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RESUMEN

Mediante la irradiacion de ultrasonido en un reactor experimental, fue posible
calcular curvas de regresion lineal para los pares ordenados viabilidad celular v/s
intensidad acustica y viabilidad celular v/s tiempo de exposicion a ultrasonido en cinco
cepas constituyentes de FAN (Floraciones Algales Nocivas) en la salmonicultura
chilena. Diferencias significativas y la conformacion de grupos homogéneos (p<0,05)
en funcion de la clasificacion taxondémica (Diatomeas, Dinoflagelados, Rafidofitas)
evidenciaron la singularidad de las dosis sonicas para las cepas analizadas.

Fenomenos de cavitacion actstica explican la relacion inversa entre intensidad
del sonido y la viabilidad celular. Peroxidacion lipidica y ciclos de cavitacion acustica,
son los responsables de la disminucién de la viabilidad en funcion del tiempo de
exposicion a ultrasonido. La coraza de silicato caracteristica de las diatomeas, le

confiera la particularidad de mayor resistencia a irradiacion sonica.

El uso de bajas intensidades de onda combinado con tiempos de exposicion
prolongados, se vislumbra como una alternativa eficiente para el control de FAN a nivel

comercial.

Palabras claves: FAN, Diatomeas, Dinoflagelados, Rafidofitas ultrasonido, intensidad

acustica, tiempo de exposicion, cavitacion acustica, peroxidacion lipidica.



ABSTRACT

By ultrasound irradiation in an experimental reactor was possible to calculate
linear regression curves for cell viability v / s acoustic intensity and cell viability
v / s time of exposure to ultrasound for five strains HAB (Harmful Algal Blooms)
constituents in  Chilean salmon farming.  Significant differences and
forming homogeneous groups (p <0.05) according to the taxonomic
classification (Diatoms, Dinoflagellates, Rafidofitas) showed the uniqueness of sonic
dose for the strains analyzed. Acoustic cavitation phenomena explain the
inverse  relationship  between sound intensity and  cell  viability.

Lipid peroxidation and acoustic cavitation cycles, are responsible for the
decreased viability versus time of exposure to ultrasound. The silicate shell
characteristic of diatoms, to confer the specificity of greater resistance to sonic

irradiation.

The use of low wave intensities combined with long exposure times

is seen as an efficient alternative to control HAB commercially.

Keywords: HAB, Diatoms, Dinoflagellates, Rafidofitas, ultrasound, acoustic intensity,

exposure time, acoustic cavitation, lipid peroxidation.
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1.- INTRODUCCION

Una de las caracteristicas de la industria salmonicultora chilena ha sido el
constante incremento en sus niveles de produccion, llegando a las 500 Ton anuales el
afio 2008 (Fig. 1) previo a la crisis sanitaria causada por la Anemia Infecciosa del
Salmoén (ISAv) cuadro que diezmo a la poblacion nacional de salares (Salmo salar) y
puso en duda la continuidad comercial de la principales empresas del rubro (Servicio
Nacional de Pesca, 2012). Superado este dificil escenario, e impulsados por un
interesante precio de mercado, los productores nacionales han proyectado alcanzar
1.000 Ton anuales para el afo 2014. Uno de los problemas asociados al aumento de
biomasa en las zonas aptas para el cultivo de salmon, es la ocurrencia de floraciones
algales nocivas (FAN), eventos que producen importantes pérdidas econdmicas al
sector. Las FAN han acompanado a la industria desde sus inicios, sin embargo, a contar
del afio 2008 las empresas nacionales no cuentan con la cobertura de seguros de biomasa
a causa de las altas primas decretadas por las entidades aseguradoras producto del
elevado indice de riego del rubro salmonicultor chileno impuesto tras la debacle sanitara

y econdmica de los afios 2008 y 2009.

Actualmente no existe ningiin método eficiente para el control y erradicacion de
FAN a nivel mundial. En territorio nacional, se ha implementado un programa de
monitoreo de fitoplancton (PROMOFI) para las empresas asociadas al Instituto
Tecnologico del Salmoén (INTESAL), el cual permite solo identificar las zonas de riesgo

con un margen muy reducido de tiempo.

En base a los antecedentes expuestos, se plantea la hipotesis de utilizar el
ultrasonido como herramienta eficaz de control para las floraciones algales nocivas que
afectan a la salmonicultura. Mediante el uso del método cientifico, el presente trabajo

desarrollard una técnica analitica en laboratorio que permita dilucidar esta interrogante.



1.1- Aspectos generales de las floraciones algales nocivas

Las proliferaciones algales nocivas (FANs) son eventos naturales causados por
organismos fitoplanctonicos, que en condiciones ambientales favorables para su
desarrollo (intensidad de luz, temperatura, disponibilidad de nutrientes, condicién del
viento, corrientes de marea y estratificacion de la columna de agua), se multiplican
exponencialmente concentrandose en determinadas localidades (Anderson, 2009)
(Fig. 2).

Actualmente se conocen mas de 135 especies fitoplanctonicas que pueden dar
lugar a FANs causando importantes impactos en el medio ambiente, la acuicultura y el
turismo (Assadi et al., 2007). Entre sus efectos negativos destacan las intoxicaciones en
seres humanos por consumo de vertebrados e invertebrados marinos con presencia de
biotoxinas, la muerte masiva de organismos marinos incluidos los provenientes de
cultivo (Fig. 3) y el deterioro de la calidad de las aguas. Sus impactos econdémicos son
de gran magnitud, alcanzando un costo promedio anual de 49 millones de dodlares en
Estados Unidos (Anderson et al., 2000).

Uno de los aspectos que ha contribuido al aumento del numero y frecuencia de
eventos FANs a nivel global (Fig. 4), obedece al incremento de la eutroficacion costera
derivada de las actividades antropogénicas, entre las cuales se encuentran los cultivos
marinos (Hallegraeff, 1993). Elementos esenciales para la replicacion celular del
fitoplancton como el nitrégeno y el fosforo, son aportados en gran medida, por la
degradacion metabolica de los piensos formulados para actividades de cultivo intensivo
(Folke et al., 1994).

Se han registrado mas de 80 especies fitoplactonicas causantes de muerte de organismos
marinos, entre las que se destacan por su letalidad, dinoflagelados, diatomeas y
rafidofitas. Estos grupos tienen mecanismos de accidon simples o combinados, que
generan dafios fisicos o irritaciones de las branquias, reacciones toxigénicas a agentes
ictiotoxicos e hipoxia en la sangre por falta de oxigeno en el ambiente (Rensel y Whyte ,

2003).



En la literatura cientifica, existen mas de 372 registros de muerte de organismos marinos
causados por FANSs, sin embargo, no todos han sido valorados econdmicamente, ergo, su
real impacto en la cadena de valor de las actividades comerciales relacionadas ha sido

subestimado (Assadi et al., 2007).

1.2- Principales especies y formas de accion

1.2.1.- Dinoflagelados

Los dinoflagelados son un extenso grupo de protistas flagelados. Sus poblaciones
se distribuyen en funcion de la temperatura, salinidad y profundidad. Alrededor de la
mitad son fotosintéticos participando como principal constituyente de la produccion
primaria en las cadenas troficas oceanicas superados en este sentido inicamente por las
diatomeas. Su rasgo mas caracteristico es la presencia de dos flagelos disimiles (Fig.5)
que le proporcionan unos movimientos caracteristicos (Tomas, 1996). Otra de las
peculiaridades de los dinoflagelados es la produccion de poderosas sustancias toxicas
que desde el punto de vista del interés humano, pueden ser clasificadas en dos grandes
grupos: las llamadas ictiotoxinas, que ejercen su accidon nociva sobre peces e
invertebrados (animales poiquilotermos) y las que causan trastornos y muertes en
animales homeotermos (Sar et al., 2002). Alexandrium catenella es una de las especies
representante de los dinoflagelados mas estudiada debido a su influencia en salud
humana por medio de la sintesis del veneno paralizante del marisco (VMP) (Sar et al,
2002). En sistemas acuicolas ligados a la produccion intensiva de salménidos el impacto
de los dinoflagelados no es menor ya que se registran mortalidades masivas a
concentraciones > 500 cel ml” con pérdidas econdmicas asociadas de U$ 20.000.000

(Clement, 2003).



1.2.2.- Diatomeas

Las diatomeas son una clase de algas microscopicas conocidas también como
Bacillariophyceae. La mayoria son unicelulares, aunque algunas de ellas pueden existir
como colonias en forma de filamentos, abanicos o estrelladas. Por sus caracteristicas y
requerimientos se las consideran las Unicas algas verdaderas ya que no presentan
ninguna estructura propia del reino animal. Poseen el mayor nimero de especies
(aproximadamente unas 500.000) teniendo una amplia distribucion mundial y
conformando el grupo mas importante del fitoplancton debido a que aportan cerca del
90% de la productividad primaria de los ecosistemas marinos (Tomas, 1996).

La totalidad de la diatomeas son de naturaleza fotosintética presentado en sus
cloroplastos clorofila a y c, beta-caroteno y xantofilas, los cuales le confieren una
coloracion pardo-dorada. Todas las diatomeas almacenan sus reservas como
crisolaminaria o leucocina (carbohidrato) y aceites (Cupp, 1943).

Una caracteristica distintiva de las diatomeas es la presencia de una pared externa de
didxido de silicio hidratado llamado valvas o frastulo (Cupp, 1943) (Fig. 6 Alfa y Beta).

Dentro del grupo de las diatomeas Chaetoceros convolutus, Rhizosolenia setigera y
Skeletonema costatum destacan como uno de los agentes causantes de FANs con mayor
letalidad, debido a que provocan la muerte de salmonidos por asfixia a bajas
concentraciones celulares (> 5 cel ml™ > 500 cel ml'> 40.000 cel ml'
respectivamente) (Assadi et al., 2007). Entre 1982 y 1987 EE.UU. reporto la pérdida de
600 toneladas de ejemplares de Salmo salar valorados en U$ 17.500.000, como

consecuencia de sus floraciones (Bruslé, 1995).
1.2.3.- Rafidoficeas

Las rafidoficeas se encuentran entre los flagelados desnudos conocidos de mayor
tamafio, con tallas que oscilan normalmente entre 15 y 100 um de largo. Las células
nadan mediante movimientos de un flagelo anterior, que describe una trayectoria
sinusoidal. El segundo flagelo, a veces dificil de ver, estd orientado hacia la parte

posterior y se sitiia generalmente a lo largo de, y proximo a, la superficie celular. En



algunas especies el segundo flagelo es corto y liso (Fig. 7). A diferencia de casi todos los
otros flagelados marinos heterokontas, las células de las rafidoficeas contienen varios, o
muchos cloroplastos diseminados en la parte externa de la célula. Su caracteristico color
amarillo o amarillo-pardo se atribuye a la presencia del carotenoide fucoxantina en los
cloroplastos, ademas de las clorofilas verdes a y c. El nimero de especies comprendidas
en la clase Raphidophyceae es muy reducido. En el medio marino se encuentran
alrededor de veinte especies, la mayoria de las cuales, sino todas, son nocivas para los
peces, ya que dafian el epitelio de sus branquias produciéndoles la muerte (Avaria et al.,
1999). Heterosigma akashiwo es uno de las ejemplares integrantes de las rafidofitas mas
temidos en la salmonicultura a nivel mundial. Entre 1986 y 1997 se registraron pérdidas
en Japon, Canada y Nueva Zelanda por cifras que bordearon los U$ 43.000.000 (Assadi
et al., 2007). Situacion similar se reportd el afio 2006 en los zona norte de EE.UU.,
donde las granjas acuicolas productoras de salménidos tuvieron pérdidas valoradas en
U$2.000.000 a causa de sus floraciones (Rensel, 2007). En la décima region de los lagos
de Chile, se han informado desde el afio 1988 mortalidades superiores a las 2.000 Ton
de Salmo salar principalmente en la zona de Hornopirén , Seno de Reloncavi y mar

interior de Chiloé (Fuica et al., 2007).

1.3- Estrategias de mitigacion

Con el objetivo de reducir las pérdidas econdmicas causadas por FANs se han
desarrollado diferentes estrategias de mitigacion, empleadas en distintas zonas del
mundo, las cuales han sido orientadas principalmente a cultivo de peces. Entre las mas
utilizadas se pueden mencionar: disminucion temporal de la alimentacidn, aeracion,
bombeo de agua profunda (Rensel, 1995), desplazamiento de jaulas (Rensel y Whyte,
2003), diseminacion de materiales arcillosos (Anderson et al., 2001) y extraccion
anticipada de la produccion (Assadi ef al., 2007). Si bien estas técnicas han resultado ser
efectivas, requieren de una logistica compleja lo que se traduce en lentas capacidades de

respuesta e importantes desembolsos de divisas.



