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________________________________________________________________________________Resumen 

RESUMEN 

 

En la realización de la presente tesis se aborda el tema que sustentan los estudios en el 

conocimiento sobre el uso de microorganismos fotosintéticos tales como Scenedesmus 

acutus, microalga verde y Rhodobacter sphaeroides una bacteria fotosintética. Ambos 

organismos son capaces de convertir la energía lumínica en energía química en la forma de 

hidrógeno.  

 

Enfocados en el estudio de la fluorescencia in vivo de la clorofila “a” en S. acutus permitió 

evaluar el efecto que producen los distintos sustratos utilizados en la generación de H2 

durante la fotosíntesis. El método de la fluorescencia in vivo fue empleado como un 

indicador de todos los niveles funcionales del proceso y reacciones fotosintéticas que 

participan en la producción de H2. El presente trabajo tiene como objetivo el análisis en la 

eficiencia de producción de hidrógeno a partir de sustratos diseñados en obtener una baja 

producción de oxígeno en las microalgas verdes, ocasionada por la privación de azufre en 

los medios de cultivo. Otras variables analizadas fueron; la velocidad de crecimiento y tasa 

generacional, la eficiencia fotosintética en el consumo y desprendimiento de oxígeno,  por 

el microalga S. acutus.  

 

El crecimiento de R. sphaeroides en Medio Sistrom (MS) y Medio Modificado Sistrom 

(MMS) empieza a partir de la  hora 0 a la hora 6, donde se da la fase de latencia. A partir de 

las  8 y hasta las 14 horas, la fase exponencial y de 15 horas en adelante se muestra la fase 

estacionaria. La velocidad de crecimiento contempla un periodo de 0.2073 para MS y  

0.2070 horas-1 en MMS, una tasa generacional de 3.34  horas en ambos medios.   

 

En S. acutus la fase de latencia sucede del día 0 al día 2 de incubación, la fase exponencial 

tiene una duración de dos días, del día 3 al día 5, a partir del día 6 al 8 se encuentra la fase 

estacionaria, estos resultados están caracterizados para los cuatro medios de cultivos; 

Medio Basal Bold (MBB), Medio Modificado BoldMgCl2 (MMBMgCl2), Medio Modificado 

BoldZnCl2 (MMBZnCl2) y Medio Modificado BoldsinZnSO4 (MMBsinZnSO4).  
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 VIII

La velocidad de crecimiento comprende un tiempo de  0.55, 0.56, 0.56 y 0.56 días-1, la tasa 

generacional se da en un tiempo de 1.26, 1.23, 1.24 y 1.23 días para los medios de cultivos; 

MBB, MMBMgCl2, MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4, respectivamente.  

 

Los resultados en la eficiencia fotosintética de S. acutus a los 14 días de crecimiento 

muestran un decremento en la producción de oxígeno del 20 y 40% en MMBZnCl2 y 

MMBsinZnSO4, cuando son comparados con el Medio Basal Bold. En la eficiencia 

respiratoria en MMBMgCl2  y MMBZnCl2 no se aprecia consumo de oxígeno, mientras que 

en MMBsinZnSO4 se presenta un decremento del 33.33%  con respecto al Medio Basal 

Bold.  

 

En las cuatro semanas de crecimiento de S. acutus la supresión de azufre en los medios de 

cultivo desacopla el complejo de escisión del agua y reduce la eficiencia del  fotosistema II. 

La conectividad entre el PSII y el PSI se ve afectada en las dos primeras semanas de 

crecimiento de S. acutus con los tres medios de cultivo modificados.  

 

Se determinó que a los 21 días de crecimiento de Scenedesmus acutus, el medio de cultivo 

MMBZnCl2 no muestra decremento en el transporte de electrones a través de los 

fotosistemas II y I  en comparación con los otros dos medios de cultivos probados, 

MMBMgCl2 y MMBsinZnSO4. Así, el MMBZnCl2 es considerado como el mejor sustrato 

selectivo en la generación de hidrógeno.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



_________________________________________________________________________________Abstract 

ABSTRACT  

 

This thesis is focused on the theme underlying the studies in knowledge about the use of 

photosynthetic microorganisms such as Scenedesmus acutus, green microalgae and 

Rhodobacter sphaeroides, photosynthetic bacteria. Both organisms are capable of 

converting light energy into chemical energy in the hydrogen form.  
 

The polyphasic OJIP fluorescence transient was used to evaluate photosystem II criteria 

and the effect produced by the different substrates used in hydrogen generation during 

photosynthesis. This method of fluorescence in vivo was used as an indicator of all 

functional levels of the photosynthetic process and reactions involved in the production of 

H2.  

 

The main objective of this study was to analyze the efficiency of hydrogen production from 

substrates designed to get a low production of oxygen by green microalgae, caused by 

deprivation of sulfur in the media culture. Other variables analyzed were: the growth rate 

and generation rate, photosynthetic efficiency in the consumption and release of oxygen by 

the microalgae S. acutus. 

 

The growth of R. sphaeroides on Sistrom Medium (MS) and Sistrom Modified Medium 

(MMS) start from 0 to 6 hours, which gives the lag phase. From 8 to 14 hours, the 

exponential phase and 15 hours later, the stationary phase. The growth rate covers a period 

of 0.2073 hours in MS and 0.2070 hours in MMS, a generation rate of 3.34 hours for both 

culture mediums.   

 

In S. acutus the lag phase occurs from day 0 to day 2 of incubation, the exponential phase is 

comprised of 48 hours, from day 3 to day 5, from day 6 to 8 is the stationary phase, it is 

characterized for four culture mediums, Bold Basal Medium (MBB), Bold Modified 

MediumMgCl2 (MMBMgCl2), Bold Modified MediumZnCl2 (MMBZnCl2) and Bold Modified 

MediumsinZnSO4 (MMBsinZnSO4).  
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The growth rate includes a time of 0.55, 0.56, 0.56 and 0.56 day-1. The generation rate 

occurs in a time of 1.26, 1.23, 1.24 and 1.23 days for the culture mediums MBB, 

MMBMgCl2, MMBZnCl2 and MMBsinZnSO4, respectively.   

 

The result in the photosynthetic efficiency of S. acutus after 14 days of growth show a 

decrease in the production of oxygen from 20 to 40% in MMBZnCl2 and MMBsinZnSO4, 

when compared with MBB. In the respiratory efficiency with MMBMgCl2 and MMBZnCl2 no 

seen oxygen consumption, whereas in MMBsinZnSO4 presents a decrease of 33.33% over 

the MBB.  

 

Within four weeks of growth of S. acutus with private sulfur mediums there is a decoupling 

on the water splitting complex and reduces the efficiency of photosystem II. The 

connectivity between PSII and PSI is affected in the first two weeks of growth of 

microalgae with three culture modified mediums.     

 

It was determined that at 21 days of growth in Scenedesmus acutus, the MMBZnCl2  does 

not shown a decrease in electron transport through photosystems II and I, when it is 

compared versus the MMBMgCl2 and MMBsinZnSO4. Thus, the culture medium MMBZnCl2 

is considered to be the best selective substrate in the generation of hydrogen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



______________________________________________________________________________Introducción 

1. INTRODUCCIÓN 

 
 

La utilización del hidrógeno ha sido universalmente aceptada como un combustible 

ambientalmente seguro, pues en su combustión solo se produce agua, además  no genera 

gases de tipo invernadero hacia la atmosfera y su generación puede provenir a partir de 

fuentes renovables. Así, el hidrógeno hoy en día es considerado como el más prometedor de 

los biocombustibles que pueden sustituir a los energéticos de origen fósil (Das y Veziroglu, 

2008).  

 

El biohidrógeno, obtenido a partir de fuentes renovables, ha llamado la atención en una 

sociedad económicamente lastimada, debido a su alto potencial como una alternativa 

sostenible a los métodos convencionales de generación del hidrógeno. Los procesos 

biológicos, a diferencia de sus homólogos, químicos o electroquímicos, son catalizados por 

microorganismos fotosintéticos o bien fermentativos, en medio acuoso, a presión 

atmosférica y temperatura ambiente (Momirlan y Veziroglu, 2002).   

 

Los métodos de producción del biohidrógeno presentan otra ventaja sobre los métodos 

convencionales, y es que los primeros pueden ser técnicas de producción de energía bien 

diseñadas y preparadas para que estos se construyan de manera descentralizada, de 

dimensiones pequeñas, donde esté disponible la biomasa o los sustratos a utilizar. Por lo 

tanto, estos factores evitan los gastos de energía y reducen los costos en transporte 

(Johnston et. al., 2004).  

 

La principal intención en la promoción de los procesos biológicos del  hidrógeno, es la 

mejora en los métodos de generación, obtener el máximo rendimiento de los 

microorganismos responsables de la producción de este energético. Además, se intenta 

demostrar que es posible una viabilidad económica, que satisfaga las necesidades 

energéticas de la población (Das y Veziroglu, 2001). 

 

En los sistemas biológicos, el proceso de fotosíntesis, por un lado, y el proceso de 

producción de hidrógeno por el otro, son procesos que combinados pueden ser empleados 

como una fuente de energía renovable. Sin embargo, ambos mecanismos tienen su origen 
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bajo distintas presiones evolutivas, sin la necesidad que en un momento dado se hayan 

adaptado el uno del otro (Esper et. al., 2006).   

 

El hidrógeno fue una fuente de energía vital para organismos en eras tempranas de nuestro 

planeta, pero esto sólo fue posible bajo condiciones de una atmosfera reductora. Este 

proceso fue perdiendo importancia gradualmente con el desarrollo de una maquinaria 

fotosintética, capaz de explotar la energía lumínica de manera más eficiente, 

particularmente cuando el fotosistema II y el fotosistema I se combinaron una cadena 

fotosintética transportadora de electrones. Este proceso fue capaz de oxidar el agua en el 

fotosistema II usando la energía solar, proporcionando energía suficiente hacia el medio 

(Appel y Schulz, 1998).  

 

Así, los procesos dependientes de hidrógeno fueron perdiendo su rol principal como una 

necesidad para la supervivencia de muchas células. En consecuencia, no había una fuerte 

presión evolutiva para el diseño de hidrogenasas resistentes al oxigeno, aunado a esto, el 

incremento en el contenido de oxigeno de la atmosfera producido por el proceso de 

separación del agua dio lugar a que estas enzimas se encontraran en un estado inactivo o 

apagado (Tamagnini et. al., 2006).   

 

Hoy día, las hidrogenasas aún existen en las microalgas y en las bacterias fotosintéticas, 

pero sus genes son normalmente activados bajo condiciones anaeróbicas, su principal 

función esta dividida por dos vías: la primera es proporcionar una fuente alterna de 

electrones como ayuda para la supervivencia bajo condiciones subóptimas, la segunda, es 

capturar electrones como una válvula de seguridad para prevenir el peligro de sobre 

reducción de la cadena transportadora de electrones. En adición a estas reacciones, el 

hidrógeno también puede ser producido por la función de las nitrogenasas, encargadas de 

fijar nitrógeno atmosférico y presentes de igual forma en las bacterias fotosintéticas (Kruse 

et. al., 2005).  

 

Es así, como los sistemas biológicos fotoproductores de hidrógeno ofrecen una gran 

variedad de métodos y tecnologías en la generación de energía renovable. Los principales 

procesos comúnmente utilizados en la producción de hidrógeno suelen emplear a las 

bacterias fotosintéticas anaeróbias, que tienen la habilidad de capturar emisiones de luz 
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cercanas al infrarrojo, mientras que el sustrato utilizado en la generación de H2 son ácidos 

orgánicos como glucosa, almidón, celulosa, acetato, malato, etc (Nandi y Sengupta, 1998). 

 

Las algas verdes unicelulares, también son organismos empleados en la fotoproducción de 

H2, estas presentan la capacidad de capturar la porción visible del espectro de emisión de la 

luz solar. Estas algas, parecen ser muy prometedoras, pues el mecanismo de generación de 

este gas energético, se lleva a cabo utilizando elementos completamente renovables como 

lo son el agua y la luz solar, el resultado de su participación, logran romper la molécula de 

agua, formando por separado hidrógeno y oxígeno atmosférico (Prince y Kheshgi, 2005) .   

 

Considerando lo anterior, la producción de biohidrógeno se ha establecido como una 

posible alternativa integral, un componente primordial en la sustentabilidad energética 

renovable. Sin embargo, se presenta un gran reto por afrontar, la generación de grandes 

cantidades de gas hidrógeno. Este problema puede ser resuelto optimizando los procesos 

biológicos y empleando los sustratos adecuados cuyo origen sea de fuentes renovables 

(Levin et. al., 2005).  
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2. MARCO TEÓRICO 

 

 

2.1. MICROORGANISMOS FOTOSINTÉTICOS PRODUCTORES DE H2 

 

Se ha utilizado a la alga verde (Scenedesmus acutus)  y a la bacteria fotosintética 

(Rhodobacter sphaeroides) como los microorganismos fotosintéticos representantes para la 

elaboración de este trabajo. En ambas especies, se han enfocado las presentes 

investigaciones con respecto al metabolismo de cada una de ellas que hagan posible la 

generación del biohidrógeno. 

 

Clasificación taxonómica de la microalga verde Scenedesmus acutus 

 

División:  Chlorophyta 

Clase:       Chlorophyceae 

Subclase:  Chlorophycidae  

Orden:      Chlorococcales  

Familia:    Scenedesmaceae 

Genero:    Scenedesmus 

Especie:   Scenedesmus acutus 

 

Las algas verdes, como también se les conoce a las Chlorophyceae, son organismos 

unicelulares o coloniales, pueden ser móviles o no, las móviles tienen dos flagelos, aunque 

algunas de ellas pueden presentar cuatro o hasta más flagelos. 

 

En general, estas algas pueden ser reconocidas por su color verde pasto muy característico, 

debido a la presencia de la clorofila a y b, así como por algunos carotenoides. Estos 

pigmentos están ubicados en los cloroplastos, de los cuales puede haber uno o más en cada 

célula.  

 

En el interior del cloroplasto puede hallarse una estructura en forma de grano llamada 

pirenoide, existiendo la posibilidad de encontrar más de uno dentro del cloroplasto; 

rodeando al pirenoide se encuentran los granos de almidón, un polisacárido utilizado como 
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fuente de reserva energética para la célula. Dentro del cloroplasto también encontramos 

unas estructuras celulares llamadas tilacoides, que están agrupadas en forma de laminas o 

granas (empaques columnares de tilacoides conectados unos con otros). 

 

Alrededor del 90%  de las especies de las Cholorophyceas son de agua dulce, el restante 

10% son grupos planctónicos que viven en agua salada. Algunos organismos pueden vivir 

en los dos ambientes, entre ellos se encuentran las Chlamydomonas. 

 

Esta división incluye algas planctónicas, que habitan en lagos donde el agua no es muy 

clara y pueden llegar a crecer en gran número, formando una capa de un par de centímetros 

de grosor en las aguas donde se desarrollan. Otras cloroficeas viven en el bentos, creciendo 

fijas a rocas u otro tipo de sustrato sobre la costa, generalmente estas algas son 

microscópicas. En ocasiones las algas verdes llegan a cubrir totalmente las rocas donde se 

encuentran fijas (Whitford y Schumacher, 1984). 

 

El orden Chlorococcales incluye organismos unicelulares o coloniales no flageladas, 

algunas colonias son cenóbicas (el número de células es fijo), su reproducción es asexual 

por esporas móviles o inmóviles. Estos organismos son de vida sésil.  

 

La familia Scenedesmaceae comprende colonias de 2, 4 8 y hasta 16 células, aplanadas, con 

ejes longitudinales de células en paralelo, adosadas lateralmente y dispuestas en una única 

serie lineal o alternada. Las células son elipsoidales, ovoides o en forma de media luna o 

estrechándose hacia cada extremo. La pared celular es lisa y carente de espinas. El 

cloroplasto es parietal y usualmente con un pirenoide. Son organismos que se encuentran en 

el fitoplancton de ríos, estanques y lagos, son abundantes en aguas con un alto contenido en 

nutrientes, especialmente en nitrógeno inorgánico. Su distribución es amplia y han sido 

reportadas desde Norte America y hasta Sudamérica en ambientes árticos y tropicales 

(Wehr y Sheath, 2003).  
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Clasificación taxonómica de la bacteria púrpura no-sulfurosa Rhodobacter sphaeroides 

(Garrity et al., 2001) 

 

Filum:    Proteobacteria 

Clase:    Alphaproteobacteria 

Orden:   Rhodobacterales 

Familia: Rhodobacteraceae 

Genero: Rhodobacter 

Especie: Rhodobacter sphaeroides   
 

Dentro del mundo de los microorganismos existen dos tipos de procesos fotosintéticos bien 

diferenciados. Uno de ellos se encuentra en las algas verdes y en cianobacterias: genera 

oxígeno, emplea clorofila a, presenta dos fotosistemas y utiliza el agua como donador de 

electrones. El segundo proceso no genera oxígeno, presenta pigmentos ligeramente 

diferentes, las bacterioclorofilas, poseen solamente un fotosistema y no emplea H2O como 

dador de electrones. Este proceso es típico de las bacterias fotótrofas o fotosintéticas 

(bacterias verdes y bacterias púrpuras) que realizan la fotosíntesis en condiciones 

estrictamente anaerobias (Stolp, 1996). 

 

Como se menciona arriba, las bacterias fotosintéticas se diferencian de las cianobacterias y 

de los fotosintetizadores eucariotas por no utilizar el agua como fuente de electrones ni 

producir oxígeno. En la reacción luminosa de la fotosíntesis de las bacterias púrpuras no se 

produce NADPH directamente.  

 

Las bacterias fotosintéticas no pueden reducir el NAD+ directamente durante la reacción 

luminosa. Para sintetizar NADH o NADPH, las bacterias púrpuras y verdes deben usar 

donadores de electrones tales como el hidrógeno, el sulfuro de hidrógeno o compuestos 

orgánicos que tienen potenciales de reducción más negativos que el agua y que por tanto, 

son más fáciles de oxidar, debido a que son mejores donadores de electrones.  

 

La bacterioclorofila de las bacterias fotosintéticas tiene máximos de absorción en 

longitudes de onda más largas. Debido a que estas bacterias crecen en zonas anaerobias 

profundas de los hábitats acuáticos, no son capaces de utilizar con eficiencia partes del 
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espectro visible que usan normalmente los organismos fotosintéticos. Los pigmentos de la 

bacterioclorofila pueden absorber luz en la región del rojo lejano, que no utilizan los otros 

microorganismos fotosintetizadores (Pares y Juarez, 1997). 
 

Las Rhodobacteraceaes incluyen representantes que parecen tener un metabolismo muy 

flexible: todos ellos utilizan sustratos orgánicos como donadores de hidrógeno para la 

fotosíntesis, algunos de ellos utilizan compuestos reducidos de azufre. Además crecen 

aeróbicamente en la oscuridad en función de la materia orgánica presente en el medio 

(Altlas, 2001).  
 

Las bacterias púrpuras no sulfurosas del genero Rhodobacter pueden ser móviles o no, las 

móviles presentan flagelos polares, estos organismos utilizan la fotosíntesis anoxigénica. El 

sistema fotosintético esta contenido en complejos de membrana de forma circular o  

vesicular, que se continua con la membrana plasmática. La célula se divide por fisión 

binaria, de la cual se producen células en cápsula o en forma de cadena.   

 

Las bacterias púrpuras no-sulfurosas son extraordinariamente flexibles en cuanto a la fuente 

de energía que utilizan. Normalmente crecen de forma anaeróbica como microorganismos 

fotoorganoheterotrofos; esto es, que captan energía lumínica y utilizan moléculas orgánicas 

como fuente de electrones y carbono. Aunque reciben el nombre de bacterias no-sulfurosas, 

algunas especies oxidan niveles muy bajos, no tóxicos de sulfuro a sulfato, creciendo en 

forma aeróbica, aunque no oxidan azufre elemental a sulfato. En ausencia de luz, las 

bacterias púrpuras no-sulfurosas crecen de forma aeróbica como quimioorganoheterotrofos. 

  

La morfología de estas bacterias fotosintéticas es muy variable, algunas son espirales, con 

formas de bacilo, semicirculares o circulares e incluso forman yemas. Debido a su 

metabolismo, este tipo de bacterias predominan más en el lodo y en el agua de lagos y 

estanques ricos en materia orgánica y con niveles bajos de sulfuro (Harley y Prescott, 

2004).  

 

Los ejemplares de Rhodobacter sphaeroides son bacterias cuya morfología es esférica a 

ovoide, generalmente se encuentran  en pares o como una serie de gotas, las cuales están 

conectadas por un filamento delgado y ligeramente desigual en tamaño. Los cultivos de esta 
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bacteria púrpura no-sulfurosa son de un color café verdoso obscuro, cuando estos crecen 

bajo condiciones anaeróbicas al estar presente la luz. Los cultivos que crecen en presencia 

de luz y aire se tornan de color rojo.  

