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RESUMEN

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos, capa-
ces de adaptarse y crecer en condiciones ambientales extremas, estan
presentes en la mayoria de los ecosistemas, principalmente acuosos.
Debido a la generacion de productos de valor agregado han sido uti-
lizadas para consumo humano, consumo animal, en la industria far-
macéutica y cosmética y para aplicaciones energéticas.

Para aplicaciones energéticas, especificamente como materia pri-
ma para la produccién de biomasa presentan ventajas respecto a
fuentes vegetales. Necesitan de una fuente de energia luminica para
llevar a cabo la fotosintesis, que puede ser abastecida con el Sol, el
medio acuoso puede ser puro o crecer en aguas residuales, sirvien-
do como biorremediacion, su crecimiento puede llevarse en espacios
reducidos, por lo que no compite por el uso de tierra, su tiempo de
crecimiento es corto y finalmente son responsables del mayor porcen-
taje de captura de carbono y de generacion de oxigeno.

Aunque pueden crecer en condiciones no favorables, para tener
mayor concentracion celular es necesario conocer las condiciones 6pti-
mas de los cultivos especificos. La luz es el factor méas importante a
tomar en cuenta, en este estudio se analizaron los efectos de diferen-
tes intensidades de luz y su influencia en la duplicacién celular, la
tasa de crecimiento neta, la acumulacién de los pigmentos clorofila a
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y carotenoides, el pH y la cantidad de biomasa seca total al final del
experimento.

El cultivo microalgal examinado presenté las siguientes carac-
teristicas: cultivo microalgal mixto fotoautdtrofo, crecido en un siste-
ma cerrado de placa plana, medio de cultivo comercial foliar Bayfolan
[®) Forte, en configuracién lote.

El cultivo se someti6 a tres distintas intensidades de luz, 500, 750
y 1000 pmol m~2 s=!, con un comportamiento sinosoidal de la luz,
representando asi con mas precision la distribucién de la radiacién
diaria. La temperatura presenté dicho comportamiento durante las
horas de iluminacién, mientras que en el periodo de oscuridad se
mantuvo constante. Estas imposiciones se realizaron para conocer
la viabilidad del cultivo en condiciones ambientales presentadas en
Temixco, Morelos.

Al ser un cultivo microalgal mixto, la mayor ventaja que presen-
ta es la adaptabilidad a las distintas condiciones de crecimiento, en
consecuencia el cultivo se adaptd a las tres condiciones de luz, sin
embargo, presenté una mayor tasa de crecimiento con 0.016 h™! y un
menor tiempo de duplicacién celular con 1.72 dias a 750 ymol m—2
s7L.

Al finalizar el periodo de crecimiento se concluyé que los pigmen-
tos como la clorofila a y los carotenoides funcionaron como accesorios
captadores de luz, debido a que no existe ninguna condicion estre-
sante de luz para presentar mecanismos de proteccién.

Sin embargo, el cultivo que presenté una mayor cantidad de bio-
masa seca con un rendimiento de 0.2399 g L™! se sometié a una
irradiancia de 1000 gmol m~2 s~!, debido a que se encontraba al ini-
cio de su etapa de crecimiento exponencial, siendo el tinico cultivo
que podria someterse a un mayor tiempo de incubacion.

El rango de pH en el que el crecimiento celular es 6ptimo en todas
las condiciones fue entre 6.3 y 6.6, concluyendo que el pH no dependio
en gran medida de la intensidad de luz.
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INTRODUCCION

Justificacion

La demanda global de energia ha ido en aumento debido a la so-
brepoblaciéon ocasionando un crecimiento industrial, aumentando el
uso de combustibles fosiles y generando gases de efecto invernadero
(GEI). El crecimiento de la poblacién llevara a buscar tierra dispo-

nible para satisfacer la ingesta caldrica y limitard su uso para otros
fines [1, 2].

En los ultimos anos la buiisqueda de fuentes alternativas ha encon-
trado que la biomasa como combustible presenta ventajas al estar
naturalmente disponible en forma sélida, pero puede ser convertida
a un combustible liquido o gaseoso.

Ademas, los combustibles derivados de biomasa representan una
solucion limpia y ambientalmente segura, ya que emiten una canti-
dad despreciable de gases de efecto invernadero comparados con los
combustibles fésiles, al eliminar diéxido de carbono presente en el
aire durante su crecimiento. Al utilizar biodiésel como combustible
para un motor diésel las emisiones pueden ser hasta un 60 % menores

12].



Introduccién

La biomasa se ha clasificado en generaciones de acuerdo a la mate-
ria prima utilizada, la biomasa de primera generacién proviene prin-
cipalmente de granos, de cana de aziicar y de aceites vegetales [3].

El tipo de biomasa de primera generaciéon tiene una importante
limitante, como lo es el impacto negativo que se tiene en la cadena
de produccién de alimentos para consumo humano [4].

Estos impactos han ocasionado el desarrollo de una nueva gene-
raciéon que no amenace la seguridad alimentaria, es por eso que la
segunda generacion de biomasa se produce con cultivos lignocelulosi-
cos, residuos agroforestales o sus co-productos como lo son la biomasa
lefiosa o la paja de trigo [3].

El material lignoceluldsico de rapido crecimiento como lo es el
pasto, es barato, abundante y renovable. Esta compuesto por celulo-
sas, hemicelulosas y lignina por lo cudl el mejor proceso para obtener
azicares es la sacarificacién, por el bajo consumo de energia [4]. Las
desventajas que presenta la segunda generacién son el fuerte impac-
to en el consumo de agua, la amenaza a la biodiversidad debido a
la busqueda de tierras cultivables extensivas y el costo de los pre-
tratamientos en la materia prima. La tercera generacién, a partir de
microalgas, ha logrado resolver estos aspectos [1, 2].

Las microalgas no compiten por tierra disponible para el cultivo
alimenticio, su cultivo es sencillo, ya que pueden crecer en entornos
limitados de nutrientes y condiciones ambientales extremas, pueden
crecer en agua limpia o residual. Las desventajas que posee son el
alto costo durante la etapa de investigacién, en la que actualmente
se encuentra, el costo de los fotobiorreactores, la facilidad de conta-
minacién en los cultivos y el consumo energético para su cultivo en
la etapa de mezclado, filtracién, centrifugado y secado [1].




Introduccién

Objetivo general

Evaluar el efecto de la intensidad luminica en el cultivo mixto
microalgal y seleccionar condiciones favorables para el aumento en la
produccién de biomasa.

Objetivos especificos

» Evaluar el efecto de diferentes intensidades de luz en la produc-
ciéon de biomasa microalgal en un medio de cultivo comercial.

» Evaluar el efecto de la temperatura en la produccién de biomasa
microalgal.

» Evaluar los rendimientos de produccién de biomasa en los casos
propuestos.

= Analizar el contenido de pigmentos en la produccién de bioma-
sa.

= Analizar la influencia en el pH debido a la cinética de creci-
miento.

= Definir las condiciones que favorezcan una mayor produccion
de biomasa microalgal.
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CAPITULO 1

MICROALGAS

1.1. Caracteristicas generales

Las microalgas son reconocidas como una de las formas de vida
méas antiguas sobre la tierra [5]. Son un grupo diverso de microorga-
nismos generalmente unicelulares fotosintéticos, existen alrededor de
50000 especies. Son talofitas, su principal pigmento fotosintético es
la clorofila a [6].

Suelen ser organismos acuaticos, pero se encuentran presentes en
todos los ecosistemas. Sus estructuras tienen como funcién principal
la conversion de energia, les permite adaptarse a las condiciones am-
bientales prevalecientes [5]. Segun la biologia molecular son un gru-
po de microorganismos que han adquirido estructuras intracelulares
con su propio mecanismo de fotosintesis, se han reportando més de
200000 especies. Contribuyen a la mitad de la actividad fotosintética
global. Existen dos tipos bésicos de células en las microalgas: proca-
riotas y eucariotas. [6, 7, §].
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Procariotas

Las procariotas carecen de organulos, como los plastos, mitocon-
dria, ntucleo y aparato de Golgi. El aparato fotosintético esta encerra-
do en el tilacoide, que consiste en un sistema de membrana que puede
organizarse en anillos concéntricos, en haces paralelos o dispersarse
en el citoplasma. Tiene una pared celular de cuatro capas, con una
capa de lipopolisacaridos que involucran una capa de mureina [6].
Son méds similares a las bacterias que a las algas [5]. Su radio varfa
entre los 0.5 a 3 um, sus formas varian entre las esféricas, cilindricas
o espirales [9]. La divisién celular puede ocurrir a través de la fisién
binaria, la fisién multiple y la fragmentacién [6].

Eucariotas

Las células eucariotas tienen organelos que controlan las funcio-
nes de la célula, como lo son la supervivencia y reproduccién [5].
Cuentan con paredes celulares con una capa microfibrilar de celulosa
que puede ser delimitada por una capa amorfa. Hay una membrana
plasmatica que limita el citoplasma, que contiene el nicleo y diferen-
tes organelos. El nicleo es el organulo celular mas grande, contiene
el nucléolo y varias moléculas de ADN distribuidas en cromosomas.
Otro organulo importante es el reticulo endoplasmico, que tiene como
funcion la sintesis y el transporte de proteinas. El cloroplasto contiene
una serie de tilacoides que contienen clorofilas como pigmentos aso-
ciados. Su reproduccion puede ser por division celular, fragmentacion
y produccién de esporas [6, 8].

Por la gran variedad de algas existentes, la clasificacién utilizada
con mayor frecuencia se basa en los pigmentos presentes:

Microalgas rojas Incluyen principalmente especies marinas multi-
celulares. Las pocas unicelulares que existen, crecen principal-
mente en agua dulce. Su estructura celular es esférica con un
nicleo excéntrico, contiene un unico cloroplasto rodeado por
dos membranas con una pirenoide central [10].
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Microalgas verde-azules Son organismos procariotas, carecen de
organelos. Su presencia abarca desde sistemas acuaticos, has-
ta terrestres, como el desierto. Son morfolégicamente diversos,
por ejemplo, existen formas filamentosas unicelulares, colonia-

les, filamentosas y ramificadas, que a veces forman agregados
8, 11].

Microalgas verdes Son las mas comunes, son organismos eucario-
tes. Pueden encontrarse en agua dulce o agua salada. Incluyen
miembros unicelulares y multicelulares que poseen clorofila a y
b en un solo cloroplasto rodeado por dos membranas de envol-
tura. La clorofila, al ser su principal pigmento fotosintético, es
el responsable de la coloracién [8, 10].

1.2. Fotosintesis

La fotosintesis es un proceso fundamentalmente quimico mediado
por mecanismos biolégicos [12]. Es el proceso de mayor escala en la
Tierra [13], responsable del balance de carbono y oxigeno [14]. Alre-
dedor de 1.06x10'* kg de carbono se fijan anualmente en compuestos
organicos debido a los organismos fotosintéticos. Este proceso utiliza
como fuente de carbono el 0.04 % del CO, contenido en el aire [13].

Se trata de un proceso tinico donde los organismos convierten los
compuestos inorganicos CO, y HyO, utilizando la energia luminosa,
en materia organica como la glucosa. También se puede expresar
como una reaccién redox impulsada por la energia de los fotones, en
la que el COy y el agua se convierten en carbohidratos y oxigeno
(14, 15].

Se inicia cuando la luz es captada por los complejos de antenas,
que estan formados por pigmentos que capturan la luz [12]. La cloro-
fila, que es el pigmento principal, puede absorber solo una parte de
la radiacion solar, en el rango de longitud de onda de 400 - 700 nm, a
este espectro se le conoce como radiacién fotosintéticamente activa,
PAR por sus siglas en inglés; los fotones inician una compleja red de
reacciones quimicas en las que se produce la glucosa [14].
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- L y

Reacciones en fase Reacciones en fase
de luz oscura
 Fotosistema | NADPH * Fijacién CO,
H,0 (PSI) * Produccién de | CsHi0Os
* Fotosistema I ATP azUcares ’
(PSII) * Etapa de
e Sintesis del ATP regeneracion

Figura 1.1: Etapas de la fotosintesis. Adaptado de [14].

Se divide tradicionalmente en dos etapas: fase luminosa y fase
oscura (figura 1.1) [15]. Durante la primera etapa la radiacién solar
divide el agua, en hidrégeno y oxigeno, que reaccionan con com-
puestos en los cloroplastos y se producen dos compuestos quimicos
intermedios involucrados en el proceso de fotosintesis, los cuales son
reactivos en la segunda etapa [14].

1.2.1. Reacciones en fase luminosa

Estas reacciones ocurren en las membranas de los tilacoides que
contienen clorofila [14]. Implican la captura de energfa luminica y su
posterior conversion en portadores de energia, como el dinucléotido
fosfato de nicotidamina adenina (NADPH) y el trifosfato de adeno-
sina (ATP), utilizados para la fijacién de CO,. La fotélisis del agua
proporciona los electrones necesarios a lo largo de las reacciones de
fase luminosa y como subproducto se origina la liberacién de oxigeno
[12].

Involucra tres reacciones principales: el fotosistema I (PSI), el fo-
tosistema II (PSII) y la sintesis de ATP en un proceso de fosforilacion.
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El PSII captura la luz con longitud de onda menor a 680 nm, utili-
zada para separar el agua en protones, oxigeno y electrones (ecuacién
1.1).