1.4- Sustitutos de prueba

El uso de sustitutos de prueba fue desarrollado exitosamente por Larson y
Marifias (2003) en sus ensayos de inactivaciéon de esporas. Se conoce como modelo
biologico o sustituto de pruebas a un organismo especifico que es estudiado
ampliamente con el objeto de generar datos que puedan ser aplicados a otros individuos
de interés sobre los cueles desde el punto de vista técnico o ético resulta complejo
trabajar. La rata de laboratorio, es un ejemplo clasico de las especies utilizadas con
dicho fin. Este roedor, es analizado con el objetivo de aprender més sobre la naturaleza
de los mamiferos, sin la necesidad de experimentar directamente en seres humanos. Los
sustitutos de pruebas son seleccionados entre otras razones por las similitudes genéticas
entre ellos y los seres vivos de los cuales deseamos obtener informacion, facilidad de
manipulacion, disponibilidad y bajo costo (Liescheke y Currie, 2007). Chaetoceros
muellerii y Nitzschia sp. son especies que constituyen un buen sustituto de pruebas para
las diatomeas Chaetoceros convolutus y Rhizosolenia setigera respectivamente debido a
su facilidad de cultivo en condiciones de laboratorio y disponibilidad, al ser fitoplacton
marino muy utilizado en criaderos de moluscos mientras que Alexandrium sp. suele ser
utilizada en reemplazo de Alexandrium catenella por su semejanza taxonOmica y

similitud estructural (Godinez et al., 2003).



2.- ANTECEDENTES

2.1- Aspectos generales del sonido

Podemos definir el sonido como una sensacion auditiva producida por la vibracion
de algun objeto. Estas vibraciones, conocidas como ondas, son captadas por nuestro oido
y transformadas en impulsos nerviosos que se derivan al cerebro para su interpretacion
(Alonso y Finn, 1987) (Fig.8). La rama de la fisica especializada en el estudio del
sonido se denomina acustica. Esta ciencia, define una onda como la propagacion de una
perturbacion de alguna propiedad de un medio, por ejemplo, densidad, presion, campo
eléctrico o campo magnético, que se mueve a través del espacio transportando energia.
El medio perturbado puede ser de naturaleza diversa como aire, agua, un trozo de metal

o el vacio (Serway, 1997).

Las ondas sonoras poseen dos caracteristicas relacionadas con su percepcion. El
“tono acustico” que corresponde desde el punto de la fisica a la frecuencia (f) y la

“intensidad sonora” relacionada con la amplitud de onda (V) (Fig. 9).
2.1.1.- Frecuencia

La frecuencia (f) es una magnitud que mide el nimero de repeticiones por unidad
de tiempo de cualquier fenomeno o suceso periddico. Para calcular la frecuencia de un
suceso, se contabiliza el nimero de ocurrencias de este teniendo en cuenta un intervalo
temporal, luego las repeticiones se dividen por el tiempo transcurrido. Segln el sistema
internacional (SI), la frecuencia se mide en hercios (Hz), en honor a Heinrich Rudolf
Hertz. Un hercio es aquel suceso o fendmeno repetido una vez por segundo, dos hercios
son dos sucesos por segundo, etc. (ec.1). De esta forma los tonos agudos son aquellos
asociados a elevados valores de hercios mientas que sonidos graves se relacionan con

bajas frecuencias (Fig.10)



1
1Hz = S el (Serway, 1997)

Un método alternativo para calcular la frecuencia es medir el tiempo entre dos

repeticiones y luego aplicar la ec.2:

1

f= 7 cc2 (Serway, 1997)

El periodo (7) es el tiempo medido en segundos, que tarda la onda en ir desde un punto
de méaxima o minima amplitud al siguiente (Fig.11).

La frecuencia tiene una relacion inversa con el concepto de longitud de onda, a mayor
frecuencia menor longitud de onda y viceversa. La frecuencia f/ (medida en Hz) es igual
a la velocidad v de la onda (m/s), dividido por la longitud de onda (A) cuantificada en

metros:

1%

f — E ec.3 (Serway, 1997)

La longitud de onda corresponde a la distancia que existe entre dos montes o valles
seguidos (Fig. 9). Definimos como monte al punto mas alto de una onda mientras que a

su contraparte se le denomina valle (Fig.11).
La velocidad del sonido en los océanos (v) fue descrita por Mackenzie (1981) (ec. 4).
v(T,S,Z)=a, +a,T +a;T> + a,T> + a5(S - 35) + agZ + a;Z> + agT(S - 35) + a,TZ>  (ec.4)

Donde 7, S, y Z son los valores in situ de la temperatura medidos en grados centigrados,
la salinidad en partes por mil y la profundidad en metros, respectivamente. Las

magnitudes de las constantes a,, corresponde a:

a, = 1448,96, a,=4,591, a;=-5304x10", a,=2,374x10", as= 1,340, as=1,630x10"

a; = 1,675x107, ag=-1,025%10", ay=-7,139x10™"



2.1.2.- Intensidad

La intensidad es otra cualidad de las ondas acusticas a través de la cual se pueden
distinguir los sonidos suaves y fuertes. Desde el punto de vista de la fisica, este
fendmeno se relaciona con la amplitud (V) que corresponde a la distancia vertical entre
un monte y el punto medio de una onda (Fig.9). Es asi como en sonidos débiles, la
amplitud de onda presenta bajos valores mientras que en sonoridades intensas sus
magnitudes son elevadas (Fig.12). Matematicamente la intensidad del sonido se define
como la potencia acustica transferida por una onda sonora dividida por el area normal a
la direccion de su propagacion. Se entiende por potencia acustica a la cantidad de
energia por unidad de tiempo emitida por una fuente determinada en forma de ondas

sonoras (Alonso y Finn, 1987) (ec.5)

(ec.5) (Alonso y Finn, 1987)

Py
|
|

Donde 7 (W/m?) es la intensidad de sonido, P es la potencia acustica medida en Watts y
A es el area normal a la direccion de propagacion cuantificada en metros cuadrados.

Una onda esférica, es aquella oscilacion tridimensional que se propaga a la misma
velocidad en todas direcciones. Se le asignd este nombre debido a que sus frentes de
ondas son esferas concéntricas, cuyos centros coinciden con la posicion de la fuente de

perturbacion (Marin, 2009) (Fig. 13).

Las ondas sonoras son clasificadas como esféricas cuando se propagan a través de un
medio homogéneo e isétropo como el agua en reposo. Para una onda esférica cada frente
de onda es una esfera de radio r. En este caso, la intensidad aclstica en un punto

especifico, se obtiene al reemplazar el area trasversal a la potencia por la funcién que
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describe a la superficie de una esfera de radio correspondiente a la distancia existente

entre la fuente de perturbacion y el punto de interés (Alonso y Finn, 1987) (ec.6)

P

— py— ec.6 (Alonso y Finn, 1987)
nr

Py
|
|

El oido humano tiene la capacidad de escuchar sonidos a partir de una intensidad de
1072 W/m2. Esta intensidad se conoce como umbral de audicion. Cuando la intensidad
supera 1 W/m?, la sensacion se vuelve dolorosa. Dado que en el rango de intensidades
que nuestro sistema auditivo puede detectar sin dolor hay grandes diferencias en el
nimero de cifras empleadas en una escala lineal, es habitual utilizar una escala
logaritmica. Por convencion, en dicha escala logaritmica se emplea como nivel de
referencia el umbral de audicion. La unidad mas empleada en la escala logaritmica es el

decibelio (dB) (Alonso y Finn, 1987) (ec.7).

I
IdB =10 lOglon ec.7 (Alonso y Finn, 1987)

Donde /5 es la intensidad acustica en decibelios, / es la intensidad acustica en la escala
lineal (W/m? en el SI) e I, es el umbral del audicion (10" W/m?). En esta nueva escala
0 dB corresponde a la minima sonoridad que podemos percibir mientras que en

magnitudes mayores a 120 dB la sensacion se torna dolorosa (Alonso y Finn, 1987).

El nivel de presion sonora o SPL por sus siglas en inglés (Sound Pressure Level)
determina la intensidad del sonido que genera una presion sonora instantanea en relacion
con la presion atmosférica (Alonso y Finn, 1987). El Pascal en la unidad mas utilizada

para medir presion, sin embargo, para el caso de la presion sonora resulta poco practico
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debido al amplio margen que existe entre la presiéon sonora mas intensa (200 Pa) y la
mas débil (20 pPa) que capta el oido humano. Como el decibelio es adimensional y
relativo, constituye una herramienta amigable para su medicién. Matematicamente SPL

se define como:

P
SPLiz=20 ]ogzap—o ec.8 (Yan ef al., 2010)

Donde P es la presion del sonido medida en el punto de interés (uPa) y Po la presion de
referencia correspondiente al umbral de audicion (uPa). Resulta importante sefialar que
para medios aéreos Po = 20 pPa mientras que para ambientes submarinos Po= 1 pPa.
De esta forma el umbral de audicion queda definido por 0dB y la zona del dolor se

registra partir de 140 dB en el aire (Yan et al., 2010).

Con la finalidad de evitar confusiones con respecto a la naturaleza de la presion de
referencia, se ha convenido citarla junto a la magnitud de los decibeles. De esta forma,
SPL =5 dB re 1 pPa significa que el nivel de presion sonora en un punto corresponde a
5 decibeles teniendo como presion de referencia 1pPa (Yan et al., 2010). Algunas

relaciones de magnitudes bajo el agua son expuestas en la Figura 14.

2.2- Aspectos generales del ultrasonido

Entendemos por ultrasonido todas aquellas ondas sonoras cuyas frecuencias
superan el intervalo audible humano. En términos cuantitativos nos situamos sobre los
20.000 Hz (Alonso y Finn ,1987) (Fig. 15). La ultrasénica tiene variados usos en

diferentes campos de la fisica, quimica, tecnologia y medicina. Dentro de las
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aplicaciones mas conocidas podemos mencionar: determinacion de propiedades de la
materia como la compresibilidad o la elasticidad, produccion de emulsiones como la
leche homogeneizada o las peliculas fotograficas, deteccion de fallas estructurales en
materiales industriales, tratamientos kinesioldgicos para diferentes tipos de lesiones y

ecografias (Alonso y Finn ,1987).

El desarrollo de la acustica submarina tuvo su mayor progreso durante la segunda guerra
mundial debido a la necesidad de neutralizar la irrupcion de los submarinos al escenario
bélico. El resultado de toda la investigacion cientifica, se materializd en la creacion del
sonar, instrumento que sigue vigente en la actualidad gracias a que la pesqueria
industrial lo incorpor6 como herramienta localizadora de cardimenes en alta mar

(Moreno,1990).

2.2.1.- Aplicaciones en acuicultura

En acuicultura, la aplicacion del sonido se ha limitado al uso del ecosonda como
instrumento para determinar profundidades y perfiles de fondo en las concesiones
marinas, con la finalidad de disefiar las estructuras de fondeo para las distintas artes de
cultivo, sin embargo, las frecuencias ultrasonicas no son utilizadas regularmente para

dicho efecto debido a que recorren cortas distancias (Moreno, 1990).

La salmonicultura chilena ha incorporado recientemente la combinacion de diferentes
tratamientos ultrasdnicos como estrategia de control para Otaria flavescens (lobo
marino), especie que ha causado importantes pérdidas de biomasa en la industria

nacional (Vergara ,2010).

Como norma general, los peces teleostos presentan un amplio intervalo auditivo que va
desde 1 Hz a 1.100 Hz motivo por el cual los tratamientos ultrasoénicos no provocarian
efectos indeseados a las especies que conforman este grupo, al situarse dichas
frecuencias muy lejos del limite superior de su banda auditiva (Popper y Ketten ,2008)

(Fig.16). Para el caso de los salmonidos, el umbral de audicion estd situado entre los 30
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Hz y 400 Hz presentando su maxima sensibilidad en los 150 Hz (Hawkins y Johnstone,

1978) (Fig. 17).

En lo referido al uso del ultrasonido en fitoplancton, resulta importante sefialar que
técnicas ultrasonicas han sido utilizadas con éxito en laboratorio y escala piloto, como
método eficaz para controlar la proliferacion de la microalga nociva Microcystis
aeruginosa en el lago Taihu, el cual representa la tercera zona lacustre mas grande de
China en términos de superficie e importante fuente de agua potable para la poblacion
de esta nacion oriental (Zhang et al., 2009) (Fig. 18 y Fig. 19). A la fecha complementan
esta publicacion 28 trabajos cientificos de los cuales 24 hacen referencia al efecto del
ultrasonido en el grupo de las cianobacterias, 2 se enfocan en algas verdes y los restantes
estan orientados hacia las diatomeas (Purcell, 2009) (Fig. 20). Dentro de los principales
efectos causados por las ondas ultrasonicas a nivel celular se mencionan la ruptura de
vacuolas de gas en cianobacterias, dafios en la estructura de los cloroplastos en algas
verdes y lesiones en las membranas plasmaticas de diatomeas. No existen publicaciones

basadas en el efecto sobre los dinoflagelados y rafidofitas.

Krivograd y Griessler- Bule (2010) publicaron el primer articulo cientifico que trata
sobre los positivos efectos del ultrasonido como método de control de fitoplancton en
sistemas cerrados de cultivo de la carpa comun europea, reportando una disminucion del
71% en la abundancia de especies planctonicas sin efectos negativos en los indicadores

productivos del recurso Cyprinus carpio.
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3.- HIPOTESIS

El ultrasonido tiene un efecto negativo en la viabilidad de las floraciones algales nocivas

que afectan a la salmonicultura.

4.- OBJETIVOS
4.1. - Objetivo General

Determinar el efecto del ultrasonido en la viabilidad de Alexandrium sp, Chaetoceros
muellerii, Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum con la finalidad
de cuantificar parametros de disefio Optimos ( intensidad y tiempo de exposicion) que
permitan elaborar una estrategia de control para sus floraciones nocivas en

salmonicultura.