 

El crecimiento óptimo de Rhodobacter sphaeroides se da entre los 30°C y los 35°C. Esta 

bacteria tiene la habilidad de crecer anaeróbicamente en condiciones de obscuridad 

empleando nitrato como donador de electrones y fuente de nitrógeno, fija N2, sintetiza 

bacterioclorofila y reduce metales. R. sphaeroides ha sido utilizada como modelo de 

estudio para el análisis de aspectos genéticos, fotosíntesis y en los procesos de producción 

de energía (Staley y Bryant, 1989). 

 

2.2 PROCESO DE FOTOSÍNTESIS EN  

Scenedesmus acutus y Rhodobacter sphaeroides 

 

Fotosíntesis en Scenedesmus acutus 

 

Para que la energía luminosa sea utilizada por los seres vivos, primero es absorbida por 

pigmentos. Un pigmento es cualquier sustancia, o para el proceso de la fotosíntesis, una 

molécula que absorba luz. La clorofila es un pigmento que absorbe luz en longitudes de 

onda violeta, azul y rojo; dado que refleja la luz verde parece verde. Diferentes pigmentos 

absorben energía luminosa a distintas longitudes de onda. 

 

La clorofila a es el principal pigmento involucrado directamente en la transformación de la 

energía luminosa en energía química. Las células fotosintéticas además contienen otro 

grupo de pigmentos que absorben luz, como la clorofila b y los carotenoides, que son rojos, 

anaranjados o amarillos. Tanto la clorofila b como los carotenoides absorben longitudes de 

onda diferentes de las que absorbe la clorofila a (Curtis, 2000). 

 

La fotosíntesis se lleva a cabo en los cloroplastos, grandes organelos ubicados en la parte 

interior de la microalga. Los cloroplastos están limitados por dos membranas, la membrana 

externa y la membrana interna, que no participan de manera directa en la fotosíntesis, pues 

no contienen clorofila. Una tercera membrana, la tilacoidal, es el sitio de la fotosíntesis. En 

cada cloroplasto la membrana tilacoidal constituye una lámina única interconectada, que 
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forma numerosas y pequeñas vesículas aplanadas, los tilacoides, que comúnmente se 

disponen en pilas denominadas granas. El espacio dentro de todos los tilacoides constituye 

un solo compartimento continuo, la luz tilacoidal.        

 

La absorción de la energía luminosa y su conversión en energía química tiene lugar en 

complejos proteicos, llamados fotosistemas (II y I, respectivamente), ubicados en la 

membrana tilacoidal. Un fotosistema posee dos componentes íntimamente vinculados: un 

centro de reacción y un complejo antena. 

 

El centro de reacción consiste en un complejo de proteínas y un par especial de moléculas 

de clorofila a que captan la energía solar convirtiéndola en energía química. Son dos 

centros de reacción que están involucrados en el proceso de la fotosíntesis. El P680 en el 

fotosistema II o PSII y el P700 en el fotosistema I o PSI (los nombre de los centros de 

reacción están basados en la longitud de onda que absorben los pigmentos de clorofila). 

 

El complejo antena, importante para el aprovechamiento de la luz, consiste en agrupaciones 

de varios cientos de moléculas de clorofila unidas entre sí por proteínas que las fijan 

fuertemente sobre la membrana tilacoidal. En cada complejo también existen cantidades 

variables de pigmentos accesorios, los carotenoides, que se encuentran localizados en cada 

complejo.   

 

Dentro del complejo antena hay varias proteínas cuya función es mantener las moléculas de 

pigmento en la orientación y  posición precisas óptimas para la absorción de la luz y la 

transferencia de energía (Paniagua y Nistal, 1999). 

 

Cuando una molécula de clorofila del complejo antena es excitada, la energía es 

rápidamente transferida desde una molécula a la otra, mediante transferencia energética por 

resonancia, hasta que alcanza al par especial de clorofilas del centro de reacción. Por lo 

tanto cada complejo antena actúa a modo de “embudo”, que recoge la energía luminosa y la 

dirige hacia un único centro de reacción específico, donde se utiliza con eficiencia.      

 

La absorción de un cuanto de luz de 680 nm de longitud de onda por el PSII hace que una 

molécula de clorofila a entre en un estado excitado, haciendo que un electrón se mueva 
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desde el centro de reacción P680 hacía un aceptor plastoquinona (QB) en la superficie 

estromal; la carga positiva resultante en P680 extrae electrones del H2O para formar O2, que 

se difunde hacia el exterior, y protones, que permanecen en la luz tilacoidal y contribuyen a 

incrementar la fuerza protón- motriz utilizada en generar las moléculas de ATP (Alberts et. 

al., 1996).  

 

Después de que P680 absorbe un segundo fotón, la QB acepta un segundo electrón y capta 

dos protones del espacio estromal para generar quinona reducida (QH2). Esta última se 

disocia de su sitio de unión, en el centro de reacción del PSII y es remplazada por Q 

oxidada. La QH2, se difunde al azar en la membrana tilacoidal hasta que encuentra su sitio 

de unión en el lado luminal del complejo citocromo b/f, en donde libera sus dos electrones 

y sus dos protones hacia la luz tilacoidal, estos protones se agregan a la fuerza protón-

motriz, impulsando así el proceso de síntesis de ATP en el estroma. 

 

La transferencia de electrones desde el PSII hacia el PSI requiere plastocianina, una 

pequeña proteína que funciona como un transportador electrónico soluble, ya que los dos 

fotosistemas están separados espacialmente por la membrana tilacoidal. Entonces la 

plastocianina se difunde en la luz tilacoidal y transporta el electrón al P700 en el PSI 

(Figura 2.1). 

 

El PSII contiene dos clorofilas de centro reactivo, otras dos clorofilas, dos feofitinas, dos 

quinonas (llamadas QA y QB) y un átomo de hierro no hemo. Estas moléculas están unidas a 

dos proteínas de PSII llamadas D1 y D2. Cuando el PSII absorbe un fotón con una longitud 

de onda de 680 nm, desencadena la perdida de un electrón de una molécula de clorofila a 

P680  por lo que se genera P680
+.  

 

La escisión del H2O, que provee los electrones para la reducción de P680
+ es catalizada por 

un complejo de tres proteínas extrínsecas (33,23 y 17 kDa) que integran el complejo 

productor de oxigeno. Este complejo contiene cuatro iones manganeso (Mn) al igual que 

iones Cl- y Ca2+ unidos. Los iones de Mn unidos al complejo productor de oxigeno realizan 

un ciclo a través de cinco estados de oxidación diferentes, S0-S4.  
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En este ciclo S, un total de dos moléculas de H2O se escinden en cuatro protones, cuatro 

electrones y una molécula de O2. Los electrones del H2O son transferidos de a uno por vez, 

a través de los iones Mn y una cadena lateral de tirosinas cercada (Z en la figura 2.3.) en el 

complejo D1, al centro de reacción con P680, en donde regeneran la clorofila reducida 

(Lodish  et al., 2005). 

 

Como en el PSII, la absorción de un fotón por P700 del PSI conduce a la extracción de un 

electrón. La clorofila P700 oxidada resultante es reducida por un electrón transferido desde 

el PSII a través de la plastocianina. El electrón cedido en la superficie luminal por la P700 

se mueve hacia la superficie estromal de la membrana tilacoidal, en donde es aceptado por 

la ferrodoxina, una proteína de hierro-azufre (Fe-S). Los electrones liberados por el PSI son 

transferidos desde la ferrodoxina a través del transportador de electrones FAD, hasta el 

NADP+ para formar, junto con un protón captado desde el estroma, la molécula reducida 

NADPH, que se utiliza como fuente de energía y poder reductor, respectivamente, para 

impulsar la transformación de CO2 en almidón (Larkum et.al., 2003). 

 

 

 
Figura 2.1. Resumen del proceso de la fotosíntesis en el alga verde que utiliza dos fotosistemas, el PSII y el 
PSI, durante el flujo electrónico lineal. Las flechas en azul indican el flujo de electrones, las flechas en rojos, 
los protones (Lodish et al., 2005). 
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 Figura 2.2. Flujo de electrones, formación y liberación del oxígeno 
en el cloroplasto del PSII  (Lodish et al., 2005).  

 

Fotosíntesis en Rhodobacter sphaeroides 

 

Las bacterias púrpuras presentan bacterioclorofila a o b, absorben luz en la banda 

correspondiente a la bacterioclorofila (400-950 nm), también absorben luz de una segunda 

región entre los 400 y 500 nm, debido a la presencia de los carotenoides responsables del 

color rojo, púrpura o marrón de las bacterias fotótrofas. Estos pigmentos protegen a las 

bacterias del efecto tóxico de la foto-oxidación y además transfieren la energía absorbida a 

la bacterioclorofila. Invaginaciones de la membrana proporcionan espacio para la 

localización del aparato fotosintético.    

 

Un elemento esencial del aparato fotosintético es el centro de captación de la luz (CL), que 

incluye más del 90% de la bacterioclorofila, conjuntamente con carotenoides y muchas 

proteínas. Estos centros transfieren la energía luminosa a los centros de reacción. Cada 

centro de reacción esta asociado entre 20 y 40 centros de captación de la luz.  
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El centro de reacción denominado P870, es un complejo que incluye 4 moléculas de 

bacterioclorofila, de las cuales dos de ellas son activas fotoquímicamente, 2 moléculas de 

bacteriofeofitina (bacterioclorofila libre de magnesio) y una proteína con tres subunidades 

diferentes.  

 

Este centro de reacción se encuentra asociado a un complejo de hierro-ubiquinona, estos 

dos complejos integrados en la membrana, se encuentran asociados a otro complejo, 

también anclado en la membrana, denominado citocromo bc1. Al aparato fotosintético 

pertenece también la ubiquinona y el citocromo c2, moléculas que se mueven libremente en 

la membrana (Margalith, 1992). 

 

En presencia de luz, cada quanto absorbido provoca que un electrón se transloque del par 

de bacterioclorofilas activas del centro de reacción a la bacteriofeofitina, vía una 

bacterioclorofila secundaria, pasando posteriormente al complejo ubiquinona-hierro. De 

aquí, el flujo de electrones sigue vía complejo citocromo bc1 y citocromo c2, el cual vuelve 

a reducir otra vez al complejo P870. 

 

Este transporte de electrones cíclico genera un gradiente de protones en la membrana, 

estimándose que por cada electrón que circula son expulsados al exterior dos protones que 

son utilizados para generar ATP mediante la ATP sintetasa (Figura 2.3). 
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Figura 2.3. Representación esquemática del aparato fotosintético en la membrana intracitoplasmática de la 
bacteria púrpura (Schulten K, 1999).  
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La utilización de la luz por la bacteria fotosintética no-sulfurosa tiene como resultado la 

generación de ATP y no la de poder reductor. Por ello la necesidad de una fuente de poder  

reductor usada en NAD+ para generar NADH, la fuente de poder reductor puede ser un 

compuesto inorgánico reducido de azufre o compuestos orgánicos como donadores de 

electrones (White, 2000). 

 

2.3 PRODUCCIÓN BIOLÓGICA DE HIDRÓGENO 

 

Microalgas verdes 

 

La habilidad del alga verde de generar fotosintéticamente hidrógeno molecular fue 

descubierta a principios de 1940 por Hans Gaffron, quien observó que bajo condiciones 

anaerobias en oscuridad, el alga verde usa el H2 como donador de electrones en el proceso 

de fijación de CO2 o desarrollar hidrógeno en condiciones de luz. Las observaciones de 

Gaffron se han extendido a varias especies más de algas, entre ellas Chlamydomonas 

reinhardtii y Scenedesmus obliquus  entre otras (Gaffron y Rubin, 1942)  

 

La producción de hidrógeno por medio de las algas verdes requiere de un periodo de 

minutos a un par de horas en condiciones de anaerobiosis en oscuridad. Estas adaptaciones 

aparentemente inducen la biosíntesis o activación de una enzima, la hidrogenasa, la cual 

realiza una reacción química reversible en donde reduce los protones (H+) a hidrogeno 

molecular. Esta se localiza y lleva a cabo su función en el estroma del cloroplasto en el 

interior del alga verde (Melis y Happe, 2001). 
 

La hidrogenasa es una enzima muy sensible al oxigeno; una concentración <2% de este gas 

ocasiona su desactivación y por consiguiente impide se lleve a cabo el proceso de 

producción de hidrógeno. La privación del nutriente azufre en el alga verde causa una 

inhibición reversible en la actividad de la producción de oxigeno durante la fotosíntesis 

(Figura 2.4). 

 

La falta de azufre en el medio de crecimiento afecta de manera negativa la biosíntesis de 

proteínas D1/33 kDa provocando un desacoplamiento en las funciones de oxidación del 

agua. Esta privación de azufre reduce la actividad fotoquímica del PSII ocasionando que la 
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cantidad de oxigeno disminuya y sea consumido en el proceso de la respiración del alga. 

Por lo tanto, se obtiene un cultivo de algas en condiciones anaerobias en donde se efectúa la 

producción de hidrógeno (Happe et at., 2002). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2.4. Proceso de producción de hidrógeno en algas verdes unicelulares 
(Akkerman et at., 2002).  

 

El proceso de privación de azufre con producción de hidrógeno se mantiene por un periodo 

de 60 horas aproximadamente, al parecer es un evento reversible y reproducible en los 

cultivos de C. reinhardii, organismo en donde se han realizado los ensayos. Posteriormente 

las algas vuelven a condiciones normales de fotosíntesis, donde se genera el almidón, el 

cual se cree que sostiene la producción de hidrógeno. Después el cultivo de algas regresa de 

nuevo a condiciones anaerobias para continuar con dicha producción (Melis et a., 2002). 

 

Entonces, el proceso de producción de hidrógeno fotosintético emplea los electrones 

generados por la oxidación del agua en el fotosistema II (proceso también llamado 

“biofotólisis”).  Con la energía luminosa estos electrones son transferidos a través de la 

membrana tilacoidal por la cadena transportadora de electrones hasta la ferrodoxina, quien 

es el donador fisiológico de electrones para la hidrogenasa, que se encarga de combinar 

estos electrones con protones (H+) del estroma para formar y liberar el hidrógeno molecular 

(H2). Durante este proceso también se genera ATP, asegurando así las funciones en el 

interior de la célula (Figura 2.5). 
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 Figura 2.5. Esquema general de producción de hidrógeno en la célula del alga verde 
Chlamydomonas reinhardtii (Happe et al., 2002).   

 

Además la ausencia de CO2 favorece la producción de H2 mediada por la luz, debido a que 

los electrones normalmente usados para la fijación del bióxido de carbono son empleados 

en el proceso de generación de gas hidrógeno (Melis, 2002). 

 

Bacterias fotosintéticas 

 

La habilidad de fijar nitrógeno en Rhodobacter sphaeroides es debido a la presencia de una 

enzima llamada nitrogenasa. Además esta enzima esta asociada principal o completamente 

con la producción de hidrógeno, siempre y cuando no este presente el nitrógeno molecular. 

El nitrógeno molecular es el sustrato natural de la nitrogenasa, pero inhibe la producción de 

hidrógeno por esta enzima. Cuando esta presente el N2, la reacción de fijación del nitrógeno 

predomina y la producción de hidrógeno no se realiza (Cammack y Frey, 2001). 

 

La eficiencia de operación en la nitrogenasa requiere de ATP como poder reductor y de 

ciertos controles que regulen su actividad. Un represor o inhibidor de la nitrogenasa es el 

oxigeno, el cual provoca una destrucción irreversible de la enzima.  

 

El amonio es el segundo inhibidor, utilizado frecuentemente como fuente de nitrógeno en 

los medios de cultivo de bacterias púrpuras no sulfurosas. Este reprime tanto la síntesis 
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como la actividad de la nitrogenasa. La inhibición es reversible y la enzima recobra su 

actividad una vez que el amonio sea consumido o removido. La síntesis de la nitrogenasa es 

fuertemente estimulada por la luz, resultando en un incremento en la actividad. Se ha 

observado que el diseño con luz natural (es decir, ciclos alternos de luz–obscuridad), 

provoca una mayor estabilidad en la actividad de la enzima (Eroglu et al., 1999). 

 

La presencia de la hidrogenasa es una característica común en las bacterias fotosintéticas. 

Estudios in vitro muestran que la hidrogenasa de este tipo de bacterias es capaz tanto de 

producir como de consumir H2. Sin embargo la producción de hidrógeno es atribuida 

principalmente a la nitrogenasa, por lo que la actividad de la hidrogenasa es insignificante 

en la producción del gas. La actividad de la hidrogenasa esta en función al consumo de 

hidrógeno, de tal manera que ha sido aceptada generalmente como un antagonista 

metabólico de la nitrogenasa. Por tal motivo se ha intentado crear organismos mutantes de 

bacterias fotosintéticas, en los que se elimina la capacidad de sintetizar la enzima, dichos 

experimentos tienen como objetivo mejorar la producción de hidrógeno (Vignais et.al., 

1985).          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2.6. Proceso de producción de hidrógeno en 
Rhodobacter sphaeroides (Akkerman et.al., 2002).
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Con respecto al proceso de la producción biológica de hidrógeno mediante R. sphaeroides 

se realiza de la siguiente manera; como ya se ha mencionado, esta bacteria púrpura no-

sulfurosa utiliza compuestos orgánicos, que al ser oxidados producen CO2 y electrones, 

estos últimos se incorporan en la cadena transportadora de electrones del fotosistema, el 

cual convierte la energía luminosa en ATP.  

 

Posteriormente el citocromo bc1 transfiere los electrones a la ferrodoxina y esta a su vez a 

la nitrogenasa, la cual utiliza parte de la energía del ATP para reducir los protones a 

hidrógeno molecular. Los protones también son suministrados en parte por la oxidación de 

los compuestos orgánicos y otros tantos son proporcionados por la acción de la ATP 

sintetasa. En este caso la hidrogenasa funciona principalmente en dirección del consumo de 

hidrogeno, es decir, produciendo protones (H+) y electrones (Figura 2.6). Por tanto, la 

cantidad neta de producción de hidrógeno es la cantidad producida por la nitrogenasa 

menos la consumida por la hidrógenasa (Miyake y Kawamura, 1987).  
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2.4  CLASIFICACIÓN DE LOS PROCESOS BIOLÓGICOS EN LA 

GENERACIÓN DEL HIDROGENO 

 

Distintos grupos de microorganismos participan en la generación del hidrógeno. Abajo se 

muestra una lista con los grupos de organismos involucrados en la producción de este 

energético.   

 
 

CLASIFICACIÓN 

 

NOMBRE DE LOS MICROORGANISMOS 

 

 

Algas verdes 

 

Chlamydomonas reinhardtii 

Scenedesmus obliquus 

 

 

Chlamydomonas moewusii 

 

 

Chlorella fusca 

 

 

 

Cianobacterias 

 

Anabaena azollae 

Nostoc muscorum 

 

 

Anabaena variabilis 

Nostoc spongiaeforme 

 

Anabaena cylindrica 

Westiellopsis profilica 

 

 

 

Bacterias Fotosintéticas 

 

Rhodobacter sphaeroides 

Rodopseudomonas sphaeroides 

Rhodospirillum rubnum 

Chloroflexu aurantiacus 

 

 

Rhodobacter capsulatus 

Rodopseudomonas palustres 

   Chromatium sp. Miami PSB 1071 

Thiocapsa roseopersicina 

 

 

Rhodobacter sulidophilus 

Rodopseudomonas capsulata 

Chlorobium limicola 

Halobacterium halobium 

 

 

 

Bacterias Fermentativas 

 

Enterobacter aerogenes 

Clostridium pasteurianum 

Citrobacter intermedius 

 

 

Enterobacter cloacae 

Desulfovibrio vulgaris 

Escherichia coli 

 

 

Clostridium butyricum 

Magashaera elsdentii 

 

 

 

Tabla 2.1. Microorganismos usados en la producción de hidrógeno (Das y Veziroglu, 2001). 

 

Los microorganismos involucrados en la producción de hidrógeno biológico son 

clasificados en dos grupos:  

 

Microorganismos Fermentativos: Comprende bacterias anaerobias  facultativas u obligadas. 

La producción de hidrógeno por estas bacterias se efectúa en condiciones de oscuridad y 

requieren de un sustrato rico en carbohidratos para tal producción (Hawkes et. al., 2002). 
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Microorganismos Fototróficos: Se encuentran las algas verdes, capaces de utilizar la luz 

como fuente de energía  y el bióxido de carbono como fuente de carbón y las bacterias 

fotosintéticas, consideradas fotoheterotróficas, ya que además de aprovechar la energía 

luminosa requieren de compuestos orgánicos como fuente de carbono para llevar a cabo la 

producción de hidrógeno (Miura et al., 1995).  