2H,0 + 4hy — 4H" + 4e= + O, (1.1)

El oxigeno formado se libera al ambiente, mientras que los electro-
nes se transportan al PSI, y los protones a la sintesis del ATP. El
PSI captura luz con longitud de onda menor a 700 nm, utiliza los
electrones del PSII, para asi producir la forma reducida del NADPH
(ecuacién 1.2).

de~ 4+ 2H' + 2NADP' + 4hv — 2NADPH  (1.2)

En la tercera reaccion, el ATP es sintetizado a partir de difosfato
de adenosina (ADP) y ortofosfato inorganico (Pi), que se reciclan de
las reacciones de la fase oscura (ecuacién 1.3).

ADP + Pi + H' — ATP + H,O (1.3)

Por lo que si se suman las ecuaciones 1.1, 1.2 y 1.3, se obtiene la
reaccién global en la etapa de luz (ecuacién 1.4) [14, 15].

12NADP™ + 18ADP + 18Pi + 6H' + 48hy —»

1.4
602 + 12NADPH + 18ATP + 6H,0 (1.4)

1.2.2. Reacciones en fase oscura

Se denominan oscuras ya que no necesitan luz, ocurren simultanea-
mente con las reacciones de luz. El mecanismo encargado de fijar el
carbono se denomina ciclo de Calvin Benson. Incluye tres fases: fija-
cién, reduccion y regeneracién del COq [12].

Fase de carboxilacién o fijacion. En esta etapa se lleva a cabo la
reaccion mediante la cual se fija el CO, al azicar de 5-carbonos,
bisfosfato de ribulosa, para formar dos moléculas de fosfoglice-
rato. Es catalizada por la enzima Rubisco.

Fase de reduccién. La fosforilacion del fosfoglicerato necesita ATP
para formar difosfoglicerato y ADP, posteriormente el difosfo-
glicerato se reduce a fosfogliceraldehido utilizando NADPH.
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Fase de regeneracion. El fosfato de ribulosa se regenera para una
fijacion adicional de COs, realizandose a través de una se-
rie compleja de reacciones. La generacién de azucares de 5-
carbonos, a partir de aztcares de 6 y 3-carbonos se realiza gra-
cias a las enzimas transcetolasa y aldolasa.

Los productos finales primarios de la fotosintesis son los carbohidra-
tos, pero también se sintetizan acidos grasos, aminoacidos y acidos
organicos [12, 15]. La reaccién global de la fase oscura en la fotosinte-
sis se describe enseguida (ecuacién 1.5) [14].

6CO2 + 18ATP + 12NADPH + 12H,0 —

1.5
CeH1206 + 18ADP + 18Pi + 12NADP* + 6H* (1.5)

1.3. Pigmentos fotosintéticos

Las microalgas al ser organismos fotosintéticos son una fuente
de compuestos bioactivos como polisacaridos, lipidos, proteinas, pig-
mentos, vitaminas, esteroides y algunos componentes farmacéuticos.
Los pigmentos son productos con valor agregado ya que pueden ser
utilizados para la alimentacion, la cosmética o la salud [16].

Existen dos grupos principales de pigmentos fotosintéticos pre-
sentes en las algas verdes: clorofila (pigmentos verdes) absorben en el
espectro azul (450-475 nm) y rojo (630-675 nm), y los carotenoides
(pigmentos amarillos), absorben a 400-550 nm. Dependiendo de las
condiciones de cultivo, principalmente de la disponibilidad de luz y la
cantidad de nitrégeno presente, se generaran en diferentes cantidades
[17].

1.3.1. Clorofilas

La principal clase de pigmentos presentes en todos los organismos
fotosintéticos son las clorofilas, responsables de la absorcion de luz
durante la fotosintesis [13]. La estructura basica (figura 1.2) es un
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Capitulo 1. Microalgas

anillo formado por cuatro pirroles, un tetrapirrol o porfirina. El Mg?*
en el centro de la porfirina estd unido a los atomos de N por enlaces
coordinados y covalentes [18].

CH;HaC HH,C H CH3
(Phytol)

Figura 1.2: Estructura quimica de la clorofila. Recuperado de [7].

Los tipos de clorofilas se identifican por letras o por grupo ta-
xondémico. Las clorofilas a, b, ¢, y d difieren en sus sustituyentes de
grupo lateral en el anillo tetrapirrol [7, 13]. En las microalgas, las
principales son las clorofilas a y b, se diferencian con la presencia
de un grupo 7-metilo para la clorofila a, y un grupo 7-formilo para
clorofila b [18]. Funcionan como pigmentos antena de captacién de
luz y como cofactores de transferencia de electrones. Cada pigmen-
to absorbe aproximadamente 10 fotones por segundo de la radiacién
solar directa [19].

Las variaciones en la clorofila dan como resultado la absorcién de
energia luminosa a diferentes longitudes de onda, debido a los enlaces
simples y dobles alternados, absorbe de manera eficiente la energia
[18]. El espectro de absorcién de la clorofila a (figura 1.3) tiene dos
bandas, una azul y otra roja, haciendo el color caracteristico verde.
La banda en la parte azul tiene un pico en 430 nm y en la parte roja
el pico es a 662 nm, al disolverse en éter [13].
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Figura 1.3: Espectro de la absorcién y emisién de la clorofila a di-
suelto en éter. Recuperado de [13].

1.3.2. Carotenoides

Los carotenoides son de los pigmentos més diversos y generali-
zados que se encuentran en la naturaleza. Su rango de absorcién se
encuentra entre los 400 - 550 nm, los colores amarillos, naranjas y
rojos. Son un grupo de isoprenoides lipofilicos sintetizados por orga-
nismos fotosintéticos, bacterias y hongos no fotosintéticos. La estruc-
tura central C40 consta de ocho unidades de isopreno que forman una
cadena poliénica con dobles enlaces conjugados (figura 1.4). Tienen
un sistema extendido de electrones m que sustenta la capacidad para
absorber tanto la radiacién ultravioleta como la luz visible [7, 20].

Los carotenos y las xantofilas son los principales grupos de carote-
noides. El licopeno y [-caroteno son carotenos que no poseen ningun
substituyente, son hidrocarburos. Las xantofilas son moléculas que
contienen oxigeno, por ejemplo, la luteina y la zeaxantina con grupos

_OH [21].
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Figura 1.4: Estructura quimica de los carotenos mas comunes en mi-
croalgas. Adaptado de [22].

Tienen importantes funciones en el aparato fotosintético, funcio-
nan como pigmentos accesorios de recoleccion de luz, componentes
estructurales para el ensamblaje de fotosistemas, moderadores de en-
friamiento no fotoquimico y eliminadores de especies reactivas de
oxigeno en organismos fotosintéticos [23].

Especificamente en las algas, los carotenoides protegen a la clo-
rofila de los efectos de una exposiciéon excesiva a la luz. Ademas el
[-caroteno protege a la célula de los radicales libres. Ciertas micro-
algas en condiciones desfavorables para su desarrollo, se defienden
produciendo metabolitos secundarios a través de la via de la carote-
nogénesis [21].

14



Capitulo 1. Microalgas

1.4. Aplicaciones

Las microalgas son organismos interesantes para las aplicaciones
biotecnolégicas por las rapidas tasas de crecimiento y su estructu-
ra sencilla. Estos productos van desde nutrientes para el ganado,
productos para farmacéuticos, pigmentos y otras aplicaciones indus-
triales y energéticas, incluidos los biocombustibles. La produccion de
carbohidratos y proteinas en algunas especies puede llegar hasta el
50 % de peso seco [8, 24].

Microalgas para la farmacéutica

Son una fuente potencial de varios suplementos alimenticios y
biomateriales utilizados en la industria farmacéutica, por ejemplo,
el omega-3, acidos grasos, clorofila, acido eicosapentaenoico (EPA) y
dcido docosahexaenoico (DHA) [8].

Microalgas en la cosmética

Son utilizados en productos cosméticos como anti-envejecimiento
y anti-irritantes. Se encuentran en lociones de proteccién solar y pro-
ductos para el cabello. Por ejemplo, la Arthospira es rica en proteina,
se utiliza en la reparacion del envejecimiento precoz de la piel y la
Chlorella vulgaris contiene coldgeno [25].

Microalgas en consumo humano

Debido a su amplia variedad de composicién quimica y su gran
valor nutricional, se pueden utilizar en una variedad de productos
alimenticios, las més utilizadas son: la Chlorella, la Spirulina y la
Dunaliella. Se comercializan en forma de tabletas, cdpsulas, jarabes
o en polvo como aditivo alimentario [5, 25].
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Microalgas en la alimentacion animal

Las microalgas desempenan un papel importante en los alimentos
de alto grado para la nutricién animal, desde la acuicultura hasta el
ganado [8]. Las evaluaciones nutricionales y toxicoldgicas en las mi-
croalgas han demostrado que son un valioso complemento alimenticio
o sustituto debido a la alta concentracién de minerales, vitaminas y
proteinas con un menor numero de calorias, resultando en un me-
jor sistema inmune, mayor fertilidad, control de peso, piel y pelaje
saludable y brillante [5, §].

Microalgas como combustible

Las microalgas se utilizan como combustible por las numerosas
ventajas que presentan, entre las cuales destacan: la productividad es
mayor al crecer en un medio liquido y asi se evita la limitacion de agua
y nutrientes, es de los organismos fotosintéticos mas productivos,
no requiere de tierra cultivable, puede realizarse al aire libre o en
sistemas cerrados y controlados. Al requerir una fuente enriquecida de
COa, se pueden colocar junto a las centrales eléctricas que funcionan
con combustibles fésiles y cuyos gases de combustion son ricos en

CO, [26].

Las microalgas contienen proteinas, carbohidratos y lipidos; los
lipidos se pueden convertir en biodiésel, los carbohidratos en bioeta-
nol o biohidréogeno y las proteinas en la materia prima para biofer-
tilizante por ejemplo. La biomasa microalgal se puede procesar me-
diante el uso de conversion termoquimica y bioquimica. Los procesos
termoquimicos se puede dividir en gasificacién, licuefaccién, pirdlisis
y combustion directa; los procesos bioquimicos se puede dividir en
digestién anaerdbica, fermentacién y actividad fotobiolégica [27].
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CAPITULO 2

L BIOMASA MICROALGAL: FACTORES
INVOLUCRADOS

La bioenergia es un tipo de energia renovable derivada de fuentes
bioldgicas. La biomasa, considerada la materia prima, puede ser uti-
lizada directamente como combustible sélido, o convertirse en com-
bustible liquido o gaseoso. Ademas es una fuente viable por ser una
energia limpia y amigable con el ambiente [28].

Las microalgas son una alternativa viable para ser utilizada como
biomasa, al ser una fuente renovable y eficiente gracias a la habilidad
de convertir la energia luminica en compuestos tutiles, en un periodo
corto de tiempo [29]. Se ven involucrados tres grandes factores para
su crecimiento: luz, agua y una fuente de carbono [30].

Entre las ventajas que presentan sobre las plantas, en relacion con
los biocombustibles, se encuentran las siguientes:

= Son capaces de producir durante todo el ano, ademas de tener
un periodo de cosecha menor [2, 5.

» Los medios de cultivo son baratos [25].
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= Tienen un crecimiento rapido porque en la etapa exponencial
su periodo de duplicacién es corto [5, 25].

= Ayudan a la biofijacién del CO; residual, mejorando la calidad
del aire [5]. Algunos reportes muestran que aproximadamente
1 kg de biomasa seca fija 1.83 kg de CO4 [2].

= Su cultivo es en medio acuoso, pero necesitan menor cantidad
de agua que los cultivos terrestres, reduciendo la carga en las
fuentes de agua dulce [5].

= Al ser cultivada en aguas residuales, existe una biorremediacién
eliminando NH} y NOs [2].

= No requiere utilizar herbicidas o pesticidas [5].

» Reducen significativamente la competencia entre alimentos y
biocombustibles [25].

Otra caracteristica esencial del cultivo de microalgas es la adap-
tacion a los diferentes medios, a condiciones ambientales extremas
de luz y temperatura y los bajos requerimientos nutricionales [2].
También, al variar las condiciones de crecimiento, la composicion
bioquimica de la biomasa se modifica, caracteristica que puede ser
utilizada para los fines que més convengan [5]. Los productos que se
originan durante el crecimiento y que pueden ser aprovechados son
los acidos grasos, los lipidos, los pigmentos y las proteinas [2].

Entre las condiciones, ya estudiadas, que favorecen la productivi-
dad de los sistemas de cultivo se encuentran: un mezclado adecuado
que proporcione a todas las células las mismas condiciones y asi evi-
tar la presencia de gradientes, alta capacidad de transferencia de CO,
y evitar la acumulacién de oxigeno, una relaciéon superficie-volumen
alta para aumentar la concentracion celular y la productividad vo-
lumétrica y un efectivo control de los parametros como la tempera-
tura, el pH, nutrientes y el CO, [17, 31].
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2.1. Seleccién de la especie

La seleccion de la especie de microalgas con la que se va a trabajar
es importante para tratar de garantizar una produccién eficiente y
econémicamente viable para los productos deseados [24]. Las especies
y cepas varian en términos de productividad de nutrientes y luz, la
tasa de crecimiento especifica y la adaptabilidad a nuevas condiciones
ambientales [6].

Para biocombustibles, es de interés la eficiencia fotosintética, los
co-productos de valor agregado, la generacion de elevadas cantidades
de carbohidratos y lipidos, la tolerancia a temperatura y luz, requi-
sitos nutrimentales, altas concentraciones de masa celular y la infor-
macién disponible [32]. Al ser utilizada para biocombustibles puede
existir cierto grado de impureza en el cultivo [33].