4.2. - Objetivos Especificos

- Comparar el efecto de la intensidad de onda ultrasonica (11.430, 18.288, 22.861,
29.719 y 34.291 W/m?) en la viabilidad de Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii,

Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum.

- Determinar el efecto de tiempos de exposicion (10, 20, 30, 40 y 50 segundos) a una
onda ultrasénica de baja intensidad (11.430 W/m?) en la viabilidad de Alexandrium sp,

Chaetoceros muellerii, Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum .
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5.- MATERIALES Y METODO

5.1.- Seleccion de Cepas

Fueron seleccionadas cinco especies de fitoplancton que a nivel nacional han
generado las mayores pérdidas econdémicas a la industria salmonicultora (Tabla 1).
Debido a la imposibilidad administrativa de trasladar cepas potencialmente peligrosas
entre regiones del pais, decretada por el Servicio Nacional de Pesca (SERNAP) a través
del reglamento de plagas (REPLA), se opto por utilizar los sustitutos de pruebas (Tabla
1) existentes en el Laboratorio de Produccion Primaria (L.P.P.) de la Universidad
Catdlica del Norte (U.C.N.), ubicado en la bahia de La Herradura, region de Coquimbo,
Chile y en el Centro Regional de Analisis de Recursos y Medio Ambiente (CERAM) de
la Universidad Austral de Chile, situado en la ciudad de Puerto Montt, region de los
Lagos, Chile.

La fase experimental fue desarrollada integramente en dependencias del L.P.P.
de la UCN, a razon que esta casa de estudios proporcion6 la totalidad los espacios

fisicos, equipamientos y reactivos para la realizacion del presente trabajo.

5.2.- Determinacion de la Viabilidad Celular

Para cuantificar la viabilidad de las cepas seleccionadas una vez sometidas a los
tratamientos de potencia y tiempo de exposicion a ondas ultrasonicas, se utilizod el
indicador denominado “Porcentaje de Viabilidad” (ec.9). Este algoritmo, permitié medir
en forma indirecta el dafio celular relativo causado a las microalgas por la aplicacion de

las técnicas experimentales empleadas.
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_be

Pv
bt

X 1 02 ec.9 Modificado de Canavate y Lubinn (1995).

Donde:
Pv = Porcentaje de viabilidad (%).
bc = Pendiente de una curva de crecimiento obtenida post tratamiento.

bt = Pendiente de una curva de crecimiento estandar (sin tratamiento).

5.3.- Obtencion de las Curvas de Crecimiento Estandar

Las curvas de crecimiento estandar para Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii,
Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum fueron obtenidas
inoculando 500.000 cel ml™ de cada especie en tres tubos de ensayo provistos con 10 ml
de medio nutritivo f/2 modificado (Tabla 2). Cada tubo fue tapado y sometido a
condiciones constantes de luz (3.500 = 100 Lux) y temperatura (20 = 1 °C) durante una
semana (Purcell, 2009) (Fig.21). Con la finalidad de obtener curvas de crecimiento en la
fase exponencial de replicacion celular, diariamente y hasta completar un nimero de
siete mediciones, la cantidad de cel ml ™! existente en cada tubo se cuantificd mediante la
observacion en microscopio optico marca Nikon, modelo ELWD 0,3. Para determinar la
densidad celular, se extrajo una alicuota (1 ml) de cada tubo, la que fue puesta sobre una

capsula de Neubauer previa fijacion con lugol (Fig. 22).
5.3.1- Calculo de la pendiente de una curva de crecimiento estandar (b¢)

Utilizando el promedio de la concentracion celular como variable dependiente y
el tiempo en que ella fue medida como variable independiente, se realiz6 una regresion
geométrica de la forma indicada en la ecuacion 10. Resulta importante sefialar que dicha
funcion fue validada tinicamente en la fase exponencial de la division celular para cada

cepa.
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Yy = ax ec. 10  Cerda (1997).

Donde:

y = Densidad de la cepa utilizada expresada en cel ml™

x = Tiempo transcurrido post inoculacién expresado en horas.
b = bt = Pendiente de la curva de crecimiento.

a = Coeficiente de posicion.

La caracterizacion de la fase exponencial del crecimiento celular fue realizada mediante

la metodologia propuesta por Renaud y colaboradores en el afio 1999 (ec.11)

_ ln[%

[t—to]

U

ec.11 (Renaud et al., 1999).

Donde:
No = Densidad celular en el tiempo inicial expresada en cel ml™.
Nt = Densidad celular en el tiempo final expresada en cel ml™.

to = Tiempo inicial expresado en dias.

t Tiempo final expresado en dias.
p = Tasa de crecimiento celular (su valor es constante

en la fase exponencial de una curva de crecimiento).

5.4.- Intensidad de onda ultrasonica

Para determinar el efecto de diferentes intensidades de onda ultrasénica sobre la
viabilidad celular de Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii, Heterosigma akashiwo,

Nitzschia sp. y Skeletonema costatum, se montd un transductor marca Sonifier'™
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modelo 150 dentro de una probeta de vidrio de 100 ml y base circular de 4,34 cm?. Con
el apoyo de un soporte universal fue posible ubicar el estreno posterior del transductor a
4 cm del fondo de la probeta (Fig. 23).Previamente se dispuso de 200 ml de cultivo
madre para cada cepa en estudio los cuales fueron preparados a una concentracion de

500.000 cel ml™' en medio nutritivo /2 modificado (Fig. 24).

Mediante la manipulacion de la unidad central de proceso del equipo de ultrasonido, fue
posible seleccionar cinco potencias de salida (5,8, 10,13 y 15 watt) para el transductor a
una frecuencia fija de 23.000 Hz. Las intensidades sonicas (11.430, 18.288, 22.861,
29.719 y 34.291 W/m?) fueron obtenidas al dividir las respectivas potencias de salida

por el area del reactor utilizado (4,34 cm?) (ec.6).

La probeta de ensayo acondicionada con el transductor, fue llenada en cada oportunidad
con 35 ml de cultivo madre y por un lapso de 10 segundos fue sometida a las potencias
de salida y frecuencia definidas con antelacion. Posterior a cada tratamiento y previa
homogenizacién, se tomaron 30 ml de solucion resultante las que fueron inoculadas en
tres tubos de ensayo de 10 ml. Cada tubo fue tapado y sometido a condiciones
constantes de luz (3.500 £ 100 Lux) y temperatura (20 = 1 °C) durante una semana.
Diariamente y hasta completar un numero de siete mediciones, la cantidad de cel ml™
existente en cada uno de ellos se cuantificO mediante la observacion en microscopio
optico. Para determinar la densidad celular, se extrajo una alicuota (1 ml) de cada tubo,

la que fue puesta sobre una capsula de Neubauer previa fijacion con lugol.

Una vez obtenida la pendiente “bc”" de la curva de crecimiento para cada ensayo y cepa
(ec.10 y ec 11), fue posible determinar sus respectivos porcentajes de viabilidad (ec.9).
De esta forma, se obtuvo una matriz de pares ordenados que permitié relacionar la
potencia de salida del transductor con el porcentaje de viabilidad celular para cepa en
estudio.

Utilizando los valores de potencia de salida como variable independiente y el porcentaje

de viabilidad como variable dependiente se realiz6 una regresion lineal de la forma:
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Pv = a + bI cc.12 (Sokal y Rohif, 1984)

Donde:

Pv = Porcentaje de viabilidad (%).

I = Intensidad de onda acustica expresada en (W/m?).
b = Pendiente de la curva.

a = Coeficiente de posicion.

La validez estadistica de la pendiente “b” asi como los limites de confianza para cada
valor de “Pv” fueron determinados en cada cepa segiin Schefler (1981).

Para senalar la existencia de diferencias estadisticas y grupos homogéneos entre las
curvas obtenidas para cada grupo de microalgas, se realizé un test de ANCOVA y Tukey
respectivamente, previa correccion de las cifras expresadas en porcentajes mediante la
aplicacion de la funcién trigonométrica arco seno de raiz cuadrada (Zar, 1999). Los test

estadisticos ANCOVA y Tukey fueron trabajados con el programa STATISTICA.

5.5.- Tiempo de exposicion a ultrasonido

Para determinar el efecto del tiempo de exposicion a ultrasonido sobre la viabilidad
celular de Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii, Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp.
y Skeletonema costatum, se montd un transductor marca Sonifier'” modelo 150 dentro
de una probeta de vidrio de 100 ml y base circular de 4,34 cm? Con el apoyo de un
soporte universal fue posible ubicar el estreno posterior del transductor a 4 cm del fondo
de la probeta.

Previamente se dispuso de 200 ml de cultivo madre para cada cepa en estudio los cuales
fueron preparados a una concentracion de 500.000 cel ml” en medio nutritivo /2

modificado.

Mediante la manipulacion de la unidad central de proceso del equipo de ultrasonido, fue
posible seleccionar cinco intervalos de tiempo (10, 20, 30, 40 y 50 segundos) para el

funcionamiento del transductor a una frecuencia fija de 23.000 Hz y una potencia de
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salida de 5 watt. La intensidad sénica (11.430 W/m?) fue obtenida al dividir las potencia

de salida (5 watt) por el area del reactor utilizado (4,34 cm?) (ec.6).

La probeta de ensayo acondicionada con el transductor fue llenada en cada oportunidad
con 35 ml de cada cultivo madre y sometida a los tiempos de exposicion, potencia de
salida y frecuencia definidas con antelacion. Posterior a cada tratamiento y previa
homogenizacion, se tomaron 30 ml de solucion resultante los que fueron inoculadas en
tres tubos de ensayo de 10 ml .Cada tubo fue tapado y sometido a condiciones
constantes de luz (3.500 + 100 Lux) y temperatura (20 &= 1 °C) durante una semana.
Diariamente y hasta completar un namero de siete mediciones, la cantidad de cel ml™
existente en cada uno de ellos se cuantifico mediante la observacion en microscopio
optico. Para determinar la densidad celular, se extrajo una alicuota (1 ml) de cada tubo,
la que fue puesta sobre una capsula de Neubauer previa fijacion con lugol.

Una vez obtenida la pendiente “b¢” de la curva de crecimiento para cada ensayo y cepa
(ec.10 y ec.11), fue posible determinar sus respectivos porcentajes de viabilidad (ec.9).
De esta forma, se obtuvo una matriz de pares ordenados que permitio relacionar el
tiempo de exposicidon a una onda acustica ultrasénica con el porcentaje de viabilidad
celular para cada cepa en estudio.

Utilizando los valores de tiempo de exposicion como variable independiente y el
porcentaje de viabilidad como variable dependiente se realizé una regresion lineal

(ec.12) segun lo indicado en la seccion 5.4.

La validez estadistica de la pendiente “bt” asi como los limites de confianza para cada
valor de “Pv” fueron determinados en cada cepa segiin Schefler (1981).

Para senalar la existencia de diferencias estadisticas y grupos homogéneos entre las
curvas obtenidas para cada grupo de microalgas, se realizé un test de ANCOVA y Tukey
respectivamente, previa correccion de las cifras expresadas en porcentajes mediante la
aplicacion de la funcién trigonométrica arco seno de raiz cuadrada (Zar, 1999). Los test

estadisticos ANCOVA y Tukey fueron trabajados con el programa STATISTICA.
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6. —- RESULTADOS

6.1.- Intensidad de onda ultrasonica

6.1.1- Curvas de crecimiento

Dentro de las curvas de crecimiento obtenidas para el grupo de las diatomeas, las
cepas Nitzschia sp. (Fig.25), Chaetoceros muellerii (Fig.26) y Skeletonema costatum
(Fig.27) mostraron un patrén comiin donde fue posible observar claramente el efecto del
tratamiento de menor intensidad sonica (11.430 W/m?) sobre el desempefio de la division
celular con respecto a las curvas patron y los restantes tratamientos. A partir de la
segunda intensidad en orden creciente (18.288 W/m?) practicamente no se observaron
diferencias importantes entre los crecimientos poblacionales. Cabe sefialar la evidente
correspondencia entre el aumento de la intensidad del sonido con la disminucién en el
numero poblacional a iguales tiempos de cultivo post tratamientos.

En el caso de la rafidofita Heterosigma akashiwo no se observd un efecto
intermedio asociado al tratamiento de 11.430 W/m? concentrandose todas las curvas de
crecimiento en una zona relativamente acotada a excepcion de la curva patron que
mostrd un desempeiio notablemente superior al resto (Fig.28). Finalmente para el
dinoflagelado Alexandrium sp (Fig. 29) fue posible observar un comportamiento similar
al anteriormente descrito en las diatomeas tanto en la diferenciacion del evento de menor
intensidad sonica con los restantes y la curva patron asi como en la correspondencia
entre el aumento de la intensidad del sonido con la disminuciéon en el nimero

poblacional a iguales tiempos de cultivo post tratamientos.

Los valores “b” (ec.10) de las pendientes asociadas a las curvas de crecimiento
paras las figuras 25, 26, 27 , 28 y 29 son detallados en la Tabla 3. Como norma general,
se observaron altos grados de asociacion entre el tiempo transcurrido post inoculacion y

la concentracion celular en todas las cepas ya que el promedio de los coeficientes de
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determinacion (r?) fue superior a 85% en cada una de las regresiones geométricas
calculadas. De esta forma, mas de cuatro quintiles de los datos experimentales fueron
representados por las curvas de regresion, confirmando a la ecuacion 10 como buena

predictora para las curvas de crecimiento en fase exponencial.