 

La clasificación de los procesos en este último grupo se explica de la siguiente manera:  

 

1.- Biofotólisis del agua por medio de algas verdes.  

2.- Fotodescomposición de compuestos orgánicos por bacterias fotosintéticas.  

3.- Sistemas híbridos usando grupos distintos de microorganismos. 

 

1.- Biofotólisis del agua por medio de algas verdes 

 

Este método usa el proceso de fotosíntesis de las algas verdes,  pero adaptado en parte a la 

generación de gas hidrógeno. La fotosíntesis involucra la absorción de la luz por dos 

fotosistemas que trabajan en serie: El fotosistema II (PSII) que rompe la molécula del agua 

y libera oxigeno y el fotosistema I (PSI) en donde se reduce el CO2 en forma de almidón. 

Ambos fotosistemas trabajan en conjunto y dos fotones provenientes de la luz (uno por 

fotosistema) son usados para remover cada electrón del agua y usarlo en la reducción del 

CO2 o mediante la ferrodoxina (Fd), un transportador de electrones que los lleva hacía la 

enzima hidrogenasa para la formación de hidrógeno, como se muestra en la figura 2.7.  
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Figura 2.7. Proceso de biofótolisis. Dibujo esquemático de las reacciones de  luz – oscuridad que ocurren 
en el cloroplasto de la microalga verde (Mertesn y Liese, 2004). 

 

2.- Fotodescomposición de compuestos orgánicos por bacterias fotosintéticas 

 

Las bacterias fotosintéticas utilizan la energía luminosa para romper los enlaces de carbono, 

liberando electrones que son transportados por la ferrodoxina hasta la nitrogenasa que es la 

enzima encargada de formar el hidrógeno, como se muestra a continuación, usando acetato 

como ejemplo de sustrato: 

 

C2H4O2                         Ferrodoxina                  Nitrogenasa                   H2 

 

La bacteria fotoheterótrofa es considerada como un sistema biológico óptimo para la 

producción de hidrógeno debido que posee las siguientes características:  

 

- Alta producción teórica en la conversión de los sustratos. 

- Utiliza un amplio espectro de luz.  

- Consume una gran variedad de sustratos. 
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3.- Sistemas híbridos usando grupos distintos de microorganismos 

 

Los sistemas híbridos enfocados en incrementar la producción de hidrógeno, se caracterizan 

por el uso de microorganismos pertenecientes a grupos taxonómicos diferentes. Hasta 

ahora, se han empleado sistemas híbridos comprendidos por bacterias fotosintéticas y 

bacterias no fotosintéticas. El proceso consiste en el uso de bacterias no fotosintéticas para 

degradar los carbohidratos usados como sustrato sin necesidad de luz por medio de 

digestión anaerobia, el producto obtenido de dicha degradación son ácidos orgánicos como 

el acetato o el malato que son usados como fuente de electrones en la producción de 

hidrógeno por las bacterias fotosintéticas (Hallen y Benemann, 2002).  
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3.-  FLUORESCENCIA in vivo DE LA CLOROFILA a  

 

La fotosíntesis es el proceso mediante el cual plantas, algas, cianobacterias y bacterias 

fotosintéticas convierten la energía radiante a una forma química estable. El proceso de esta 

transducción es complejo, involucra diversos mecanismos físicos y químicos,  además de 

muchos componentes. El proceso inicia cuando un pigmento absorbe la energía de un fotón 

y entra a un estado electrónico de excitación, existen esencialmente cuatro rutas para 

regresar a un estado basal o estable; i) reacciones fotoquímicas en las cual el electrón 

excitado abandona la molécula de pigmento y entra en la cadena transportadora de 

electrones, como ocurre en las clorofilas especificas de las clorofilas en el centro de 

reacción. ii) disipación de calor, el electrón excitado regresa a su estado basal liberando 

calor. iii) transferencia de la energía de excitación a los pigmentos adyacentes como el 

complejo antena. iv) emisión de un fotón de fluorescencia, de una longitud de onda mucho 

menor al fotón que inicialmente fue absorbido (Butler, 1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura3.1. Esquema simplificado de la cascada de 
energía del aparato fotosintético. La luz absorbida 
(ABS) crea la clorofila excitada. Parte de la energía de 
excitación es disipada, principalmente como calor (DI) 
y en menor medida como fluorescencia (F); otra parte es 
canalizada hacia el centro de reacción (TR) para ser 
convertida en energía redox (energía de conservación) 
con la simultanea producción de oxígeno a partir de la 
separación del agua. La energía redox crea el transporte 
de electrones (ET), los cuales vía fotosistema I, 
conducen finalmente a la fijación del CO2 en azucares a 
través del metabolismo (Strasser y Michael, 2005). 
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Estos cuatro procesos se encuentran en constante competencia, cuando una molécula es 

excitada, el camino con la constante en la tasa de primer orden mas grande, es la ruta que 

predomina. Para los sistemas biológicos, el rendimiento global de la fluorescencia de la 

clorofila a es usualmente bajo, in vivo la fluorescencia del fotosistema II es mayor.  

 

Las características de la emisión de fluorescencia están básicamente determinadas por los 

pigmentos de absorción, la energía de excitación transferida y la naturaleza y orientación de 

los pigmentos fluorescentes. Sin embargo, la fluorescencia también es afectada por el 

estado redox de los centros de reacción y de los donadores y aceptores del fotosistema II, 

también es sensible a distintos eventos fotosintéticos provocados por variaciones de estrés 

en el ambiente. Las mediciones de fluorescencia han sido utilizadas como un monitor para 

la caracterización y determinación de una gran variedad de eventos fotosintéticos.  

 

La fluorescencia de la clorofila a describe transientes exhibidos por los organismos 

fotosintéticos bajo diferentes condiciones, que en su análisis proporcionan información 

acerca de la estructura, conformación y función del aparato fotosintético, en especial del 

PSII (Krause y Weis, 1991). 

 

Transientes de la fluorescencia in vivo 

 

Las primeras mediciones de la fluorescencia de la clorofila a se efectuaron en muestras de 

hojas en presencia de DCMU o con baja temperatura, estos primeros ensayos 

proporcionaron la información, de manera seccionada, acerca de la distribución de la 

energía en el aparato fotosintético. Sin embargo, en un sistema vivo todo el tiempo se emite 

fluorescencia, cuando la muestra es excitada,  la emisión es llevada a un flujo de 

información energética. Hasta ese entonces, se sabía que en una curva in vivo de la 

inducción de la fluorescencia, muestra un aumento inicial llamado paso O-P, en un tiempo 

menor de 1 segundo, por encima de varios segundos dependiendo de la intensidad lumínica, 

se tenía un decremento subsecuente llamado paso P-S, ocurriendo en el mismo rango de 

tiempo, de segundos a minutos con distintos pasos intermedios.  
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La parte del paso O-P se acepta como transientes, donde refleja que los centros de reacción 

se encuentran cerrados (considerados como equivalentes de la reducción de la QA) y no hay 

cambios conformacionales, es decir, sin cambios en las constantes de la tasa de des-

excitación de las clorofilas del complejo antena, que se asume ocurre en este corto tiempo 

(Dau, 1994).  

 

En el paso de los transientes P-S refleja un estado de transición, hay cambios 

conformacionales inducidos por la prolongación de la iluminación y se afectan las 

constantes de la tasa de des-excitación, así como también ocurren cambios de la fracción de 

los centros de reacción que se encuentran cerrados.  

 

Se ha reconocido que el incremento de la fluorescencia en el paso O-P no es monofásica, 

sino que se presentan uno o dos intermediarios entre el paso de O y P. Sin embargo, la 

forma detallada sobre las señales de un transiente polifásico en la fluorescencia, fue 

reconocida con un instrumento de alta resolución llamado fluorómetro-PEA (Plant 

Efficiency Analyser, construido por Hansatech Instruments Ltd. King's Lynn Norfolk.), el 

cual proporciona datos muy bajos en tiempo, de cada 10 μs en los primeros 2 ms y cada 1 

ms posteriormente, que fueron ubicados en una escala de tiempo logarítmica (Srivastava et 

al., 1995). 

 

El aumento de la fluorescencia de la clorofila a exhibe al inicio de la fase O (F0) un paso J a 

los 2 ms y un paso I alrededor de los 20 a 30 ms y un máximo denominado paso P (FP), así, 

la secuencia de los transientes anteriores son etiquetados como O-J-I-P. En ciertos casos se 

han observados más pasos y han sido etiquetados según el orden alfabético, por ejemplo, un 

paso K o un paso H, como se ha encontrado en corales y foraminíferos, cada paso es 

seguido temporalmente por un decremento en la fluorescencia.  
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Figura 3.2. Incremento polifásico de la fluorescencia de la clorofila a (OJIP) exhibida en plantas. Los 
transientes se encuentran en una escala de tiempo logarítmica de 50 μs a 1 s. Los puntos señalados son los 
parámetros usados en el test de JIP. Las señales; intensidad de la fluorescencia F0 a los 50 μs, intensidad de la 
fluorescencia FL a los 150 μs, intensidad de la fluorescencia FK a los 300 μs, intensidad de las fluorescencias FJ 
y KI a los 2 y 30 ms, respectivamente y la intensidad de la fluorescencia máxima Fp=FM en tiempo denotada 
como tFmax (Srasser, et al., 2000).  

 

Los transientes de la clorofila a conocidos como los transientes de Kautsky consisten en un 

aumento completo en menos de un segundo y subsecuentemente en una lenta disminución a 

un estado estable. Este rápido aumento, es generalmente aceptado como la acumulación de 

la forma reducida del aceptor primario quinona, QA, es decir, es el cierre de los centros de 

reacción, los cuales son el resultado neto de la reducción de QA debido a la actividad del 

fotosistema II y la reoxidación de QA
- a causa de la actividad del fotosistema I (Lazár, 

1999).  
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Cuando la muestra fotosintética permanece en la oscuridad por unos minutos, las quinonas 

A estan oxidadas, por lo tanto, todos los centros de reacción están abiertos, entonces, el 

rendimiento de la fluorescencia al inicio de la iluminación se denota como F0 (fluorescencia 

mínima).  

 

Al iluminar los cloroplastos el rendimiento máximo FP al final del incremento rápido de la 

fluorescencia de la clorofila a, depende del balance alcanzado de la oxido-reducción, esta 

adquiere el valor máximo posible, denotado como FM, sí la iluminación es lo 

suficientemente fuerte para asegurar que todos los centros de reacción se cierren (Scheiber 

et al., 1995)  

 

Se ha observado que los transientes (OJIP) reflejan el estado de reducción de la cadena 

transportadora de electrones, esquema Z en la Figura 3.3. La fase OJ es la parte fotoquímica 

de los transientes hasta la reducción de QA, esta cinética depende fuertemente de la 

intensidad luminosa. La fase JI es una reducción paralela del pool de plastoquinona (PQ), y 

la fase IP depende de la actividad del fotosistema I, que representa la reducción del pool de 

ferrodoxina (fd) en presencia de la reductasa inactiva Ferrodoxina-NADP+ (Joshi y 

Mohanty, 1995).   
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Figura 3.3. Cinética de la fluorescencia; la primer fase (O-J) corresponde a la completa reducción del 
aceptor primario, QA, la segunda fase comprende la liberación de la fluorescencia durante la fase J-I que 
es controlada por el lado donador del PSII (capacidad de separación del agua), la fase I-P es la 
liberación de la fluorescencia por el pool de plastoquinonas oxidadas (Joshi y Mohanty, 1995). 

 

 

Los transientes OJIP también revelan distintas bandas encubiertas en la cinética de 

fluorescencia, las cuales proporcionan de mucha más información que el OJIP original. La 

principal información derivada de cada banda es concerniente a; la QA, el aceptor quinona 

primario que se encuentra oxidado; p2G, la probabilidad total de agrupamiento dentro de la 

antena del PSII; OEC, el complejo productor de oxígeno; QB
- el aceptor de quinona 

secundario  que se encuentra reducido (con un electrón); QB2
-, el aceptor de quinona 

secundario que esta reducido (con dos electrones); QBH2, el aceptor de quinona secundario 

protonado; ECred, el transportador de electrones completamente reducido.   

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3.4. Se muestra el transiente, el tiempo y la información en que se presenta cada banda 
en la cinética de fluorescencia de la clorofila a (Srasser, et al., 2000).  
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El principio de la inducción de la fluorescencia, esta basado en los siguientes  parámetros 

biofísicos, referidos en tiempo cero; a) el flujo especifico de energía (por centro de 

reacción, RC) por absorción (ABS/RC), la energía atrapada (TR0/RC), disipación (DI0/RC 

= ABS/RC – TR0/RC) y el transporte de electrones (ET0/RC), b) la proporción de flujo o 

rendimiento, nombrada como rendimiento máximo de energía de la fotoquímica primaria 

(φP0 = TR0/ABS), la eficiencia (ψ0 = ET/TR0) con el cual, un exitón atrapado puede mover 

un electrón a la cadena transportadora de electrones más allá de QA
- y el rendimiento 

energético del transporte de electrones (φE0 = ET0/ABS =   φP0 x ψ0), c) el flujo de energía 

fenomenológico (excitado por cross-section, CS) por absorción (ABS/CS), la energía 

atrapada (TR0/CS), disipación (DI0/CS) y el transporte de electrones (ET0/CS).  

La cantidad de centros de reacción activos del PSII excitados por cross-section (RC/CS) 

también se deriva del test de JIP. Los cálculos del flujo fenomenológico están basados 

sobre el flujo de ABS/CS, el cual se determina directa (como Chl/área o Chl/peso seco o 

Chl/proteína) o aproximadamente por F0 0 FM.  

 

Estudios han comprobado que la forma OJIP de los transientes cambia drásticamente 

después de un tratamiento de calor, especialmente si la producción de oxigeno es inhibida, 

de esta forma, las pasos J e I pueden o no desaparecer, y se observa el paso K en un pico de 

300 a 400 μs. Después del paso K la intensidad de la fluorescencia decrece, al parecer este 

resultado proviene solamente de la posible separación de cargas cuando el complejo 

productor de oxígeno es completamente destruido, debido a que la tirosina (Tyrz) es capaz 

de proporcionar sólo un electrón (Guissé et al., 1995).  

 

Se ha sugerido que el paso K esta relacionado con la inactivación del complejo productor 

de oxígeno, conduciendo a un desequilibrio entre el flujo de electrones dejados por el lado 

aceptor del centro de reacción y el flujo de electrones que provienen del lado donador, esto 

ha sido asociado en especies con alta producción de fluorescencia (se especula que puede 

ser la feofitina, Pheo-) actuando como precursor de la quinona A (QA).     

 

En muestras de algas verdes Haematococcus lacustris sin tratamiento de calor, en donde 

fueron extraídos los complejos productores de oxígeno y previo dos eventos de destellos al 

estado S3 antes de iniciar con la iluminación, se presenta un aumento de la fluorescencia, 
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dando como resultado la aparición del paso K. Se sabe que el estado S3 es un menor 

donador de electrones que el estado S1, el cual es predominante en muestras adaptadas en 

oscuridad (el estado S3 y S4 es 15 veces más lento que el estado S1 y S2).  

 

De acuerdo con los resultados del experimento, las simulaciones de los transientes O-K-J-I-

P, muestra que el flujo de electrones del agua a Yz es mucho menor que de Yz al P680+, 

limitando el paso del flujo que se encuentra en el complejo productor de oxígeno. Con la 

escisión del complejo productor de oxígeno, la donación de electrones se ve facilitada, sin 

embargo, existe una limitación debida a la disponibilidad altamente reducida de electrones 

(Srivastava et al., 1997).  

 

Parece que la activación e inactivación del complejo productor de oxígeno es un 

mecanismo común de regulación in vivo en determinadas condiciones, esto se deduce por la 

manera en como el manganeso se une a este complejo. La información del paso K en el 

lado donador y el periodo de 4 oscilaciones S en el complejo productor de oxígeno, son 

señales de los transientes de fluorescencia de la clorofila a y son utilizados para posteriores 

investigaciones del PSII empleando la prueba de JIP (Strasser y Strasser, 1998).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



_____________________________________________________________________________Antecedentes 

3. ANTECEDENTES 

 

Los trabajos abajo mostrados han sido revisados, presentados en este apartado para que el 

lector se familiarice con la importancia y el desarrollo tecnológico alrededor del 

biohidrógeno. Esta sección se encuentra dividida en tres partes, la primera se refiere a 

trabajos con respecto a investigaciones en las microalgas verdes, la segunda comprende 

ensayos que corresponden a trabajos con la bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides 

y para finalizar, trabajos revisados sobre el uso de la fluorescencia in vivo de la clorofila a 

para el estudio del proceso fotosintético. 

 

Weaver y colaboradores (1980) al realizar una compilación de trabajos sobre la 

fotoproducción biológica de hidrógeno, encuentran que las bacterias fotosintéticas son 

capaces de utilizar compuestos orgánicos o sulfurosos como dadores de electrones para 

dicha producción.  También realizaron un estudio donde se experimento con el alga verde 

del genero Scenedesmus, la cual fue incubada en condiciones anaerobias y presencia de 

hidrogeno por varias horas en oscuridad, se observó que las células se adaptaban a estas 

condiciones y posteriormente producían hidrógeno. 

 

Ghirardi y Liping (2000) examinaron los procesos biológicos por los cuales el alga verde 

Chlamydomonas reinhardtii efectua la producción de hidrógeno. Lo cual implica la 

separación temporal y espacial del hidrógeno y el oxigeno provenientes del agua. En una 

primera etapa las algas son manejadas en condiciones normales en donde producen 

carbohidratos como el almidón, posteriormente son llevadas a sistemas de fotobioreactores 

donde realizan la generación del gas hidrógeno mediada por la luz en condiciones 

anaeróbicas y sostenida, según los autores por los carbohidratos producidos y acumulados 

por el alga verde. Los investigadores sugieren un segundo proceso para  producción de 

hidrógeno, en el cual el oxigeno y el hidrógeno se podrían generan simultáneamente, en 

este caso la hidrogenasa, enzima que se encarga de formar el hidrógeno, requiere ser 

modificada molecularmente para que fuera tolerante al oxigeno y el que se va produciendo 

se utiliza de modo inmediato para la generación o producción constante de hidrógeno.  
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Laurinavichene y colaboradores (2002) modificaron el proceso tradicional de privación de 

azufre para el alga verde Chlamydomonas reinhardtii, en este proceso el cultivo de algas 

pasa por centrifugación, luego por un proceso de enjuague para eliminar al azufre contenido 

en el medio de cultivo, posteriormente el cultivo se trasladaba a un medio sin azufre. En 

este trabajo se prueban dos procedimientos de privación de azufre en el alga verde. El 

primero consta de una disolución del cultivo utilizado para que se desarrollen las algas, este 

paso se realiza hasta eliminar por completo el azufre. Un segundo  método que fue más 

eficiente que el anterior, es un medio libre de azufre en donde se usa MgCl2-6H2O en vez 

de MgSO4-7H2O, de esta manera se logra sustituir de la molécula el azufre por el cloro, 

posteriormente las algas fueron depositadas en este cultivo y se observo que ellas podían 

producir el hidrógeno. Con este ultimo proceso se efectuó un desarrollo en la producción de 

hidrógeno de manera económica y en un menor tiempo. 

 

Dante y colaboradores (2004) trabajaron con la microalga verde Chlamydomonas 

reinhardtii bajo condiciones de estrés, se realizó una serie de cuatro experimentos que 

consistían en modificar el tiempo de exposición a los factores de iluminación y oscuridad 

en presencia o ausencia de aire. Los resultados fueron que en el experimento tres en donde 

el alga fue sometida a condiciones de oscuridad por 48hrs sin oxígeno produjo 1.3 ml de 

hidrógeno por litro de medio de cultivo de algas, cantidad que supero a los demás 

experimentos. Los autores de este trabajo hacen notar que el resultado obtenido bajo dichas 

condiciones podría deberse a la participación de otros factores que se desconocen del 

metabolismo en la oscuridad del alga o también puede deberse por un incremento de 

almidón contenido en las células durante las primeras 24 hrs después de la privación de 

azufre, agregando así el autor que es posible que este polisacarido participe en regular la 

producción de hidrógeno.    