Para la seleccién de la especie se debe tener en cuenta la fisio-
logia del crecimiento, la produccién de metabolitos en funcién de la

calidad y variedad, la robustez del cultivo en términos de resiliencia,
adaptabilidad y estabilidad [6].

Existen dos formas de cultivo, los definidos y los mixtos. Los cul-
tivos mixtos contienen mezclas probadas, pueden incluir diferentes
géneros, especies o cepas de organismos. La adaptabilidad de con-
diciones del cultivo es su principal ventaja, los inconvenientes son
la calidad inconsistente de los productos finales y que la proporcion
de organismos no es constante. Los cultivos definidos o axénicos son
cultivos con cepas caracterizadas, aisladas individualmente [34].
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2.2. Luz

La intensidad luminosa es uno de los méas importantes factores
a considerar para el cultivo de biomasa microalgal, ya que se tratan
de organismos fotosintéticos [35]. La luz es radiacién electromagnéti-
ca, se consideran longitudes de onda entre los 1072 a los 107% m
[15]. Se debe suministrar continuamente porque las células no pue-
den acumularla [36]. Las microalgas solo pueden utilizan la radiacién
fotosintéticamente activa, PAR, por sus siglas en inglés [35].

La PAR comprende entre los 400 a 700 nm, representa aproxima-
damente un 50 % de la luz solar [33].

El cultivo generalmente es sometido a fluctuaciones continuas en
la irradiancia, debido a la fuente de luz [12], también dentro de los
cultivos, derivada del sombreado generado por las células, por la pro-
fundidad y densidad celular del cultivo [35].

Para enfrentar estos cambios, los organismos han desarrollado me-
canismos de fotoaclimatacién [15]. El tiempo en el que se presenta
esta caracteristica puede ir desde segundos hasta dias, cuando exis-
te un periodo de fotoaclimatacion largo involucra cambios a nivel
éptico, biofisico, bioquimico, fisioldgico y ultra-estructural [37].

La fotoaclimatacion se define como el cambio en la fisiologia ce-
lular y bioquimica asociada con la fotosintesis, como el cambio en el
contenido de pigmentos [38].

Las células, al exponerse a la luz absorben una parte, otra la
dispersan y otra cantidad pasa a través de ella sin interaccionar [12].
La intensidad puede afectar la velocidad de la fotosintesis [28].

Es por eso que la relacion entre fotosintesis e irradiancia es una
medida para evaluar las respuestas ecofisioldgicas a la luz [39]. La
herramienta mas utilizada para analizar la respuesta de crecimiento
fotosintético es la curva P/I (figura 2.1), que correlaciona la fotosinte-
sis neta y la irradiancia. La curva puede dividirse en tres regiones,
la region limitada de luz, la regiéon saturada de luz y la region de
fotoinhibicién [37].
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Fotoinhibicion

o Fotosintesis neta

0

I Irradiancia

(9}

Figura 2.1: Diagrama esquematico de la fotosintesis versus irradian-
cia. La tasa de saturacién se denota P,,... La relaciéon entre la fo-
tosintesis y la irradiancia se denomina «. La irradiancia de satura-
cion es I, y la irradiaciéon de compensacion se denomina como I..

Adaptado de [37].
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En condiciones de limitacién, la tasa de fotosintesis y crecimien-
to celular aumentan con la intensidad de la luz [28], el organismo
aumenta la pigmentacién, es decir, aumenta el nimero de unidades
fotosintéticas o cambia el tamano de los complejos que captan la luz

[15].

La saturacion ocurre cuando la absorcion de fotones es igual a
la tasa de transporte de electrones para la fotosintesis [28].

Mas alla de la saturacién ocurre la fotoinhibicién, debido a la
alta exposicion a la luz [28]. Se define como la degradacién de pro-
teinas clave a altas intensidades de luz, provocando una disminucién
del rendimiento de fotosintesis a lo largo del tiempo [38]. Puede ser
reversible o irreversible, dependiendo del estrés luminico y la cantidad
de tiempo de exposicién a éstas condiciones [33].

En esta etapa se danan los receptores de luz de los cloroplastos,
disminuyendo la produccion de clorofilas, pero aumenta la produc-
cién de carotenoides [24], ya que son pigmentos fotoreguladores, los
cuales proporcionan una fotoproteccion efectiva al dispersar el exceso
de energia luminica. También provoca la fotooxidacién de los com-
ponentes del PSII [12]. Las condiciones ambientales que reducen el
metabolismo de carbono, como las altas temperaturas y la deficiencia
de nitrégeno, hacen mas susceptible al cultivo [37].

La luz puede suministrarse también por fuentes artificiales, son
las mas utilizadas a escala laboratorio. Pueden ser lamparas haloge-
nas, bombillas incandescentes, lamparas fluorescentes y LED’s. Se
escogera dependiendo de la calidad espectral de luz que se quiera su-
ministrar, consumo eléctrico, eficiencia de conversion, el costo, entre
otros [40].

Los LED’s, o diodos emisores de luz, se prefieren porque propor-
cionan una longitud de onda especifica, tienen un bajo consumo de
energia, pueden utilizarse para simular grandes y homogéneas den-
sidades de flujo de fotones [31]. Ademds, en comparacién con otras
fuentes artificiales de luz, su vida 1til es mas larga, presentan tole-
rancia al repetitivo encendido y apagado y no generan calentamiento
40].
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A nivel comercial, los reactores de placa plana con paneles LED’s
incluidos son producidos por Photon Systems Instruments, una em-
presa de Republica Checa [31].

Las longitudes de onda deben ser 6ptimas para los fines conveni-
dos. Por ejemplo, se sabe que el espectro blanco produce un creci-
miento de intermedio a bajo [24]. Las longitudes de onda rojas (600
- 700 nm) y azules (400 - 525 nm) son absorbidas por las clorofilas
a y b, siendo las més efectivas [40]. Las longitudes de onda azul me-
joran el PSI, ademads tienen un efecto en la acumulacién de lipidos,
mientras que las longitudes de onda rojas mejoran el PSII y ayudan
a la acumulacién de biomasa [12].

2.3. Nutrientes

Los requisitos nutricionales cuantitativos y cualitativos del culti-
vo deben determinarse para optimizar el crecimiento y la formacién
de productos [9]. Se debe proporcionar carbono, oxigeno, hidrégeno,
los cudles se obtienen del agua y del aire [6, 25]. Ademads se debe
proporcionar calcio, manganeso, magnesio, hierro, sulfuros, potasio y
fésforo, selenio, en menores cantidades [24].

Los nutrientes necesarios se pueden clasificar en dos categorias:
macronutrientes y micronutrientes. Los macronutrientes son necesa-
rios en concentraciones mayores a 10™% mol/L. Los micronutrientes
se adicionan en una concentracién menor a 10~* mol/L [9].

Los macronutrientes son el carbono (C), nitrégeno (N), oxigeno
(0), hidrégeno (H), fésforo (P), azufre (S), magnesio (Mg) y potasio
(K) [41].

El carbono, los organismos fotoautotrofos lo obtienen del CO5. En
las fermentaciones aerébicas, aproximadamente el 50 % del carbono se
incorpora a las células y el restante se utiliza como fuente de energia.
Una gran fraccién se convierte en productos y aproximadamente un
30 % se convierte en masa celular en las fermentaciones anaerébicas

[9]-
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En cultivos extensivos el CO5 de la atmédsfera no es suficiente, por
lo que se agrega generalmente HCOj [6].

El nitrogeno, es el segundo nutriente en importancia, en peso
seco corresponde aproximadamente hasta el 14 %. Generalmente se
adiciona como sales de amonio, proteinas o péptidos. El crecimiento
estd influenciado por este nutriente, siendo un factor limitante para la
composicion celular, como el aumento de polisacaridos o una mayor
produccion de carotenoides.

Fésforo, es alrededor del 3% de peso seco. Influye en el proceso
metabolico de las células, en el proceso de transferencia de energia
y la biosintesis del ADN. Se adiciona en formas de sales de fosfato
inorganico, como el KH,PO, v KoHPO,. La disponibilidad afecta la
cantidad de carbohidratos y lipidos [6, 9, 25].

Respecto al oxigeno, se requiere para ser un aceptor de electrones
terminal en el metabolismo aerébico de los compuestos de carbono,
se introduce al ambiente a través de la inyeccion de aire por burbujeo
o por aireacién superficial. Como se encuentra presente en el medio,
nunca es un factor limitante [9, 32].

El azufre representa el 1% de peso seco. Se encuentra en pro-
tefnas y coenzimas. Las sales de sulfato ((NH4)2SO,) representan la
fuente mas comun. El potasio y el magnesio son cofactores para al-
gunas enzimas. Se requieren para el metabolismo de carbohidratos,
particularmente, el magnesio se encuentra en las paredes celulares y
membranas [9].

Respecto a los micronutrientes, la falta de estos elementos au-
menta la fase de adaptacion, disminuyendo la tasa de crecimiento.
Se pueden clasificar en dos categorias, los elementos traza necesarios,
como el hierro, el zinc y el manganeso y los necesarios en condiciones
especificas como el cobre, el cobalto, el molibdeno, el calcio, el sodio,
el niquel y el selenio [9].
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2.4. Medios de cultivo

Para el cultivo de microalgas es necesario contar con una fuente
que proporcione el medio acuoso. Generalmente se tienen tres tipos:
agua dulce, es baja en sales y generalmente no contiene nitrégeno ni
fésforo; agua salada, es viable para utilizar con organismos resistentes
a grandes concentraciones de sal; finalmente aguas residuales, donde
las células toman los nutrientes que se encuentran presentes en las
mismas pero la cantidad de contenidos inorganicos difieren bastante
[42].

Los medios de cultivo pueden dividirse en dos categorias, los me-
dios definidos, aquellos que contienen cantidades especificas de los
compuestos quimicos puros con composiciones conocidas, usualmen-
te son costosos, la ventaja que acarrean es la mejor reproducibilidad
y control de los resultados. Los medios complejos son menos costosos
porque contienen compuestos naturales donde la composicién quimi-
ca no se conoce exactamente, proporcionan los factores de crecimiento
necesarios, resultando en un mayor rendimiento celular [9].

El crecimiento celular esta fuertemente influenciado por la con-
centracién y tipo de nutrientes proporcionados [24], se selecciona de
acuerdo a las necesidades de las microalgas y su propoésito. Los ma-
cronutrientes se suministran en concentraciones de g/L, mientras que
los micronutrientes en el orden de mg/L [6].

Usualmente, las microalgas se cultivan utilizando fertilizantes co-
merciales diluidos en agua natural. Por otro lado, entre los medios
de cultivo definidos méas conocidos se encuentran: COMBO, BG 11,
ES, ASP, F/2, Aquil, ESAW, Bold’s Basal, N-11, Chu #10 [6, 24].

Los requisitos del medio de cultivo se determinan al conocer la
productividad y composicién de la biomasa. Sin embargo, la canti-
dad exacta se conoce en los cultivos con condiciones limitantes de
nutrientes [35].
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2.5. Temperatura

La temperatura juega un papel critico en la productividad de
la biomasa microalgal, debido a la influencia en la composicién bio-
quimica a través de las rutas metabdlicas, cinética de enzimas y con-
formacién de estructuras vitales [24, 28]. Se pueden clasificar en dos
grupos, las células eurotérmicas, que soportan grandes fluctuaciones
de temperatura, y las células estenotérmicas que no presentan esta
tolerancia [24].

El rango 6ptimo de crecimiento se encuentra entre los 20 °C y los
25 °C [40]. Pero se han estudiado los efectos en varias especies en
el rango de 4 °C a 35 °C, por ejemplo, Chlorella vulgaris tiene una
tasa de crecimiento maxima a los 15 °C [28], esto se debe a que la
actividad fotosintética y el metabolismo de la mayoria de las especies
puede ocurrir entre los 15 °C y los 30 °C [40].

La variacién diaria puede llevar a una disminucion en la produc-
cién de lipidos [25]. También afecta la intensidad de luz requerida
para una productividad éptima. Las células presentan una mayor
tolerancia a una mayor intensidad de luz, si se encuentran en tem-
peraturas cercanas a las éptimas [40]. El sobrecalentamiento, debido
a la absorcién de calor por radiacién de la fuente de luz [35], dismi-
nuye la tolerancia a los flujos de luz de alta intensidad, por el estrés
ocasionado [40], danando e incluso matando las células [35].

En los fotobiorreactores cerrados las temperaturas pueden ser ma-
yores que la ambiental [33], si la temperatura supera los 40 °C, la
funcion de separacion de carga del PSII se inhibe y desactiva la acti-
vidad de desarrollo de energia [40], por lo cudl se necesita un control
adecuado, y en ocasiones contar con sistemas de enfriamiento adicio-
nales [33].
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2.6. pH

El pH de los cultivos desempena un papel importante en la regu-
lacién de la absorcién de los nutrientes esenciales, incluidos el nitrato
y el fosfato [24]. Influye en la composicién y la vida ttil de las micro-
algas y determina la disponibilidad y la solubilidad del CO4 [28].

La ionizacion de los metabolitos bioquimicos, la precipitacion de
los fosfatos y la solubilidad y disponibilidad de los elementos traza
también son dependientes del pH del medio de cultivo [24]. El cambio
en este parametro puede afectar la penetrabilidad de las células y
efectuar la aglomeracién de sales inorgénicas [25].