6.1.2- Porcentajes de viabilidad

Los porcentajes de viabilidad (Pv) obtenidos a partir de la ecuacion 9 y su
correspondencia con las cepas e intensidad del sonido son detallados en la Tabla 4.
Como norma general se observd que un aumento de la intensidad del sonido se relaciono
con una disminuciéon en la viabilidad celular tanto en las diatomeas como en las

representantes de las rafodoéfitas y dinoflagelados.

6.1.3- Relacion intensidad del sonido v/s porcentaje de viabilidad

La Tabla 5 muestra los coeficientes de determinacion (r%), pendientes (b)
y coeficientes de posicion (a) especificos para cada cepa obtenidos post aplicacion de las
regresiones lineales (ec. 12). Se observo un alto grado de asociacion negativa (promedio
1 >0,9) entre la intensidad del sonido y la viabilidad celular, dado que un incremento en
la primera variable, gener6 como consecuencia una disminucién en la segunda (Fig. 30).
De esta forma, mas de cuatro quintiles de los datos experimentales fueron representados
por las curvas regresion lineal, consolidando a la ecuacion de Sokal y Rohlf como un
buen predictor de la relacion existente entre las variables y parametros analizados.
Resulta importante destacar que para lograr idénticos niveles de viabilidad celular en las
distintas cepas, fue necesario incrementar la intensidad del sonido a medida que se migra
desde las especies sin frustulo (dinoflagelados y rafidofitas) a las que presentan valvas

(diatomeas), encontrando extremos opuestos en Alexandrium sp y Nitzschia sp. (Fig.
30).
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6.1.3.1- Test de validacion estadistica para pendientes

Los valores calculados (tc) y tabulados (tt) correspondientes a la distribucion “t”
de Student para ensayos de validacion estadistica de pendientes (b) obtenidas por medio
de regresiones lineales se presentan en Tabla 6. Todas las pendientes calculadas
mostraron validez estadistica significativa superando en a lo menos 80% sus valores
criticos de aceptacion. Las cifras correspondientes a las cepas Heterosigma akashiwo y
Skeletonema costatum destacaron al mostrar un sélido peso estadistico respaldadas por
magnitudes de “tc” superior en cinco veces a sus respectivos valores criticos de

aceptacion.

6.1.3.2- Limites de confianza para los porcentajes de viabilidad

La ecuacion 14 describe la forma general para los limites de confianza de los
porcentajes de viabilidad asociados a una intensidad de sonido, mientras que la Tabla 7
muestra los valores especificos correspondientes al error estandar de los coeficientes de
regresion lineal (Sb) para cada cepa en estudio. Adicionalmente en la Tabla 8 se
presentan en valor absoluto, los limites de confianza para cada cepa e intensidad sonica
utilizada en el disefio experimental. Como norma general, los valores minimos (£17) y
maximos (£50) para lo limites de confianza de las viabilidades celulares, presentaron
holgadas amplitudes de rango que en la totalidad de los casos superan la décima parte de

su valor medio calculado mediante analisis de regresion.

7 (I-19.432)2
0 —
Pv (%) £ Sb 6 T 781313.653 ce.14

Donde:

Pv = Porcentaje de viabilidad (%)
I = Intensidad del sonido (W/m?) usada para obtener Pv.

S b = Error estandar del coeficiente de regresion.
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6.1.3.3- Analisis de covarianza (ANCOVA) para pendientes de regresion lineal

La Tabla 9 muestra los valores obtenidos para el andlisis de covarianza. Se
detectaron diferencias significativas entre los valores de las pendientes (b) asociadas a

las regresiones lineales calculadas para cada cepa en estudio.

6.1.3.4- Test de Tukey para grupos homogéneos

La Tabla 10 muestra los resultados obtenidos para la conformacion de grupos
homogéneos. Se observd la presencia de tres grupos asociados a su caracterizacion
taxondmica. La clasificacion “1” reunid a las diatomeas mientras que la agrupacion “2”

y “3” correspondié a dinoflagelados y rafidofitas respectivamente.

6.2.- Tiempo de exposicion a ultrasonido

6.2.1- Curvas de crecimiento

Dentro de las curvas de crecimiento obtenidas para el grupo de las diatomeas, las
cepas Nitzschia sp. (Fig.31), Chaetoceros muellerii (Fig.32) y Skeletonema costatum
(Fig.33) mostraron un patrén comiin donde fue posible observar claramente el efecto del
tratamiento de menor tiempo de exposicion (10 s) sobre el desempeno de la division
celular con respecto a las curvas patron y los restantes tratamientos. A partir del segundo
lapso en orden creciente (20 s) practicamente no se observaron diferencias importantes
entre los crecimientos poblacionales. Cabe sefialar la evidente correspondencia entre el
aumento del tiempo de exposicién a ultrasonido con la disminucion en el nimero
poblacional a iguales tiempos de cultivo post tratamientos.

En el caso de la rafidofita Heterosigma akashiwo no se observd un efecto
intermedio asociado al tratamiento de 10 segundos concentrandose todas las curvas de
crecimiento en una zona relativamente acotada a excepcion de la curva patron que

mostrd6 un desempeiio notablemente superior al resto (Fig.34). Finalmente para el
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dinoflagelado Alexandrium sp (Fig. 35) fue posible observar un comportamiento similar
al anteriormente descrito en las diatomeas, tanto en la diferenciacion del evento de menor
tiempo de exposicién soénica con los restantes y la curva patron asi como en la
correspondencia entre el aumento del tiempo de exposicion a ultrasonido con la
disminucion en el nimero poblacional a iguales tiempos de cultivo post tratamientos. Un
evento notable a destacar fue la disminucién del nimero poblacional a partir de los 30

segundos de exposicion.

Los valores “b” (ec.10) de las pendientes asociadas a las curvas de crecimiento
paras las figuras 31, 32, 33, 34 y 35 son detallados en la Tabla 11. Como norma general,
se observaron altos grados de asociacion entre el tiempo transcurrido post inoculacion y
la concentracion celular en todas las cepas ya que el promedio de los coeficientes de
determinacion (r?) fue superior a 85% en cada una de las regresiones geométricas
calculadas. De esta forma, mas de cuatro quintiles de los datos experimentales fueron
representados por las curvas de regresion, confirmando a la ecuacion 10 como buena

predictora para las curvas de crecimiento en fase exponencial.

6.2.2- Porcentajes de viabilidad

Los porcentajes de viabilidad (Pv) obtenidos a partir de la ecuaciéon 9 y su
correspondencia con las cepas y tiempo de exposicion a ultrasonido son detallados en la
Tabla 12. Como norma general se observo que un aumento en el tiempo de exposicion
se relaciond con una disminucion en la viabilidad celular tanto en las diatomeas como en
la representante de las rafidofitas y dinoflagelados. Las viabilidades negativas obtenidas
en las rafidofitas y dinoflagelados una vez superados los 30 segundos de exposicion,
obedecieron a la disminucion en la densidad celular, la cual se asocia con pendientes

negativas en las graficas de desempefio para cada tratamiento (curvas de mortalidad).
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6.2.3- Relacion tiempo de exposicion a ultrasonido v/s porcentaje de viabilidad

La Tabla 13 muestra los coeficientes de determinacion (r%), pendientes (b) y
coeficientes de posicion (a) especificos para cada cepa obtenidos post aplicacion de las
regresiones lineales (ec.12). Se observo un alto grado de asociacion negativa (promedio
1> >0,9) entre el tiempo de exposicion a ultrasonido y la viabilidad celular dado que un
incremento en la primera variable, gener6 como consecuencia una disminucion en la
segunda (Fig. 36).

De esta forma, méas de cuatro quintiles de los datos experimentales fueron representados
por las curvas regresion lineal, consolidando a la ecuacion de Sokal y Rohlf como un
buen predictor de la relacion existente entre las variables y parametros analizados.

Resulta importante destacar que para lograr idénticos niveles de viabilidad celular en las
distintas cepas, fue necesario incrementar el tiempo de exposicion a ultrasonido a
medida que se migra desde las especies sin frustulo (dinoflagelados y rafidofitas) a las
que presentan valvas (diatomeas), encontrando extremos opuestos en Alexandrium sp 'y

Nitzschia sp. (Fig. 36).

6.2.3.1- Test de validacion estadistica para pendientes

La Tabla 14 muestra los valores calculados (tc) y tabulados (tt) correspondientes
a la distribucion “t” de Student para ensayos de validacion estadistica de pendientes (b)
obtenidas por medio de regresiones lineales. Todas las pendientes calculadas mostraron
validez estadistica significativa superando en a lo menos 80% sus valores criticos de
aceptacion. Las cifras correspondientes a las cepas Alexandrium sp y  Nitzschia sp.
destacaron al mostrar un solido peso estadistico respaldadas por magnitudes de “tc”

superior en cinco veces a sus respectivos valores criticos de aceptacion.
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6.2.3.2- Limites de confianza para los porcentajes de viabilidad

La ecuacion 15 describe la forma general para los limites de confianza de los
porcentajes de viabilidad asociados a un tiempo de exposicion a ultrasonido, mientras
que la Tabla 15 muestra los valores especificos correspondientes al error estandar de los
coeficientes de regresion lineal (Sb) para cada cepa en estudio. Adicionalmente en la
Tabla 16 se presentan en valor absoluto, los limites de confianza para cada cepa y
tiempo de exposicion a ultrasonido utilizado en el disefio experimental. Como norma
general, los valores minimos (+14) y maximos (£67) para lo limites de confianza de las
viabilidades celulares, presentaron holgadas amplitudes de rango que en la totalidad de

los casos superan la décima parte de su valor medio calculado mediante analisis de

regresion.
7 (T-25)2
0) + - ~ "7
Pv (/O) + Sb 6 + 1750 ec.15
Donde:

Pv = Porcentaje de viabilidad (%)
T = Tiempo de exposicion a ultrasonido (s) usado para obtener Pv.

S b = Error estandar del coeficiente de regresion.
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6.2.3.3- Andlisis de covarianza (ANCOVA) para pendientes de regresion lineal

La Tabla 17 muestra los valores obtenidos para el andlisis de covarianza. Se
detectaron diferencias significativas entre los valores de las pendientes (b) asociadas a

las regresiones lineales calculadas para cada cepa en estudio.

6.2.3.4- Test de Tukey para grupos homogéneos

La Tabla 18 muestra los resultados obtenidos para la conformacion de grupos
homogéneos. Se observd la presencia de cuatro grupos asociados a su caracterizacion
taxondmica. La clasificacion “1” y “4” reuni6 a las diatomeas mientras que la

agrupacion “2”y “3” correspondié a dinoflagelados y rafidéfitas respectivamente.
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7. — DISCUSION

Durante la tltima década la ultrasénica ha diversificado su campo de aplicacion a
temas relacionados con calidad de aguas especificamente en el rubro de las sanitarias,
debido a que se ha demostrado su favorable efecto sobre la contaminacion de tipo
bacteriana, quimica (toxinas) y biologica (microalgas) presente en fuentes de agua para
uso potable y su accidon catalizadora en la digestion anaerdbica de lodos y aguas
residuales (Mason y Lorimer, 2002). Recientemente un grupo de investigadores de la
Universidad de Coventry en el Reino Unido, publicaron un trabajo donde hacen
referencia a la intensidad actstica, el tiempo de exposicion y la frecuencia como los tres
aspectos de mayor relevancia en el manejo del ultrasonido (Wu , et al., 2011). En este
sentido, los resultados obtenidos en el primer ensayo, mostraron una clara relacion
inversa entre el aumento de la intensidad acustica y la viabilidad celular para las cinco
cepas analizadas (Fig. 30). Tendencias similares fueron informadas para algas verde
azules por Hao y colaboradores en el afio 2004, donde demostraron que al incrementar la
potencia del sonido en el esquema de 20W,40W , 60W y 80 W se redujo la densidad de
Spirulina platensis en 26%,40%,42% y 44% respectivamente a una frecuencia de
20kHz durante 5 minutos de exposicion. Posteriormente Zhang y colaboradores (2006)
ratificaron estos hallazgos, al reportar que incrementado la potencia sénica en la
secuencia de 32W, 48W ,64W, 72W y 80 W, era posible aumentar la proporcién de
extraccion para la misma cepa de 83 % a 91 % y 92% disminuyendo a 91% y 87 %
respectivamente bajo un tratamiento de 80 kHz, 5 segundos de exposicion y 0,4 mg/L de
coagulante. Resulta importante sefialar que ambos autores mencionaron que si bien un
incremento en la potencia del sonido tiene asociado un aumento en el dafio celular, este
efecto tiene el caracter de asintdtico ya que tiende a estabilizarse y no aumentar a partir
de cierto valor. Esta afirmacion queda avalada por las ecuaciones mostradas en la Tabla
5, de las cuales es posible obtener mediante un simple despeje algebraico, las minimas
intensidades del sonido relacionadas con la detencion de la division celular, al igualar a

cero los valores de los porcentajes de viabilidad para cada especie en estudio (Tabla 19).
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Lee y colaboradores (2001), capturaron mediante microscopia de transmision electronica
una fotografia donde se evidenciaban las lesiones causadas en las vacuolas de gas de la
cianobacteria Microsystis aeruginosa, luego de ser sometida a tratamientos ultrasonicos.
Posteriormente Hao y colaboradoes (2004), lograron imégenes de mejor resolucion que
evidenciaron el grado de destruccion estructural provocado en Spirulina plantensis al ser
irradiada con una potencia de 40 W durante 5 minutos a una frecuencia de 1,7 MHz
(Fig. 37). Mas tarde Zang (c) y colaboradores (2006) reportaron dafios en las estructuras
celulares ligadas a la actividad fotosintética (cloroplastos) al analizar los efectos del
ultrasonidos sobre Microsystis aeruginosa. Todas estas afirmaciones son concordantes
con el tipo de dafio estructural evidenciado en las diatomeas Nitzschia sp. y Skeletonema

costatum en el presente trabajo (Fig.38 y Fig.39).