 

Dante (2005) investigó la posibilidad de aplicar de manera directa  la energía del hidrógeno  

producido por el alga verde Chlamydomonas reinhardtii mediante una celda de 

combustible. Esta celda de combustible fue utilizada en primer lugar como detector del gas 

hidrógeno que producía el alga, posteriormente el gas producido sería transformado en 

electricidad a través de la celda de combustible. En los resultados se obtuvo que 100 m3 de 

medio de cultivo proporcionaron en promedio 240 W durante un periodo de 100 hrs.  
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Basado en sus resultados el autor argumenta sobre mejorar la eficiencia de conversión de la 

energía solar a energía química de hidrógeno presente en el alga verde, de ser así se podrían 

obtener mejores resultados en dicha producción para ser aprovechada como electricidad. 

 

Melis y Melnicki (2006) realizaron un ensayo en el cual desarrollaron un sistema de 

producción de hidrógeno de manera integral, basados en la intensidad lumínica, donde el 

alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii utiliza la porción visible del espectro solar, 

acoplada en un co-cultivo, con la bacteria púrpura Rhodospirillum rubrum, que emplea la 

porción cercana al infrarrojo del espectro solar. Los autores proponen que los productos 

metabólicos de ambas especies y la biomasa de estas, pueden utilizar para la posterior 

generación de hidrógeno por la bacteria fermentativa Clostridium pasteurianu. Los 

resultados fueron que en 30 µmol fotones m-2 s-1 R. rubrum acumula biomasa más rápido 

que la microalga. En 90 µmol fotones m-2 s-1 R. rubrum de nuevo acumula biomasa de 

manera más rápida en comparación con C. reinhardtii, sin embargo la bacteria fotosintética 

se torna de un color amarillento, debido a que la bacteria adquiere cromatóforos asociados 

con el aparato fotosintético. A 150 µmol fotones m-2 s-1 ahora C. reinhardtii acumula 

biomasa más rápido que la bacteria fotosintética. De esta manera, se concluye que es 

posible obtener un co-cultivo de ambas especies en un mismo medio, considerando que 

solo se pretende obtener biomasa donde se produzcan ácidos orgánicos que sean empleados 

en la fermentación con  C. pasteurianu y sean utilizados en la generación de hidrógeno. 

 

Esper y colaboradores (2006) publican un ensayo, donde plantean dos estrategias a través 

de las cuales es posible la generación biofotolítica de hidrógeno. La primera, consiste en 

una ingeniería natural, la reproducción en si de los sistemas biológicos. Las algas verdes 

pueden ser consideradas como un importante modelo donde se pueden acoplar los procesos 

fotosintéticos y generadores de hidrógeno. Sin embargo, esta integración presenta una alta 

ineficiencia, debida a que la separación del agua se presenta en condiciones anaeróbias, que 

no son condiciones naturales para las algas unicelulares. La segunda estrategia, 

mecanismos semi-artificiales, su objetivo esta dirigido en la inmovilización de los 

componentes en el proceso fotosintético, llevando a cabo modificaciones en el PSII, donde 

se realice sin complicaciones la separación del oxígeno y el hidrógeno. Estos mecanismos 

ayudarían a diseñar y optimizar los componentes en el flujo de electrones entre el PSI y el 

PSII.  
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Kosourov y colaboradores (2007) realizan una comparación en la producción de hidrógeno 

mediante la privación de sulfuros en Chlamydomonas reinhardtii. Se demuestra que la 

ausencia de compuestos azufrados en C. reinhardtii es capaz de prolongar la fotoproducción 

de hidrógeno bajo condiciones de crecimiento fotoautrófico,  fotoheterotrófico y 

fotomixotrófico. En este último caso la presencia de acetato y bióxido de carbono son 

dispensables para una rápida inactivación del fotosistema  II e incrementar los niveles de la 

fotoproducción del hidrógeno. Para el crecimiento fotoheterotrófico, el bióxido de carbono 

es importante para la acumulación de almidón, el acetato sirve de sustrato directo para el 

proceso de respiración durante la fase aerobia en condiciones de privación del azufre. 

Finalmente, en el crecimiento autotrófico, la eficiencia en la producción de H2 puede ser 

incrementada por la alta acumulación de almidón durante la fase aerobia y utilizado durante 

la fase de consumo de oxígeno y producción de hidrógeno.  

 

Ust´ak y colaboradores en 2007, compararon dos distintos métodos de producción de 

hidrógeno: fermentativo y fotosintético ambos basados en la modalidad en tandem. Se 

probaron cuatro medios de cultivo para la producción de biohidrógeno fermentativo por 

medio de Clostridium sp. La eficiencia de transformación esta en un rango de 1.65 mol H2/ 

mol de glucosa en un medio de pectina. Los ensayos fotosintéticos con Scenedesmus 

obliquus presentaron una eficiencia de 1.5 mol H2/ mol de glucosa en un medio especifico 

para algas verde. Sin embargo, el proceso fermentativo además produce CO2 en cantidades 

bastas como 1.5-2 H2/ 1 CO2. Reiterando así, que los sistemas fotosintéticos en la 

producción de hidrógeno son más considerados con el ambiente.   

 

Das Debabrata y Veziroglu en 2008 revisaron los avances existentes en el proceso de 

producción biológica de hidrógeno. Estos tipos de procesos ofrecen técnicas a través de las 

cuales se puede utilizar biomasa para la generación de un combustible limpio como es el 

hidrógeno. Los estudios recientes están enfocados en la comprensión de los procesos 

metabólicos y modificación genética de los microorganismos participantes, así como en el 

diseño de los sistemas de birreactores y el incremento en la tasa de producción de 

hidrógeno. La producción máxima de H2 se encuentra en 7.1 moles de H2/moles de glucosa. 

Sin embargo, esta cantidad aún es insuficiente para ser comercializada. La posible solución 

puede lograse en fomentar los estudios a pequeña escala que posteriormente den paso a la 
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creación y desarrollo de plantas pilotos, con el fin de que a corto plazo esta sea una opción 

competitiva con respecto a los combustibles tradicionales.  

 

Enseguida se presentan los trabajos que abordan estudios de la bacteria púrpura no 

sulfurosa Rhodobacter sphaeroides.  

 

Miyake y colaboradores (1987) realizaron un trabajo en el cual se utilizó iluminación 

artificial en ciclos de 12 horas de iluminación – oscuridad,  que simulaba la radiación de la 

luz solar, estos métodos fueron probados en la bacteria fotosintética Rhodobacter 

sphaeroides RV para llevar a cabo la producción de hidrógeno. Como control se contaba 

con un fotobioreactor para exterior que se mantuvo trabajando durante un periodo de tres 

días en una ciudad de Japón y en el cual se observo una producción de hidrógeno de 14 a 

28 l/m2 por día, así también los investigadores notaron que este sistema depende 

directamente de la intensidad de la luz. En los fotobioreactores diseñados para laboratorio 

se demostró la posibilidad de producir hidrógeno mediante la simulación de la luz natural, 

pues se obtuvo 3.3 /lm2 por día. El estudio hace referencia sobre la importancia en las 

investigaciones que consideren la luz solar en relación a la bioproducción de hidrógeno 

para llegar a establecer modelos de fotobioreactores aplicados en exteriores que 

incrementen su eficiencia.  

 

Nakada y colaboradores (1999) realizaron una investigación donde utilizaron un 

fotobioreactor tipo panel plano, en el cual emplearon a Rhodobacter sphaeroides en la 

producción de hidrógeno, el gas obtenido se utilizo posteriormente en una celda de 

combustible para generar electricidad. El volumen del medio de cultivo en el fotobioreactor 

fue de 11 m3. El total de producción de hidrógeno fue de 140 l/m2 bajo iluminación a 107 

W/m2 durante un periodo de 100 horas y se obtuvo una salida de electricidad de 80 W. La 

eficiencia de conversión de luz a electricidad fue de 1.9%. En el trabajo se menciona que al 

desarrollar estos sistemas biológicos que conviertan el H2 a electricidad, se logrará producir 

una energía limpia y amable con el ambiente. 

 

Kondo y Arakawa  (2002) realizaron una investigación donde utilizaron un fotobioreactor 

tubular de doble capa, el cual esta compuesto por dos cámaras separadas entre si dentro del 

mismo sistema, en este reactor se trabajo con dos tipos distintos de bacterias fotosintéticas, 
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cada especie se colocó en una cámara, estas fueron: Rhodobacter sphaeroides RV y su 

mutante MTP4. La bacteria mutante fue desarrollada para demostrar el incremento en la 

producción de hidrógeno. Ambos tipos de bacterias tienen características diferentes como la 

eficacia en la  conversión de energía y el índice de producción de hidrógeno. Los resultados 

fueron que MTP4 produjo hidrógeno con mayor eficacia bajo condiciones de alta 

luminosidad, mientras que Rhodobacter sphaeroides RV lo hizo en condiciones de baja 

luminosidad. La modificación genética de los organismos productores de hidrógeno es una 

vía mediante la cual se pretende mejorar el proceso de generación de H2.  

 

En el estudio realizado por Koku H. y su grupo de trabajo (2002) sobre el metabolismo de 

Rhodobacter sphaeroides, observoron que esta bacteria púrpura sin azufre es capaz de 

llevar acabo varias rutas metabólicas alternativas como es la respiración aeróbica, la 

fermentación y el fotoautotrofismo. La versatilidad en el consumo de sustratos es una 

característica distintiva de R. sphaeroides. Sin embargo no todos los sustratos pueden ser 

útiles a la hora de emplearlos en la producción de hidrogeno. La investigación sugiere que 

los sustratos convenientes para tal fin solo son algunos como el lactato, malato entre otros 

ácidos orgánicos y la glucosa, se cree que derivados de esta como la  fructosa, almidón y 

celulosa también podían ser utilizados como sustrato en la generación de este gas como 

energético.   

 

En 2006 Redwood D. y colaboradores realizaron un ensayo para determinar si es posible la 

producción de hidrógeno en dos etapas, la primera comprende la fermentación de la glucosa 

por medio de Escherichia coli HD701, la segunda corresponde a la fotofermentación de los 

productos de residuo de la primera etapa por Rhodobacter sphaeroides 0.U. 001. La 

fermentación por E. coli produce 0.12 l/l/h (litros H2/litros cultivo/hora), sin embargo, no 

ocurrió la generación de H2 con fotofermentación de  R. sphaeroides, debido a la alta 

concentración de nitrógeno (inhibiendo a la nitrogenasa) contenida en los compuestos 

orgánicos finales de la fermentación.  

 

Eroglu I. y colaboradores en 2008 investigaron que tipos de sustratos orgánicos son los más 

convenientes para la producción de hidrógeno y la acumulación de poli-β-hidroxibutarato 

(PHB) en Rhodobacter sphaeroides O.U.001, por medio de bioreactores planos iluminados 

con luz natural. En el estudio se determino que el malato como fuente de carbón presenta la 
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mayor producción de H2, con 0.1 l/1/h, el acetato resulto ser el sustrato de menor eficiencia 

con 0.008 l/1/h y una mayor acumulación de PHB. Los resultados obtenidos en este trabajo 

son mayores con respecto a la elevada acumulación de PHB y carotenoides en condiciones 

externas al compararlos con ensayos en laboratorio, según los autores, los microorganismos 

tienden a protegerse a si mismos de las altas intensidades lumínicas formando estos 

compuestos energéticos en periodos de oscuridad.  

  

A continuación se muestran algunos trabajos revisados a cerca de la aplicación de la 

fluorescencia in vivo de la clorofila a para el estudio del sistema fotosintético en plantas y 

microalgas verdes.  

 

Strasser en 1997 menciona que las mediciones de fluorescencia in vivo en las plantas da 

como resultado una curva típica de O-J-I-P. Sin embargo, bajo ciertas condiciones de estrés 

en tratamientos con calor, se puede observar un aumento de la fluorescencia alrededor de 

los 300 μs, es decir, el transiente K, relacionado con la inactivación del complejo productor 

de oxígeno. Bajo esta hipótesis, Strasser estudió cultivos de la microalga verde 

Scenedesmus obliquus en condiciones de 44 ºC durante una hora, el resultado muestra un 

decremento de FM y un incremento en F0, así como la completa supresión de oxígeno. El 

paso K se presenta claramente y consiste en un rápido aumento a los 300 μs, seguido por un 

decremento al finalizar F0. Se concluye entonces, que la presencia del paso K depende de la 

duración y la temperatura del tratamiento para obtener un incremento significativo en la 

fluorescencia inicial por el efecto del calor en S. obliquus y el efecto obtenido es 

estrechamente parecido con el de las plantas superiores.  

 

En 2008 Dewez y colaboradores utilizan los parámetros fotosintéticos de la fluorescencia in 

vivo para estudiar la densidad celular de Scenedesmus obliquus, los cultivos de la alga 

verde fueron expuestos durante 24 horas a distintas concentraciones de isoproturon (7, 15, 

30 y 500 mg/l-1).  

Con 30 mg/l-1 de isoproturon, el rendimiento de la fluorescencia en el transiente J 

incrementa, mostrando una inhibición en el transporte de electrones del lado aceptor del 

PSII. Sin embargo, cuando se expone a S. obliquus a concentraciones mayores de 30 mg/l-1 

se encuentra un decremento en el rendimiento de la fluorescencia en el paso P. Esto podría 

indicar que el herbicida también induce la inhibición en el sistema de escisión del agua. 
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Esta idea se apoya además en la información que muestra un incremento a los 300 μs en la 

fluorescencia, donde se observa el paso K. Esta interpretación esta de acuerdo con los 

resultados de los autores, mostrando que el isoproturon incrementa el transiente J (Vj) y 

decrece el transiente P (FP0).  

 

Pospísil y Dau en 2000 estudiaron la producción de oxígeno fotosintético por medio de los 

transientes de la fluorescencia  de la clorofila en membranas del PSII. El modelo fue la 

espinaca Spinacia oleracea, de cuales se obtuvieron las membranas del PSII (partículas 

BBY). Se realizaron dos tratamientos experimentales (basados en la inhibición parcial de 

las membranas del PSII); el primero, donde se redujeron drásticamente las proteínas 17, 23 

kDa, el segundo, un tratamiento de calor a 47 ºC y la disminución del calcio, manganeso y 

cloro, además de las proteínas 17, 23 y 33 kDa. El resultado obtenido demuestra que se 

obtiene un transiente bifásico O-J y J-P, como en las curvas típicas de cianobacterias y 

algas verdes (ausentes del paso I).  Donde la fase O-J permanece sin cambios para ambos 

tratamientos y la fase J-P, decrece más para el tratamiento con calor y la reducción de los 

cofactores inorgánicos. Durante la fase O-J las QA de todos los PSII llegan a estar 

(individualmente) reducidas. La fase subsecuente de J-P refleja, probablemente, la 

reducción del pool de PQ debido al transporte de electrones -inducidos por la luz- del agua 

hacía la plastoquinona. De acuerdo con este razonamiento, el incremento en el rendimiento 

de J-P esta estrechamente relacionado (directamente proporcional) al flujo de electrones del 

agua hacía la PQ y con la producción de oxígeno mediada por luz.   

 

Tóth y colaboradores en 2007 investigaron el transporte de electrones en hojas de cebada, 

en las cuales la producción de oxígeno fue completamente inhibida por medio de pulsos de 

calor (48 ºC, 40s). Bajo estas circunstancias apareció el paso K  a los 400 μs en los 

transientes OJIP de la fluorescencia de la clorofila, reflejando la parcial reducción de QA, 

que es debida a una separación estable de cargas resultado de una donación de un electrón 

por la tirosina Z.  

Seguido del paso K, se presenta un incremento adicional en la fluorescencia ocurrido en un 

rango de tiempo entre 0.2 y 2 s (indicando la acumulación de QA
-). Se realiza un ensayo 

simultaneo de fluorescencia de la  clorofila a con una transmisión de 820 nm (para el 

estudio del PSI), los resultados demuestran que esta acumulación de QA
- se debe a que 

existen naturalmente fuentes alternas de electrones, que los ceden hacía el lado donador del 
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fotosistema II. Los autores concluyen que las fuentes donantes alternas pueden tener un 

papel protector también para el PSI en condiciones de estrés producidas por calor.  

 

En 2007 Tóth y colaboradores usaron la anaerobiosis como una herramienta para manipular 

el estado redox del pool de plastoquinona a través de la cinética de  fluorescencia de la 

clorofila a  en hojas de chícharo (Pisum sativum).  En los resultados se muestra que FJ 

(intensidad de la fluorescencia a 3 ms) esta linealmente relacionada con el área que se 

encuentra por encima de la fase OJ (los primeros 3 ms), representando la reducción del lado 

aceptor del PSII, así también FJ esta relacionada con el área sobre la fase JI (3-30 ms), que 

es equivalente a la reducción del pool de PQ. Esto significa que FJ depende de la 

disponibilidad de moléculas oxidadas de plastoquinonas unidas al sitio de QB. La relación 

linear entre FJ y las dos áreas indicadas previamente, indican que FJ no es sensible a la 

energía de transferencia entre el PSII y el complejo antena (conectividad).  

 

Oukarroum y su equipo de trabajo evaluaron los efectos de la sequía y el riego en 10 

variedades de cebada (Hordeum vulgare L.) originarias de Marruecos. Después de 2 

semanas de crecimiento, el estrés por sequía fue iniciado por 2 semanas ausentes de agua y 

seguidas por una semana de riego. Los transientes polifásicos de la fluorescencia de la 

clorofila a fueron usados para evaluar el estado del PSII,  los criterios fueron al final de la 

primera semana (sequía moderada), al final de la segunda semana (sequía severa) y al final 

de la fase de riego-recuperación. Los parámetros de la fluorescencia inicial incrementaron 

entre 50 y 300 μs (exactamente a los 150 μs), encontrándose una banda L (sequía severa), 

que proporciona información sobre una disminución de la conectividad energética entre las 

unidades del PSII y las unidades del complejo antena. También se presentaron cambios en 

el incremento durante los primeros 2 ms (Banda K), lo que coincide con una limitación 

sobre el lado donador del PSII.  

Otro parámetro analizado fue el contenido relativo de agua, este disminuyo durante el 

tratamiento en sequía variando entre 61 y 78.2 % al finalizar este periodo. Durante el 

periodo de recuperación subsecuente se encontró un incremento 65.1 y 94.1%. Los cambios 

en los transientes OJIP y respectivamente con las bandas K y L, muestran tener un valor 

predictivo con respecto a la vitalidad de las hojas y la tolerancia de las variedades al estrés 

por sequía  
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En 2008 Jiang y colaboradores evaluaron el efecto del aluminio sobre plántulas de Citrus 

grandis, donde fueron regadas diariamente durante un periodo de 5 meses con una solución 

de nutrientes en concentraciones de 0. 0.2, 0.6 o 1.6 mM de aluminio usando AlCl3-6H2O. 

El crecimiento de los brotes fue mas sensible a la toxicidad del aluminio que la raíz, así 

como el intercambio gaseoso, la concentración de clorofila y los transientes de la 

fluorescencia de la clorofila a. El análisis de la inducción de la fluorescencia sobre las hojas 

sometidas a estrés por aluminio mostraron un gran aumento en la fase O y una gran 

depresión en el paso P, acompañada por dos bandas a los 300 μs (banda K) y alrededor de 

los 150 μs (banda L).  La fase IP y el índice fotosintético se encontraron disminuidos, sin 

embargo hubo un incremento en el paso I, J y en la energía disipada. En base a estos 

resultados, los autores proponen que la capacidad del transporte de electrones se vio 

deteriorada por la falta de reducir equivalentes, estos fueron los principales factores en el 

decremento en la asimilación de CO2 en plantas tratadas con aluminio. La fotoinhibición 

inducida por aluminio ocurre en ambos lados del PSII (lado aceptor y donador) y esta 

asociada con la inhibición del crecimiento. Además hay una disminución de la absorción de 

la luz debida a la reducida concentración de clorofila inducida por la energía de disipación 

enfocada en proteger las hojas del daño foto-oxidativo en condiciones altas de luz. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Análisis en la eficiencia del proceso fotosintético en la generación de hidrógeno por 

Scenedesmus acutus y Rhodobacter sphaeroides.  

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Obtención de las cepas; Scenedesmus acutus y Rhodobacter sphaeroides   (WS8-N),  

microalga verde y bacteria fotosintética respectivamente.  

 

2. Obtención de la curva de crecimiento patrón para Scenedesmus acutus en Medio 

Basal Bold y Rhodobacter shaeroides en Medio Sistrom´s.  

 

3. Modificación del Medio del Medio Basal Bold y Medio Sistrom´s  para la 

microalga verde y la bacteria fotosintética, respectivamente. 

 

4. Obtención de la curva de crecimiento para Scenedesmus acutus en los distintos 

medios de cultivos selectivos y Rhodobacter shaeroides en Medio Sistrom´s 

modificado. 