El pH o6ptimo de las especies mas cultivadas se encuentra en un
rango de 7 a 9, es crucial mantener este rango porque puede ocurrir un
colapso completo del cultivo, debido a la interrupcion de los procesos
celulares [33]. Aunque toleran grandes intervalos, el rendimiento se
reduce [35].

En condiciones alcalinas, las microalgas capturan facilmente el
CO, [25], pero también se retrasa la finalizacién del ciclo celular
al aumentar la flexibilidad de la pared celular evitando su ruptura
[43]. El pH acido altera la capacidad de absorcién de nutrientes e
interfiere con los procesos celulares, ya que puede interferir con la
penetrabilidad de la célula [28].

2.7. Mezclado

En su habitat natural, las microalgas existen con una densidad
celular aproximada a 103 células/ml, con distancias entre ellas de 100
pm. Cuando se realiza un cultivo de microalgas, éstas llegan a tener
una densidad de hasta 10 cel/ml. Resultado de la gran concentracién
de células, es necesario implementar un sistema de mezclado [33], ya
que se ha observado que el sombreado mutuo es un factor limitante
en el crecimiento [24]. También afecta la transmisién de luz, aumenta
la tasa de consumo de COs, ocasionando mayor oxigeno disuelto en
el cultivo [33] y produce gradientes de temperatura [35].
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El mezclado del cultivo se puede realizar mediante aireacion, bom-
beo o agitacion mecanica. Previene la sedimentacién gravitacional de
las células, garantiza la distribucién uniforme de luz y nutrientes,
facilita la transferencia de calor y se tiene un intercambio de gases
eficiente [33]. A pesar de los beneficios que conlleva la agitacién, como
las altas tasas de crecimiento celular, la mezcla rapida se asocia con
dano celular [24]. Los principales factores que determinan la sensibi-
lidad es el tipo de microalga, la composicion y el grosor de la pared
celular. Las burbujas pequenas son las que mayor dano causan [35].
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CAPITULO 3

TECNICAS DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DE BIOMASA MICROALGAL

3.1. Tipos de nutricion

3.1.1. Fotoautotroéfica

Las microalgas fotoautétrofas convierten la radiacion solar y el
COs absorbido por los cloroplastos en ATP y Oy mediante la oxida-
cion de sustratos que se utilizan posteriormente para producir energia
que sustenta el crecimiento. Utilizan como fuente de energia luz ar-
tificial o natural [6]. La luz artificial intenta replicar y mejorar las
condiciones de crecimiento natural. Es importante comprender los
espectros de absorcion de luz de los pigmentos de las algas para ele-
gir la luz artificial, ademés de que ésta permite la produccién conti-
nua, pero con una entrada de energia mayor [5]. Se puede aumentar
el contenido de lipidos en la produccién de microalgas al limitar el
contenido de nutrientes como el nitrégeno [42].
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3.1.2. Heterotrofica

El cultivo heterdtrofo es la condicién en la cual las microalgas uti-
lizan compuestos organicos como fuentes de carbono producidos por
otros organismos para satisfacer sus necesidades energéticas [6]. Pue-
den obtenerlas durante el crecimiento, como sacarosa, glucosa, lacto-
sa, galactosa, glicerol y fructosa [42]. Al ser el crecimiento indepen-
diente de la luz, permite posibilidades de escalamiento mas simples,
al proporcionar un alto grado de control del crecimiento y menores
costos de cosecha [5]. La desventaja que presenta es la contamina-
cion debido a la fuente de carbono organico, lo que no facilita su uso
en exteriores, ademas de que los costos aumentan por el costo del
sustrato [42].

También hay microalgas fotoheterdtrofas, que usan la luz como
fuente de energia y compuestos organicos como nutrientes, o quimio-
heterdtrofas si oxidan los compuestos orgénicos para obtener energia

[6].

3.1.3. Mixotrodfica

Algunas microalgas son mixotroficas, estan presentes simultédnea-
mente la heterotrofia y la autotrofia, excepto en condiciones de os-
curidad total, donde la heterotrofia predomina [6]. Significa que son
capaces de realizar la fotosintesis y de ingerir materiales orgénicos [5].
Las microalgas utilizan como fuente de carbono el COs. El COy que
liberan las células a través de la respiracién queda atrapado en el me-
dio y es reutilizado en presencia de luz, ademéas asimilan compuestos
organicos [42].

La capacidad para procesar sustratos organicos significa que el
crecimiento celular no depende estrictamente de la fotosintesis, por
lo tanto no es un factor absolutamente limitante. Es adecuado pa-
ra la produccion de compuestos caracteristicos del metabolismo. Se
obtiene més biomasa y una mayor acumulacién de lipidos [42]. Las
desventajas que presenta es el riesgo de contaminacién debido al car-
bono orgédnico y el incremento en costos [6].
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3.2. Modos de cultivo

3.2.1. Cultivo lote

El cultivo lote o Batch es el método méas utilizado para cultivo
microalgal, debido a su facilidad de operacion, su minimo riesgo de
contaminaciéon y el poco mantenimiento asociado.

En un sistema de cultivo lote sencillo, se coloca en un fotobiorreac-
tor una cantidad definida de medio de cultivo (nutrientes necesarios
para el crecimiento) e in6culo microalgal para ser crecidos en las con-
diciones mas favorables. En un cultivo lote, el crecimiento celular se
ve afectado por el sustrato limitante o por la inhibiciéon de crecimien-
to, ocasionando cambios y diferentes fases de crecimiento, con una
fluctuacién en la productividad [6, 7].

Una curva tipica de crecimiento incluye las siguientes fases: (1)
fase de adaptacién, (2) fase de crecimiento exponencial,(3) fase de
desaceleracion, (4) fase estacionaria y (5) fase de muerte (figura 3.1)
[44].

La fase de adaptacién ocurre inmediatamente después de la ino-
culaciéon. Se refiere al periodo de adaptacién fisiologico de las células
a las condiciones nuevas y los cambios en los nutrientes. Esta etapa se
ve afectada cuando la concentracion celular del indculo o la cantidad
de nutrientes no fueron suficientes para el crecimiento [6, 44].

Durante la fase de crecimiento exponencial las células ya se
adaptaron a las nuevas condiciones. Se alcanza el maximo crecimiento
debido a la rapida multiplicacion celular, ocasionando el crecimiento.
Se ve limitado por la cantidad de sustratos y la luz.

Posteriormente las células entran en la fase de desaceleracién.
La concentraciéon celular ya no aumenta debido al agotamiento de
algin nutriente esencial o la acumulacién de subproductos daninos.
El cambio en el tamano de la célula es resultado de un crecimiento
no balanceado en esta fase [44].
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Concentracion
Fase de adaptacion
Fase de crecimiento exponencial

_ Fase de desaceleracion
Fase estacionaria y muerte

Tiempo —_—

Figura 3.1: Curva de crecimiento tipica en un cultivo por lotes. Adap-
tado de [44].

Cuando los sustratos solubles en el medio de cultivo se agotan
inicia la fase estacionaria. La tasa de crecimiento neta es igual a
cero, ocurriendo asi alguna o todas de las siguientes aseveraciones:
la concentracion celular neta permanece constante pero las células
viables disminuyen, una segunda etapa de crecimiento se desarrolla
y las células pueden no estar multiplicandose pero pueden tener un
metabolismo activo. Finalmente ocurre la fase de muerte donde las
células ya no son viables [7, 44].
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3.2.2. Lote alimentado

El método lote alimentado o Fed Batch, es un cultivo semiconti-
nuo, utilizado principalmente en escala industrial. Su caracteristica
esencial es la forma continua o discontinua de agregar medio fresco,
pero las células y los productos permanecen en el reactor. El cultivo
se cosecha periddicamente o al final del ciclo de cultivo, resultando en
la variabilidad del volumen y la tasa de dilucién. El estado cuasi esta-
ble se logra cuando la concentraciéon de biomasa y otros parametros
varian en un patron de repeticion ciclico. Este tipo de método es ade-
cuado para la produccién de metabolitos no asociados al crecimiento
microalgal o para evitar la inhibicién por sustrato [6, 7].

3.2.3. Continuo

La caracteristica principal es que el suministro de medio de cultivo
fresco se hace de manera homogénea y continua, ademas el cultivo se
elimina de forma continua. Al reponer el sustrato limitante se genera
el crecimiento celular continuo, produciendo condiciones ambientales
de cultivo constantes para la formacién de productos y por lo tanto,
suministra productos de calidad uniforme. En este tipo de sistemas
hay un control de las condiciones de cultivo que permite obtener una
mayor productividad volumétrica porque representa un tiempo de
respuesta menor, menor espacio requerido y menores costos asociados

[6, 7, 45].

Se han desarrollado varios modos de operacion para el cultivo de
microalgas como [6]:

Quimiostato Se mantiene constante la tasa de crecimiento especifi-
ca, se utiliza en investigaciones para evaluar el efecto del pH, la
temperatura o la concentracién de sustrato. El control se rea-
liza alimentando el cultivo con medio fresco que contiene los
nutrientes limitantes.
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Turbidostato La turbidez se mantiene constante en el sistema de
cultivo, utilizando un sensor 6ptico que mide la turbidez, conec-
tado a una bomba que entrega el medio fresco a una velocidad
variable.

Luminostato La transmisién de luz se mantiene de manera conti-
nua mediante un sensor que mide la luz que llega a la parte
posterior del fotobiorreactor, de acuerdo a la intensidad de luz,
la concentracién celular se manipula para alcanzar el régimen
deseado.

3.3. Sistemas de cultivo

Los sistemas de cultivo microalgal se han clasificado en dos gran-
des grupos: abiertos y cerrados, siendo los ultimos los fotobiorreac-
tores (FBR) [24]. El método de cultivo depende del tipo de cepa, la
fuente de nutrientes y el costo [42].

3.3.1. Abierto

Los sistemas abiertos hacen referencia a la exposicion directa del
medio de cultivo al ambiente, generalmente se utilizan para la pro-
duccién de biomasa de forma comercial debido al costo que representa
una estructura a gran escala [46].

Ademas, este método ha sido utilizado desde 1950 por las ven-
tajas que trae consigo: al ser una estructura al aire libre es facil de
construir con costos menores y generalmente un gran tiempo de vi-
da 1til, aunado a una mayor capacidad de produccién en términos
volumétricos, comparado con los sistemas cerrados. Las desventajas
que presenta es la susceptibilidad a las condiciones climaticas adver-
sas, la evaporacién y la dificultad de mantener un ambiente estéril o
controlado [6].
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Estos sistemas pueden ser clasificados en [46]:

Lagunas y estanques poco profundos

Sistemas inclinados o en cascada

Estanques circulares

Estanques de canales

Lagunas y estanques poco profundos

Son los sistemas més simples utilizados para el cultivo microal-
gal. Son construidos en sistemas naturales con una profundidad no
mayor a 1 metro para permitir el paso de la luz, siendo uno de los
sistemas mas econémicos. Al no contar con un sistema de agitacion,
hace que este tipo de sistemas presente desventajas como lo son la
lenta difusion de nutrientes debido a la flotacién de algas muertas
restringiendo el paso de la luz solar evitando el crecimiento, ademés
la disolucién del diéxido de carbono del aire al agua limitando la tasa
de crecimiento [42].

También se han utilizado para la produccion de algas para con-
sumo humano. Uno de los registros mas antiguos es en el lago de
Texcoco, México, donde los aztecas solian cosechar Arthrospira (Spi-
rulina). En 1970 Sosa Texcoco Co. cultivé Arthrospira mazima en las
partes externas de un evaporador solar en espiral. El area de estan-

que era de 40 ha y producia al ano alrededor de 300 t de microalga
46].

Sistemas inclinados

En los estanques inclinados (figura 3.2), el cultivo de microalgas
fluye por una superficie inclinada, en la parte inferior se recolecta y es
bombeada a la parte superior de la pendiente. Fue disenado original-
mente en los anos 60’s en Republica Checa por Setlik y colaboradores
[47]. Durante el dia el cultivo es bombeado, en la noche se colecta en
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un tanque para tener aireacién y ser mezclado, reduciendo el costo
de bombeo y el grado de enfriamiento del medio [46].

Son los unicos sistemas al aire libre capaces de alcanzar altas con-
centraciones celulares (hasta 10 g/L), son adecuados para microalgas
tolerantes al bombeo repetido, como Chlorella y Scenedesmus. Debi-
do a la turbulencia generada, permite la existencia de delgadas capas
de cultivo, menores a 2 cm, proporcionando relaciones de superficie-
volumen mayores [6].

Estanques circulares

Se derivan de la innovacion para el tratamiento de aguas residua-
les. Consiste en un reactor con un brazo giratorio ubicado en el centro
con una profundidad alrededor de 0.3 m, obteniendo asi una mejor
mezcla del cultivo (figura 3.2). Debido a las restricciones mecanicas
del brazo giratorio el drea no excede los 10000 m?2. Se utiliza princi-
palmente en Asia para la produccién de Chlorella sp. La desventaja
que presenta es el costo de construccion y el gasto energético que
conlleva el brazo mecanico [6, 42, 46].

Estanques de canales

Son los sistemas artificiales més utilizados, presentan una forma
ovalada de bucle cerrado con una profundidad entre 0.2 y 0.5 m
(figura 3.2). El mezclado se induce por el movimiento continuo de una
rueda de paletas, que evita la sedimentacion de las algas. Se utiliza
para la produccién comercial de microalgas y para el tratamiento de
aguas residuales [6].