Una vez demostrado que el ultrasonido provocaba dafio estructural al
fitoplancton, Dehghant y Changai (2006) postularon en sus estudios sobre técnicas de
control para cloroficeas provenientes de efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales, que dicho efecto era causado por un fendmeno denominado cavitacion
acustica. El ultrasonido en un medio no eldstico como el agua, produce microburbujas
que nacen en zonas de baja presion de la onda sonora (valle) donde se alcanza la presion
de vapor del liquido circundante, para luego colapsar en regiones de mayor presion
(crestas) produciéndose daino celular (Fig.40). La existencia de estas pequefias burbujas
habia sido demostrada mediante fotografia electrénica de barrido por Phillips y
colaboradores (1998), en sus estudios orientados a mejorar la resolucion de las
ecografias como método de diagndstico en humanos (Fig.41). Una década mas tarde
Gonzalez-Garcia y colaboradores (2010) en su revision para tratamientos sonoquimicos
destinados a purificar fuentes de agua contaminadas con cloro, presentaron modelos
matematicos que explicaban este fendomeno, argumentando que el dafio celular
provocado a las células por las burbujas de cavitacion era producto de las altas presiones

y temperaturas que se registraban en el momento de su colapso. (ec. 16, 17,18 y19).



v
Pmax = Po [(Pa+P:3(y_1) =1

To(Pa+Ph)(y—1
Tmax = ( Po)(y ) ec.17

Pa= ,/2Icp ec.18

Ph = Patm+pgh ec.19

Donde:

Pmax: méxima presion en colapso de burbuja (Pa).

Tmax: maxima temperatura en colapso de burbuja (°C).

Po: presion de vapor del fluido circundante a la burbuja (Pa).

Pa: amplitud de presion acustica (Pa).

Ph: presion hidrostatica (Pa).

Y': indice politropico del gas que conforma la burbuja (adimensional).
To: temperatura ambiente del fluido circundante a la burbuja (°C).
I: intensidad actstica (W/m?).

c: velocidad de sonido en el fluido circindate a la burbuja (m/s).
p: densidad del fluido circundante a la burbuja (K/m?).

Patm: presion atmosférica (Pa).

g: aceleracion de gravedad (m/s?).

h: profundidad a la que se encuentra sumergida la burbuja (m).
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De dichas ecuaciones es posible deducir que al aumentar la intensidad acustica,
se incrementan los niveles de presion sonora y temperatura en el interior de las
microburbujas, produciendo por ende un mayor dafio estructural en las células al
momento de su colapso. Dicha relaciéon concuerda plenamente con las curvas de
regresion lineal calculadas para cada una de las cinco cepas analizadas en el presente
trabajo ya que al incrementar los valores de la intensidad del sonido disminuye la
viabilidad celular que es un indicador indirecto del dafo causado a las células

fitoplanctonicas. (Tabla 5 y Fig. 30)

El caracter asintdtico del proceso descrito por Hao y colaboradores (2004) y
Zhang y colaboradores (2006) fue explicado por Gonzalez-Garcia y colaboradores
(2010), postulando que cierto nivel de intensidad acustica produce una determinada
presion y temperatura de cavitacion incompatibles con la capacidad de reparacion y
division celular de tal forma que no es posible causar mayor dafio al fitoplancton al

incrementar la intensidad del sonido sobre este valor critico.

Considerando que Po=2.300 Pa para agua de mar a 20°C (To), se desprecia la
profundidad del proceso Ph = Patm = 101.325 Pa, Y= 1,2 para aire himedo, ¢ = 1.500
m/s y p=1.030 K/m’ se pueden referenciar los valores de presion y temperatura criticos
para cada cepa analizada y aquellos asociados a las intensidades del sonido utilizadas en
el disefio experimental (Tabla 19 y 20). Como se puede apreciar, las magnitudes
involucradas son elevadas y caracteristicas para cada cepa. Esta singularidad de los
tratamientos ultrasonicos fue descrita por Ahn y colaboradores (2003), al detectar que
las células de Microcystis aeruginosa respondian selectivamente a las dosis ultrasénicas
en relacion a las restantes especies componentes del fitoplancton. Krivograd y Griessler-
Bule (2010) en sus estudios orientados a encontrar un método eficiente para tratar aguas
provenientes de centros de cultivo de carpas, validaron este postulado al encontrar
cambios significativos en la abundancia del fitoplancton al ser irradiado con ultrasonido

en sistemas de cultivo cerrados.
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Junto con la disminucion significativa de todas las especies cuantificadas,
Krivograd y Griessler- Bule (2010) encontraron una mayor resistencia de las diatomeas
sobre todo las de origen bentonico a la dosis ultrasonica empleada. Las diferencias
significativas arrojadas por el test de ANCOVA (Tabla 9) para las curvas de regresion
entre cepas Yy la existencia de tres grupos homogéneos evidenciados en el test de Tukey
(Tabla 10), concuerdan plenamente con los informes de Krivograd y Griessler - Bule
(2010). La mayor resistencia de las diatomeas se ve reflejada en las pendientes mas
suaves de sus curvas de regresion y sus mayores valores de Pmax y T° max (Fig. 30 y
Tabla 19). Otro punto concordante es la mayor resistencia de la especie Nitzschia sp. que

corresponde a una diatomea bentonica (Tabla 19).

La singularidad de la dosis ultrasénica para cada cepa obedece un fendmeno
acustico denominado resonancia, el cual se asocia a la estructura y forma de los cuerpos
(Kozuka et al., 2011). En términos simples cada organismo posee la capacidad de
absorber mayor cantidad de energia bajo una dosis soénica especifica. Zhang y
colaboradores (2009) aplicaron con ¢éxito este concepto en microalgas como una
herramienta para eliminar eficientemente desde el punto de vista econdémico, las

cianobacterias que contaminaban fuentes de agua potable.

Previo al trabajo de Koda y colaboradores (2003) , un comun denominador de
las publicaciones relacionadas con el uso del ultrasonido era la nula posibilidad de
comparacion de resultados debido a los distintos disefios experimentales e innumerables
combinaciones de potencia, tiempos de exposicion y frecuencias utilizados por los
investigadores, condicion que desde entonces se denomina dosis sonica. Posteriormente
Joyce y colaboradores (2010) propusieron una herramienta matematica para comparar
resultados a través del indicador denominado densidad sénica, definido como el
cuociente entre la potencia utilizada en la experiencia y el volumen del reactor de prueba

(W/em?).



34

Usando como base las regresiones lineales de la Tabla 5, conociendo el area (4,34 cm?)
y el volumen (35 cm’) del reactor fue posible obtener una relacion para obtener la

densidad ultrasonica en funcion de la viabilidad celular (ec. 16).

ous = 1,2343 (Pv - a) 6
- 105 b €C.

Donde:

dus: densidad ultrasonica (W/cm?).

a: coeficiente de posicion corregido (a = 100).

b: pendiente de regresion lineal seglin cepa (consultar Tabla 2).
Pv: viabilidad celular (%) obtenida en disefio experimental.

Utilizando la ecuacion 16 y definiendo los valores de viabilidad presentados en
Wu y colaboradores (2011) para Spirulina plantensis y Microcystis aeruginosa
sonificadas a 20 KHz, se aprecia que las densidades ultrasonicas necesarias para obtener
los mismos resultados en Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii, Heterosigma
akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum superan ampliamente a las cifras
reportadas para Spirulina plantensis sin embargo se encuentran relativamente cerca de
los valores manejados en la segunda cepa de cianobacterias (Tabla 21 y 22). Esta
herramienta permitira establecer un ranking de resistencia al ultrasonido en la medida
que se experimente con un mayor numero de cepas y definir la potencia de salida de los
transductores para volimenes de cultivo. Se debe considerar que para validar la

comparacion de resultados es necesario utilizar frecuencias de magnitudes similares.

La mayor resistencia de las diatomeas a las fuentes de ultrasonido fue explicada
por Krivograd y Griessler- Bule (2010) argumentando que la cubierta de silicato
caracteristica de este tipo de algas actia como coraza protectora de las partes blandas

reflejando y refractando cierta proporcion de la energia de una onda acustica.



35

Conocido el efecto de la intensidad del sonido en la viabilidad de las cepas del
presente estudio, resulta logico pensar que se deben utilizar las intensidades actsticas
criticas como método de control inmediato para los bloom de algas nocivas, sin embargo
se deben considerar algunos aspectos importantes como la cantidad de energia asociada
al proceso y la liberacion de ictiotoxinas al medio una vez dafiada o destruida la célula

fitoplanctonica.

El uso de altas intensidades sonoras tiene directa relacion con elevadas
potencias acusticas y por ende mayores gastos de energia (Zhang (b) et al., 2006). Si
bien la aplicacion de bajas intensidades no detiene el crecimiento celular, genera una
condicion de estrés en las microalgas, situacion que disminuye su tasa de replicacion y
en algunas diatomeas como Skeletomema costatum, gatilla la liberacion al medio
ambiente de metabolitos bioldgicamente activos denominados aldehidos poli insaturados
(API) (Wichard et al., 2005). Los API tienen la particularidad de retardar el crecimiento
de otras microalgas y actuar como sefial detencion especifica para un bloom (Ribalet at
al., 2007). La combinaciéon de bajas potencias sumado al efecto de los API podria
mejorar la eficiencia del ultrasonido sobre las diatomeas a costos interesantes desde el

punto de vista economico.

La aplicacion de elevadas potencias acusticas en dinoflagelados y rafidofitas
podria provocar la liberacion de sus ictiotoxinas al medio ambiente al colapsar las
membranas celulares poniendo en riesgo a los planteles de cultivo. Algunos autores han
sefialado que el uso de dosis ultrasonicas con frecuencias superiores a los 200 Khz
podrian inactivar bioldégicamente estas sustancias (Song et al., 2005) (Pawalee et al.,
2011). En tal caso, la configuracion de ondas mixtas, una destinada a controlar la

proliferacion celular y otra a neutralizar la toxina, permitirian superar esta problematica.
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En la segunda experiencia, también se observa una relacion inversa entre el
tiempo de exposicion a ondas ultrasénicas y la viabilidad celular (Fig. 36), ratificando
los postulados de Joyce y colaboradores (2010) y Wu y colaboradores (2011) quienes
manifestaron la relevancia de esta variable como una herramienta valida para el control
del fitoplancton mediante ultrasonido. Lee y colaboradores (2001), en sus ensayos de
irradiacidon sonica en cianobacterias, habian reportado una disminucion en la actividad
fotosintética para Microcystis viridis y Microcystis aeruginosa, al incrementar el tiempo
de exposicidn en una secuencia de 30,60,90,120 y 150 segundos para potencias de 40W,
120 W y 1.200 W a una frecuencia de 28 Khz. Posteriormente Hao (b) y colaboradores
(2004), avalaron estas observaciones al detectar una disminucién en la densidad celular
de Spirulina plantensis en cultivos tratados bajo un régimen de 0,1,3,5,7 y 9 minutos de
exposicion ultrasonica. Las tendencias publicadas por estos investigadores son
plenamente concordantes con las curvas de regresion calculas para las cinco cepas

analizadas en el presente trabajo (Tabla 13).

Los fundamentos tedricos que explican la relacion inversa entre la viabilidad
celular y el tiempo de exposicion a ultrasonido fueron cimentados por Koda y
colaboradores (2003) al atribuir a las ondas sonoras propiedades quimicas. Su principio
se basaba en la sintesis de radicales libres y peroxido de hidrogeno como consecuencia
de la formacion de burbujas de cavitacion, con la consiguiente oxidacion de las
membranas plasmaticas constituyentes del tejido celular. La tesis fue validada por Ahn
y colaboradores (2003) al cuantificar mediante espectrofotometria el incremento en la
concentracion de OH y H,O, conjuntamente con el aumento del tiempo de exposicion a
ultrasonido. Cortés-Rojo y colaboradores (2009), describieron en detalle los efectos
negativos de la oxidacion lipidica sobre la integridad estructural de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Finalmente Gonzalez-Garcia y colaboradores (2010)

profundizaron y esquematizaron este principio (Fig. 42).
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La reciente publicaciéon de Mason y colaboradores (2011), abre un interesante
debate y siembra un manto de duda sobre la teoria de la peroxidaciéon como la posible
causa de la relacion inversa entre tiempo de exposicion y viabilidad celular, tras reportar
que los efectos quimicos de la cavitacion serian relevantes unicamente en frecuencias
superiores a los 500 KHz , siendo los efectos fisicos de la cavitacion los predominantes
en frecuencias inferiores a los 35 KHz como la usada en el disefio experimental (23

KHz).