 

5. Obtención de la tasa de crecimiento y generacional de Scenedesmus acutus y 

Rhodobacter sphaeroides, establecidos en medios basales de cultivo y medios 

modificados.  

 

6. Diseño de una metodología que permita el estudio del los fotosistema II y I de 

Scenedesmus acutus en la generación de hidrógeno.  

 

7. Determinación de la eficiencia fotosintética y respiratoria, a través del método de 

desprendimiento de oxígeno inducido por luz para Scenedesmus acutus. 

 

8. Análisis del estado del aparato fotosintético de Scenedesmus acutus a través de la 

prueba de JIP, a través de la fluorescencia in vivo de la clorofila a y medición de 

otros parámetros fotosintéticos.  
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HIPÓTESIS  

 

Las microalgas verdes como Scenedesmus acutus y las bacterias fotosintéticas tal como 

Rhodobacter sphaeroides obtienen su energía metabólica a partir de la cadena 

transportadora de electrones, este flujo de electrones puede ser aprovechado en la 

generación de hidrógeno, con el estudio de los fotosistemas (enfocado primordialmente en 

al PSII de las microalgas) a través de la fluorescencia in vivo, la velocidad de crecimiento y 

tasa generacional, la eficiencia fotosintética en el consumo y desprendimiento de oxígeno, 

se podrá determinar la eficiencia en la producción de hidrógeno.   
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

El presente trabajo esta enfocado en la utilización de la microalga verde Scenedesmus 

acutus y Rhodobacter sphaeroides, ambos, microorganismos fotosintéticos capaces de 

generar hidrógeno. De esta manera, la metodología empleada esta contemplada en dos 

secciones, cada una abarca estudios, ensayos y análisis con respecto a los organismos arriba 

mencionados. A continuación se muestra un diagrama de flujo, donde se resumen las 

actividades realizadas.  

 
Figura 5.1. Diagrama de flujo referente al trabajo realizado en la generación biológica de hidrógeno.
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5.1. ESTADO DEL ARTE 

 

Consistió en la revisión bibliográfica de libros, revistas, artículos de congresos y artículos 

en relación con: El hidrógeno, su producción y utilización, la biología de las microalgas 

verdes y bacterias fotosintéticas y como estas son capaces de producir hidrógeno. 

 

Se analizaron los trabajos con respecto a los procesos metabólicos que permiten la 

producción de hidrógeno tanto de microalgas verdes como de bacterias fotosintéticas, con 

base en ella se pudo diseñar un sistema de generación biológica de hidrógeno que utiliza la 

energía lumínica mediante el uso de ambos microorganismos fotosintéticos.  

 

Se revisaron los estudios sobre la bacteria púrpura sin azufre: Rhodobacter sphaeroides, 

que proporcionaron datos sobre los sustratos que la bacteria fotosintética puede utilizar en 

la generación de gas hidrógeno.  

 

5.2. OBTENCIÓN DE CEPAS 

 

Obtención de cultivo axénico de la cepa: Scenedesmus acutus 

 

La muestra de microalgas Scenedesmus acutus que fue proporcionada por el laboratorio de 

Zoología acuática de la Unidad de Morfosisiología de la FES Iztacala, esta se encontraba 

contaminada por la microalga del genero Chlorella, y por bacterias de genero desconocido.  

 

Para la obtención de un cultivo axénico de S. acutus, primeramente se partió del 

conocimiento sobre la proporción del genero Chlorella (forma circular) con respecto a S. 

acutus (forma ovoide) en la muestra dada. Esto se realizo a partir de una serie 4 de 

diluciones decimales de 10-1, mezclando 1 ml de la muestra con 9 ml de Medio Basal Bold.  

 

Así, se obtuvo una dilución de 10-4, en donde la serie 3, la proporción de Chlorella con 

respecto a S. acutus era de 2 por 15 células en el campo visual a 40X del microscopio 

óptico. La serie 4 de dilución presentaba con dificultad y tras barrer el objetivo sobre la 

muestra en el portaobjetos, de 2 a 3 células de S. acutus por campo visual a 40X. 
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Posteriormente se decidió aislar las células de S. acutus de la serie 3 de dilución, a partir del 

método de siembra por extensión en capa. En este método se utilizó 0.1 ml de inoculo de la 

serie 3, que fue vertido sobre Medio Basal Bold sólido en una caja de Petri, posteriormente 

este inoculo fue extendido con un asa de siembra sobre la superficie de la capa sólida de 

Medio Basal Bold. La placa se incubó una vez que aparecieron las colonias características 

de un color verde intenso (de 13 a 15 días). 

 

Una vez formadas las colonias de microalgas, también se pudo observar la presencia de 

colonias bacterianas de color rosa claro a blancas (su identificación no era necesaria para 

efectos del presente proyecto), por lo que en ensayo previos se agregó 5 ml de Penprocilina 

(Bencilpenicilina procaínica bencilpenicilina sódica) de 800,000 unidades a 250 ml de 

Medio Basal Bold. Con lo cual se logró tener placas libres de colonias bacterianas.    

 

Después, se tomó parte de una colonia con un asa siembra y fue analizada al microscopio 

óptico a 40X, la células en su totalidad eran  de forma ovoide, lo que nos indicaba que se 

trataba de S. acutus. Así, la colonia de donde se había tomado esta muestra fue resembrada 

en Medio Basal Bold líquido. Posteriormente se confirmó que se trataba de un cultivo de 

axénico de S. acutus.     

 

Obtención de la cepa: Rhodobacter sphaeroides 

 

La cepa de la bacteria fotosintética fue proporcionada por el laboratorio del Dr. George 

Dreyfus del departamento de Genética Molecular del Instituto de Fisiología de la UNAM. 

Se entregó una caja Petri con medio sólido Sistrom´s en donde crecieron colonias de 

Rhodobacter sphaeroides (WS8-N). Posteriormente se la muestra de llevada al laboratorio 

de Bacteriología en la Unidad de Investigación Interdisciplinaria en Ciencias de la Salud y 

la Educación (UIISCE), en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.  

 

Una vez en el laboratorio de Bacteriología la cepa de R. sphaeroides fue propagada en 

medio Sistrom´s líquido, el crecimiento se efectuó en tubos eppendorf con iluminación de 

lámparas incandescentes de 40 µmol fotones m-2 s-1 en periodos de luz-oscuridad de 12-12 

horas respectivamente.  
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Modificación del Medio Basal Bold 

 

La modificación del Medio Basal estuvo basada en la sustitución del macronutriente 

MgSO4-7H2O por MgCl2 en las mismas cantidades que requería su preparación. Con esto se 

consigue desacoplar el fotosistema II, reduciendo casi en su totalidad la producción de 

oxígeno, pues es necesaria la ausencia de O2 para que se active la enzima hidrogensa 

responsable de la producción de hidrógeno en el sistema (Das D. y N. Veziroglu. 2001). 

 

Posteriormente los micronutrientes también tuvieron modificaciones en cuanto a la 

ausencia de compuestos azufrados. La intención en la eliminación de estos compuestos esta 

dada en la comprobación del incremento en el desacople del PSII, considerando la 

referencia arriba mencionada.  

 

 Un tercer medio de cultivo que fue probado consistió en la sustitución del micronutriente 

ZnSO4 por ZnCl2. El cuarto medio de cultivo esta basado en la eliminación del 

micronutirnte ZnSO4, de esta forma se logra la completa ausencia de los compuestos 

azufrados en el medio basal.  

 

En resumen, se designan a estos cuatro medios de cultivo de la siguiente manera: Medio 

Basal Bold (MBB), considerado como el medio control. Medio Modificado Bold MgCl2 

(MMBMgCl2). Medio Modificado Bold ZnCl2 (MMBZnCl2) y Medio Modificado Bold 

Medio Modificado Bold sin ZnSO4 (MMBsinZnSO4).  

 

El medio no presento cambio o problema en su elaboración,  así como tampoco después de 

su esterilización. De esta manera, se prosiguió a realizar un ensayo con un inoculo de la 

muestra de 1ml sobre 25 ml de este medio modificado en un matraz Erlenmeyer de 125 ml, 

se dejó incubar en las mismas condiciones de intensidad de luz, periodo de luz-oscuridad y 

rpm. Se pudo observar que el cultivo se tornaba de un verde intenso a un tiempo muy 

similar (8 días) que el cultivo en Medio Basal Bold (ver anexo).   
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Modificación del Medio Sistrom´s para Rhodobacter  sphaeroides  
 

La modificación de este medio consistió en sustituir el macronutriente (NH4)SO4 por 

MgCl2, y MgSO4-7H2O   por MgCl2, pues la presencia de derivados de nitrógeno inhibe a la 

hidrogenasa en estas bacterias fotosintéticas. Los compuestos de sulfatos fueron sustituidos 

por la razón antes mencionada y un posterior crecimiento mutuo tanto de microalgas como 

de bacterias fotosintéticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2. Diagrama del método de preparación cuando se sustituye MgSO4-7H2O   por MgCl2. En este primer 
ensayo los cloruros son precipitados en el matraz Erlenmeyer después de la esterilización del medio de cultivo. 

La preparación de este medio no tuvo complicación alguna, sin embargo después de la 

esterilización los compuestos de cloruros se precipitaban al fondo del matraz (Diagrama 5.2 

y 5.3).  
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Figura 5.3. Diagrama del método de preparación cuando se sustituye MgSO4-7H2O  por MgCl2. Segundo ensayo, 
los macronutrientes son esterilizados por membrana millipore, los micronutrientes se esterilizan por el método 
convencional. Sin embargo, la técnica resulto complicada y propensa a contaminación del medio. 

Se realizo también un medio donde sólo se sustituyo (NH4)SO4 por MgCl2 en las mismas 

cantidades que se requieren para el crecimiento y el MgSO4-7H2O fue eliminado. Se realizó 

una prueba con este medio y R. sphaeroides creció favorablemente con este ultimo medio 

elaborado (ver anexo).   
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5.3. CURVA DE CRECIMIENTO POR ABSORBANCIA  

 

Curva de crecimiento para Scenedesmus acutus en Medio Basal Bold 

 

El desarrollo de la curva de crecimiento para S. acutus contempló que los ensayos fueran de 

la siguiente manera: Se tomó del cultivo axénico un inoculo de 1 ml (cuando este se 

encontraba de un color verde intenso, 10 días) y fue vertido en 25 ml de Medio Basal Bold, 

se utilizaron 24 matraces Erlenmeyer de 125 ml, cada uno con la cantidad de inoculo y 

Medio Basal Bold anteriormente mencionada y con un tapón de algodón recubierto por 

gasa (bajo condiciones de asepsia y aeróbicas). Esto completa una serie tres repeticiones 

por día en un periodo de ocho días.  

 

Los matraces fueron iluminados con dos lámparas fluorescentes de 30 Watts cada una,   

dispuestas a 30 cm de distancia, en un ciclo de 12:12 hrs luz-oscuridad, respectivamente. 

Los matraces estaban en condiciones de agitación a 110 rpm durante las 24 horas del día. 

 

Para la obtención de curva de crecimiento se empleo la técnica de turbidez, empleando un 

espectofotómetro modelo termospectronic Helios λ. Se realizó un primer ensayo en donde 

el espectrofotómetro hizo un barrido sobre cual era la mejor longitud de onda de absorción 

del medio de cultivo de S. acutus. El espectrofotómetro mostró tres picos de absorción, los 

cuales fueron a 645, 663 y 680 nm. La longitud de onda utilizada fue de 680 nm, misma 

que se reporta en general para las microalgas.  

 

Curva de crecimiento para Scenedesmus acutus en Medios Modificados MMBMgCl2, 

MMBZnCl2  y MMBsinZnSO4 
  

 

Las condiciones de crecimiento para llevar a cabo estos ensayos y poder realizar la curva de 

crecimiento para los Medios Modificados Bold, se realizaron en las mismas condiciones de 

incubación, así como igual número de repeticiones que el Medio Basal Bold.  

 

Se realizó un lote de tres medios modificados de cultivo para que S. acutus creciera en cada 

uno de ellos. Se utilizó igualmente un espectofotómetro modelo termospectronic Helios λ.  
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Curva de crecimiento para Rhodobacter sphaeroides en Medio Sistrom´s 

 

Para llevar a cabo la curva de crecimiento de R. sphaeroides, se requirió de incubar a la 

bacteria fotosintética en tubos eppendorf. En un tubo se agregó 1.6 ml de Medio Sistrom´s 

y 1.6 µl de vitaminas necesarias para el crecimiento de la bacteria, posteriormente se añadió 

al tubo un inoculo de 20 µl, finalmente el tubo fue cerrado.  

 

Las condiciones de crecimiento optimas para las bacterias, comprende condiciones de 

intensidad lumínica con 4 lámparas incandescentes de 40 Watts cada una a una distancia 

del cultivo de 30 cm. El periodo de luz se mantuvo durante las 24 horas del día.  

 

Se llevaron a cabo 15 series con tres repeticiones cada una, lo cual contempla que se 

efectuaron 3 mediciones con el espectrofotómetro cada 2 horas, durante un periodo de 30 

hrs. 

 

Se realizo un barrido de absorbancia a muestras anteriores en mismas condiciones, esto 

determino cual fue la mejor longitud de onda para efectuar la curva. El barrido de 

absorbancia arrojo que la mejor longitud de onda es de 660 nm, misma que es reportada en 

ensayos donde se trabaja con esta bacteria fotosintética.  

 

5.4. CURVA DE CRECIEMIENTO POR MEDIO DE LA TINCIÓN DE DAPI 

 

La técnica de DAPI (4',6-Diamidino-2-fenil indol diclorhidrato) permite llevar a cabo 

cuentas de microorganismos más exactas por la nitidez que ofrece la tinción y el mayor 

tiempo de almacenamiento del material biológico. Esta técnica es altamente específica para 

ADN nuclear, mitocondrial y cloroplastos. 

 

El material biológico a teñir, se fija con formol a 2% previamente. Lo que permite que los 

organismos queden inmóviles a la hora de realizar el conteo en el microscopio de 

epifluorescencia.  

Posteriormente, se toma una muestra en suspensión y es depositada en un embudo de 

filtración, el cual contiene una membrana de policarbonato oscuro, con un poro de 20 µm. 
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La muestra se filtra mediante el uso de vacío, después se agrega 50 µml del colorante 

DAPI, se deja reposar la membrana durante un periodo de 5 minutos.  

 

A continuación, se retira la membrana de policarbonato y es depositada sobre un 

portaobjetos, al cual se le añade previamente una gota de aceite de inmersión de baja 

fluorescencia. La membrana de policarbonato es bañada con otra gota de aceite de 

inmersión y cubierta con un cubre objetos.  

 

Si la muestra a teñir contiene una elevada densidad de microorganismos, se recomienda 

diluir la muestra con el propósito de obtener una distribución adecuada de los ejemplares en 

el embudo de filtración, se sugiere extraer una pequeña cantidad de muestra y agregar agua 

destilada estéril en proporción como se desee la dilución, según la densidad de 

microorganismos.  

 

El número final de microorganismos por campo óptico del microscopio debe ser óptimo, 

con una buena distribución sobre la membrana de policarbonato, para facilitar el conteo de 

los organismos.  

 

Se realizo una visualización previa de la muestra antes de efectuar el conteo, con la 

finalidad de corroborar la correcta densidad y no contaminación con otros microorganismos 

en la muestra.  

 

El conteo se realizó por el método de recuento por campo, donde la cuadricula del ocular es 

un campo cuadrado o una rejilla. De la rejilla, se selecciona un pequeño cuadro, en el 

interior de este se cuenta el número de individuos, cada vez que, el campo cambia se cuenta 

en el mismo cuadrito de la rejilla.  

La muestra fue revisada en movimientos de arrastre en forma de zig-zag, con el propósito 

de cubrir toda la membrana y que el conteo sea estadísticamente representativo. De esta 

manera, se estable el conteo de un número determinados de campos ópticos elegidos al 

azar, hasta obtener un total de 300 a 500 individuos por muestra.  

 

Las suspensiones utilizadas fueron cultivos de Scedesmus acutus, donde fueron cultivadas 

en Medio Basal Bold y en lote por los Medios Modificados Bold. Las muestra empleadas 
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en los conteos por la tinción de DAPI, fueron cultivos por día hasta cubrir un total de ocho 

días. Se tomó una muestra inicial de 1 ml y a partir de esta se realizaron diluciones desde 

1:10 hasta 1:1000.  

 

Por otro lado, las muestras empleadas de Rhodobacter sphaeroides, fueron cultivos de 

crecimiento de un periodo de 0 a 24 horas. Se fijó una muestra inicial de 3 ml, contenidas 

en un tubo eppendorf donde las bacterias fueron cultivadas. En este caso, se realizaron 

diluciones de 1:10 hasta 1: 10000.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.4. Diagrama de flujo de la técnica de Tinción de DAPI utilizada en S. acutus y R. sphaeroides.  
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5.5. EFICIENCIA FOTOSINTÉTICA Y RESPIRATORIA 

 

En la fotosíntesis, la energía luminosa es absorbida por la clorofila y usada en la reducción 

de bióxido de carbono a carbohidratos. Si los complejos fotosintéticos son sometidos en 

una cámara provista con bióxido de carbono e iluminación, entonces se produce oxigeno. 

El proceso respiratorio, por el contrario, da lugar a un consumo de oxígeno en la oscuridad.  

Cuando el oxigeno se acumula en fase gaseosa durante la fotosíntesis, este puede ser 

detectado polarográficamente con un electrodo tipo Clark (Walker D.1990).   

 

De este modo, se determinó la actividad fotosintética como desprendimiento de oxígeno, 

así como la actividad respiratoria como consumo de oxígeno en la microalga S. acutus.   

 

Los cuatro medios de cultivo analizados comprendieron densidades celulares de S. acutus, 

que iban desde 103 hasta 107 células/ml. Se logró estandarizar el método de análisis de 

eficiencia fotosintética y respiratoria por desprendimiento y consumo de oxígeno de la 

siguiente manera: Se empleó material celular de 107 células/ml, del cual se tomo un 

mililitro y se agrego a la cámara de reacción del electrodo tipo Clark, posteriormente se 

añadió 2 ml de Medio Basal Bold fresco (o según el caso, MMBMgCl2,  MMBZnCl2 o 

MMBsinZnSO4), se cerró la cámara de reacción con un embolo ajustando el volumen a 3 ml. 

Se realizaron tres repeticiones para cada muestra y se trabajo con el promedio de los 

ensayos.   

 

El ensayo inicia midiendo la cantidad de oxígeno consumido en la respiración, esta parte 

del ensayo se realizó en oscuridad, tapando la cámara de reacción con un paño de tela de 

color negro, el consumo de oxígeno se sigue por 15-20 minutos. Posteriormente la muestra 

se ilumina con luz saturante (3000 μE m-2s-1) a partir de una luz fría. El desprendimiento de 

oxígeno se sigue por 15-20 minutos aproximadamente. 
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Para el análisis de la eficiencia fotosintética y respiratoria por desprendimiento y consumo 

de oxígeno respectivamente, se emplea la siguiente formula:  

 

 

 

 

El resultado se expresa como: nanoátomos de O2 x hr-1.  

 

5.6. FLUORESCENCIA IN VIVO EN Scenedesmus acutus 

 

El estudio de la fluorescencia in vivo de la Chl a en Scenedesmus acutus permite evaluar el 

efecto que producen los distintos sustratos utilizados en la generación de H2 en la 

fotosíntesis. Este método es empleado como un indicador de todos los niveles funcionales 

de la fotosíntesis y reacciones fotosintéticas que participan en la producción de H2. 

 

La emisión de fluorescencia de la clorofila a del PSII para los cuatro medios de cultivo, se 

determino utilizando un flourímetro de pulso de amplitud modulada “Handy PEA 

Chlorophyll Fluorometer” (Hansatech, Reino Unido). Los ensayos fueron realizados en el 

laboratorio 115 del departamento de Bioquímica del Conjunto E de la Facultad de Química, 

UNAM.  

 

Para las mediciones de fluorescencia, se utilizó material biológico de S. acutus en cultivo 

durante 14 días, obteniendo una densidad celular de 109 células/ml. A parir de ahí se 

tomaron 5 ml de muestra de cada medio de cultivo para realizar el ensayo de emisión por 

fluorescencia de la clorofila a. Las muestras de cultivo fueron preadaptadas a oscuridad por 

un periodo de 12 horas. Se llevo a cabo una serie de cinco repeticiones por cada medición 

para cada uno de los medios.  