Algunas de las ventajas que presenta es que es un sistema relati-
vamente barato, de facil mantenimiento y bajo consumo energético.
Pero presenta limitaciones como la baja productividad debido a un
mezclado deficiente, el requerimiento de grandes extensiones de tierra
y su uso esta limitado a pocas especies de algas [5].
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2 ©

Estanque de canal Estanque circular

Sistema inclinado
Estanque de canal

Figura 3.2: Diagrama de sistemas de cultivo abierto. Adaptado de
6, 48].

3.3.2. Cerrado

Un fotobiorreactor se define como un sistema de cultivo para or-
ganismos fotoautotréfos, donde los fotones, necesarios para llevar a
cabo la fotosintesis, atraviesan las paredes del reactor. Por lo tan-
to, el intercambio directo de gases, liquidos (por ejemplo, lluvia) y
particulas (microbios, insectos, polvo), entre el cultivo y la atmésfera
estd fuertemente limitado, haciéndolo un sistema cerrado [7].

Han sido desarrollados debido a los problemas que han presentado
los sistemas abiertos [24]. Por ejemplo, se resuelve el aspecto de la
contaminacién. Se puede cultivar solo una especie de alga, pudiendo
ser utilizada en la industria farmacéutica y cosmética [5]. También se
caracterizan por tener un diseno técnico mas flexible, pérdidas de CO,
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menores, condiciones reproducibles y existe un cierto control de ellas,
cuentan con una mayor relacion superficie-volumen, incrementando
asi la produccién volumétrica [6, 46].

Existe una gran variedad de disenos pero se pueden agrupar en
tres grandes grupos: tubulares, placa plana y en columna (figura 3.3).
Todos presentan las mismas desventajas: la dificultad de escalamiento
y el alto costo que tienen asociado [5].

Tubulares

Son el diseno cerrado méas desarrollado para el cultivo de micro-
algas a escala industrial. Generalmente es un arreglo transparente de
tubos de vidrio o plastico, donde el medio se recircula con bombas
permitiendo que el Oy y el CO; se intercambien con el medio y como
mecanismo para el mezclado [33, 35].

Entre sus ventajas destacan que se alcanza una alta productividad
de biomasa dependiendo de la especie que se coloque, la facilidad
para tener un ambiente estéril, mayor superficie para captar la luz,
es escalable y se puede utilizar en exteriores [5, 6].

El arreglo tubular puede ser alineado horizontalmente, vertical-
mente, inclinado o en hélice y el didmetro de los tubos es general-
mente menor a 0.1 m. Sus limitaciones de diseno son la longitud de
los tubos, que depende de la acumulacién potencial de Oy y el ago-
tamiento del CO,, ademas de la variacion del pH a través de ellos

5].

Otra limitacién que presenta es la dificultad de establecer un con-
trol en la temperatura, si se coloca un termostato el costo aumenta
considerablemente y puede dificultar su implementacion. Otro as-
pecto a considerar es la adherencia de las células a las paredes de los
tubos complicando la transferencia de luz [49]. Si se trata de un siste-
ma en el exterior, las desventajas que presenta son el uso de grandes
extensiones de tierra y el riesgo de foto-inhibicién [6].
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Columna

La estructura de los fotobiorreactores de columna vertical con-
siste en cilindros con radios de hasta 0.2 m y alturas hasta 4 m.
Los radios suelen ser pequenos para aumentar la relacién superficie-
volumen [33]. Tienen un rociador de aire en la parte inferior, los
cudles generan burbujas mejorando la transferencia de masa [42]. La
agitacion constante también mezcla suavemente el cultivo teniendo
muy poco dano celular [33].

Ofrecen el mezclado mas eficiente, las mayores tasas de transfe-
rencia de masa volumétrica y las mejores condiciones de crecimiento
controlables. Son de bajo costo, compactos y faciles de operar mo-
nosépticamente [5, 49]. Las burbujas también ayudan a expulsar el
oxigeno producido por las microalgas, ayudando a la tasa de creci-
miento, ya que una alta concentracion de oxigeno en el medio de
cultivo inhibe la difusion fuera de los centros de reaccién, haciéndola
el proceso limitante del cultivo [42].

El inconveniente que presenta es la restriccién de altura, asociada
con las limitaciones de transferencia de gas y la resistencia de los
materiales. Por ejemplo, en las columnas altas, se pueden establecer
gradientes de CO,, matando a las algas y a su vez creando gradientes
de pH. También aumenta el tiempo de residencia del O, generado por
las algas, alcanzando un nivel inhibitorio [33].

Placa plana

Es el mas comun de los fotobioreactores, consiste en dos hojas
de vidrio transparentes o semi-transparentes que asemejan una ca-
ja rectangular que se conectan hacia la fuente de luz [42]. Se han
desarrollado desde 1953 por Milner [49].

La trayectoria de luz es estrecha y se caracteriza por una gran
relacion entre la superficie iluminada y el volumen. El espesor juega
un papel importante ya que determina la longitud de la trayectoria
de la luz, permitiendo una mejor difusion y distribucién de la misma
[33]. Debido a esto es adecuada para cultivos en interiores y exteriores
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[42]. Para la mezcla se utiliza una bomba en la cual el cultivo tiene
una mejor transferencia de gas y una mejor depuracién de biomasa
[35].

Entre las ventajas que posee es la productividad de biomasa de-
bida a su gran superficie de iluminacién, facilidad de limpieza, baja
acumulacion de oxigeno, ademas de que se favorece la inmovilizacion
de las algas [5, 6, 49].

Sus limitaciones recaen en la dificultad de escalamiento, dificultad
en el control de temperatura, hay un crecimiento en las paredes y el
dano causado a las células por el estrés hidrodindmico [5, 42].

Sistema tubular Sistema de columna Sistema de placa plana

Figura 3.3: Diagrama de sistemas de cultivo cerrado. Recuperado de

6].
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1. Microorganismos fotosinteticos

En el presente trabajo se utiliz6 un cultivo mixto microalgal, el
cual se mantuvo en el laboratorio de Bioenergia del IER-UNAM desde
el 16 de junio de 2016. Por un lado en condiciones controladas de 19
°C, iluminacién blanca con una intensidad de 31 gumol m~2 s=!, con
periodos de luz:oscuridad 12:12 h con cambios regulares a medio de

cultivo fresco y por otro lado, en condiciones ambientales.

4.2. Mantenimiento del cultivo mixto y
medio de cultivo

4.2.1. Medio de cultivo comercial

Como medio de cultivo se utilizé Bayfolan ®) Forte de Bayer,
un fertilizante foliar liquido con una concentracién de 1 ml L™ (v/v)
[50]. El andlisis del fertilizante se encuentra en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1: Formulacién del medio de nutricién vegetal Bayfolan [®)
Forte [51].

Composicién quimica Bayfolan ®) Forte Cultivo

Nitrégeno (N) 110 g/L 0.11 mg/ml
Fésforo (P2O3) 80 g/L 0.08 mg/ml
Potasio (K50) 60 g/L 0.06 mg/ml
Azufre (S) 1500 mg/L 1.5 pg/ml
Boro (B) 400 mg/L 0.4 pg/ml
Cobalto (Co) 20 mg/L 0.02  ug/ml
Zinc (Zn) 800 mg/L 0.8 pg/ml
Cobre (Cu) 400 mg/L 0.4 pg/ml
Molibdeno (Mo) 50 mg/L 0.05 pg/ml
Calcio (CaO) 250 mg/L 0.25 pug/ml
Manganeso (Mn) 400 mg/L 0.4 pg/ml
Hierro (Fe) 500 mg/L 0.5 pg/ml
Magnesio (MgO) 250 mg/L 0.25 pug/ml
Clohidrato de tiamina 40 mg/L 0.04 pug/ml
Acido indolacético 30 mg/L 0.03 pg/ml

4.2.2. Preinéculo y mantenimiento de la cepa

El prein6eulo del cultivo mixto en medio Bayfolan [®) Forte se cre-
cié en el fotobiorreactor de placa plana FMT 150 de Photon Systems
Instruments (Reptblica Checa), con capacidad de 1000 mL, inocula-
do al 10% (v/v) (figura 4.2). El cultivo fue incubado por un periodo
de 264 h, con una agitacién continua de 154 rpm, la temperatura
sinusoidal con un méximo de 30 °C y minimo de 20 °C (figura 4.1 a)
e iluminacion actinica con led blanco y led rojo con ciclo sinusoidal,
cada uno con un méaximo de 375 gumol m~2 s~! y un minimo de cero
(figura 4.1 b), generando una iluminacién total méxima de 750 pmol
m~2 s}

Los cultivos de mantenimiento en medio liquido se realizaron en
matraces Erlenmayer de 500 ml, con tapén de gasa y algodén para
favorecer el ingreso de aire. La condicion de incubacién fue a una
temperatura constante de 19 °C, iluminacién blanca con una inten-
sidad de 31 pmol m~2 s™!, con periodos de luz:oscuridad 12:12 h y
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agitacion de 100 rpm. Cada 15 dias el cultivo era renovado, agregando
medio de cultivo fresco.
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(a) Ciclo de temperatura. (b) Condiciones de intensidad luminosa.

Figura 4.1: Condiciones experimentales durante la preparacién del
pre-inéculo.

4.3. Cultivos experimentales

4.3.1. Indculo

Los inéculos se prepararon en un fotobiorreactor cerrado de placa
plana, modelo FMT 150 de Photon Systems Instruments (Republica
Checa) con capacidad de 1000 mL, que permite ajustar la intensidad
de la luz y la temperatura.

El recipiente de cultivo es plano y de forma rectangular de vidrio
con un grosor de 3.3 mm. La base estd hecha de acero inoxidable y
contiene un puente térmico que facilita la transferencia de calor entre
la base y el cultivo. La tapa del recipiente contiene conectores Luer
para favorecer la entrada de aire humedo, la recoleccién de muestras
y el escape de residuos, ademés de contar con un puerto para alojar
el sensor de pH. La matriz de diodos emisores de luz de alta potencia
(LED) se encuentra detras del recipiente de cultivo. En la esquina
inferior de la parte frontal del recipiente hay un sensor de luz para
medir la densidad 6ptica del cultivo por la atenuacion de la luz emi-
tida por los LED. Para el ingreso de aire hiimedo se conectan dos
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bombas a un humidificador (1000 ml con agua destilada estéril) al
sensor de entrada de aire, posteriormente ingresa al sistema de cul-
tivo en forma de U, manteniendo asi un volumen constante. Y un
agitador magnético a 770 rpm como velocidad maxima con un mag-
neto plano de 35 mm de largo y 6 mm de espesor ubicado en el fondo
del reactor. Las dimensiones del recipiente de cultivo son 23.89 x 7.36
x 19.3 cm y un peso de 3.8 kg (ver figura 4.2).

45



Capitulo 4. Materiales y métodos

(a) Fotobiorreactor sin medio de (b) Fotobiorreactor con cultivo.
cultivo.

(c) Fotobiorreactor.

Figura 4.2: Sistema de cultivo experimental.
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4.3.2. Condiciones experimentales

Los cultivos experimentales fueron evaluados en sistemas foto-
biolégicos como el de la figura 4.2, consiste en un fotobiorreactor
cerrado de placa plana, modelo FMT 150 de Photon Systems Instru-
ments (Repiblica Checa). Consistieron en cultivos en medio liquido
de 1 L de volumen en medio Bayfolan ®) Forte con una concentracién
de 1 ml L™, in6culados al 20 % (v/v) con una concentracién celular
del inéculo de aproximadamente 35x10° células ml—!.

Ya inoculados, los cultivos fueron incubados durante un periodo
de 288 h bajo las siguientes condiciones: agitacion constante al 30 %
(231 rpm), lectura de pH cada veinte minutos, la temperatura se
mantuvo constante por 12 h a 16 °C, posteriormente la temperatura
fue sinusoidal con un maximo de 30 °C y un minimo de 16 °C (figura
4.3 a). Se evaluaron tres diferentes condiciones de intensidad luminosa
con led blanco y rojo, con un periodo de luz:oscuridad 12:12 h. Estas
fueron 500, 750 y 1000 gmol m~2 s~1, reguladas de forma sinusoidal
durante el periodo de luz programado (figura 4.3 b).

En un dia soleado, el promedio de irradiancia solar directa en
la superficie de la Tierra es de 1000 Wm™2, de la cudl la radiacién
fotosintéticamente activa (entre los 400 nm a 700 nm) representa
alrededor del 40 %, esto es, 400 Wm~2 o 1800 umol m~2 s~!. Se
obtiene asi el factor de equivalencia entre 1 Wm™2 y 4.6 ymol m—2
s~ [7].

Todos los cultivos experimentales evaluados se monitorearon cada
48 horas, durante un periodo total de doce dias. Las variables anali-
zadas fueron: pH, clorofila a y carotenoides. Asimismo, el peso seco
se determind al final de cada experimento.
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Figura 4.3: Condiciones experimentales.

4.4. Determinaciones fisicas

4.4.1. Conteo celular

La densidad celular (células ml~1) de los cultivos se llevé a cabo
siguiendo la metodologia propuesta por Arredondo y Voltolina [52].
Cada 48 h se tomé una muestra de 1 ml. El conteo se realizé con
un hematocitémetro (Cdmara de Neubauer) con microscopio de luz
(Amscope T360B) utilizando el objetivo 10X. La cAmara de Neubauer
consiste en una reglilla con una profundidad de 0.1 mm, dividida en
nueve cuadrados grandes de 1 mm por lado, que corresponde a un
volumen de 0.1 pl, el conteo se realiza con las células presentes en los
cuatro cuadrados grandes ubicados en las esquinas de la cdmara [53].
El conteo se realizé por duplicado. Se realizé con la aplicacién Cell
Culture - Learn, experiment, and calculate, desarrollada por Thermo
Fisher Scientific.