Dehghani y Changani (2006), postularon que formada la burbuja de cavitacion,
comienza una fase de oscilacion, donde se producen fendmenos de dilatacion y
compresion de la misma, hasta su colapso. Zhang y colaboradores (2009), presentaron
una relacion matematica para cuantificar el tiempo que transcurre desde la formacion

hasta el colapso de una burbuja (ec. 17 y18).

t = 0,915 Rmax |-~ cc. 17
Ph

3,28
Rmax = T ec. 18

Donde:

t = tiempo de existencia de la burbuja (s).

Rmax: radio méximo alcanzado por la burbuja (m).

p: densidad del fluido circundante a la burbuja (K/m?).
Ph: presion hidrostatica (Pa).

f: frecuencia de la onda ultrasénica ( Hz).
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Analizando la ec. 17, es posible explicar la disminucion de la viabilidad celular al
incrementar la exposicion acustica, basandose en la premisa que un aumento en el
tiempo del tratamiento sénico a una frecuencia fija, genera un mayor nimero de ciclos
de cavitacion y por ende unidades de presion acumuladas (UPA) y unidades térmicas
acumuladas (UTA) superiores, condiciones que se traducirian en un mayor dafio

celular.

Despreciando la profundidad del proceso Ph = Patm = 101.325 Pa y p= 1.030 K/m’, se
pueden referenciar los valores de los ciclos de cavitaciéon, UPA y UTA asociados a los

tiempos de tratamiento usados en el disefio experimental (Tabla 23).

De igual forma que en la intensidad acustica, la pérdida de viabilidad celular
presenta una caracteristica asintotica en funcién del tiempo de exposicion. Lee y
colaboradores (2001), informaron que una vez superados los 30 segundos de
tratamiento sonico en cianobacterias, no se registraron disminuciones en los niveles de
clorofila presentes en el medio de cultivo. Ahn y colaboradores (2003), reportaron la
misma tendencia, esta vez, en la concentracion de radicales libres, transcurridos 3
minutos de tratamiento en Microcystis aeruginosa. Finalmente Zhang y colaboradores
(2009), encontraron resultados similares al cuantificar los niveles de clorofila
transcurridos 10 segundos de exposicion a ondas ultrasonicas sobre la misma cepa. Los
informes de estos investigados concuerdan plenamente con las ecuaciones mostradas en
la Tabla 13, de donde es posible inferir los minimos intervalos de tiempo relacionados
con la detencidn de la division celular, al igualar a cero los valores de los porcentajes de
viabilidad para cada especie en estudio (Tabla 24). Como se puede apreciar, las
magnitudes involucradas no superan el orden del minuto y son caracteristicas para cada
cepa, permitiendo elaborar un ranking de resistencia en funcion de esta variable (Tabla
25). El orden jerarquico es concordante con la tabla elaborada para la intensidad del

sonido (Tabla 22), confirmandose la mayor resistencia de las diatomeas a esta técnica.
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La singularidad en los tiempos de exposicion para tratamientos ultrasonicos
asociados a cepas de fitoplancton, fue descrita en los ensayos de Lee y colaboradores
(2001), al requerir 10 segundos adicionales en las pruebas sobre Microcystis viridis para
igualar el nivel de dafio celular encontrado en Microcystis aeruginosa al tratar ambas
especies con idénticas intensidades y frecuencias acusticas. Las diferencias significativas
arrojadas por el test de ANCOVA (Tabla 17) para las curvas de regresion entre cepas 'y
la existencia de grupos homogéneos evidenciados en el test de Tukey (Tabla 18),

concuerdan plenamente con los resultados del mencionado estudio.

La mayor resistencia de las diatomeas al ultrasonido se ve reflejada en las
pendientes mas suaves de sus curvas de regresion y sus mayores valores de tiempos
limites (Fig. 36 y Tabla 24). Otro punto concordante con la primera experiencia es la
mayor resistencia de la especie Nitzschia sp., evidenciada por la conformacion de un

cuarto grupo homogéneo diferenciado del resto de las diatomeas (Tabla 18).

Al ser la cavitacion actstica preponderante por sobre la oxidacion lipidica en los
niveles de frecuencia del disefio experimental, las causas y argumentacion para la
relacion inversa entre el porcentaje de viabilidad y el tiempo de tratamiento ultrasénico
asi como la mayor resistencia de las diatomeas, obedecen a los mismos principios
discutidos en la primera parte de este capitulo (presion, temperatura y cubierta de

silicato).

Resulta importante sefialar que si bien el efecto de la frecuencia ultrasonica no
fue tratado en este estudio debido a la condicion monofrecuencial del equipo usado, la
seleccion de la fuente de poder y transductor soénico, se realizd en funcion de la
recomendaciones de Hao y colaboradores (2004), quienes propusieron el uso de
frecuencias cercanas a los 20Khz como una herramienta véalida para lograr la mayor
eficiencia en los procesos de cavitacion acustica. La argumentacién se basaba en el
importante diferencial de presion registrado en la mencionada frecuencia, hecho que se

traduce en presiones y temperaturas de colapso de mayor orden (Fig. 43).
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El uso de la ultrasonica en acuicultura es de reciente data. Doosti y colaboradores
(2012) han reportado que conjuntamente a sus efectos positivos en el control de la
proliferacion de algas, existen antecedentes que avalan altos desempefios en la reduccion
de solidos suspendidos, desinfeccién, ablandamiento de aguas y eliminacion de
contaminantes como el D.D.T. [1,1,1-tricloro-2,2-bis (p-clorofenil) etano] 'y
halometanos. Purcell y colaboradores (2009) recomiendan su aplicacion como estrategia
de manejo para blooms de algas verdes, cianobacterias y diatomeas a nivel industrial, sin
embargo, mencionan como una limitante para su uso masivo los costos asociados a la
energia requerida ( 1 KWhm® = 7 peniques en Reino Unido) para generar las dosis
sonicas necesarias para el control de las FAN ( > 19 KWhm® a 20 KHz). Como punto
favorable se debe mencionar que el uso de cepas de laboratorio en la determinacion de
parametros de disefio para sondas ultrasdnicas proporciona un factor de seguridad
importante, al encontrase las microalgas en el mejor escenario desde el punto de vista
anatomico y fisiologico. De este hecho, se desprende que el fitoplancton existente en
medio natural, presenta una mayor susceptibilidad al ultrasonido, situacion a considerar

en politicas orientadas a la disminucion de los costos operacionales.
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8. — CONCLUSIONES

El ultrasonido es un método eficaz para disminuir la proliferacion de fitoplancton en

condiciones de laboratorio.

La intensidad del sonido, el tiempo de exposicion y la frecuencia de onda son

determinantes al plantear una estrategia de control para floraciones algales nocivas.

Existe una relacion inversa entre la intensidad actstica y la viabilidad celular la cual es
caracteristica para las cepas de Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii, Heterosigma

akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum.

Existe una relacion inversa entre el tiempo de exposicion a ultrasonido y la viabilidad
celular la cual es caracteristica para las cepas de Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii,

Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum.

El uso de bajas intensidades (< 10 KW/m?) combinadas con tiempos de exposicion
prolongados (> 1 minuto) se vislumbra como una estrategia eficiente para el control de

FAN a escala comercial.
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10. - ANEXOS
Tabla 1.Seleccion de cepas y sustitutos de pruebas.
Table 1: Selection of test strains and substitutes.
Grupoe Espedie Origen | Clave | Sustiteto de prosbaz | Origen | Clave | Perdidas econdmicas en
cultive de salmonidos
Diiatomeas Chaetoceros comvelurus | OOPAS | COChe | Chastoceras muellar LPP (LPPCHm U5 17.500.000
Diatomea: Rivzozolenia sengera | COPAS | CORs Nizrchia sp LFP LPPN = U5 17.500.000
Diatomeas Sheleionema cosianm 1PP | LPPSE NO NA Nia U5 17.500.000
Dinoflagelsdos | Alcoandriim casemella  |CEFAM| CEde Aleramdriim sp. CERAM| CEdr S 20.000.000
ERafidofitas Hurgrasigma akashive LPP |LPPHu NO NA NA LTS 43000000
LPF  :Cepario del Laboratorio de Produccien Primaria, Corversidad Catolics del Norte , IV region, Chile.

COPAS : Ceparin COPAS Ser Awstral de la Usiversidad de Concepisn, VIII rezisn, Chile.
CERAM: Cepario del Centro Resional de Analizi: de Recurzes v Medio Ambiente de ls Univerzidad Assoral de Chile, X region, Chile.

NA oz Noaplica

Tabla 2. Medio de cultivo para fitoplancton f/2 modificado Uribe (1995).

Table 2: Phytoplankton culture medium f/ 2 modified Uribe (1995).

Macro nutrientes

Férmula quimica

Concentracion

Salitre sddico NaNO, 150,00 g/L
Super fosfato triple NaH,P0O,xH,0 10,00 g/L
Micronutrientes Férmula quimica | Concentracion
Sulfato cuprico CuSO, 1,96 g/L
Sulfato de Zinc ZnSO,x7 H,0 4,40 g/L
Cobalto clorado CoCl,x6 H,0 2,00 g/L
Manganeso di clorado MnCl,x4 H,0 36,00 g/L
Molibdato de sodio Na,Mo0Ox2 H,0 1,26 g/L
Vitaminas Concentracion
B-12 cristalina 1x103 g/L

Tiamina hidroclorada

1x10™ g/L




Tabla 3.Valores de las pendientes (b) para las curvas de crecimiento (intensidad del sonido).

Table 3: Values of the slopes to the growth curves (sound intensity).

Grupo Cepa P (W) I (W/m?) b(*) y= axb r?
LPPCHm 0 0 1,8790 bt 0,98
5 11.430 1,7109 bcl 0,82
8 18.288 1,5032 bc2 0,84
10 22.861 1,0334 bc3 0,86
13 29.719 0,4811 bc4 0,81
15 34.291 0,8455 bcs 0,75
LPPSk 0 0 0,3140 bt 0,90
5 11.430 0,2706 bcl 0,89
Diatomeas 8 18.288 0,1942 bc2 0,80
10 22.861 0,1824 bc3 0,92
13 29.719 0,1352 bc4 0,91
15 34.291 0,1069 bcs 0,85
LPPNsp 0 0 0,2227 bt 0,79
5 11.430 0,1868 bcl 0,74
18.288 0,1524 bc2 0,80
10 22.861 0,1497 bc3 0,72
13 29.719 0,1427 bc4 0,87
15 34.291 0,1311 bcs 0,72
CEAt 0 0 0,3192 bt 0,87
5 11.430 0,1698 bcl 0,99
Dinoflagelados 8 18.288 0,0827 bc2 0,81
10 22.861 0,0170 bc3 0,74
13 29.719 0,0398 bc4 0,85
15 34.291 0,0132 bcs 0,92
0 0,7197 bt 0,78
5 11.430 0,3807 bcl 0,96
Rafidofitas LPPHa 8 18.288 0,4102 bc2 0,99
10 22.861 0,2879 bc3 0,95
13 29.719 0,1367 bc4 0,99
15 34.291 0,0576 bcs 0,95

P= potencia actstica expresada en watts.
I= intensidad del sonido expresado en W/m”.
b (*) = valor de la pendiente correspondiente a regresion geométrica (ec. 10).

1’= coeficiente de determinacion para la regresion geométrica (ec. 10).



Tabla 4. Porcentajes de viabilidad correspondientes a cepas ¢ intensidad del sonido.

Table 4: Percentage of viability for strains and intensity of sound.

Grupo Cepa P (W) I (W/m?) Pv (%)
LPPCHmM 0 0 100
5 11.430 91
8 18.288 80
10 22.861 55
13 29.719 26
15 34.291 45
LPPSk 0 0 100
5 11.430 86
Diatomeas 8 18.288 62
10 22.861 58
13 29.719 43
15 34.291 34
LPPNsp 0 0 100
5 11.430 84
18.288 68
10 22.861 67
13 29.719 64
15 34.291 59
CEAt 0 0 100
5 11.430 53
Dinoflagelados 8 18.288 26
10 22.861 5
13 29.719 12
15 34.291 4
0 100
5 11.430 53
Rafidofitas LPPHa 8 18.288 57
10 22.861 40
13 29.719 19
15 34.291 8

P = potencia acustica expresada en watts.
I = intensidad del sonido expresado en W/m®.

Pv (%) = porcentaje de viabilidad obtenido a partir de la ecuacion 9.
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Tabla 5. Coeficientes de regresion y correlacion para intensidad del sonido

v/s porcentaje de viabilidad.

Table 5. Regression coefficients and correlation to intensity of sound v/s percentage of viability.

Grupo Cepa b a r?
LPPCHm -0,0021 106,92 0,86
Diatomeas LPPSk -0,0020 102,49 0,97
LPPNsp -0,0012 96,83 0,93
Dinoflagelados CEAt -0,0028 87,98 0,88
Rafidofitas LPPHa -0,0025 95,39 0,95

Pv% =a+bxI(2)

Tabla 6.Test para pendiente predictiva vertical “b” (intensidad del sonido

v/s porcentaje de viabilidad).

Table 6.Test for predictive vertical slope "b" (sound intensity v / s percentage of viability).

