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Resumen

El cultivo de microalgas es un eslabéon importante en el cultivo de organismos
acuaticos, debido a que son indispensables para la produccion de alimento que
consumen los primeros estadios de vida de los organismos acuaticos. La
microalga Nannochloropsis sp. se ha utilizado como un alimento para el cultivo de
organismos marinos ya que es rica en acido eicosapentaenoico (EPA), de gran
importancia en la nutricibn de organismos marinos, especialmente en el
crecimiento y desarrollo de las larvas de peces, moluscos y crustaceos. El cultivo
de microalgas se puede llevar acabo por medio de biorreactores, en los cuales, la
calidad e intensidad de la luz son los principales factores que controlan la
productividad en estos sistemas de cultivo. El crecimiento y la concentracion
maxima de las microalgas se ve afectada por la geometria del biorreactor, la tasa
de aireacion y los patrones de irradiancia. En el presente trabajo se estudiara el
efecto de la intensidad de luz y la tasa de inyeccion de aire sobre la tasa de
crecimiento y la densidad de microalgas en un biorreactor plano.
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Abstract

The cultivation of microalgae is an important link in the cultivation of aquatic
organisms, because they are essential for the production of food consumed by the
early stages of life of aquatic organisms. The microalgae Nannochloropsis sp. has
been used as a food for the cultivation of marine organisms because it is rich in
eicosapentaenoic acid (EPA), of great importance in nutrition of marine organisms,
especially in the growth and development of the larvae of fish, molluscs and
crustaceans. The cultivation of microalgae can be performed by means of
bioreactors, in which the quality and intensity of the light are the main factors that
control the productivity in these cropping systems. The growth and the maximum
concentration of the microalgae is affected by the geometry of the bioreactor, the
rate of aeration and the patterns of irradiance. In the present work will be studied
the effect of the light intensity and the rate of injection of air on the growth rate and
density of microalgae in a bioreactor plane.

Keywords: Flat plate bioreactor, microalgae, Nannochloropsis.
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Capitulo 1

Introduccién

1.1 Caracteristicas basicas de las microalgas

Las microalgas son microorganismos que habitan practicamente en todos
los ambientes de la Tierra, ya sea en el suelo, como simbiontes, y en el ambiente
acuatico practicamente en todas las salinidades. El término alga se refiere a un
grupo polifilético de organismos fotosintéticos que sintetizan y almacenan una
gran diversidad de compuestos organicos. En este sentido, la algas tienen una
fuerte similitud con las plantas (Barsanti y Gualtieri, 2006).

1.2 Caracteristicas bioldgicas de Nannochloropsis sp.

El Género Nannochloropsis pertenece al Reino Chromista y al Filo
Heterokontophyta, se caracteriza por ser una microalga unicelular, con formas
subesféricas o cilindricas que van de los 2 a los 4 um (), con cloroplastos que van
del color amarillo al verde (Guiry et al., 2013). Contiene clorofila a y otros
pigmentos como astaxantina, zeaxantina y canthaxantina. Este Género de
microalgas agrupa a las especies que contienen la mayor cantidad de &cidos
grasos poliinsaturados (PUFAS), especialmente acido eicosapentaenoico (EPA),
de gran importancia en la nutricion de animales marinos, especialmente en el
crecimiento y desarrollo de larvas de peces, moluscos y crustaceos (Sanchez-
Torres et al., 2008).

La microalga Nannochloropsis oculata se ha utilizado ampliamente como
alimento para el rotifero Brachionus plicatilis Mueller, el cual transfiere
eficientemente los &cidos grasos poliinsaturados algales a las larvas de peces
marinos (Sanchez-Torres et al. 2008). Nannochloropsis sp. se cultiva en forma
comun en los criaderos de peces con tres propositos: (1) como alimento total o
parcial para la produccion de rotiferos; (2) para el enriguecimiento de rotiferos y
(3) para crear el efecto de agua verde en los tanques de cultivo de larvas de

peces. Esta especie ha sustituido exitosamente a Isochrysis galbana y



Monochrysis (Pavlova lutheri) sp. para la transferencia de acidos grasos
plinsaturados, en particular de EPA, a las larvas de peces marinos, a través de la
alimentacion con rotiferos (Cheng-Wu et al., 2001, Barsanti y Gualtieri, 2006).

Figura 1. Fotomicrografia de Nannochloropsis sp.

1.3 Importancia de las microalgas para la acuicultura

En los ecosistemas acuaticos naturales, las microalgas constituyen la base
de la cadena alimenticia. De manera similar, en los cultivos controlados de peces,
moluscos y crustaceos, las microalgas son la base de la produccion de su
alimento (Barsanti y Gualtieri, 2006).