Crecimiento neto

Para reconocer las diferentes fases de crecimiento se utilizan los
parametros poblacionales definidos como wvelocidad especifica de cre-
cimiento, o tasa de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacién (¢,).
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La ecuacién 4.1 define la tasa de crecimiento (u) fue propuesta por
Guillard [54].
p=dr /dt -1/x (4.1)

En donde:
p= tasa de crecimiento (horas™!)
x= concentracién de la biomasa (nimero de células ml™1)
t= tiempo (horas)

Al ser una variable dependiente, los cambios en la concentracién
celular se puede reescribir la ecuacion 4.1, utilizando logaritmos na-
turales, se obtiene la ecuacién 4.2.

He = (thQ —lnXl)/(tQ _tl) (42)
En donde:
X5 v X;= concentracion determinada en los tiempos ty y t;.

El tiempo de duplicacion se refiere al periodo necesario para que
la poblacién se duplique, se obtiene con la ecuacion 4.3.

tq = 0.0693/ 1. (4.3)

4.4.2. Morfologia celular

Para determinar las diferencias en la morfologia celular se llevo a
cabo la toma de muestra de 1 ml a las 0 h, 144 h y 288 h. Se agito
la muestra y se realizé una dilucion 1:10. Posteriormente la muestra
fijada con lugol se llevé al hematocitémetro (Cdmara de Neubauer)
con microscopio de luz (Amscope T360B) utilizando el objetivo 40X,
se tomé la captura de pantalla de cada recuadro grande del hema-
tocitémetro. Finalmente con ayuda del software de la cdmara (MU
USB2.0 Camara) se tomaron las medidas de cada célula y se subdivi-
dieron por tamanos y forma. Las medidas se realizaron por duplicado.
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4.4.3. Peso seco

Para la determinacién de peso seco de biomasa se tomd como
referencia la técnica ”Determinacién de sélidos totales en biomasa
microalgal”del Laboratorio Nacional de Energia Renovable de Esta-
dos Unidos, NREL, por sus siglas en inglés. Las células se recupera-
ron por centrifugacion, procedimiento que se realizé en el Instituto
de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.
Se tomaron 250 ml del cultivo cosechado y se centrifugaron en una
centrifuga modelo J2-21 (BECKMAM, EUA) durante 20 min a 20
°C y 5000 rpm, se retiré el sobrenadante y se volvié a aforar con
cultivo de cosecha para repetir el procedimiento hasta agotar el litro
de cultivo.

El pellet de células se resuspendié con agua destilada y se dividi
en dos tubos cénicos de 15 ml cada uno, que fueron centrifugados
durante 10 min a 5000 rpm utilizando una centrifuga clinica modelo
Roto-Uni II (BHG, México). Se retiré el sobrenadante de cada tubo
y se registro el peso de la biomasa himeda.

Finalmente, los tubos se dejaron en estufa (Riossa digital HB35)
a 60 °C hasta alcanzar un peso constante. Se registré el peso de la
biomasa seca.

4.5. Determinaciones analiticas

4.5.1. Determinacion de pigmentos

La determinacion de pigmentos se llevo a cabo siguiendo la meto-
dologia propuesta por Strickland y Parsons [55], mediante la extrac-
cién con acetona al 90 % de la biomasa durante 48 h. La muestra se
midié en un espectrofotémetro (SHIMADZU UV-1800) utilizando las
ecuaciones 4.4 propuestas. La determinacién de pigmentos se realizd
por triplicado y cada 48 h durante las 288 h de incubacién.
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Se tomaron 1.5 ml de muestra de cultivo en un tubo Eppendorf.
La muestra se centrifugé (Eppendorf Mini Spin plus) por 5 minutos a
12500 rpm, se retir6 el sobrenadante y se agregaron 1.5 ml de acetona
al 90 %. Se llevé a un bano de sonicacién durante 7 minutos y después
se llevé al vortex Genie 2 (Scientific Industries G560) durante 1 mi-
nuto para terminar de homogeneizar la muestra. Se cubrié con papel
aluminio y se refriger6 a 4 °C por 48 h para sedimentar la biomasa.
El sobrenadante se retird y se coloco en las cubetas de cuarzo para
medir la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 480 nm para carotenoides y 630, 645 y 665 nm para clorofila a.

Clorofila a [,ug L_l] : 11.6Ab$665 - 1.31Ab8645 — 0.14Ab8630
Carotenoides [ug L™'] : 4 Absyso (4.4)
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CAPITULO b

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Determinacion de las condiciones ge-
nerales de cultivo

Las condiciones de luz en el cultivo mixto de microorganismos
fotosintéticos se establecieron debido a la similitud con la irradiancia
solar promedio diaria, la cudl tiene un punto méximo al medio dia
solar. Se propusieron tres diferentes magnitudes, las cudles tienen
una similitud con las condiciones de irradiaciéon mensual promedio en
Temixco, Morelos. Estas condiciones resultan un primer acercamiento
para evaluar si las condiciones meteorolégicas promedio en el lugar
son adecuadas para el crecimiento del cultivo mixto en un sistema de
cultivo abierto. Las condiciones de irradiacién e irradiancia a las que
se sometio el cultivo se presentan en la tabla 5.1.

Tabla 5.1: Condiciones de irradiancia maxima e irradiacion diaria en
el cultivo mixto.

Irradiancia méxima pmol m=2 s™1 500 750 1000

Irradiacién diaria mmol m—2 512.36 768.54 1024.72
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El establecimiento de los parametros experimentales adicionales
del cultivo mixto (aireacién y agitacién) requirié pruebas experimen-
tales previas. El ciclo de temperatura se definié de acuerdo a los da-
tos meteoroldgicos registrados en Temixco, Morelos, en un afno tipico,
mostrados en la tabla 5.2, a través del promedio anual.

Tabla 5.2: Temperaturas mensuales promedio minimas y maximas
registradas en Temixco, Morelos.

Mes en. feb. mar. abr. may. jun.
Toae (°C) 292 307 33 343 33.8 309
Toin (°C) 124 136 158 17.7 18.6 18.2

Mes jul. agto. sept. oct. mnov. dic.
Toaz (°C) 29.6 296 288 294 29.6 289
Toin (°C) 17 17 169 157 14 128

El medio de cultivo liquido utilizado, Bayfolan ®) Forte de Ba-
yer, se eligio debido a la accesibilidad, al ser un fertilizante vegetal
foliar comercial, ademas de contar con ventajas en su almacenamien-
to. Adicionalmente se llevaron estudios previos con medio de cultivo
F/2 y Bayfolan ®) Forte, demostrando, que el segundo acelera el
crecimiento microalgal.

De tal forma, para realizar los estudios del efecto en las condicio-
nes de crecimiento con diferentes intensidades de luz, se determind
usar las siguientes condiciones: volumen de cultivo 1 L, 1 mL de
Bayfolan (®) Forte concentrado, inéculo al 20 % (v/v) con aproxima-
damente 35x10° células ml~! de concentracién celular, aireacién y
agitacién continua y finalmente, ciclos de temperatura y luz sinusoi-
dales 12h:12 h, la temperatura sinusoidal con un maximo de 30°C y
minimo de 20 °C e iluminacién actinica con led blanco y led rojo con
minimo de 0 pmol m~2 s™! y maximos en 500, 750 y 1000 pmol m~2
s,

El tiempo de almacenamiento del inéculo en la incubadora se
muestra en la tabla 5.3, el cudl tiene relacion directa con la eta-
pa de adaptacién. Un mayor tiempo de almacenamiento aumenta el
tiempo de duracién en la etapa de adaptacién, ya que las células del
inoculo estan adaptadas a las condiciones y al medio de cultivo pre-
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vios, también las células probablemente no se encuentran en la fase
exponencial, por lo tanto, no se consideran células jévenes capaces
de adaptarse rdapidamente a nuevas condiciones [45]. Es uno de los
factores clave para poder comprender los resultados obtenidos.

Tabla 5.3: Tiempo de almacenamiento del inéculo en la incubadora.

Irradiancia (umol m~2 s71) 500 750 1000
Almacenamiento (dias) 67 36 52
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5.2. Influencia de la intensidad de luz en
la morfologia del cultivo mixto

El estimulo con diferentes intensidades de luz provoco diferen-
cias de crecimiento en el cultivo mixto, propiciando el aumento en
el tamano de las células, o la duplicacion celular favorable de ciertos
microorganismos, éstos resultados son comprobables en las figuras
5.1, 5.2 y 5.3, donde se muestra la evolucion celular del cultivo mixto
a través del tiempo. Las fotos fueron tomadas a las 0 h, 144 h y 288
h, con un microscopio de luz (Amscope T360B) utilizando el objetivo
40X y realizando una dilucién 1:10 de las muestras.

Todos los cultivos iniciaron con una densidad celular similar,
dénde existia una diversidad de microorganismos, las mas frecuen-
tes y visibles tenian las siguientes caracteristicas: grupos mayorita-
riamente de 4 células, con forma ovalada y alargada, con un tamano
aproximado de 3.18 £ 0.389 um, células agrupadas pequenas y redon-
das, aproximadamente de 1.58 £ 0.29 pym y células dispersas redondas
menores a 1 pm.

En la figura 5.1 se puede observar al inicio del experimento la con-
centracién y diversidad celular, descrita anteriormente, en el cultivo
sometido a 500 pmol m~2 s~!, transcurridas 144 horas, se presen-
ta una notable disminucién en la concentracién celular, en tamano,
mayormente se encuentran entre los 2.01 a 2.79 um, es comin obser-
varlas agrupadas en pequenas cantidades, de 2 a 4 células, también
se distinguen células redondas dispersas menores a 1 pm. Al término
del periodo de crecimiento, las células presentes, en su mayoria eran
alargadas y con un tamano entre los 2.63 y 3.28 um, se encuentran
dispersas y solo una pequena cantidad de células redondas menores
a 1 um. Por lo que se puede concluir que las células que presentaron
una mejor adaptacién a una irradiancia de 500 gmol m~2 s~!, son las
células con forma ligeramente alargada y que su tamano al finalizar
el experimento fue en promedio de 2.84 4+ 0.29 um.

En cambio, el cultivo al ser sometido a una irradiancia de 750

pmol m~2 s71 como se muestra en la figura 5.2, especialmente al

inicio del periodo de incubacion pueden apreciarse tres tamanos y
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formas en las células, las mas pequenas, con un diametro menor a 1
pm dispersas y las més frecuentes, seguidas de las células alargadas
aproximadamente de 3 um, agrupadas cada 3 o 4 células. Transcurri-
das 144 h, las células predominantes contintian siendo las de menor
tamano, seguidas por las células redondas que no superan los 2 um,
en este tiempo del experimento las células alargadas de mayor ta-
mano es dificil encontrarlas en las muestras. Al finalizar, las células
que muestran una mayor concentracion, por lo tanto mejor adapta-
cion, son las células redondas con un didmetro menor a 1 um, en una
relacion 50:1, aproximadamente, comparado con las células redondas
que oscilan en tamano entre los 1.21 y los 1.86 pm.

Finalmente en la figura 5.3, se muestra el comportamiento del
cultivo mixto sometido a una irradiancia de 1000 pgmol m=2 s7!, al
inicio del cultivo se observa la misma tendencia en la densidad y
morfologia celular, que en los estudios previamente descritos, sin em-
bargo, transcurridas 144 h, las células agrupadas redondas de tamano
intermedio y las células dispersas de menor tamano son las que pre-
valecen. Al concluir el experimento las células que presentaron una
mejor adaptabilidad son las redondas muy pequenas y dispersas y
las células redondas con un tamano variable promedio comprendido
entre los 1.28 a 1.62 pm, con agrupamientos mayores a 4.
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5.3. Efecto de la intensidad de luz en
las diferentes etapas del crecimiento
microbiano

Durante el periodo de incubaciéon de 288 h, en los diferentes entor-
nos de iluminacion se obtuvieron las concentraciones celulares mos-
tradas en la tabla 5.4. En estas pruebas no se tiene un sustrato limi-
tante, por lo que se espera que se tenga un crecimiento balanceado.

Tabla 5.4: Concentracion celular a diferentes intensidades de luz.

Tiempo 500 pmol m~2 s™' 750 pmol m=2 s~!

1000 gmol m=2 s~

1

h 106 cél. ml~* 106 cél. ml~t 106 cél. ml~*
0.00 7.03 8.75 7.89
48.00 3.61 19.6 6.48
96.00 6.16 22.9 5.00
144.00 3.70 24.8 9.10
192.00 5.88 28.4 8.53
240.00 6.90 23.8 13.7
288.00 5.60 15.9 11.9

La comparacion de las etapas de crecimiento microbiano del cul-
tivo mixto a diferentes condiciones de luz en un cultivo Batch, se
muestran en la figura 5.4.