 

Se tomaron 100 µl de muestra de S. acutus preadaptadas a oscuridad. Posteriormente fueron 

colocados sobre un cuadro de papel filtro de 1 cm X 1 cm, con la micropipeta se 

concentraba la muestra sobre el papel. Las células de S. acutus se oscurecieron con pinzas 

(provistas de una abertura cubierta por una placa central móvil, sobre la que se adapta la 

fibra óptica a aproximadamente 10 mm de distancia), por un minuto, para lograr que todos 
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los componentes de la cadena transportadora de electrones (QA) se encuentren 

completamente oxidados (abiertos). Luego, se aplicó sobre la pinza el cabezal con la fibra 

óptica del fluorómetro, y se deslizó la lámina oscurecedora de la pinza, para permitir el 

paso de los diferentes pulsos de luz. 
 

El equipo registra las señales de los diferentes tipos de fluorescencia y calcula en forma 

automática los parámetros de fluorescencia. Los parámetros y las fórmulas son entregadas 

por el software Handy PEA- Biolyzer 5.0 (Hansatech, Reino Unido).  

 

5.7. DISEÑO Y ELABORACIÓN DEL SISTEMA DE GENERACIÓN DE H2 

 

Para el diseño del sistema generador de hidrógeno se utilizó un frasco aspirador de 900 ml, 

el cual tiene dos salidas compuestas por tubos de metal. En uno de los tubos va conectada 

una manguera de neopreno, que a su vez esta unida a un piptel conectado a un tanque de 

helio.  

 

En el segundo tubo también va sujeta una manguera de neopreno, donde pueda salir el 

oxigeno desplazado por el helio. Ambas mangueras de neopreno constan de una llave de 

paso de latón, para que se pueda regular el flujo de los gases. Todas las conexiones entre 

tubos de metal, manguera de neopreno y piptel van aseguradas con abrazaderas de metal, 

con la intención de que no existan fugas de gas en el sistema y logra un ambiente 

controlado.  

 

Se empleo el gas helio, como generador de una atmosfera anaerobia. Considerando sus 

características fisicoquímicas como: ausente de reacción con otros compuestos, gas inerte, 

no flameable,  apto para generar atmósferas anaerobias.  

 

Lamentablemente, el grosor del vidrio de los frascos aspiradores impedía la adecuada 

penetración de la luz, por lo que el cultivo en su interior no alcanzo la biomasa óptima para 

llevar a cabo el ensayo. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. CURVA DE CRECIMIENTO  

 

Scenedesmus acutus 

 

Los resultados obtenidos en la curva de crecimiento para Scenedesmus acutus por el 

método de absorbancia en los distintos medios de crecimiento fueron:  

 

En el Medio Basal  Bold, el cual no presenta modificación alguna de sus componentes, se 

obtuvo una curva de crecimiento sigmoidal tipo, donde la fase de latencia se presentó a 

partir del día de crecimiento 0 al día 2. La fase exponencial esta considerada del día 3 hasta 

el día 6, a partir del día 7 se presenta la fase estacionaria.  

 

Para el Medio Modificado BoldMgCl2 la fase de latencia se presenta del día 0 al día 2, la 

fase exponencial esta comprendida a partir del tercer día hasta el sexto día. La fase 

estacionaria, se encuentra desde el día 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1.Curva de crecimiento de S. acutus en Medio Basal Bold y Medio Modificado BoldMgCl2.  

 

 

En Medio Modificado BoldZnCl2 la fase de latencia también sucede del día 0 al día 2, la 

fase exponencial inicia del día 3 al día 6 y la fase estacionaria ocurre en el día 7.  
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En cuanto se refiere al Medio Modificado BoldsinZnSO4 los días 0 al día 2 se extiende la 

fase de latencia, del día 3 al día 6 se da la fase exponencial y a partir del día 7, la fase 

estacionaria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.2.Curva de crecimiento de S. acutus en Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4.
 

El crecimiento de Scenedesmus acutus, en cuanto a la incubación en Medio Modificado 

BoldMgCl2, Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4 no resultan de 

ser perjudiciales, pues el crecimiento celular no se ve afectado, ya que los tres medios 

modificados presentan las fases de crecimiento en los mismos días de cultivo que el Medio 

Basal Bold.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.3. Comparación de los cuatro medios de cultivo para S. acutus.  
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Análisis curva de crecimiento por absorbancia  

 

Se realizo una prueba estadística “ANOVA de dos vías” para grupos de datos 

independientes (MBB, MMBMgCl2, MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4). Los datos a comparar 

provienen de los valores de absorbancia/días de crecimiento para la microalga Scenedesmus 

acutus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.4. Análisis estadístico ANOVA para S. acutus comprado en los cuatro medios de 

cultivos.  

 

La gráfica de ANOVA muestra los días totales en que se incubo S. acutus, por lo que no 

considera el día cero como inicio del análisis.  

 

Los resultados indican que hay una interacción entre los distintos medios de cultivo. Así 

también,  una correlación entre el crecimiento y el día de incubación cuando S. acutus crece 

en los distintos medios modificados.  

 

Rhodobacter sphaeroides 

 

La bacteria fotosintética R. sphaeroides cultivada en Medio Sistrom´s  presento los 

siguientes resultados; de la hora 0 a la hora 6 se da la fase de latencia, en un periodo de 8 

horas. A partir de la hora 8 a la hora 14, la fase exponencial con un lapso de tiempo de 6 

horas, donde la hora 8 muestra el mayor crecimiento del cultivo.  
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Finalmente a partir de la hora 15 y en adelante se muestra la fase estacionaria, que se 

conserva por un periodo de 16 horas. 

 

El Medio Modificado Sistrom´s mantiene condiciones de crecimiento similares,  marcadas 

para cada una  en de las fases del crecimiento. De igual manera, se puede observa en las 

gráficas que el Medio Modificado Sistrom´s presenta condiciones óptimas para sostener 

funcionalmente el cultivo de la bacteria fotosintética.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.5. Curva de crecimiento para R. sphaeroides en Medio Sistrom´s y Medio Modificado 
Sistrom´s en un periodo de 30 hrs.  

 

Se realizo una prueba estadística “t de Student” basada en grupos de datos independientes, 

donde se compara la viabilidad observada en crecimiento de la bacteria fotosintética R. 

sphaeroides, donde se analizo a los distintos medios de cultivo, Medio Sistrom´s (MS) y 

Medio Modificado Sistrom´s (MMS).  

 

Se utilizo un nivel de intervalo de confianza de 95%.  El intervalo de confianza para 95% 

es: -0.7537 a 0.8024. Valor de P= 0.9483. Valor de P sale del rango de confianza para 95%, 

por lo que se rechaza la hipótesis nula. Es decir, no hay diferencia significativa en el 

crecimiento de Rhodobacter sphaeroides, cuando esta crece en medio MS o MMS. 
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Figura 6.6. Comparación en crecimiento de R. sphaeroides cuando se cultiva en Medio Sistom´s y 
Medio Modificado Sistrom´s. 

 

6.2. TINCIÓN DE DAPI 

 

 Scedesmus acutus 

La siguiente tabla muestra los valores del conteo (células por mililitro) para  Scenedesmus 

acutus en Medio Basal Bold y los tres medios modificados. Los resultados del análisis 

estadístico ANOVA muestran que hay un efecto significativo en los cuatro medios de 

cultivo para S. acutus, donde, si bien la interacción no es de manera total existen sólo una 

diferencia del 0.01% entre los medios analizados que considera los factores a los medios 

modificados y los días de incubación. Es decir, estos medios probados presentan el mismo 

efecto de crecimiento para el alga unicelular.  

 
Número de células/mililitro 

Cultivo Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 Día 7 

MBB 3.66 x103 7.45 x103 2.99 x104 6.09 x104 7.32 x105 1.49 x106 7.40 x106 1.55 x107 

MMB MgCl2 3.64 x103 7.39 x103 2.97 x104 6.03 x104 7.49 x105 1.52 x106 7.62 x106 1.58 x107 

MMB ZnCl2 3.61 x103 7.34 x103 2.97 x104 6.01 x104 7.46 x105 1.51 x106 7.60 x106 1.56 x107 

MMBsinZnSO4 3.59 x103 7.34 x103 2.95 x104 6.01 x104 7.45 x105 1.49 x106 7.61 x106 1.57 x107 

Tabla 6.1. Conteo de células por mililitro mediante la técnica de tinción por DAPI para Scenedesmus acutus.  
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 Rhodobacter sphaeroides 

El conteo de células por mililitro para R. sphaeroides no muestra una diferencia significativa 

entre los medios de cultivo MS y MMS, según la prueba de Student´s realizada. Lo que 

significa que, ambos medios son propicios para el crecimiento y desarrollo de la bacteria 

fotosintética.   

 

Número de células/mililitro 

Cultivo Hora 0 Hora 2 Hora 4 Hora 6 Hora 8 Hora 10 Hora 12 

MS 4.90 x106 2.43 x107 8.30 x107 8.97 x108 2.08 x109 9.79 x109 7.37 x1010 

MMS 4.88 x106 1.17 x107 6.22 x107 5.88 x108 4.69 x109 9.65 x109 7.15 x1010 

 
Tabla 6.2. Valores del conteo células por mililitro mediante tinción por DAPI para R. sphaeroides cuando se 

cultiva en Medio Sistrom´s y Medio Modificado Sistrom´s.  

 

6.3. TASA DE CRECIMIENTO  

 

Scenedesmus acutus 

 

En cuanto a la microalga verde Scenedesmus acutus en Medio Basal Bold, la velocidad de 

crecimiento se reporta con un valor de 0.55 días-1. La tasa generacional o de duplicación 

comprende un periodo de 1.26 días. En Medio Modificado BoldMgCl2 , se tiene un valor de 

0.56 días-1 en lo que se refiere a la velocidad de crecimiento y con un valor de 1.23 días que 

corresponde a la tasa generacional. Para MMBZnCl2  la velocidad de crecimiento es de 0.56 

días-1 y 1.24 días en la tasa generacional. En MMBsinZnSO4  0.56 días-1 y 1.23 días, 

corresponden a la velocidad de crecimiento y tasa generacional, respectivamente (Tabla 

6.3).  

 

  

S. acutus 
MBB MMB  

MgCl2 
MMB  

ZnCl2 

MMB 
 sinZnSO4 

 Vel. Crecimiento (días-1 ) 0.55 0.56 0.56 0.56 

Tasa Generacional (días) 1.26 1.23 1.24 1.23 

 

 

 

Tabla 6.3. Valores de velocidad  de crecimiento y tasa generacional de Scenedesmus acutus en 7 
días de crecimiento.  
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Se realizó una prueba estadística de ANOVA de “dos vías” a los datos obtenidos por medio 

de la tinción por DAPI, así según el estadístico, existe una correlación entre los medios de 

cultivo en cuanto al número de células por mililitro y el día de crecimiento, por tanto, no 

hay diferencia significativa en cuanto a la velocidad de crecimiento y tasa generacional 

cuando Scenedesmus acutus crece en cada uno de los distintos medios de cultivo.  

 

Rhodobacter sphaeroides 

 

Para Rhodobacter sphaeroides en Medio Sisrom´s, la velocidad de crecimiento contempla 

un periodo de 0.2073 horas-1, la Tasa generacional de 3.34 horas. En Medio Moodificado 

Sistrom´s, la velocidad de crecimiento y la tasa generacional es de 0.2070 horas-1 y 3.34 

horas, respectivamente.  

 

Con base en el estadístico “t de Student” de grupos de datos independientes, para cada uno 

de los ensayos, velocidad de crecimiento y tasa generacional, se puede decir entonces, no 

existe una diferencia significativa entre el Medio Sistrom´s y el Medio Modificado 

Sistrom´s. De tal manera, que la bacteria fotosintética R. sphaeroides presenta tiempos 

similares de crecimiento en ambos medios de cultivo, como se puede observar en la tabla 

6.4.   

 
R. sphaeroides Medio Sistrom´s Medio Modificado Sistrom´s 

Vel. Crecimiento (horas-1 ) 0.2073 0.2070 
Tasa Generacional (horas) 3.34 3.34 

 

 

 

Tabla 6.4. Valores sobre velocidad de crecimiento y tasa generacional de Rhodobacter sphaeroides 
 en un periodo de 24 horas.  

 

6.4. EFICIENCIA FOTOSINTÉTICA 

 

El presente apartado corresponde a la cuantificación del oxígeno generado durante el 

periodo de fotosíntesis en Scenedesmus acutus. El ensayo fue realizado con 

microorganismos en un periodo de crecimiento de 14 días, previo acondicionamiento a 

medio de cultivo fresco durante la prueba.  
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Como se ha mencionado anteriormente, la ausencia de compuestos azufrados en el medio 

de crecimiento suprimen la producción de oxígeno.  Sin embargo según los resultados 

obtenidos en esta fase, el Medio Modificado BoldMgCl2 presenta un incremento del 13 % en 

el desprendimiento de nanoátomos de oxígeno en comparación con el Medio Basal Bold.  

Adicionalmente, el Medio Modificado BoldZnCl2 y el Medio Modificado BoldsinZnSO4 

muestran un decremento en la producción de oxígeno del 20 y 40%, respectivamente 

cuando son comparados con el Medio Basal Bold.   

 

Fotosíntesis MBB MMBMgCl2 MMBZnCl2 MMBsinZnSO4 

Nanoátomos de O2 x hr-1 

Promedio 
780 840 600 480 

Desviación Estandar 103.92 103.92 103.92 103.92 

 

Tabla 6.5. Producción de nanoátomos de oxígeno durante la fotosíntesis mediante inducción de luz por 
electrodo tipo Clark. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.7. Comparativa del desprendimiento en nanoátomos de oxígeno en los distintos medios de cultivo Bold. 

6.5. EFICIENCIA RESPIRATORIA 

 

La eficiencia respiratoria esta dada por el consumo de oxígeno durante el proceso 

respiratorio, el cual se consiguió mediante la inducción a oscuridad de la muestra, 

posteriormente se realizó la cuantificación por medio de un electrodo tipo Clark. Los 
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microorganismos empleados tuvieron un periodo de crecimiento de 14 días. Así también la 

muestra fue condicionada con medio de cultivo fresco durante la prueba.  

Para el Medio basal Bold, el consumo promedio de nanoátomos de oxígeno fue de 360, en 

las tres repeticiones realizadas posteriormente se obtuvo el mismo resultado, por lo que la 

desviación estándar toma un valor de 0. En el caso del MMBMgCl2  y MMBZnCl2 no se 

aprecia consumo de oxígeno. El MMBsinZnSO4  presenta un decremento del 33.33%  con 

respecto al Medio Basal Bold.  

 

Respiración MBB MMBMgCl2 MMBZnCl2 MMBsinZnSO4 

Nanoátomos de O2 x hr-1 

Promedio 
360 0 0 240 

Desviación Estandar 0 0 0 84.85 

 

Tabla 6.6. Consumo de nanoátomos de oxígeno durante la respiración mediante inducción de oscuridad por 
electrodo tipo Clark. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.8. Comparativa del consumo en nanoátomos de oxígeno en los distintos medios de cultivo Bold. 

 

6.6. FLUORESCENCIA in vivo EN Scenedesmus acutus  

 

En el presente apartado se considera al Medio Modificado BoldMgCl2 como el medio de 

cultivo control, marcado con la línea roja en los Radar Plots, debido a que este medio 

modificado es utilizado en la generación biológica de hidrógeno, según las referencias 
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consultadas. Este plan de trabajo abarca ensayos con cultivos de Scenedesmus. acutus de  7 

a 21 días de crecimiento, en condiciones de 12 horas luz, 12 horas oscuridad.  

 

Sin embargo, al observar los resultados 

obtenidos de la fase anterior, se decidió 

realizar un ensayo de fluorescencia in 

vivo de 28 días de crecimiento de S. 

acutus, donde se llevo a cabo además la 

comparación entre los cuatro medios de 

cultivo (MBB, MMBMgCl2, MMBZnCl2 

y MMBsinZnSO4) y se analizó cual de 

estos favorecía el funcionamiento 

fotosintético en la generación de H2.    

 

La primera fase contempla ensayos en 

los cuales se estudio el aparato 

fotosintético, mediante la prueba de JIP 

con el fluorimetro Handy-PEA (Plant 

Efficiency Analyser, Hansatech 

Instruments Ltd. King's Lynn Norfolk.).  

 

Al día 7 de crecimiento de la microalga 

verde, se nota un ligero incremento del 

paso J, de 0.004 y 0.006 mV, que 

corresponden a los medios MMBZnCl2 y 

MMBsinZnSO4, respectivamente. En el paso I se tiene un incremento de 0.01 y 0.013 mV 

on respecto al medio control (Figura 6.9a).  

 que no se puede considerar un cambio determinante en los resultados 

(Figura 6.9b).  

c

 

Para el día 14 se tiene un aumento claramente visible del paso I del MMBsinZnSO4 de 0.008 

mV, se observa una variación de los datos que empalma entre las curvas de los distintos 

medios, por lo
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En el día 21 se presenta un aumento 

alrededor de 0.003 y 0.005 mV de 

MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4, para la fase 

de J a I se observa una disminución lineal 

de la fluorescencia hasta llegar a un 

punto de similitud con el paso I.  

 

A los 28 de días de crecimiento S. acutus 

presenta menores variaciones de la 

fluorescencia, entre 0.002 y 0.003 del 

MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4, 

respectivamente en la fase de J-I. Ambas 

curvas OJIP tienden a una similitud de la 

curva control (Figura 6.9c).   

 

Cuando se considera al MBB como 

medio control, se tiene una disminución 

de la fluorescencia de los tres medios modificados en el paso de O a J, donde el MMBMgCl2 

presenta el mayor decremento con alrededor de 0.004 mV con respecto al control. Del paso 

J a P son el MMBsinZnSO4 y MMBZnCl2 que se encuentran por debajo del medio control y 

del MMBMgCl2 (Figura 6.9d).  

Figura 6.9. Curvas OJIP de los distintos medios de cultivo  para 
Scenedesmus acutus a los 7 (a), 14 (b), 21 (c) y 28 (d, e) días de 
crecimiento.   

 

Los resultados obtenidos en la evaluación de los parámetros fotosintéticos de Scenedesmus 

acutus se utilizaron los datos obtenidos del software Biolyzer HP3, posteriormente con el 

software EXCEL 2003 se realizo un radar Plot donde se ilustran estos parámetros.      

 

Para Scenedesmus acutus en 7 días de crecimiento, cuando se compara al medio de cultivo 

MMBZnCl2, con respecto al medio control (MMBMgCl2), se observan parámetros 

fotosintéticos afectados como; la constante no fotosintética (Kn), el flujo de absorción 

mediante el centro de reacción (ABS/RC), el flujo de electrones por el centro de reacción 

(ETo/RC), estos tres parámetros presentan un decremento del 20%, el flujo de energía 

disipada por el centro de reacción (DIo/RC) se encuentra afectado en un 30%, la eficiencia 
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por el cual un electrón se mueve hacia los aceptores finales del fotosistema I (ΔR, δR), 

disminuye un 60% y la suma de la constante no fotosintética y fotosintética (Sum K) 

afectada en un 10% cada una (Figura 6.10a). 

 

El ensayo también muestra elementos fotosintéticos que incrementan con el MMBZnCl2; el 

índice fotosintético sobre la base de absorción de energía (PI/ABS), con un 40% 

aproximadamente, la intensidad de fluorescencia variable relativa en el paso I (Vi) con un 

20%.  

 

Con respecto al Medio Modificado BoldsinZnSO4 (línea azul), el índice fotosintético sobre la 

base de absorción de energía (PI/ABS) presenta un decremento del 25%,  el flujo de 

electrones por el centro de reacción (ETo/RC) y la eficiencia del electrón hacia los 

aceptores finales del fotosistema I (ΔR) son los parámetros que se ven afectados, con un 20 

y 40% respectivamente, así también la energía de flujo atrapada por el centro de reacción 

(TRo/RC) disminuye en un 5%. Es de notar que para este ensayo, el PI/ABS toma valores 

por debajo del MMBZnCl2 y más aún del medio de cultivo control.   

 

También se observa parámetros que incrementan como la intensidad de fluorescencia 

variable relativa en el paso J (Vj) con un 10%, la suma de las constantes fotosintéticas 

(Sum K) 5%,  la intensidad de fluorescencia variable relativa en el paso I (Vi) con un 15% 

y la constante no fotosintética (Kn) 10%. El flujo de absorción mediante el centro de 

reacción (ABS/RC), la constante fotosintética (Kp) y el flujo de energía disipada por el 

centro de reacción DIo/RC toman valores en similitud al medio de cultivo control 

MMBMgCl2 (Figura 6.10a).  
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Figura 6.10. Radar Plot de Scenedesmus acutus de 7 (a) y 14 (b) días de crecimiento con Medio Modificado 
BoldMgCl2, Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4.  