La produccién controlada de alimento vivo (microalgas y zooplancton) a
gran escala, es compleja, debido fundamentalmente a los diversos requerimientos
ambientales y nutricionales que implica su produccién, pues un sustrato pobre en
nutrientes esenciales o una calidad ambiental deficiente puede causar el
desarrollo anormal y la muerte masiva de las especies en cultivo (Sanchez-Torres
et al., 2008).

Las microalgas son un grupo muy diverso de microorganismos
fotosintéticos, que entre sus caracteristicas se destaca su capacidad para
sintetizar diferentes compuestos organicos esenciales para los diferentes
consumidores a lo largo de la cadena trofica, entre estos compuestos destacan los



acidos grasos poliinsaturados (v.g. los acidos linoleico, linolenico, araquiddnico
(ARA), eicosapentaenoico (EPA) y docoxahexaenoico (DHA)) asi como diferentes
pigmentos (v.g. clorofilas y carotenoides, entre otros). Esta diversidad bioquimica,
ha propiciado que las microalgas se utilicen con diferentes propésitos, por lo que
la seleccion de la microalga adecuada depende de la aplicacion particular. En el
caso de la alimentacion de organismos intermediarios utilizados en la alimentacién
de larvas de peces marinos, se requiere de aquellas que acumulan cantidades
importantes de &cidos grasos esenciales (ARA, EPA y DHA) (Barsanti y Gualtieri,
2006).

En general se pueden distinguir 6 usos de los microalgas en la acuicultura;
a) como alimento en forma de microalga seca para la formulacion de alimentos
balanceados, ya que mejoran la supervivencia, el desarrollo, productividad y
fertilidad de los organismos cultivados; b) microalgas vivas para la nutricion y
alimentacion de larvas de invertebrados y larvas de vertebrados; c) para la
formulacion de alimentos ricos en metabolitos con efectos antioxidantes o con
altos contenidos de &cidos grasos poliinsaturados, proteinas inducidas por calor o
sustancias con actividad inmunoldgica; d) para la produccion de pigmentos
utilizados en la produccion de alimentos (luteina, zeaxantina, cantaxantina y
astaxantina, precursores de la vitamina A; e) para la produccion de toxinas y otras
substancias con actividad bioldgica, esta es un area de investigacidon muy activa,
gue incluye moléculas con actividad citotdxica, antivirales, antimocrobiales,
antifangicas y antihelminticas; y por ultimo, f) para aplicaciones relacionadas con
la fijacion del CO, atmosférico y para la remocion de nutrientes en las aguas

residuales (Pulz y Gross, 2004).

La seleccion de la especie de microlaga depende de su calidad nutricional,
gue debe ser idonea para la alimentacion de las larvas de los organismos

cultivados, proporcionando los nutrientes esenciales (Pulz y Gross, 2004).



1.4 Cinética del crecimiento de las microalgas

De manera similar a las bacterias y levaduras, las microalgas se reproducen
principalmente por division celular, que es binaria en la mayoria de los casos, por
lo cual tienen un crecimiento rpido cuando se inoculan en un medio de cultivo no
limitante y se mantienen en condiciones ambientales adecuadas (Arredondo y
Voltolina, 2007).

En general, las condiciones ambientales cambian con la edad del cultivo
(disponibilidad de nutrientes y de luz), por lo cual también se modifica la velocidad
de crecimiento poblacional. En este sentido, se reconocen diferentes fases de
crecimiento, que describen la forma en la cual cambian la concentracién celular, la
biomasa y la composicion bioquimica de las microalgas. Para caracterizar el
crecimiento de las microalgas se pueden utilizar parametros poblacionales como
la tasa de crecimiento. El crecimiento poblacional de las microalgas se puede
dividir basicamente en seis fases: 1) de adaptacion, 2) de aceleramiento, 3) de
crecimiento exponencial, 4) de desaceleracibn o crecimiento lento, 5) de
crecimiento estacionario y 6) de muerte (Figura 2A).

La duracién de la fase de adaptacion depende del estado de las células que
conforman el indculo, de las cuales también depende el éxito del cultivo, la tasa de
crecimiento poblacional es cero. En la fase de aceleramiento se incrementa la
sintesis de componentes celulares estructurales, que lleva al incremento del peso
individual y a la divisién celular, por lo que la tasa de crecimiento aumenta. En la
fase exponencial, la velocidad de crecimiento o de multiplicacion celular es la
méxima y, ante la ausencia de factores limitantes, la tasa de crecimiento se
mantiene constante. En la fase de desaceleracion se hace evidente el efecto de
alguno de los factores que limitan el crecimiento y en consecuencia el nimero de
divisiones celulares disminuye, por lo que la tasa de crecimiento decrece; en este
punto, la composicion bioquimica de las microalgas cambia con respecto a la fase
de aceleracion, es decir, decrece la sintesis de proteinas y se incrementa la
sintesis de productos de reserva como carbohidratos y lipidos. Durante la fase