Grupo Cepa tc tt Regla de decisién | Validez estadistica
LPPCHmM 4,375 2,776 Rechaza H, Significativa
Diatomeas LPPSk 9,863 2,776 Rechaza H, Significativa
LPPNsp 5,655 2,776 Rechaza H, Significativa
Dinoflagelados CEAt 5,522 2,776 Rechaza H, Significativa
Rafidofitas LPPHa 10,949 2,776 Rechaza H, Significativa
Ho:b=0; Hi:b#0

Tabla 7.Errores estandar para coeficientes de regresion lineal

(intensidad del sonido v/s porcentaje de viabilidad).

Table 7. Standard errors for linear regression coefficients

(sound intensity v / s percentage viability).

Grupo Cepa Sb
LPPCHmM 37,24
Diatomeas LPPSk 15,73
LPPNsp 16,46
Dinoflagelados CEAt 39,34
Rafid&fitas LPPHa 17,72
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Tabla 8. Limites de confianza (LC) para los porcentajes de viabilidad correspondientes a cepas e
intensidad del sonido.

Table 8. Confidence limits (CL) for the percentage of viability for strains and intensity of sound.

Grupo Cepa P (W) I (W/m?) | Pv (%) proyectado tLC
LPPCHmM 0 0 107 48
5 11.430 83 42
8 18.288 69 40
10 22.861 59 40
13 29.719 45 42
15 34.291 35 45
LPPSk 0 0 102 20
5 11.430 80 18
Diatomeas 8 18.288 66 17
10 22.861 57 17
13 29.719 43 18
15 34.291 34 19
LPPNsp 0 0 97 21
5 11.430 83 18
18.288 75 18
10 22.861 69 18
13 29.719 61 19
15 34.291 56 20
CEAt 0 0 88 51
5 11.430 56 44
Dinoflagelados 8 18.288 37 43
10 22.861 24 43
13 29.719 5 45
15 34.291 -8 47
0 95 23
5 11.430 67 20
Rafidofitas LPPHa 8 18.288 50 19
10 22.861 38 19
13 29.719 21 20
15 34.291 10 21
P = potencia acustica expresada en watts. I = intensidad del sonido expresado en W/m’.

Pv (%) proyectado = porcentaje de viabilidad proyectado obtenido a partir de la Tabla 5.

+ LC = limite de confianza obtenido a partir de ecuacion 14 y Tabla 7.
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Tabla 9. Analisis de covarianza para intensidad del sonido v/s viabilidad celular.

Table 9. Analysis of covariance for sound intensity v / s cell viability.

Efecto SC GL M F p Regla de decision | Dif. estadistica
Interceptar 7836077 1| 7.836077| 1309914 | 0,000000
Cepas 0,007746 4 10,001936( D324 | 0,858733
Potencias 0,824638 1| 0,694638| 149,552 | 0000000
Pendientes (b) 0,136493 4 | 0034123 5,704 | 00603130 Significativa
Error 0,110643 20| 0,005982
HO: bl=b2=b3=bd=b5 a =0,05
Hi: bizb2#b32bd=b5

Tabla 10. Test de Tukey para cepas (intensidad del sonido v/s viabilidad celular).

Table 10. Tukey test strains (sound intensity v / s cell viability).

Tukey HSD test; variable % de Viabilidad corregido
Homogenous Groups, alpha = 0,05
Error: Between MS = 0,00598, df = 20,

Microalga % de Viabilidad 1123
corregido
Mean
Cell No
4 Alexandrium sp 0,501322 e
5 Heterosigma akashiwo 0,639030 e
2 Skeletonema costatum 0,785863 o
1 Chaetoceros muellerii 0,795118 b
3 Nitzschia sp 0,854631 e
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Tabla 11. Valores de las pendientes (b) para las curvas de crecimiento (tiempo de exposicion).

Table 11. Values of the slopes (b) curves of growth (exposure time).

Grupo Cepa T(s) b(*) y= aXb r2
LPPCHm 0 0,9361 bt 0,99
10 0,8992 bcl 0,83
20 0,5048 bc2 0,89
30 0,2443 bc3 0,94
40 0,1965 bc4 0,89
50 0,0936 bcs 0,97
LPPSk 0 0,8303 bt 0,98
10 0,6390 bcl 0,82
Diatomeas 20 0,2446 bc2 0,78
30 0,1917 bc3 0,87
40 0,0170 bc4 0,60
50 0,0793 bcs 0,86
LPPNsp 0 0,5990 bt 0,96
10 0,5699 bcl 0,86
20 0,3996 bc2 0,83
30 0,3235 bc3 0,86
40 0,2216 bc4 0,77
50 0,1258 bcs 0,98
CEAt 0 0,2510 bt 0,87
10 0,1456 bcl 0,91
Dinoflagelados 20 0,0552 bc2 0,95
30 -0,0251 bc3 0,92
40 -0,1104 bc4 0,80
50 -0,2309 bcs 0,84
0 4,7366 bt 0,98
10 2,0790 bcl 0,84
Rafidofitas LPPHa 20 1,9694 bc2 0,89
30 -0,4870 bc3 0,90
40 -0,5830 bc4 0,94
50 -0,6170 bcs 0,96

T= tiempo de exposicion a ultrasonido expresado en segundos.

b (*) = valor de la pendiente correspondiente a regresion geométrica (ec. 10).

2 . . ., .y o]
r= coeficiente de determinacion para la regresion geométrica (ec. 10).




Tabla 12. Porcentajes de viabilidad correspondientes a cepas y tiempo de exposicion a

ultrasonido.

Table 12. Percentage of viability for strains and time of exposure to ultrasound.

Grupo Cepa T(s) Pv (%)
LPPCHm 0 100

10 96

20 54

30 26

40 21

50 10

LPPSk 0 100

10 77

Diatomeas 20 29

30 23

40 2

50 10

LPPNsp 0 100

10 95

20 67

30 54

40 37

50 21

CEAt 0 100

10 58

Dinoflagelados 20 22
30 -10

40 -44

50 -92

0 100

10 44

Rafidofitas LPPHa 20 42
30 -10

40 -12

50 -13

T= tiempo de exposicion a ultrasonido expresado en segundos.

Pv (%) = porcentaje de viabilidad obtenido a partir de la ecuacién 9.
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Tabla 13.Coeficientes de regresion y correlacion para tiempo de exposicion a ultrasonido v/s
porcentaje de viabilidad.

Table 13. Regression coefficients and correlation to ultrasound exposure time v / s percentage of

viability.
Grupo Cepa b a r?
LPPCHmM -2,0089 101,39 0,92
Diatomeas LPPSk -1,9524 89,00 0,86
LPPNsp -1,6644 103,93 0,98
Dinoflagelados CEAt -3,7086 98,38 0,99
Rafidofitas LPPHa -2,2446 81,09 0,85

Pv%=a+b XT(s)

Tabla 14. Test para pendiente predictiva vertical “b” (tiempo de exposicion a ultrasonido v/s

porcentaje de viabilidad).

Table 14. Predictive Test for vertical slope "b" (time of exposure to ultrasound v / s percentage

of viability).
Grupo Cepa tc tt Regla de decisién | Validez estadistica

LPPCHmM 6,983 2,776 Rechaza H, Significativa
Diatomeas LPPSk 4,993 2,776 Rechaza H, Significativa
LPPNsp 14,768 2,776 Rechaza H, Significativa
Dinoflagelados CEAt 33,354 2,776 Rechaza H, Significativa
Rafidofitas LPPHa 4,798 2,776 Rechaza H, Significativa

Ho:b=0; Hi:b#0

Tabla 15. Errores estandar para coeficientes de regresion lineal (tiempo de exposicion a

ultrasonido v/s porcentaje de viabilidad).

Table 15. Standard errors for linear regression coefficients (exposure to ultrasound v/ s

percentage of viability).

Grupo Cepa Sb
LPPCHmM 33,41
Diatomeas LPPSk 45,41
LPPNsp 13,09
Dinoflagelados CEAt 12,91
Rafidofitas LPPHa 54,32
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Tabla 16. Limites de confianza (LC) para los porcentajes de viabilidad correspondientes a cepas
y tiempo de exposicion a ultrasonido.

Table 16. Confidence limits (CL) for the percentage of viability for strains and time of exposure
to ultrasound.

Grupo Cepa T(s) Pv (%) proyectado tLC
LPPCHm 0 101 41

10 81 38

20 61 36

30 41 36

40 21 38

50 1 41

LPPSk 0 89 56

10 69 52

Diatomeas 20 50 49
30 30 49

40 11 52

50 -9 56

LPPNsp 0 104 16

10 87 15

20 71 14

30 54 14

40 37 15

50 21 16

CEAt 0 98 16

10 61 15

Dinoflagelados 20 24 14
30 -13 14

40 -50 15

50 -87 16

0 81 67

10 59 62

Rafidofitas LPPHa 20 36 59
30 14 59

40 -9 62

50 -31 67

T= tiempo de exposicion a ultrasonido expresado en segundos.

Pv (%) proyectado = porcentaje de viabilidad proyectado obtenido a partir de la Tabla 13.

+ LC = limite de confianza obtenido a partir de ecuacion 15 y Tabla 15.
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Tabla 17. Analisis de covarianza (ANCOVA) para tiempo de exposicion a ultrasonido v/s

viabilidad celular.

Table 17. Analysis of covariance for ultrasound exposure time v / s cell viability.

Efecto 5C GL M F p Regla de decision | Dif. estadistica
Interceptar 8,215150 1 | 8.215190| 2109,349| 0,000000
Cepas 0,146939 4 |0036750| 9436 |0,000271
Tiempo 5,162474 1| 5,162474 | 1325,527 | 0,000000
Pendientes (b) 0,701229 4 10475307 45012 | 0,000000 Rechaza HO 5|£r|lflc:|'l:lv.1

Error 0,070104 18] 0,003895
HO: bl=b2=b3=b4=b5 a =0,05
H1: bl=b2#b3zbd=b5

Tabla 18. Test de Tukey para cepas (tiempo de exposicion a ultrasonido v/s viabilidad celular).

Table 18. Tukey test strains (ultrasound exposure time v / s cell viability).

Tukey HSD test; variable % de Viabilidad corregido

Homogenous Groups, alpha = 0,05

Error: Between MS =0,00389, df = 18

Microalga % de Viabilidad 112 |3 | 4
corregido
Mean

Cell No.
4 Alexandrium sp 0,097716 i
5 Heterosigma akashiwo 0,279496 i
1 Chaetoceros muellerii 0,450644 R
2 Skeletonema costatum 0,453435 R
3 Nitzschia sp 0,601461 ok
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Tabla 19.Valores de presion y temperatura de cavitacion asociados a la intensidad del sonido

limite.

Table 19.Valores pressure and temperature associated with cavitation loudness limit.

Grupo Cepa I ¢ (W/m?) P max (T Pa) | T°max (°C)
LPPCHm 50.914 15,161 866
Diatomeas LPPSk 51.245 15,398 868
LPPNsp 80.692 46,700 1.045
Dinoflagelados CEAt 31.421 4,928 718
Rafidofitas LPPHa 38.156 7,689 773

I ¢ = intensidad del sonido critica (viabilidad celular = 0).
P max= maxima presion de cavitacion (Tera Pascal).

T° max = maxima temperatura de cavitacion (° Celcius).

Tabla 20.Valores de presion y temperatura de cavitacion alcanzados en el disefio experimental.

Table 20.Data pressure and temperature of cavitation achieved in experimental design.

I exp (W/m?) | P max (T Pa) T°max (°C)
11.430 0,582 503
18.288 1,510 590
22.861 2,433 638
29.719 4,346 703
34.291 6,013 742

I exp = intensidad del sonido utilizada en disefio experimental.
P max= maxima presion de cavitacion (Tera Pascal).

T° max = maxima temperatura de cavitacion (° Celcius).
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Tabla 21.Comparacion de valores para densidad acustica en funcion de la viabilidad celular y

tipo de cepas.

Table 21. Comparison of acoustic density values depending on the type of cell viability and

strains.
Spirulina plantensis * (Hoo et al., 2004) Microcystis geruginasa ** (Zhang (o) et al,, 2006)
Cepa a (corregido) b Densidad acustica para Pv= 67 % (W/cm3) Densidad acustica para Pv= 86 % (W/cm3)

Chaeroceras mi 100 0,0021 0,1940 0,0823
Skeletonem 100 0,0020 0,2037 0,0864
Nirz 100 0,0012 0,3394 0,1440

Al p. 100 0,0028 0,1455 0,0617
Hererosigma akashive 100 0,0025 0,1629 0,0691

* Densidad acustica informada por el autor para alcanzar 67% de wviabilidad en Spiruling plontensis: 0,014 W/cm3.

** Densidad acustica informada por el autor para alcanzar 86% de viabilidad en Microcystis geruginosa: 0,080W/cm3.

Tabla 22. Ranking descendente para la resistencia a ultrasonido en funcion de la densidad

acustica.

Table 22. Descending rank resistance to ultrasound acoustic function of the density.

Clasificacion taxondmica Cepa
Diatomea Nitzschia sp.
Diatomea Skeletonema costatum
Diatomea Chaetoceros muellerii

Cianobacterias Microcystis aeruginosa
Rafidofita Heterosigma akashiwo

Dinoflagelado Alexandrium sp.

Cianobacterias Spirulina plantensis
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Tabla 23. Ciclos de cavitacion, UPA y UTA asociados a los tiempos de tratamiento ultrasonicos
del disefio experimental.

Table 23. Cavitation cycles, UPA and UTA associated ultrasonic treatment times of
experimental design.