 

Para el ensayo de S.acutus con un crecimiento de 14 días, con el Medio Modificado 

BoldZnCl2 los parámetros afectados que se observan son; ΔR con un 15%, la constante no 

fotosintética (Kn) 5% y la intensidad de fluorescencia variable relativa en el paso J (Vj) un 

10%, con respecto al medio de cultivo control MMBMgCl2.  

 

Los parámetros que incrementan con respecto al control se distinguen como; el índice 

fotosintético sobre la base de absorción de energía (PI/ABS) 25%, la energía de flujo 

atrapada por el centro de reacción (TRo/RC) con un 10% y el flujo de electrones por el 

centro de reacción (ETo/RC) 20%.   

 

Los valores de intensidad de fluorescencia variable relativa en el paso i (Vi),  la suma de las 

constantes fotosintéticas (Sum K), la constante fotosintética (Kp), el flujo de absorción 

mediante el centro de reacción (ABS/RC) y el flujo de energía disipada por el centro de 

reacción (DIo/RC), permanecen en similitud con el medio de cultivo control.  
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En Medio Modificado BoldsinZnSO4, los parámetros que resultaron afectados son; el índice 

fotosintético sobre la base de absorción de energía (PI/ABS) 25%, la energía de flujo 

atrapada por el centro de reacción (TRo/RC) con un 10%, el flujo de electrones por el 

centro de reacción (ETo/RC) 18%, la constante fotosintética (Kp) 5%  y la eficiencia por la 

cual el electrón puede moverse hacia los aceptores finales del fotosistema I (ΔR) 25%. 

Cabe observar que los primeros tres parámetros mencionados toman valores inversamente 

proporcional al MMBZnCl2.  

 

La constante no fotosintética (Kn), la intensidad de fluorescencia variable relativa en el 

paso J (Vj), también presentan valores inversamente proporcional al MMBZnCl2, esto es 

con un 5 y 10% de incremento, respectivamente. La intensidad de fluorescencia variable 

relativa en el paso i (Vi) tiene un incremento del 10% con respecto al control.  

 

Los parámetros en similitud con el Medio Modificado BoldMgCl2 y el Medio Modificado 

BoldZnCl2 son; Sum K, ABS/RC y DIo/RC (Figura 6.10b).  

Los resultados de la fluorescencia in vivo para S. acutus con 21 días de crecimiento para el 

Medio Modoficado BoldZnCl2 fueron los siguientes; el índice fotosintético sobre la base de 

absorción de energía (PI/ABS) disminuyó un 10% sobre el medio control (Figura 6.11c).  

 

Los parámetros que incrementaron al compararlos con el MMBMgCl2 son; la constante no 

fotosintética (Kn) con un 20%, la constante fotosintética (Kp) y la suma de las constantes 

fotosintéticas (Sum K), cada uno con un 15%, la energía de flujo atrapada por el centro de 

reacción (TRo/RC), así como el flujo de electrones por el centro de reacción (ETo/RC) 

5%, el flujo de absorción mediante el centro de reacción (ABS/RC) esta por encima del 

control con un 8%, así como también el flujo de energía disipada por el centro de reacción 

(DIo/RC) por arriba con un 10%.  
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Figura 6.11. Radar Plot de Scenedesmus acutus de 21 (c) y 28 (d) días de crecimiento con Medio Modificado 
BoldMgCl2, Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4. 

 

 

Para el Medio Modificado BoldsinZnSO4, sólo el índice fotosintético sobre la base de 

absorción de energía (PI/ABS) resulta afectado con un 35%. En mayor número, los 

elementos fotosintéticos que se ubican por encima del medio control son; la intensidad de 

fluorescencia variable relativa en el paso J (Vj), la suma de las constantes fotosintéticas 

(Sum K) y el flujo de electrones por el centro de reacción (ETo/RC) cada uno en 5%, la 

constante no fotosintética (Kn) 18%, el flujo de absorción mediante el centro de reacción 

(ABS/RC) 20%, la energía de flujo atrapada por el centro de reacción (TRo/RC) 15%, la 

eficiencia por la cual el electrón se mueve hacia los aceptores finales del fotosistema I (ΔR) 

10% y el flujo de energía disipada por el centro de reacción (DIo/RC) con un 35%, que 

resulta ser el valor porcentual más alto (Figura 6.11c).  

 

Los valores para Scenedesmus acutus cuando crece en un periodo de 28 días en Medio 

Modificado BoldZnCl2 son; con un decremento del 10% en el índice fotosintético sobre la 

base de absorción de energía (PI/ABS) por debajo del medio control, MMBMgCl2.  
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Por encima del control se encuentran parámetros como; la constante no fotosintética (Kn), 

el flujo de absorción mediante el centro de reacción (ABS/RC) y el flujo de energía 

disipada por el centro de reacción (DIo/RC) con un 10% para cada elemento, la suma de 

las constantes fotosintéticas (Sum K) y la constante fotosintética (Kp)  presentan un 15%, 

para la energía de flujo atrapada por el centro de reacción (TRo/RC) y el flujo de 

electrones por el centro de reacción (ETo/RC) se tiene un 5%.  
 

En Medio Modificado BoldsinZnSO4 se observa un aumento de la intensidad de 

fluorescencia variable relativa en el paso J (Vj) del 5%, la constante no fotosintética (Kn) 

20%, la suma de las constantes fotosintéticas (Sum K) 5%, el flujo de absorción mediante 

el centro de reacción (ABS/RC) del 20%, la energía de flujo atrapada por el centro de 

reacción (TRo/RC) con un 15%, el flujo de electrones por el centro de reacción (ETo/RC) 

5%, el flujo de energía disipada por el centro de reacción (DIo/RC) 35% y la eficiencia por 

la cual el electrón puede moverse hacia los aceptores finales del fotosistema I (ΔR) de un 

10%.  

 

El índice fotosintético sobre la base de absorción de energía (PI/ABS) es el parámetro que 

decrece un 35% cuando es comparado con el MMBMgCl2 (Figura 6.11d).  
 

La segunda fase de este apartado comprende ensayos de fluorescencia in vivo  donde 

Scenedesmus acutus presenta 28 días de crecimiento, con los cuatro medios de cultivo,  

Medio Basal Bold (MBB; marcada en linea negra en el Radar Plot), considerado el medio 

de cultivo control, Medio Modificado BoldMgCl2, Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio 

Modificado BoldsinZnSO4.  

 

En Medio Basal BoldMgCl2, los parámetros que dismunuyen al compararlos con el Medio 

Basal Bold, son; la suma de las constantes fotosintéticas (Sum K) y la constante no 

fotosintética (Kn) en un 20%, con un 18% la constante fotosintética (Kp), el flujo de 

absorción mediante el centro de reacción (ABS/RC) con 15%, el flujo de electrones por el 

centro de reacción (ETo/RC) y la energía de flujo atrapada por el centro de reacción 

(TRo/RC) en un 5% , el flujo de energía disipada por el centro de reacción (DIo/RC) con 

un 8%.  
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Los valores por encima del Medio Basal Bold corresponden al; índice fotosintético sobre la 

base de absorción de energía (PI/ABS) y la eficiencia por la cual el electrón puede moverse 

hacia los aceptores finales del fotosistema I (ΔR) en incremento en 10 y 15%, 

respectivamente.  

 

Se puede observar que el MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4 presentan los mismos parámetros 

afectados al compararlos con el Medio Basal Bold, sus valores estan dados con respecto al 

orden en el medio de cultivo mencionado arriba.  

 

El índice fotosintético sobre la base de absorción de energía (PI/ABS) con un 40 y 30%, la 

suma de las constantes fotosintéticas (Sum K), ambos con un 38%, la constante no 

fotosintética (Kn) con 30% para los dos medios de cultivo, la constante fotosintética (Kp) 

con 45 y 42%, la energía de flujo atrapada por el centro de reacción (TRo/RC) en un 2 y 

5% y el flujo de electrones por el centro de reacción (ETo/RC) con 5 y 10%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.12. Radar Plot de Scenedesmus acutus de 28 días de crecimiento con Medio Basal Bold,  Medio 
Modificado BoldMgCl2, Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4. 
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De igual forma, se haya una similitud de los parámetros que muestran un incremento en los 

medios de cultivos MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4, como son; el flujo de absorción mediante el 

centro de reacción (ABS/RC) en un 15 y 10%, el flujo de energía disipada por el centro de 

reacción (DIo/RC) con 30 y 20%, finalmente el parámetro con mayor aumento, la 

eficiencia por la cual el electrón puede moverse hacia los aceptores finales del fotosistema I 

(ΔR) en un 50 y 40% (Figura 6.12).  

 

La figura 6.13 representa un resumen de la condición en los parámetros fotosintéticos de 

Scenedesmus acutus, donde se compara la actividad fotosintética a través de paramétros 

fotosintéticos de la fluorescencia in vivo al emplar los medios de cultivos previamente 

mencionados.  
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Figura 6.13. Resumen comparativo de los parámetros fotosintéticos mediante fluorescencia in vivo en 
Scenedesmus actus, de 7 a 28 días de crecimiento con Medio Basal Bold,  Medio Modificado BoldMgCl2, Medio 
Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4
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Enseguida se muestran los trasientes de la clorofila a en la fluorescencia in vivo y los 

parámetros fotosintéticos relacionados con los distintos tratamientos probados.  

 

En el septímo día de crecimiento de Scenedesmus 

acutus, se presenta un incremento en la fluorescencia 

de la clorofila a, donde ambos medios de cultivo 

MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4 muestran un aumento en 

la fluorescencia relativa.  

 

Se observa la presencia de una banda L, de los 0.15 a 

los 0.30 ms, esto es, una transición del paso medio de 

O al paso J.  Figura 6.14. Cinética de la fluorescencia 
variable relativa de la clorofila a en S. acutus  en 
7 días de crecimiento. Se muestra las diferencias 
de los medios MMBZnSO4 y MMBsinZnSO4 
con respecto al medio control MMBMgCl2., 
donde se presenta la banda L. 

 

En Medio Modificado BoldsinZnSO4 se presenta un 

pico mayor en la intensidad de la fluorescencia 

relativa con 0.09 mV en comparación al Medio 

Modificado BoldZnCl2  con 0.06 mV, figura 6.14.   

 

 mV, 

figura 6.15a.  

ayor valor en la 

fluorescencia relativa, figura 6.15 b.  
 

 

 

A los 21 días de crecimiento, se observa una banda 

K, dada entre el paso final de O al paso J, que se 

ubica entre los 0.30 y 2 ms, donde el Medio 

Modificado BoldsinZnSO4, se observa un mayor 

incremento de la fluorescencia relativa de 0.10

 

Tambíen, se presenta una banda L, con el 

MMBsinZnSO4 como tratamiento de m

 

Figura 6.15. Cinética de la fluorescencia variable 
relativa de la clorofila a en S. acutus  en 21 días de 
crecimiento. Se muestra en c y d las diferencias de 
los medios MMBZnSO4 y MM nZnSOBsi 4 con 
respecto al medio control MMBMgCl2., donde se 
presentan las bandas K (a) y L (b).   75
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En 28 días de crecimiento con el Medio Basal Bold como control, se puede ver una banda 

K a los -0.08 mV en el Medio Modificado BoldZnCl2, también se presenta esta banda K los -

0.06 mV en el Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4 (Figura 

6.16).  

 

En este caso los valores de la fluorescencia relativa entre el MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4 son 

los mismos, así en las gráficas las curvas se sobreponen. En cuanto al MMBMgCl2 los 

valores de fluorecencia relativa son menores a los tratamientos MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.16. Cinética de la fluorescencia variable relativa de la clorofila a en S. acutus  en 28 días de crecimiento. Se 
muestran las diferencias entre los medios MMBMgCl2, MMBZnCl2 , MMBsinZnSO4 , cuando el medio control es el 
Medio Basal Bold,  se muestra la presencia de  la banda K . 
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7. DISCUSIÓN 

 

7.1. CRECIMIENTO DE Scenedesmus acutus 

  

Las curvas de crecimiento para los distintos medios de cultivo; MBB, MMBMgCl2, 

MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4 obtenidas a través del método de absorbancia, demuestran que 

no hay una diferencia significativa (Figura 6.3), lo que representa la existencia de una 

interacción entre el medio de cultivo, tiempo y crecimiento del microorganismo con 

respecto a la densidad celular de S. acutus.  

 

Una manera indirecta en la cual se observó que los tres medios de cultivo modificados 

(MMBMgCl2, MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4) presentan el mismo efecto en el crecimiento de 

S. acutus fue a través de la coloración de los cultivos, logrando un tono verde bandera para 

los cuatro casos en los que fue cultivado el microorganismo, este factor indica que las 

moléculas de clorofila se encuentran en buen estado, llevando a acabo la absorción de la 

energía lumínica que será convertida y utilizada en energía química en la cascada de 

electrones de los fotosistemas II y I (Larkum et al., 2003).     

 

En cuanto a la velocidad de crecimiento y la tasa generacional de S. acutus obtenidas a 

través de la técnica del número de organismos por mililitros mediante la tinción de DAPI, 

se tiene una interacción casi total, con una diferencia del 0.01% entre los cuatro medios de 

cultivo (Tabla 6.1).  

 

En base a los resultados anteriores, se puede decir que, el proceso fotosintético donde el 

flujo de electrones que pasa por los fotosistemas hasta la reducción del NADPH, como 

fuente de energía y poder reductor en la transformación de CO2 en almidón y la producción 

de ATP como fuente energética que sostiene los  proceso metabólicos de la célula (Lodish  

et al., 2005), no se encuentran afectados, de manera que el crecimiento y reproducción 

celular se llevan a cabo sin alteración alguna.  

 

En trabajos realizados bajo la metodología de sustitución de compuestos azufrados, y sólo 

enfocados en MgSO4-7H2O por MgCl2-6H2O en la generación de hidrógeno 
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(Laurinavichene et. al, 2002), no se reportan variaciones o modificaciones que puedan 

afectar el funcionamiento metabólico de las microalgas verdes.  

 

Así, con la sustitución del macroelemento MgSO4-7H2O por MgCl2 (Dante 2005; Melis et 

al., 2006), metodología empleada en proyectos sobre la generación de H2 (Das et al., 2008), 

la sustitución adicional del microelemento ZnSO4-7H2O por ZnCl2, y la completa 

eliminación del microelemento ZnSO4-7H2O, se considera que estos medios de cultivo 

pueden ser empleados como sustratos para  S. acutus.  

 

En este sentido, los medios de cultivo modificados, carentes de compuestos azufrados 

propuestos para el presente trabajo presentan características óptimas en coloración, 

densidad, crecimiento y reproducción celular en la cepa de Scenedesmus acutus con 

respecto al Medio Basal Bold, estos criterios no son incluidos o mencionados en 

investigaciones sobre la producción de hidrógeno como un combustible renovable a partir 

de organismos fotosintéticos (Kosourov et. al, 2007; Ust´ak et al., 2007; Esper et al., 2006; 

Ghirardi et al.,2000).  

 

7.2. CRECIMIENTO DE Rhodobacter sphaeroides 

 

Las cinéticas de crecimientos de la bacteria púrpura no del azufre no presentan variaciones 

cuando se cultiva en Medio Sistrom´s y Medio Sistrom´s Modificado. La carencia de 

compuestos nitrogenados en los medios no afecta las fases del crecimiento, estas se 

encuentran claramente definas para ambos medios de cultivo (0-6 hrs; latencia, 8-14 hrs; 

exponencial y 15-32 hrs; estacionaria).  

 

Los ensayos realizados con respecto a la determinación del número de organismos por 

mililitro (efectuados a través de la tinción de DAPI) demuestran por ende, que la velocidad 

de crecimiento y la tasa generacional permanecen en el mismo periodo de tiempo para los 

dos medios de cultivo probados en R. sphaeroides (Tabla 6.2), esto explica que el 

transporte de electrones en el P780 produce un gradiente de protones en la membrana, 

generando la síntesis de ATP (White, 2000) que será utilizado en los requerimientos 

metabólicos para el crecimiento y reproducción de la bacteria.   
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Con la eliminación de compuestos nitrogenados en el Medio Modificado Sitrom´s como el 

sulfato de amonio (NH4)2SO4, que funciona como un donador de electrones en el proceso 

fotosintético de R. sphaeroides (Staley y Bryant, 1989) y considerando los datos obtenidos, 

se puede decir que la bacteria púrpura no del azufre, flexible en su metabolismo (Koku et 

al., 2002), utiliza como donador de electrones uno o varios compuestos orgánicos 

contenidos en el medio de cultivo modificado, que probablemente sea; el ácido succínico, 

el ácido glutámico, o bien, el ácido aspártico.      

 

A partir de los resultados de la dinámica de crecimiento, se apoya experimentalmente la 

teoría acerca del uso de medios de cultivos modificados, donde se utiliza a R. sphaeroides 

en la generación del hidrógeno. La supresión de compuestos nitrogenados enfocada a la 

síntesis de la nitrogenasa encargada de la reducción de protones a hidrógeno (Miyake et al., 

1987; Nakada et al., 1999; Koku et al., 2002) no constituye un factor que promueva o 

inhiba el desarrollo de la bacteria fotosintética.  

 

7.3. EFICIENCIA FOTOSINTÉTICA EN Scenedesmus acutus 

 

En el desprendimiento de oxigeno por la microalga verde, las mediciones muestran un 

incremento del 13% para el Medio Modificado BoldMgCl2 en comparación con el Medio 

Basal Bold (Figura 6.7), estos resultados no significan que el medio modificado promueva 

la producción del oxigeno o que la supresión de los compuestos azufrados no tenga un 

efecto sobre la producción del oxígeno, más bien este incremento puede ser explicado por 

una mayor cantidad de células en el medio (a pesar de que las muestras fueron tomadas con 

la misma densidad poblacional para el día 14, ver anexo…) lo cual provoca se tenga una 

mayor producción fotosintética, según los datos comparados con los otros dos medios de 

cultivo (MMBZnCl2 y MMBsinZnSO4) probados.  

 

El efecto en la supresión del oxígeno presenta una relación linear entre el Medio Basal bold 

en comparación con el Medio Modificado BoldZnCl2 en un 20% y el Medio Modificado 

BoldsinZnSO4, en un 40% (Figura 6.8), estos resultados pueden indicar que el complejo de 

escisión del agua se encuentra desacoplado debido a la ausencia de azufre en el medio. Este 

mineral, constituyente de la cisteína forma parte de una proteína extrínseca llamada 

PsbO(nombrada también OEC33, debido a su aparente peso molecular de 33kDa), 
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encargada de proteger al grupo de cuatro manganesos en el sitio de separación de la 

molécula del agua en el esquema Yz. PsbO junto con otras proteínas extrínsecas forman 

una barrera contra especies de alto poder reductor en el sitio de Mn3Ca2+Mn (Barber J., 

2006), al debilitar o romper esta barrera se ocasiona que el ciclo productor de oxigeno y 

donador de electrones disminuya.  

A su vez, PsbO estabiliza la interaciión entre la clorofila de unión CP43 y la proteína D1, 

encargada de dirigir los electrones provenientes del agua hacia el centro de reacción del 

PSII (Anderson et al., 2002), al no participar PsbO en la interacción del sitio de 

Mn3Ca2+Mn y la clorofila de unión CP43 con  la proteína D1 se inhibe la producción de 

oxigeno. 

 

Los resultados de la figura 6.8 demuestran que el complejo productor de oxígeno no se 

encuentra totalmente desacoplado, en este sentido, los datos obtenidos sugieren que 

posiblemente otras proteínas extrínsecas llamadas PsbV y PsbU (Ifuku et al., 2004) 

mantienen y estabilizan la interacción entre el sitio Mn3Ca2+Mn y la proteína D1, 

garantizando el transporte de electrones junto con el poco oxígeno producido.  

 

7.4. EFICIENCIA RESPIRATORIA EN Scenedesmus acutus 

 

Los datos en la figura 6.8 muestran que no hay consumo de oxígeno por parte de 

Scenedesmus acutus cuando crece en el Medio Modificado BoldMgCl2 y Medio Modificado 

BoldZnCl2, lo cual puede indicar la ausencia de oxígeno disponible para el proceso de 

respiración. La fijación de CO2 utiliza ATP y NADPH para formar triosas fosfatos que se 

condensan en hexosas fosfato y se polimerizan dando lugar al almidón que se almacenará 

en el cloroplasto (Lehninger et al., 2005). De forma alternativa, las triosas fosfato pasan por 

el citosol vía un cotransporte antiparalelo para ser utilizadas como precursoras de síntesis 

de sacarosa. Sin oxígeno durante la respiración, la fijación del CO2 es predominante sobre 

la condensación del O2 por la ribulosa 1,5-bisfosfato con actividad de oxigenasa (Shelp y 

Canvin 1981). De este modo, la rubisco es capaz de fijar todo el CO2 presente en el medio 

para fabricar las hexosas, proporcionando energía en la oscuridad.  