La concentracién celular inicial fue similar en los diferentes casos
de estudio. Sin embargo, el cultivo a 500 pmol m~2 s!, presenta
dos etapas de caida en el conteo celular, la primera hasta las 48
h y la segunda de las 96 h a las 144 h. No es claro qué provoco
éste fendmeno, sin embargo, luego de las 144 h la cuenta de células
aumentd y se mantuvo hasta las 288 h que terminé el cultivo. Un
factor que explica la no adaptacion del cultivo a las condiciones de
luz, es la edad del in6culo, al tener un tiempo de almacenamiento de
67 dias, las células ya se encontraban en un periodo celular maduro,
es decir, en la cinética de crecimiento ya se encontraban en la etapa
de decaimiento, ademas de estar fotoaclimatadas a las condiciones
pre-existentes.
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Figura 5.4: Comparacién de las etapas de crecimiento microbiano en
el cultivo mixto.

Por otro lado, el cultivo a 750 pumol m~2 s™!, no presenta una
etapa de adaptacién, al ser el cultivo que tuvo un tiempo de almace-
namiento menor, las células del in6culo estaban en la etapa de creci-
miento exponencial, favoreciendo la viabilidad del nuevo cultivo. En
un lapso de 48 h se tiene un crecimiento exponencial, seguido de un
crecimiento lineal casi imperceptible indicando la etapa estacionaria,
alcanzando una densidad celular maxima con 7.45 log;,(células m1~)
a las 192 h, las 48 h posteriores comienza la etapa de muerte del cul-
tivo, si se continta el cultivo con las mismas condiciones, la tendencia
indica un ambiente hostil para el crecimiento celular, probablemente
por el agotamiento de algin nutriente, por ejemplo el nitrégeno, ya
que repercute en el crecimiento celular y es un factor limitante para
la composicion celular.

Finalmente, la fase de adaptacién del cultivo a 1000 gmol m=2 s~!

se extiende hasta las 96 h, el crecimiento méaximo se presenta de las
96 h a las 144 h, con una pequena etapa estacionaria, probablemen-
te atribuible al estrés luminico, las células al superar esta condicién,
continiian con un crecimiento exponencial, alcanzando una genera-
cién celular méxima a las 240 h, con un valor de 7.13 log;,(células

62



Capitulo 5. Resultados y discusion

ml~!). La tendencia de crecimiento indica que si se alargara el tiempo
del cultivo probablemente seguiria aumentando la duplicacion celu-
lar, proponiendo una probable fase de crecimiento exponencial. El
cultivo no alcanza la irradiancia de saturacion, ya que las células no
presentaron fotoinhibicion al prevalecer en las condiciones fijadas de
luz, aunque presentaron una mayor fase de adaptacion, sigue existien-
do una relacion directa entre la irradiancia y la tasa de fotosintesis.

Al ser la intensidad luminica el factor principal para la obten-
cion de biomasa microalgal, es esencial analizar que importancia y
efecto tiene sobre otros parametros. Al contar con un cultivo mixto
microalgal, la adaptabilidad a condiciones estresantes es mayor, para
poder favorecer alguna condicién, como lo seria la acumulacién de
pigmentos. Otra ventaja que presenta es el aumento en el intervalo
de aplicaciéon en luz, temperatura y pH.

5.3.1. Crecimiento neto

La tasa de crecimiento neto, al ser una medida de aumento de la
poblacién referida a la poblacién inicial en un periodo de observacion,
ofrece la posibilidad de conocer la viabilidad de las condiciones para
el crecimiento de un cultivo, la figura 5.5 muestra la comparacion de
la evolucion de la tasa de crecimiento neto del cultivo mixto.

La tasa de crecimiento, en esta ocasién se refiere a la muestra
anterior. En el cultivo A4 (500 pmol m~2 s71), las primeras 48 h la
tasa de crecimiento es negativa, ya que el cultivo se encuentra en
etapa de adaptacion, hablando de densidad celular es menor que la
inicial resultando en el valor negativo. El valor maximo de duplicacion
se encuentra de las 48 a 96 h, con un valor de crecimiento maximo
de 0.011 h™!, en este perfodo de tiempo el tiempo de duplicacién es
de 2.59 dias. Los valores alternan en positivos y negativos por que
el cultivo no termina de adaptarse a las condiciones de cultivo, esto
se comprueba con la sumatoria progresiva de divisiones celulares, al
finalizar el cultivo es -0.004 h~!, reforzando el andlisis anterior.
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Por otro lado, el cultivo B (750 ymol m~2 s7'), no presenta una
etapa de adaptacion, inicia con un crecimiento exponencial, obtenien-
do su maxima duplicacion celular en las primeras 48 h, alcanzando
una tasa de crecimiento méaxima de 0.016 A~ con un tiempo de du-
plicacion de 1.72 dias, posteriormente la duplicacién celular es menor,
reforzando la idea de una etapa estacionaria, después de las 192 h,
el cultivo entra en una etapa de decaimiento, obteniendo valores ne-
gativos. Las condiciones del entorno en el cultivo fueron favorables,
obteniendo un total de divisiones celulares de 0.012 A~ 1.

El cultivo €' (1000 pmol m~2 s71), su etapa de adaptacién y por
lo tanto la razén de crecimiento es negativa, abarca 96 h, la duplica-
cién celular méxima se alcanza a las 144 h con un valor de 0.012 A~ 1,
teniendo asi un tiempo de duplicacién de 2.31 dias, posteriormente
las células tratan de adaptarse a las condiciones, oscilando, pero no
mantienen un comportamiento lineal, pudiendo no haber terminado
su etapa de crecimiento. Las condiciones de cultivo también son via-
bles, ya que se tiene una sumatoria de divisiones celulares al finalizar
el cultivo de 0.008 AL El cultivo B cuenta con el menor tiempo de
duplicacién y con una mayor velocidad de crecimiento teniendo 1.72
dias v 0.016 h~!, respectivamente, implicando una mejor adaptacién
a las condiciones establecidas.
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Figura 5.5: Comparacién de la evolucion del crecimiento neto diario
del cultivo mixto sometido a diferentes intensidades de luz.

5.4. Efecto en el pH

En el cultivo de microalgas, el pH es un pardmetro importante,
determina la solubilidad y disponibilidad de COs, ya que las células
lo utilizan como fuente de carbén inorganico, necesario para llevar la
fotosintesis, limita los nutrientes del medio [56, 57].

En la figura 5.6 se observan los valores del pH, en los diferentes
entornos de iluminacion a través del tiempo. Los valores del pH, en
todos los cultivos abarcan de 5.7 a 8.3.

En las condiciones de mayor iluminacion, cultivo C se present6 un
ambiente ligeramente bésico, este fenémeno ocurre debido al aumento
en el consumo de carbén inorganico por las microalgas para realizar
la fotosintesis, pero también limita el crecimiento celular, debido a la
limitacién en la disponibilidad de CO4 [57, 58, 59]. El promedio de
pH fue de 7.16 £ 0.83. Con un maximo de 8.3 al finalizar y con un
minimo de 6.2 a las 96 h.
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En el cultivo A y B, presentaron un cultivo ligeramente acido, con
un promedio de pH de 6.79 + 0.40, 6.51 £ 0.58, respectivamente. Los
valores méaximos se obtuvieron al inicio, con 7.5 y 7.4, respectivamen-
te. Los valores minimos se presentaron transcurridas 144 h, con 6.4
y 5.7, respectivamente. Durante los periodos de oscuridad el pH se
mantiene casi constante [56, 59, 60], en este estudio ocurrié lo mismo,
por lo que no fue objeto de debate.
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Figura 5.6: Comparacién del pH en un cultivo mixto sometido a di-
ferentes intensidades de luz.

El aumento de la biomasa microalgal, densidad celular, incremen-
ta el consumo de carbdn, es decir, se agota mas rapido el COs, oca-
sionando que el pH disminuya [29, 56, 57, 60].

Debido a la correlacion entre el pH y la densidad celular, en la fi-
gura 5.7 se realiza la comparacion entre el pH y la tasa de crecimiento
diario, u, en el eje derecho.

En esta gréfica es apreciable esta correlacion, ya que el cultivo B,
el que presenté una mayor densidad celular, también presenta valores
de pH ligeramente més acidificados, comparado con el cultivo A.
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Los cultivos deben contar con condiciones 6ptimas, cuando el cul-
tivo presenta la mayor tasa de crecimiento diaria, el pH se considera
optimo. Estos valores podrian establecerse por medios externos. El
cultivo A, tiene un crecimiento maximo de 0.011 h™!, con un pH de
6.4 a las 96 h. En el cultivo B, el maximo es a las 48 h con 0.016
h=! y un pH de 6.3. El cultivo C, presenté el méximo a las 144 h con
0.012 h=! y un pH de 6.6.

Los valores de pH donde el crecimiento celular fue mayor, son muy
similares en las tres condiciones, concluyendo que en este estudio el
pH no depende de la intensidad de luz, para tener un crecimiento
maximo, seria preferible mantener un pH entre 6.3 y 6.6.
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Figura 5.7: Comparacién entre el pH y la tasa de crecimiento diario
en diferentes condiciones de luz.
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5.5. Efecto en la concentracion de cloro-
fila a

En la conversion de energia luminica a quimica, durante la fo-
tosintesis, el principal pigmento involucrado es la clorofila, esta re-
lacion con la fotosintesis ocasiona que se asuma que el maximo con-
tenido de clorofila sea la condicion éptima de la tasa fotosintética.
Entre sus funciones destacan la fotoinduccion de electrones y la res-
puesta a los procesos de fotoinhibicién y fotolimitacién [19, 61]. De
acuerdo a la importancia, la concentracion volumétrica de clorofila
a, en diferentes condiciones de luz se muestra en la figura 5.8.
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Figura 5.8: Comparacion de la concentracién volumétrica de clorofila
a.

Una estrategia para aumentar la produccion de pigmentos es es-
tablecer ambientes de cultivo estresantes, por intensidad y duraciéon
de luz, por salinidad y por nutrientes [62, 63, 64, 65, 66]. En este
estudio se reporté un ambiente estresante por intensidad luminica.
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La literatura asevera un comportamiento inversamente proporcio-
nal entre la cantidad de luz y la concentracion de clorofila [17, 61, 62,
64, 67, 68]. Como mecanismo de proteccion, las células en presencia
de grandes cantidades de luz disminuyen el tamano de sus antenas
receptoras, disminuyendo la absorcién de fotones, con el objetivo de
reducir la fotoinhibicién [17, 61].

Al inicio de los cultivos, A, B y C, si se asume que todas las
células presentes en el cultivo mixto, se comportan de manera ho-
mogénea, la concentracion de clorofila a por célula es similar, con
2.34210719 & 3.512107, 2.5621071° £ 1.112107M y 2.33210710 &
32107 ug célula™!, respectivamente. Finalizan con una concentra-
cién por célula de 3.5821071°+ 1.3121071%, 1.232107 10+ 1.78210~ 1
y 1.592107° £ 0.62107'* ug célula™?, respectivamente. Sin tomar en
cuenta otro parametro, se reafirma que existe una relacién entre la
cantidad de luz y de clorofila a, teniendo una mayor acumulacién de
pigmentos primarios, en el cultivo sometido a la menor irradiancia.

Con la concentracién volumétrica de clorofila a, el cultivo A, ini-
cia con 1.643 & 0.247 pg L1, al transcurrir el tiempo de crecimiento,
la concentracién de clorofila a aumenta lentamente, debido a la me-
nor cantidad de luz disponible para realizar fotosintesis. Alcanza una
acumulacién maxima a las 240 h con 2.147 & 0.011 pg L~ y finaliza
con 2.007 4 0.074 pg L1, si se contintia con el periodo de incubacién,
probablemente no habria mas concentraciéon de pigmentos, debido a
la no adaptacion a las condiciones impuestas.

El cultivo B, al inicio como consecuencia del cambio en la inten-
sidad de la luz, del in6culo en la incubadora al fotobioreactor, deriva
en un pequeno lapso de fotoinhibicién [17], teniendo una ligera dis-
minucién en la concentracién inicial de 2.24 4= 0.097 pg L' a 2.195
+ 0.069 pug L, alcanza su méxima generacién de clorofila a, trans-
curridas 192 h, con 3.345 4 0.529 pg L~!, también corresponde a la
maxima densidad celular reportada, finaliza con 1.963 4+ 0.283 ug
L~!, una concentracién menor al cultivo A.

Otro factor que afecta en la concentracién de pigmentos, es la
densidad celular, en este caso debido a la alta densidad celular, la
mezcla fue insuficiente, ocasionado ligeros sedimentos, conllevando a
un mutuo sombreado entre células, provocando que dentro del cul-
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tivo, la intensidad luminica no sea homogénea, generando una res-
puesta de las células para aumentar la fotosintesis y por lo tanto, la
concentracién de clorofila a [67].

La concentracién de clorofila a en el cultivo C' se mantiene casi
constante, no presenta un régimen de saturacion de luz. Las células
se fotoaclimataron, al contar con la cantidad de luz adecuada, no
presentan un mecanismo de supervivencia, o de defensa. El cultivo
inicia con una concentracién 1.840 4 0.237 ug L~! y finaliza con una
concentracién méaxima de 1.9 & 0.081 pg L=, la menor de todos los
cultivos.

5.6. Efecto en la concentracion de caro-
tenoides

Después de las clorofilas, los pigmentos mas frecuentes son los
carotenoides. En los organismos fotosintéticos mejoran la eficiencia
fotosintética a través de la absorcion de longitudes de onda entre los
400-500 nm, el rango del espectro visible donde la clorofila no absorbe
eficientemente [16, 20, 63].