Tiempo de tratamiento (s) | N° de ciclos de cavitacién UPA (E Pa) UTA (M°C)
10 760.103 0,4427 382
20 1.520.207 0,8854 764
30 2.280.310 1,3281 1.147
40 3.040.413 1,7708 1.529
50 3.800.516 2,2135 1.911

UPA: unidades de presion acumuladas (Exa Pascal).

UTA: unidades de temperatura acumuladas (Mega Celcius).

Tabla 24. Tiempos criticos en funcién de la cepa irradiada.

Table 24. Critical times depending on the strain irradiated.

Grupo Cepa Tiempo (s)
LPPCHmM 50
Diatomeas LPPSk 46
LPPNsp 62
Dinoflagelados CEAt 27
Rafidofitas LPPHa 36

= 11.430 W/m? ; =23 Khz.

Tabla 25.Ranking descendente para la resistencia a ultrasonido en funcién del tiempo de
exposicion.

Table 25.Ranking down for resistance to ultrasound as a function of exposure time.

Clasificacion Cepa
Diatomea Nitzschia sp.
Diatomea Chaetoceros muellerii
Diatomea Skeletonema costatum

Rafidofita | Heterosigma akashiwo

Dinoflagelado Alexandrium sp.
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Figura 1. Evolucion de la biomasa total de salmdnidos cultivados en Chile por region desde el afio 2006 al

afio 2012 (Servicio Nacional de Pesca, 2012).

Figure 1. Evolution of the total biomass of farmed salmonids in Chile by region from 2006 to 2012

(National Marine Fisheries Service, 2012).

Figura 2. Floracion algal inocua ocurrida en California causada por la especie Noctiluca sp.
(Avaria et al., 2009).

Figure 2. Harmless algal bloom occurred in California caused by the species Noctiluca sp.
(Avaria et al., 2009).
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Figura 3.Mortalidad de Salmo salar provocada por la floracion de Chaetoceros convolutus en el mar

interior de la XI region de Chile en el afio 2008 (archivo personal).

Figure 3.Mass mortality of Salmo salar caused by the bloom of Chaetoceros convolutus inland sea in the

Xl region of Chile in 2008 (personal archive).

o PSP

Figura 4.Evolucion mundial de las floraciones algales nocivas de dinoflagelados productores de veneno

paralizante del marisco (VPM) entre el afio 1970 y 2005 (Anderson,2009).

Figure 4.Global trends of harmful algal blooms of dinoflagellates producing paralytic shellfish poison
(PSP) between 1970 and 2005 (Anderson, 2009).
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Figura 5.Representacion esquematica de un dinoflagelado tipo (Tomas, 1996).

Figure 5.Schematic representation of a type dinoflagellate (Tomas, 1996).
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Figura 6. Representacion esquematica de una frustula de diatomea (Cupp, 1943).

Figure 6.Representacion schematic of a diatom frustule (Cupp, 1943).

Figura 6 Alfa. Representacion esquematica de una fristula de diatomea del tipo céntrica (Cupp, 1943).
Figure 5 Alfa. Schematic representation of a diatom frustules of central type (Cupp, 1943).

Figura 6 Beta. Representacion esquematica de una frastula de diatomea del tipo pennada (Cupp, 1943).
Figure 5 Beta. Schematic representation of a diatom frustules of pennate type(Cupp,1943).



Figura 7. Representacion esquematica de una microalga rafidofita marina tipo (Sar et al., 2002).

Figure 7.Schematic representation of a marine microalga type rafidofita (Sar et al., 2002).
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Figura 8.Representacion esquematica de la vibracion del aire causada por una bocina

(Alonso y Finn,1987).

Figure 8.Schematic representation of the vibration of air caused by a horn (Alonso y Finn, 1987).
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Figura 9.Esquema de una onda tipo en funcion de la longitud (Serway, 1997).

Figure 9.Diagram of a type wave function of the length. (Serway, 1997).
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Figura 10.Representacion esquematica de bajas y altas frecuencias (Alonso y Finn, 1987).

Figure 10.Schematic representation of low and high frequencies (Alonso y Finn, 1987).
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Figura 11.Esquema de una onda tipo en funcién del tiempo (Serway, 1997).

Figure 11.Diagram of a type wave function of time. (Serway, 1997).
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Figura 12. Representacion esquematica de la intensidad del sonido (Alonso y Finn, 1987).

Figure 12.Schematic representation of sound intensity (Alonso y Finn, 1987).
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Figura 13.Representacion esquematica de una onda esférica (Marin, 2009).

Figure 13.Schematic representation of a spherical wave (Marin, 2009).
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Figura 14. Nivel de presion sonora bajo el agua para diferentes fuentes emisoras ( Yan et al., 2010).

Figure14. Underwater sound pressure levels of various types of sound sources (Yan et al., 2010).
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Figura 15.Clasificacion de sonido segun su frecuencia (Alonso y Finn, 1987).

Figure 15.Classification of sound by frequency (Alonso y Finn ,1987)

Frequency (Hz)

Figura 16. Fuentes naturales y antropogénicas de sonido en el mar (Popper y Ketten, 2008).

Figure 16. Natural and anthropogenic sources of sound in the sea (Popper and Ketten ,2008).
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Figura 17. Comparacion de la sensibilidad al sonido entre Salmo salar y los humanos (Hawkins and

Johnstone, 1978).

Figure 17.Comparison of Salmo salar and human sensitivity to sound (Hawkins and Johnstone, 1978).
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Figura 18. Remocion de Microcystis aeruginosa a distintas potencias y tiempos de exposicion a ondas

ultrasénicas de 20 KHz (Zhang et al., 2009). Cy= cel ml” en to; C=cel ml " en t,.

Figure 18. Removal of Microcystis aeruginosa to different powers and exposure times of 20 kHz

ultrasonic waves (Zhang et al., 2009). Cy= cel ml” in to; C=cel ml™! in th.
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Figura 19. Remocion de Microcystis aeruginosa a distintas frecuencias y tiempos de exposicion a ondas

ultrasénicas de 30W (Zhang et al., 2009). Cy= cel ml! en ty; C=cel ml! en ty-

Figure 19. Removal of Microcystis aeruginosa at different frequencies and times of exposure to ultrasonic

waves 30W (Zhang et al., 2009). ). Co= cel mI™ in ty; C=cel mI™in t,,.
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Figura 20. Porcentajes de remocion obtenidos post aplicacion de ultrasonido en los distintos grupos de

bacterias y microalgas estudiados a la fecha (Purcell, 2009).

Figure 20. Removal percentages obtained after application of ultrasound in different groups of bacteria

and microalgae studied to date (Purcell, 2009).



Figura 21.Incubacion de las cepas en tubos de ensayo.

Figure 21. Incubation of strains in test tubes.

Figura 22.Montaje realizado para el conteo de la concentracion celular.

Figure 22. Mount made for counting of cell concentration.
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Transductor
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Figura 23.Montaje realizado para los tratamientos de ultrasonido.

Figure 23. Mount made for ultrasound treatments.

Figura 24.Disposicion de los cultivos madre para cada cepa seleccionada.

Figure 24. Arrangement of stock cultures for each strain selected.
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Figura 25. Curvas de crecimiento de Nitzschia sp. para tratamiento patron; 11.430 W/m?; 18.288 W/m?;

22.861 W/m?; 29.719 W/m? y 34.291 W/m>.

Figure 25.Growth curves of Nitzschia sp. standard treatment; 11,430 W/m?; 18,288 W/m?; 22,861 W/m?;
29,719 W/m? and 34,291 W m?2.
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Figura 26. Curvas de crecimiento de Chaetoceros muellerii para tratamiento patron; 11.430 W/m?; 18.288

W/m?; 22.861 W/m?; 29.719 W/m? y 34.291 W/m>.

Figure 26. Growth curves of Chaetoceros muellerii to standard treatment; 11,430 W/m?; 18,288 W/m?;
22,861 W/m?; 29,719 W/m? and 34,291 W/m?2.
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Figura 27. Curvas de crecimiento de Skeletonema costatum para tratamiento patréon; 11.430 W/m?; 18.288

W/m?; 22.861 W/m?; 29.719 W/m? y 34.291 W/m>.

Figure 27.Growth curves of Skeletonema costatum to standard treatment; 11,430 W/m?; 18,288 W/m?;
22,861 W/m?; 29,719 W m? and 34,291 W/m>.
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Figura 28. Curvas de crecimiento de Heterosigma akashiwo para tratamiento patron; 11.430 W/m?;

18.288 W/m?; 22.861 W/m?; 29.719 W/m? y 34.291 W/m>

Figure 28.Growth curves of Heterosigma akashiwo to standard treatment; 11,430 W/m?; 18,288 W/m?;
22,861 W/m?; 29,719 W/m? and 34,291 W m?.



77

-
Curvas de crecimiento de CEAt para diferentes intensidades
ultrasodnicas (f = 23 KHz ; Exposicion = 10 s).
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Figura 29. Curvas de crecimiento de Alexandrium sp para tratamiento patron; 11.430 W/m?; 18.288

W/m?; 22.861 W/m?; 29.719 W/m? y 34.291 W/m>.

Figure 29.Growth curves of Alexandrium sp to standard treatment; 11,430 W/m?; 18,288 W/m?; 22,861

W/m?; 29,719 W/m? and 34,291 W/m>.
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Figura 30.Efecto de la intensidad del sonido en el porcentaje de viabilidad celular para Alexandrium sp,

Chaetoceros muellerii, Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum a 23 KHz de

frecuencia y 10 segundos de exposicion .

Figure 30 .Effect of sound intensity in the percentage of cell viability for Alexandrium sp, Chaetoceros

muellerii, Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. and Skeletonema costatum at

23 KHz and 10 seconds of exposure.
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Figura 32.Curvas de crecimiento de Chaetoceros muellerii para tratamiento patron;

10s;205s;30s;40sy50s.

Figure 32.Curvas growth of Chaetoceros muellerii to standard treatment, 10 s, 20 s, 30 s, 40 s and 50 s.
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Figura 31.Curvas de crecimiento de Nitzschia sp. para tratamiento patron;10 s; 20 s; 30 s;40 sy 50 s.
Figure 31.Curvas growth Nitzschia sp. standard treatment, 10 s, 20 s, 30 s, 40 s and 50 s.
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Figura 33.Curvas de crecimiento de Skeletonema costatum para tratamiento patron;
10s;205s;30s;40sy50s.

Figure 33.Curvas Skeletonema costatum growth to standard treatment, 10 s, 20 s, 30 s, 40 s and 50 s.
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Figura 34.Curvas de crecimiento de Heterosigma akashiwo para tratamiento patron;

10s;205s;30s;40sy50s.

Figure 34.Curvas growth of Heterosigma akashiwo to standard treatment,10 s, 20 5,30 s, 40 s and 50 s.
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Figura 35.Curvas de crecimiento de Alexandrium sp para tratamiento patron; 10s; 20 s;30s; 40 sy 50 s.

Figure 35.Curvas Alexandrium sp growth to standard treatment, 10 s, 20 s, 30 s, 40 s and 50 s.
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Figura 36.Efecto del tiempo de exposicion a ultrasonido en el porcentaje de viabilidad celular para
Alexandrium sp, Chaetoceros muellerii, Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. y Skeletonema costatum a

23 KHz de frecuencia y 11.430 W/m? de intensidad.

Figure 36. Effect of ultrasound exposure time in the percentage of cell viability for Alexandrium sp,
Chaetoceros muellerii, Heterosigma akashiwo, Nitzschia sp. Skeletonema costatum and frequency at 23

KHz and 11 430 W / m? of intensity.
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(a) Control. (b) After 5-min ultrasonic irradiation at 1.7 MHz, 40 W
Figura 37. Spirulina platensis sometida a ultrasonido (Hao et al., 2004).

Figure 37. Spirulina platensis under ultrasonography (Hao et al., 2004).

Figura 38. Nitzschia sp. sometida a dosis ultrasonica de 23 Khz de frecuencia, 34.291 W/m? de intensidad

y 10 segundos de exposicion.

Figure 38. Nitzschia sp. subjected to doses of 23 kHz ultrasonic frequency, 34,291 W / m? intensity and 10

seconds of exposure.
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Figura 39. Skeletonema costatum sometida a dosis ultrasonica de 23 Khz de frecuencia, 34.291 W/m? de

intensidad y 10 segundos de exposicion.

Figure 39. Skeletonema costatum subjected to doses of 23 kHz ultrasonic frequency, 34,291 W / m?

intensity and 10 seconds of exposure.
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Figura 40. Fendmeno de la cavitacion acustica (Dehghani y Changani, 2006).

Figure 40. Phenomenon of acoustic cavitation (Dehghani and Changani, 2006).
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Figura 41. Burbujas de cavitacion acustica (Phillips at al., 1998).

Figure 41. Acoustic cavitation bubbles (Phillips at al., 1998).
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Figura 42. Representacion esquematica de la formacion de radicales libres y agua oxigenada en burbujas

de cavitacion acustica (Gonzalez-Garcia et al., 2010).

Figure 42. Schematic representation of the formation of free radicals and hydrogen peroxide in acoustic

cavitation bubbles (Gonzalez-Garcia et al., 2010).
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Figura 43. Nivel de presion del sonido en funcién de la frecuencia (Hao ef al., 2004).

Figure 43.Sound pressure level according to the frequency (Hao et al., 2004).