 

Para el Medio Modificado BoldsinZnSO4  se tiene un 33 % menos en el consumo de oxígeno 

con respecto al Medio Basal Bold en Scenedesmus acutus. Este oxígeno consumido es 
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condensado por la ribulosa 1,5-bisfosfato en la ruta de recuperación del fosfoglicolato, que 

será convertido en serina.  

La serina se convierte en glicerato para ser fosforilado incorporándose de nuevo al ciclo de 

calvín. Durante la fotorespiración se consume oxígeno tres veces y la liberación de CO2 

(Radmer y Ollinger, 1980). Esta recuperación también asegura la nueva síntesis de 

compuestos como la sacarosa y el almidón que proporcionaran energía durante los procesos 

bioquímicos que constituyen a la microalga verde.  

     

7.5. FLUORESCENCIA in vivo DE LA CLOROFILA “a” EN Scenedesmus acutus 

 

Un incremento en el paso O (figura 6.9) esta presente en los cuatro ensayos realizados, a 

partir de la primera hasta la cuarta semana de crecimiento. Este aumento en la fase de O 

representa que los tres medios de cultivos modificados tienen un efecto de desacople del 

complejo de escisión del agua, debido a que el flujo de electrones por el centro de reacción 

es menor al compararlo con el medio de cultivo control. La excitación del centro de 

reacción deja un hueco electrónico en el PSII que es cubierto por electrones provenientes 

del agua (Lodish et al., 2005), si este flujo electrónico tiene una baja eficiencia, es el 

fotosistema I quien regula este flujo hacia la reducción del NADPH y en el caso de la 

generación de hidrógeno, los electrones están enfocados en reducir a la hidrogenasa, 

presente en condiciones anaerobias.    

 

El efecto observado anteriormente se sostiene también en la premisa de acuerdo con el 

concepto de agrupamiento (“grouping”) en la prueba de JIP (Strasser et al., 2004), donde la 

presencia de una banda L positiva en los días 7 y 21 del crecimiento de S. acutus en el 

Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio Modificado BoldsinZnSO4 implica que las unidades 

del PSII se encuentran menos agrupadas, o que menos energía esta siendo intercambiada 

entre unidades del PSII, debido a que la conformación de agrupamiento es más estable que 

la conformación desagrupada (Strasser et al., 2005), el decremento en la cooperatividad 

significa que las unidades del PSII en MMBsinZnSO4 han de perder más estabilidad y llegan 

a ser más frágiles que en el MMBZnCl2 (Figura 6.14 y 15.6), sin embrago, la energía de 

excitación no disminuye y es capaz de llegar al centro de reacción del PSII y PSI. La baja 

cooperatividad entre las antenas y los centros de reacción provoca un decremento en el 

flujo de electrones provenientes del agua.   
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La supresión de azufre a los 7 y 14 días de crecimiento sugiere una adaptación por parte de 

S. actus a los medios de cultivo modificados. Las fases que componen las curvas OJIP 

demuestran un aumento en el paso de O a J del Medio Modificado BoldZnCl2 y Medio 

Modificado BoldsinZnSO4.  

La fase O-J es la reducción del lado aceptor del PSII, es decir, la acumulación de la forma 

reducida de QA (Lazár, 1999), que por ende da lugar al cierre de los centros de reacción y la 

reducción de QB por los dos electrones transferidos por QA. El incremento en el parámetro 

fotosintético de Vi indica que la ausencia del azufre inhibe sobre el lado aceptor del 

fotosistema II, lo que se puede considerar como un cambio relativo en la proporción de QB
- 

no reducidas. Vj sugiere que las unidades del fotosistema II no se encuentran conectados 

entre si y expresa la proporción del número total de centros de reacción que puedan estar 

cerrados (Jian et al., 2008).  

 

El decremento de todos los centros de reacción activos es considerado como un mecanismo 

de baja regulación para disipar de forma controlada el exceso de luz absorbida (Force et al., 

2003). Por lo tanto, el fotosistema II cambia de un proceso que convierte la energía 

lumínica en energía de almacenamiento a un proceso de conversión de energía que 

transforma la luz absorbida en disipación de calor.   

 

Para MMBZnCl2, los parámetros fotosintéticos que se encuentran afectados a este nivel son 

el flujo de absorción mediante el centro de reacción (ABS/RC), el flujo de electrones por el 

centro de reacción (ETo/RC) y la energía disipada por el centro de reacción (DIo/RC), en 

este sentido, el fotosistema II tiene una baja eficiencia del transporte de electrones, para 

compensar la demanda electrónica es necesario se aumente la absorción de energía por la 

densidad de centros de reacción (PI/ABS), sin embargo, la eficiencia por el cual un electrón 

puede moverse hacia los aceptores finales del fotosistema I (ΔR) también se encuentra 

afectada por el incremento del paso J-I (figura 6.9a).  

 

En MMBsinZnSO4 se absorbe un 25 % menos de energía que pasa a los centros reacción 

activos, al haber menor cantidad de energía esta debe ser utilizada principalmente a la 

reducción del P680+, por lo que existe muy poca energía que pueda ser disipada en forma 

de calor y/o fluorescencia (Maxwell y Johnson, 2000). En este caso, se observa una baja 
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eficiencia (40% < MBB y 20% > MMBZnCl2) en la transferencia de electrones desde el 

PSII al PSI causada por un incremento en la fase J-I (Figura 6.9a).  

 

El área por arriba de la fase J-I que se observa del día 7, 14 y 21 (Figura 6.9) puede ser 

proporcional a un menor número de electrones que se requieren para la reducción del 

almacén de plastoquinonas (Strasser, 1997), que forman un búfer entre el fotosistema II y el 

resto de la cadena transportadora de electrones.  

 

Los resultados indican que para la segunda semana del crecimiento de la microalga verde 

son menos los parámetros fotosintéticos que se ven afectados por la ausencia y eliminación 

de los compuestos azufrados. Para el Medio Modificado BoldsinZnSO4 el índice 

fotosintético (PI) esta disminuido un 25% en comparación con el Medio Basal Bold (Figura 

6.10b y 6.13). PI es sensible a los cambios en cualquiera de las propiedades de la antena, 

como la eficiencia en atrapar los electrones o el transporte más allá de QA (Genty et al., 

1989). El decremento en el índice fotosintético en respuesta a la ausencia de azufre en el 

medio de cultivo es debido principalmente a la disminución en la eficiencia fotoquímica del 

transporte de electrones en S. acutus en MMBsinZnSO4. Como el índice fotosintético 

disminuye, entonces la energía de absorción (ABS/RC), la captura de electrones (TRo/RC) 

y el transporte (ETo/RC) también decrece (Samson et al., 1999), por lo que sugiere menor 

tamaño de la antena y de la actividad fotosintética por unidad de centro de reacción.  

 

En Medio Modificado BoldZnCl2  se tiene una mayor actividad fotosintética, en parte por el 

aumento en el tamaño de la antena, cuando se compara con el Medio Modificado 

BoldsinZnSO4 (Figura 6.10b), por lo que también se ve beneficiada la captura y el transporte 

de electrones, el parámetro que se encuentra afectado es la eficiencia del electrón para 

llegar a los aceptores del fotosistema I. Esto implica que a las 2 semanas de crecimiento de 

S. acutus se tiene un mejor acondicionamiento por el MMBZnCl2, que se refleja en la 

estabilidad del fotosistema II, sin embargo existe un daño a nivel del fotosistema I.  

 

Se presenta una banda K a los 21 y 28 días de crecimiento en Scenedesmus acutus, siendo 

más pronunciada para el Medio Modificado BoldsinZnSO4 que para el Medio Modificado 

BoldZnCl2 en la tercera semana y en ambos medios de cultivo propuestos para la cuarta 

semana (Figura 6.15a y 6.16).  
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Esta banda K explica un desequilibrio dentro del fotosistema II, entre los electrones que 

abandonan los centros de reacción hacía el lado aceptor y los electrones donados por el lado 

donador (Aksmann y Tukaj, 2008), hecho que también se ha relacionado con la inhibición 

en el transporte de electrones del agua hacia el segundo donador de electrones del 

fotosistema II (Yz), resultado de una  disociación del complejo productor de oxigeno 

debido a una liberación del Mn (Strasser, 1997).    

 

El Medio Modificado BoldZnCl2 a los 21 días de crecimiento presenta una mayor eficiencia 

en el proceso fotosintético, el incremento del 20%  en el índice fotosintético, aprovecha la 

energía de absorción y es enfocada hacia la actividad fotosintética, por lo que se presenta 

un 20% menos de energía disipada en forma de calor o fluorescencia   en comparación con 

el Medio Modificado BoldsinZnSO4 (Figura 6.11c).  

 

La cuarta semana de crecimiento, donde se comparan los tres medios de cultivo 

modificados con el Medio Basal Bold (Figura 6.15), se observa una deficiencia en los 

parámetros del índice fotosintético y las constantes fotosintéticas (Kn, Kp y Sum K), que 

implica un decremento en la eficiencia de la fase luminosa en el proceso fotosintético 

(también explicado por la presencia de la banda K y el incremento en la fase de O-J), sin 

embargo, el tamaño de la antena, semejante al medio control, hace que la energía de 

absorción por la baja densidad del los centros de reacción (PI) estabilice la captura y el 

transporte de electrones para concluir con el proceso fotosintético, asegurando el 

crecimiento y reproducción de Scenedesmus acutus. 

 

En la tercera y cuata semana de crecimiento de la microalga verde se observa un 

acondicionamiento por los medios de cultivo modificados, según las curvas I-P de la prueba 

de JIP. La fase de I-P depende sobre el fotosistema I y representa la actividad de en la 

reducción de la ferrodoxina en presencia de la reductasa inactiva Ferrodoxina-NADP+ 

(Joshi y Mohanty, 1995). En este sentido, se considera entonces la recuperación en la 

conectividad entre el PS II y el PS I.  

 

A pesar de que aún existe una disminución en la eficiencia del PSII (dada por el incremento 

en la fase de O-J), los parámetros fotosintéticos que dan cuenta del estado de la energía 

absorbida, la captura de electrones, el flujo de electrones por el centro de reacción y el 
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tamaño de la antena se notan mejorados y toman valores incluso por arriba al medio 

control, por lo que se sugiere que la actividad de los centros de reacción en la transferencia 

de electrones a través de los fotosistemas es autorregulada y la cadena redox del PSII en S. 

acutus no es afectada de manera negativa por la supresión de azufre en los medios de 

cultivos probados, por lo que se garantiza la producción de energía en forma de ATP, el 

flujo de electrones capaz de reducir a la hidrogenasa, formando el hidrógeno atmosférico, o 

bien, la reducción del NADPH para la síntesis de sacarosa y almidón.  
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8. CONCLUSIONES 

 

Desarrollo y elaboración de una metodología que permitió dilucidar el efecto de la 

supresión de compuestos azufrados en el crecimiento de Scenedesmus acutus en la 

generación de hidrógeno como un combustible alternativo.  

 

La eliminación de compuestos nitrogenados en el Medio Modificado Sistrom´s no inhibe el 

crecimiento y reproducción de Rhodobacter sphaeroides.  

 

Se comprobó que el efecto de los medios modificados; MMBMgCl2, MMBZnCl2 y 

MMBsinZnSO4 no alteran el crecimiento y reproducción de Scenedesmus acutus.  

 

La eficiencia fotosintética como desprendimiento de oxígeno en Scenedesmus acutus es 

afectada en un 20% con MMBZnCl2 y un 40% en MMBsinZnSO4.  

 

El sustrato MMBsinZnSO4 presenta un decremento del 33.33% en la eficiencia respiratoria, 

mientras que en MMBMgCl2 y MMBZnCl2 no hubo consumo de oxígeno.  

 

En las cuatro semanas de crecimiento de Scenedesmus actus la supresión de azufre en los 

medios de cultivos desacopla el complejo de escisión del agua y reduce la eficiencia del  

fotosistema II.  

 

La conectividad entre el fotosistema II y el fotosistema I se ve afectada en las dos primeras 

semanas de crecimiento de Scenedesmus acutus con los tres medios de cultivos 

modificados.  

 

Hay una recuperación en el tamaño de la antena, la captura y el transporte de electrones a 

través de los fotosistemas II y I en la tercera y cuarta semana.  

 

Se determinó que a los 21 días de crecimiento de Scenedesmus acutus, el medio de cultivo 

MMBZnCl2 muestra ser el mejor sustrato selectivo en la generación de hidrógeno.  
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La viabilidad del proceso fotosintético en la generación de hidrógeno esta representa por el 

transporte de electrones, que no es afectado por la supresión de azufre en los medios de 

cultivos modificados probados a las tres semanas de crecimiento en S. acutus.  

 

Los resultados obtenidos proporcionan información acerca del efecto en la supresión de 

compuestos azufrados sobre el proceso fotosintético en el uso de la generación de 

biocombustibles.  
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ANEXO  

 

I.- Medios de Cultivo para Scenedesmus acutus.  

 

Detalle ilustrado de las modificaciones realizadas al Medio Basal Bold, basadas en la 

sustitución y/o eliminación de los compuestos azufrados.  Marcado en rojo, sustitución del 

micronutriente MgSO4-7H2O por MgCl2-6H2O. Adicionalmente, en verde, la sustitución 

del micronutriente ZnSO4-7H2O por ZnCl2, complementando en azul, la eliminación del 

compuesto ZnSO4-7H2O. 

 

 

Figura 1.1. Medio Basal Bold, se muestra las modificaciones realizadas para el crecimiento 
de Scenedesmus acutus. 
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II.- Medio de Cultivo para Rhodobacter sphaeroides.  

 

Detalle ilustrado de la modificación del Medio Sistrom´s. Basada en la sustitución del 

macronutriente (NH4)SO4 por MgCl2-6H2O, marcado en el recuadro de color rojo, 

adicionalmente la sustitución de MgSO4-7H2O  por MgCl2-6H2O, con referencia en el 

recuadro de color azul.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2.1. Medio Sistrom´s para Rhodobacter sphaeroides, se muestra modificaciones 
realizadas para el cultivo de la bacteria fotosintética.  
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III.- Curva de crecimiento en Scenedesmus acutus.  

 

Valores obtenidos por el espectofotómetro para Scenedesmus acutus en Medio Basal Bold, 

Medio Modificado BoldMgCl2, Medio Modificado BoldZnSO4 y Medio Modificado 

BoldsinZnSO4. El crecimiento de la microalga verde es de 7 días en periodos de 12 horas luz, 

12 horas oscuridad.  
 

Crecimiento Scenedesmus acutus     

Absorbancia 680 nm      

Inóculo 1/25 ml MBB      

      

Día de incubación Medición 1 Medición 2 Medición 3 Promedio  Desv. Estandar 
Día 0 0.2080 0.2100 0.2110 0.2097 0.0015

Día 1 0.2420 0.2400 0.2440 0.2420 0.0020

Día 2 0.2780 0.2790 0.2790 0.2787 0.0006

Día 3 0.4400 0.4490 0.4470 0.4453 0.0047

Día 4  0.7820 0.7810 0.7810 0.7813 0.0006

Día 5 0.9130 0.9110 0.9130 0.9123 0.0012

Día 6 1.0390 1.0240 1.0290 1.0307 0.0076

Día 7 1.1530 1.1570 1.1600 1.1567 0.0035

Día 8 1.2560 1.2510 1.2530 1.2533 0.0025

 

 

Crecimiento Scenedesmus acutus     

Absorbancia 680 nm      

Inóculo 1/25 ml MMB MgCl2     

      

Día de incubación Medición 1 Medición 2 Medición 3 Promedio  Desv. Estandar 
Día 0 0.1960 0.1980 0.2000 0.1980 0.0020

Día 1 0.2340 0.2360 0.2350 0.2350 0.0010

Día 2 0.2760 0.2780 0.2790 0.2777 0.0015

Día 3 0.4120 0.4150 0.4100 0.4123 0.0025

Día 4  0.7180 0.7150 0.7170 0.7167 0.0015

Día 5 0.8970 0.9020 0.8990 0.8993 0.0025

Día 6 0.9960 1.0050 1.0030 1.0013 0.0047

Día 7 1.1170 1.1140 1.1130 1.1147 0.0021

Día 8 1.2110 1.2100 1.2130 1.2113 0.0015

Tabla 3.1. Datos de absorbancia de Scenedesmus  acutus en Medio Basal Bold.  

 

Tabla 3.2. Datos de absorbancia de Scenedesmus acutus en Medio Modificado BoldMgCl2.   94
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III.- Curva de crecimiento en Scenedesmus acutus - continuación.  
 

Crecimiento Scenedesmus acutus    

Absorbancia de 680 nm     

Inóculo 1/25 MMB ZnCl2     

      

Día Incubación Medición 1 Medición 2 Medición 3 Promedio 
Desv. 
Estandar 

Día 0 0.1973 0.1982 0.1979 0.1978 0.0005

Día 1 0.2329 0.2333 0.2339 0.2334 0.0005

Día 2 0.2765 0.2783 0.2754 0.2767 0.0015

Día 3 0.4124 0.4118 0.4129 0.4124 0.0006

Día 4 0.7176 0.7168 0.7162 0.7169 0.0007

Día 5 0.8982 0.8971 0.8978 0.8977 0.0006

Día 6 0.9986 0.9998 0.9992 0.9992 0.0006

Día 7 1.1135 1.1145 1.1138 1.1139 0.0005

Día 8 1.2109 1.2114 1.2118 1.2114 0.0005

 

Crecimiento Scenedesmus acutus    

Absorbancia de 680 nm     

Inóculo 1/25 MMB sinZnSO4     

      

Día Incubación Medición 1 Medición 2 Medición 3 Promedio 
Desv. 
Estandar 

Día 0 0.1965 0.1972 0.1975 0.1971 0.0005

Día 1 0.2319 0.2322 0.2317 0.2319 0.0003

Día 2 0.2768 0.2761 0.2773 0.2767 0.0006

Día 3 0.4109 0.4117 0.4112 0.4113 0.0004

Día 4 0.7163 0.7159 0.7165 0.7162 0.0003

Día 5 0.8978 0.8972 0.8981 0.8977 0.0005

Día 6 0.9987 0.9982 0.9979 0.9983 0.0004

Día 7 1.1133 1.1129 1.1137 1.1133 0.0004

Día 8 1.2102 1.2109 1.2111 1.2107 0.0005

Tabla 3.3. Datos de absorbancia de Scenedesmus  acutus en Medio Basal BoldZnSO4. 

 
Tabla 3.4. Datos de absorbancia de Scenedesmus  acutus en Medio Basal BoldZnSO4.  
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IV. -  Curva de crecimiento en Rhodobacter sphaeroides 

 

Valores obtenidos por el espectrofotómetro para Rhodobacter sphaeroides en Medio 

Sistrom´s y Medio Modificado Sistrom´s. El crecimiento de la bacteria fotosintética es de 

un periodo de 30 horas- luz.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1. Tabla de valores obtenidos por el espectrofotómetro para Rhodobacter sphaeroides en 
Medio Sistrom´s. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.2. Tabla de valores obtenidos por el espectrofotómetro para Rhodobacter sphaeroides en 

Medio  Modificado Sistrom´s.  
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V.- Datos de la tinción de DAPI para el número total de células por mililitro.  
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1. Valores del conteo por tinción con DAPI en Rhodobacter sphaeroides en Medio Sistrom´s y 
Medio Modificado Sistrom´s 

Figura 5.2. Valores del conteo por tinción con DAPI en Scenedesmus acutus en Medio Basal Bold y Medio 
Modificado BoldMgCl2 
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Figura 5.2. Valores del conteo por tinción con DAPI en Scenedesmus acutus en Medio Modificado BoldZnCl2 
y Medio Modificado BoldsinZnSO4 

 

VI.- Ecuación para la obtención de la velocidad de crecimiento y tasa generacional 

 

Para el calculo de la tasa de crecimiento y duplicación generacional tanto para Scenedesmus 

acutus como para Rhodobacter sphaeroides se empleo la formula abajo mencionada. El 

cultivo utilizado se encontraba en fase exponencial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Donde: 

µ: Velocidad de crecimiento 

TG: Tasa generacional  

X2: número de células al tiempo t2 

X1: número de células al tiempo t1 
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VII.- Resultados Eficiencia Respiratoria y Fotosintética en Scenedesmus acutus 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 7.1. Eficiencia respiratoria probada en los cuatro medios de cultivo para Scenedesmus  acutus. 

Fi

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ara Scenedesmus  acutus.gura 7.2. Eficiencia fotosintética probada en los cuatro medios de cultivo p
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