Se clasifican en dos tipos, primarios y secundarios, de acuer-
do a sus funciones en las microalgas. Los primarios, son compo-
nentes estructurales y funcionales del aparato fotosintético. Funcio-
nan como pigmentos captadores de luz, capaces de transferir energia
a las clorofilas. Los secundarios, se producen como una respuesta
de diferentes estimulos en las microalgas. Previenen el dano foto-
oxidativo en el aparato fotosintético, bloqueando la radiacién ex-
cesiva. Protegen a la clorofila de una exposicién intensa a la luz
[18, 21, 22, 63, 67, 69, 70, 71]. También participan en el fototrofismo
y la fototaxia de las células [18, 20].

Debido a la importancia en sus funciones, la comparacion de la
concentracion volumétrica de carotenoides como respuesta a diferen-
tes intensidades de luz se muestra en la figura 5.9.
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Para aumentar la produccién de carotenoides se establecen am-
bientes estresantes, como la limitacion de nitrégeno, altas tempera-
turas, salinidad y mayores intensidades de luz [16, 63, 70, 71]. El
efecto de la cantidad de luz, es el pardmetro con mayor influencia en
la concentracion de pigmentos, porque influye en la densidad celu-
lar. Existe una correlacién directa con los carotenoides, al aumentar
la irradiacién las células generan mds carotenoides [67, 71]. Algunos
carotenoides primarios, en condiciones de estrés pueden actuar como
metabolitos secundarios [69).
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Figura 5.9: Comparacién de la concentracién volumétrica de carote-
noides.

El factor estresante que se analizd, fue la intensidad de la luz.
Si se supone que se tiene un cultivo mixto con comportamiento ho-
mogéneo, las células al inicio del periodo de incubacién, en los cultivos
A, B y C, presentan una concentracion similar de carotenoides con
9.492107" &£ 142107, 9.832107'* £ 0.292107 y 9.282107 1! £
1.3221071 pg célula™?, respectivamente. Concluyen con una con-
centraciéon de 1.4921071° & 0.612107*, 5.25210~* £ 0.69210~ !
y 6.8221071 4 0.372107 ug célula~!, respectivamente.
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Sin tomar otro pardmetro para analizar, la concentracion de ca-
rotenoides no es mayor al aumentar la irradiancia, debido a que la
irradiancia del cultivo C no fue suficiente para originar una respuesta
de fotoproteccion.

En la figura 5.9, se muestra el contenido volumétrico de carote-
noides, el cultivo A, presenta una concentracién inicial de 0.667 +
0.098 pug L%, el minimo y el mdximo coinciden con los respectivos
valores en densidad celular, con 0.608 % 0.088 ug L~! transcurridas
144 h y 0.871 £ 0.028 ug L=! con 240 h, respectivamente. Finaliza
con 0.832 £ 0.034 ug L.

El cultivo B presenta una concentracion inicial 0.860 = 0.026 ug
L~!, transcurridas 192 h se tiene una concentracién maxima de 1.403
+ 0.11 pg L71, al finalizar se reporta la menor concentracién con
0.836 4 0.11 pug L.

Los valores minimos de pigmentos se observan durante un cultivo
temprano y tardio, mientras que los maximos se encuentran cerca de
la fase exponencial [16].

El cultivo C no present6 este comportamiento, la concentracién
de carotenoides se mantiene casi constante, comportandose similar a
la concentracion de clorofila a. Inicia con una concentracion de 0.732
+ 0.104 pg L1, la concentracién minima es a las 192 h con 0.721 4
0.015 pg L1, finalizando con la concentracién maxima de 0.815 4
0.043 pg L1

Todos los cultivos finalizan con una concentracién volumétrica
de carotenoides similar, lo que indica, que si se extiende el periodo
de incubaciéon no habrda una mayor acumulacion, sin importar las
condiciones de intensidad luminica.

En este estudio, los pigmentos fotosintéticos, clorofila a y carote-
noides, presentaron un comportamiento similar, debido a que ambos,
se comportaron como accesorios captadores de luz, para eficientar
la fotosintesis. Justificando asi que la mayor cantidad de pigmentos
se presenta en el cultivo B a las 192 h con 1.403 £ 0.11 pg L7,
cuando se tiene la mayor densidad celular. La maxima concentracion
volumétrica de carotenoides en el cultivo B fue 1.72 veces mayor que
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en el cultivo C' y 1.61 mayor que el cultivo A.

Para poder generar una respuesta fotoprotectiva de las células,
es necesario aumentar la irradiancia, o mantener constante la ilumi-
nacién para aumentar la irradiacion, la desventaja que presenta esta
técnica, es la disminucién de la tasa de crecimiento.

5.7. Perspectivas de uso

Al término de los distintos cultivos, posterior al centrifugado y
secado, se obtuvieron las cantidades totales de biomasa que se mues-
tran en la tabla 5.5.

Tabla 5.5: Biomasa total obtenida.

Intensidad de luz ( umol m~2s71) 500 750 1000
Biomasa htiimeda total (g L7h .09 207 275
Biomasa seca total (g L7 0.1068 0.1384 0.2399

El cultivo A presenté un menor rendimiento, estos datos con-
cluyen la discusién presentada anteriormente. La irradiancia de 500
pmol m~2 s7! en el cultivo mixto microalgal no fue apta para tener
una proliferacién celular.

Por otro lado, los cultivos B y C, registraron 1.89 y 2.52 veces
mayor concentracion de biomasa total humeda, respectivamente, que
el cultivo A. Y el cultivo C, ofrece una concentracién 1.32 veces mayor
que el cultivo B.

El cultivo B, al término del periodo del cultivo ya se encontraba
en la etapa de muerte celular, explicando los resultados del peso seco.
Pero por los resultados anteriormente desarrollados, la irradiancia de
750 pmol m~2 s7!, aunado a un inéculo fresco, presenta condiciones
favorables para la duplicacién celular del cultivo mixto microalgal.
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Finalmente, el cultivo C presenta una mayor cantidad de bioma-
sa. Esto se comprende por varias razones, la primera es que el cultivo
todavia se encontraba en etapa de crecimiento, contrario al cultivo
B. El crecimiento méaximo se tiene a las 240 h, la tasa de crecimien-
to diaria al finalizar es mayor, comparadas con las dos restantes, se
propone que alargando el periodo de incubacién, habra una mayor
concentracion celular. Ademas, las células que se adaptaron mejor
son de tamanos menores, provocando que exista un error humano
en el conteo con el hematocitémetro, derivando en una menor con-
centracién celular registrada. La irradiancia de 1000 gmol m~2 s7!,
con un tiempo de incubacion mayor, se prevé que registre una ma-
yor cantidad de biomasa, asimismo el cultivo mixto se adapto a esta
condicién de luz.

Por otra parte, en el cultivo sometido a 500 pmol m=2 s7! se
obtuvo un rendimiento en biomasa seca de 0.1068 g L=! y finalizé
con una concentracién de pigmentos por célula mayor, debido a la
intensidad de luz, los pigmentos actuaron como accesorios captadores
de luz para eficientar el proceso de fotosintesis. Al término del cultivo
presenté una concentracién volumétrica de clorofila a de 2.007 +
0.074 pg L' y de carotenoides 0.832 & 0.034 pug L1,

Al ser sometido a 750 gmol m~2 s~ el cultivo tuvo un rendimiento
de biomasa de 0.1384 ¢ L ™!, con una concentracién volumétrica final
de clorofila a de 1.963 £ 0.283 ug L™! y de carotenoides 0.836 =4
0.110 pug L™1, es el cultivo donde se alcanza una mayor concentracién
volumétrica de carotenoides con 1.403 £ 0.11 ug L~!. Al analizar
el contenido de pigmentos por célula de todos los cultivos, en esta
condicién transcurridas 96 h se presentan los valores minimos, debido
a la etapa estacionaria del cultivo, o en etapa tardia.

Al tener una exposicién de 1000 gumol m~=2 s™! se obtuvo la ma-

yor acumulacién de biomasa con 0.2399 g L~! pero la menor cantidad
volumétrica de pigmentos, clorofila a con 1.9 £ 0.081 ug L™! y caro-
tenoides 0.815 4= 0.043 pg L~! debido a que el cultivo se encontraba
en una etapa temprana.

74



Capitulo 5. Resultados y discusion

La biomasa microalgal obtenida en estos procesos de cultivo en
fotobiorreactor se puede utilizar con fines de caracterizacién y cuanti-
ficacion, tanto de los carotenoides presentes, como de la composicién
de la biomasa en términos de lipidos, carbohidratos y proteinas para
determinar su utilidad en la produccién de bioenergéticos.

El cultivo en fotobiorreactor debe intentar reproducir las condi-
ciones ambientales y obtener las condiciones 6ptimas de crecimiento
en ese entorno, para una primera aproximacion para la produccién
comercial de algas en condiciones de crecimiento al aire libre [5].
Generalmente, la luz solar es el factor limitante, debido a los ciclos
diurnos y las variaciones estacionales. En Temixco, Morelos, un lugar
que cuenta con suficiente radiacién solar y las variaciones estaciona-
les no son tan marcadas, este parametro no sera limitante mientras
que el cultivo mixto ha demostrado su adaptabilidad a un régimen
intenso de luz.
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El objetivo principal del estudio era evaluar el efecto de la in-
tensidad de luz en el cultivo mixto microalgal en un fotobiorreactor
de placa plana FMT 150 de Photon Systems Instruments (Republica
Checa), con capacidad de 1000 mL, con fertilizante agricola foliar
Bayfolan ®) Forte como medio de cultivo. A través de tres diferen-
tes intensidades de luz, se establecié el limite inferior de irradiancia
necesaria para la duplicacion celular.

El fotobiorreactor instrumentado, en el cultivo de microalgas po-
sibilita tener reproducibilidad en las condiciones ambientales pre-
seleccionadas como intensidad luminosa y temperatura.

La mezcla automatica en el fotobiorreactor FMT 150 de Pho-
ton Systems Instruments (Republica Checa), es insuficiente con una
densidad celular mayor a 107 células ml~!, originando sedimentacién
celular. Como consecuencia de la sedimentacién celular, el cultivo no
presenta condiciones homogéneas de luz, aumentando la posibilidad
de células suspendidas fotoinhibidas.

La edad de la cepa es un factor crucial, que se tomo en cuenta
posterior a la etapa experimental. Es necesario contar con un cultivo
fresco, preferentemente en etapa de crecimiento exponencial a fin de
aumentar la adaptabilidad a diferentes condiciones de crecimiento.
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Conclusiones

Acoplando la temperatura y la irradiancia en periodos iguales
de luz:oscuridad se determiné que el cultivo mixto microalgal fue
capaz de tolerar condiciones de temperatura hasta 30°C, sirviendo
como una primera aproximacion para conocer la viabilidad en las
condiciones ambientales promedio de Temixco, Morelos.

El cultivo que presenté una mayor tasa de crecimiento con 0.016
h~! y un menor tiempo de duplicacién celular con 1.72 dias fue el
sometido a una irradiancia de 750 gumol m~2 s~!, por lo que en este
estudio, esta condicién de luz generé un ambiente 6ptimo para la
produccién de biomasa microalgal.

Durante las 288 horas de cultivo se logré una acumulacion de
pigmentos, como clorofila a y carotenoides, resultado de sus funciones
como accesorios captadores de luz, dado que en ninguna condicion
presentaron mecanismos de proteccion.

Las maximas concentraciones volumétricas de pigmentos se al-
canzaron en el cultivo sometido a una irradiancia de 750 pmol m=2
s71, junto con la méxima concentracién celular, por lo que en este
estudio, existe una correlacion entre la acumulacién de pigmentos y
la densidad celular.

El cultivo mixto microalgal sometido a una irradiancia de 1000
pmol m~2 s7! mostré 1.7 veces més concentracién de biomasa seca,
al final de la etapa experimental, comparado con la irradiancia de
750 pmol m~—2 571,

La tasa de crecimiento méxima se obtuvo en un rango de pH
entre 6.3 y 6.6, de modo que el pH en el cultivo mixto microalgal no
dependié en gran medida de la intensidad de luz.

7



RECOMENDACIONES

Al contar con un cultivo mixto microalgal, en especie y proporcio-
nes iniciales desconocidas, el andlisis de la intensidad de luz se vuelve
complejo al desconocer que especies hacen viable la adaptabilidad a
la condicién estresante. Por lo anterior, se sugiere purificar el cultivo
para asi analizar en que relacién de mezcla, el cultivo es més adap-
table ante condiciones adversas de luz, temperatura y pH, haciendo
una investigacién mas precisa y reproducible.

Otro aspecto a resaltar es el estudio del agotamiento de nutrien-
tes, como nitrogeno y fosforo, con el fin de mejorar el entendimiento
del crecimiento microalgal y la acumulaciéon de pigmentos, principal-
mente de carotenoides, ya que se sabe que un ambiente limitado de
nitrogeno favorece su acumulacién.

También se propone verificar el crecimiento celular del inéculo,
logrando conocer la etapa de inoculaciéon mas favorable, aseguran-
do células jévenes, obteniendo una disminucion en la duraciéon de la
etapa de adaptacion al nuevo sistema de cultivo.
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Recomendaciones

Finalmente, se plantea hacer la extraccién y caracterizacion de ca-
rotenoides, generando un mejor entendimiento de su comportamiento
como accesorios captadores de luz y compuestos de alto valor. Y la
caracterizacion de la biomasa para evaluar la factibilidad de su uso
en la produccion de bioenergéticos.
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