journal of Biotechnology 126
(4):499-507.

Zapata, J. E.,, G. Moreno, and E. J. Mdrquez. 2002. Efecto de los
campos magnéticos sobre el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae. Interciencia 27 (10).

Zapata, J. E. M., M. R. Hoyos, and G. O. Moreno. 2005. Accion de
un campo magnético sobre un cultivo aireado de Saccharomy-
ces cerevisiae. Interciencia 30 (7).

Zhi-Yong, L., G. Si-Yuan, L. Lin, and C. Miao-Yan. 2007. Effects of
electromagnetic field on the batch cultivation and nutritional
composition of Spirulina platensis in an air-lift photobioreactor.
Bioresource Technology 98:700-705.

Zéllner, N., and K. Kirsch. 1962. Uber die quantitative bestimmong
von lipoiden (mikromethode) mittels der vielen natirlichen
lipoiden (allen bekannten plamalipoiden) gemeinsamen sul-
phosphovainillin-reaktion. Z. German Experimental Medicine
135:545-561.

38

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. Xl No. 2 Diciembre 2011 27-38



June 17 - 22, 2012

Iberostar Paraiso Beach
- Mayan Riviera, Mexico

North American -
Mixing Forum www.mixing.net




June 17-22, 2012
Iberostar Paraiso Beach
Mayan Riviera, Mexico

www.mixing.net

Every two years since 1967 the mixing community meets to share and discuss the latest
research and technology developments in mixing. Participants come from academia,
industry, equipment manufacturers, private and government research institutions based in
North America and all over the world. Mixing XXIII will take place in the Riviera Maya, Mexico,
for the first time. The conference this year includes an additional night enabling not only our
scientific inquisitiveness to be cultivated, but also to nurture our souls by learning about the
Mexican ancient culture that was able to have great achievements both in astronomy and
mathematics. - Interestingly, the Mayan Culture also provided the world of its time with a highly
sophisticated device for efficient mixing!

Come and join us in this most exciting conference. In June 2012 it will be held in the beautiful

State of Quintana Roo, Mexico, in the heart of the Riviera Mayal!

Enrique Galindo
Chair of Mixing XXIII
galindo@ibt.unam.mx

namf
North American

< Mixing Forum



The call for papers
for Mixing XXIIl is now open
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solely on submitted abstracts (300 — 600 words). Full papers are not required. The deadline for the

submission of abstracts is March 15th, 2012. There will be no published proceedings for the
conference, which allows for the presentation and discussion of the most recent mixing research in a collegial
environment.

Sessions will cover mixing related subjects from fundamentals to the application of mixing in a wide range of
industrial processes. Topics include, but are not limited to:

* Mixing Fundamentals * New modeling and simulation approaches to mixing
Mixing on small scales * Mixing and chemical reaction
Static and Otherin-Line Mixers CFD Modeling of mixers and mixing processes
Mixing of Multi-phase Systems Mixing aspects of biotechnological processes
Mixing of solids Industrial Mixing Processes

Short course on Mixing: June 17th

A special session of Mixing XXIII will be devoted to celebrate the 21st anniversary of NAMF, discussing the 21
mostinfluential contributions to mixing.

Please e-mail your abstract submission to marcela.garcia@agronegociosinternacionales.com.mx. You will
receive an e-mail confirmation within the next 24 hours. If not, please contact Marcela Garcia at the same e-
mail address.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net

The Iberostar Paraiso Beach lies between Playa del Carmen and the lesser-known city of Puerto Morelos,
which is some 15 minutes from Cancun International Airport. The contrast between these two cities is
immediately noticeable: Puerto Morelos is a far more relaxed, laid-back destination, popular with artists and
craftsmen, fishermen and divers. In contrast, the glamorous Playa del Carmen is far more lively and vibrant,
and is packed with tourists who flock to the beaches during the day and in the evening enjoy a drink at one of
the many bars. The hotel addressiis:

Carretera Chetumal - Puerto Juarez, km.309

Playa Paraiso, Quintana Roo —Mexico

Phone +(52-984) 8772800

Fax: +(52-984) 8772810

Web site: http://www.iberostar.com/EN/Riviera-Maya-hotels/Iberostar-Paraiso-Beach.html

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net




Mae/an Riviera
onference site
characteristics

Hotel: Iberostar Paraiso Beach

The Iberostar Paraiso Beach is a family hotel built in
traditional Mexican colonial style, with arches and columns
throughout. The furniture in this All Inclusive hotel includes
authentic works of art that wouldn't look out of place in an
exhibition of fine art. Upon arrival at the hotel the superb
wooden carvings in the reception area will immediately strike
you. This is the perfect spot to escape from the crowds. The
hotel is so large that a small train runs every 15 minutes
transporting guests around the facilities to the restaurants,
lobby, rooms and even the shopping mall and modern spa
that form part of the Paraiso complex.

E—————

Dinner in XCARET is included in the program

As night falls on Xcaret, a fiesta awakens with the most famous i = "
musical performance in Mexico: Xcaret Mexico Espectacular. More ﬂ“ - - 1‘54 _i_:[& ‘E r
than 300 artists on stage will amaze you with a vibrant musical 2
journey through the history of Mexico, which brings to life colorful

traditions and the heritage of the country

Xcaret Mexico Espectacular will take you to presence an

unforgettable display of Mexican traditional hand-made dresses,

dances and musical performances that will stay in your heart forever.

This is the most amazing representation of Mexico's national identity

and cultural heritage. Dinners are served while guests enjoy Xcaret

Mexico Espectacular.

Knowing The Heart Of Maya's Civilization

Alsoincluded is a day-trip to Chichen ltza. It was the mostimportant
regional capital of the Mayan culture from 750 to 1200 B.C. Their
structures are well conserved, as well as the Yucatan ancient
Mayas tales. Their vestiges show the incredible Mayan civilization
and architecture, enriched with other cultural currents of
Mesoamerica. The temple of Kukulcan, also called "El Castillo”, is a
magnificent construction of 23 meters of height in pyramidal form.
It has four faces, in which during the equinox a shade of a serpent
can be seen descending by the stairs of the building. You will also
visit the Ball Game (the greatest of Mesoamerica), the
Observatory, the Temple of the Soldiers with its figure of the Chac-
Mool and the sacred cenote.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net
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