estacionaria, las condiciones del cultivo son limitantes, las tasas de crecimiento y



de mortalidad se equilibran y el niamero de células, peso seco total y organico, asi
como la composicion bioquimica, permanecen relativamente constantes. En la
tltima fase, la fase de muerte, la limitacion de nutrientes, sumada al incremento
de desechos metabdlicos y a la proliferacion de bacterias, ocasiona la muerte o
lisis celular, por lo que la mortalidad es superior al crecimiento, la concentracion
celular disminuye, se registra una disminucion de la biomasa y la tasa de

crecimiento es negativa. (Figura 2) (Arredondo y Voltolina, 2007).

exponencial

desaceleracién

In x

estacionaria

aceleramiento

muerte

Tiempo

Figura 2. Curva de crecimiento tipica para una poblacién de microalgas, en la cual se
indican las diferentes fases. In x indica el logaritmo natural (base e) de la cantidad de
células de microalgas en el cultivo (modificada de Arredondo y Voltolina 2007) p. 25.

1.4.1 Tipos de cultivo.
En funcién del tipo de cosecha, los cultivos se pueden clasificar como

cultivos en lotes, cultivos continuos y cultivos semicontinuos.

En los cultivos en lote, la poblacion algal se incrementa hasta que existe
algun factor limitante, cualquier subproducto de las células durante su crecimiento
estara presente en el medio de cultivo. Una vez que los recursos se hayan

agotado, el cultivo muere (Barsanti y Gualtieri, 2006).

En los cultivos continuos el tamafio de la poblacion se mantienen estable

por la adicion de medio nuevo, el volumen de medio nuevo es agregado



automaticamente a una tasa proporcional a la tasa de crecimiento de la microalga,
mientas que el volumen equivalente es removido. Esta forma de cultivo permite
mantener los cultivos en una condicion cercana a la maxima tasa de crecimiento,

debido a que no se agotan los nutrientes (Barsanti y Gualtieri, 2006).

El cultivo semicontinuo se define como aquel en que una fraccion de la
poblacién se cosecha y se repone con medio nuevo, en un volumen equivalente al
cosechado. Regularmente esta cosecha se hace cada 24 horas en la fase
exponencial de crecimiento, por lo que es posible de esta manera prolongar la
vida util de los cultivos, ya que después de cada cosecha la poblacion contintia
creciendo a la misma velocidad, pues no se generan las condiciones limitantes
propias de la etapa de crecimiento lento o estacionario. Aungque esta forma de
cultivo prolonga la vida del cultivo, su duracién es variable, ya que depende de
multiples factores, como competidores (otras microalgas y bacterias),
depredadores (diferentes especies de ciliados, rotiferos y copépodos), y de la

acumulacién de contaminantes y metabolitos (Barsanti y Gualtieri, 2006).

1.5 Fotobiorreactores

Tipicamente el cultivo de microalgas a gran escala se realiza en estanques
abiertos, de gran volumen, pero a baja densidad. Una alternativa para la
produccién de grandes biomasas algales es el cultivo en fotobiorreactores. El
término fotobiorreactor (FBR) se utiliza para denotar un sistema de cultivo
semicerrado, que no permite intercambio directo de gases o contaminantes entre
el cultivo algal y la atmosfera. Este sistema de cultivo promueve un ambiente
protegido, relativamente a salvo de la contaminacion de otros microorganismos y
en el cual las variables como el pH, oxigeno, concentracion de diéxido de carbono
y temperatura pueden controlarse. Ademas previenen la evaporacion, reducen el
uso del agua, optimizan el uso de CO, y al fomentar una mayor concentracion de
células y mantener altas productividades, reducen los costos de produccion
(Barsanti y Gualtieri, 2006, Carvalho et al., 2010).



Cuando el producto final del cultivo es susceptible a la degradacion por
microbios, la configuracibn semicerrada permite un mayor control de los
contaminantes, permitiendo cultivos de altas densidades y reduciendo los costos
de produccién. Sin embargo, estos sistemas presentan algunas desventajas
(Tabla 1), entre otras, se puede mencionar que la construccion y operacion de
estos sistemas es mas costosa y técnicamente compleja, en comparacion con los
sistemas de cultivo convencionales en estanques. Algunos de los costos
operativos mas importantes de los FBR radican en la necesidad de enfriarlos, ya
gue la iluminacion intensa, ademas de estimular la fotosintesis transfiere energia
calorifica; ademas, es necesario mantener un control estricto de la acumulacién
de oxigeno. Estas restricciones econdmicas y técnicas, han limitado el uso de los
FBR para la produccién de compuestos de alto valor (Barsanti y Gualtieri, 2006,
Carvalho et al., 2010).

Tabla 1. Cuadro comparativo de las caracteristicas de los sistemas de cultivo de microalgas
abiertos y cerrados (Carvalho A. P. et al., 2011) p. 1280.

Caracteristica Sistemas abiertos Sistemas cerrados
Relacion area volumen alta(4-10 veces mayor) baja

Especies de algas restringida flexible

Criterio para seleccién de especie  competencia por crecimiento resistencia al esfuerzo
Densidad de la poblacion baja alta

Eficiencia de cosecha baja alta

Periodo de cultivo limitado extendido
Contaminacion posible poco probable
Pérdidas de agua por evaporacion  posible prevenido

Eficiencia de utilizacion de la luz pobre excelente
Transferencia de gases pobre alta

Control de temperatura ninguno excelente

Variable mas costosa mezcla de agua control oxigeno, temperatura
Capital de inversién bajo alto

Aunque existen diversos disefios de FBR, es dificil hacer una comparacion

directa de sus atributos, debido a que se utilizan distintas medidas y disefios. No



obstante, las variables importantes que se consideran en el disefio del FBR
incluyen el volumen total de liquido y gas y su relaciéon con la superficie total
transparente que determina la cantidad de luz que puede entrar al FBR (Posten,
2009).

La cantidad de luz que penetra al FBR y que estimula la fotosintesis en las
microalgas depende de la razdn superficie/volumen (S/V), la cual es importante
cuando se quiere aumentar la productividad del FBR, procurando que todas las
células reciban la mayor cantidad de luz posible (Carvalho et al., 2010, Posten,
2009).

Para alcanzar una alta relaciéon S/V, se pueden utilizar distintos tipos de
FBR, de manera general se pueden clasificar en tres categorias: tubulares, planos
y de tipo fermentador. Los primeros dos son reactores fotosintéticos, estan
especialmente disefiados para operarse bajo el sol o con alguna fuente de luz
adecuada, deben propiciar una turbulencia adecuada y control en los niveles de
diéxido de carbono. Deben incluir el equipamiento para la cosecha de la biomasa,
pero previniendo los esfuerzos hidraulicos que puede romper las células. Ademas,
para una produccion industrial, deben ser de un volumen considerable, que
ofrezca rentabilidad econdémica. El tipo fermentador es utilizado para realizar el
crecimiento de microalgas en ausencia de luz, por lo que no es relevante la
captacion de luz en este sistema (Carvalho et al., 2010, Posten, 2009).

La configuracion de los biorreactores tubulares basicamente sigue tres
criterios: a) Reactores verticales, en los que el agua se mueve con elevadores de
aire; estos dispositivos se componen de un tubo vertical que es transparente, de
tal manera que permita la penetracion de la luz, el CO; se suministra mediante
burbujas. Ejemplos de reactores tubulares verticales son el de “airlift” y de
burbujas, regularmente construidos con tubos de polietileno, que son
suficientemente transparentes para permitir una buena penetracion de la luz, pero
son manufacturados con materiales comunes que los vuelvan econdmicos,
también las bolsas de polietileno se utilizan frecuentemente en esta

configuracion, con la ventaja de su bajo costo, alta transparencia y que por el



proceso de fabricacion se encuentran estériles. b) Reactores horizontales, que se
componen de un tubo transparente, en el que usualmente se inyecta aire; y c)
Reactores tubulares helicoidales, que estan constituidos por tubos de plastico
flexible sobre una estructura circular (Carvalho et al., 2010, Posten, 2009).

Los biorreactores planos (BRP) se definen por su razon S/V; en tanto mas
grande es la razon mejor sera la captacion de luz y su distribucién a las células
fotosintéticas. Asi, los BRP estdn conceptualmente disefiados para utilizar
eficientemente la luz, ya sea artificial o natural. Los BRP puede tener distintos
disefios (Figura 3), conservando la relacion S/V. Las variables hidrodinamicas en
los BRP son criticas, ya que las altas densidades de microalgas pueden propiciar
una variacién importante en algun factor ambiental en un plazo muy breve (de
minutos a horas) ocasionando la muerte de las células y el colapso del cultivo. Por
ejemplo, un exceso de aireacion puede comprometer la integridad de las células,
una deficiencia en el suministro de CO, puede ocasionar un incremento en el pH o
una carencia de nutrientes puede ocasionar la muerte a las células (Carvalho et
al., 2010).

Otra caracteristica de los BRP es la provision de una zona aislada para la
transferencia de gases (interfase agua-aire) que evita la contaminacion y facilita la
eliminacion del oxigeno excedente. Los BRP se pueden disponer en un angulo
idéneo para la captacion de los rayos provenientes del sol, permitiendo una mejor
eficiencia, medida en términos de energia absorbida de la luz solar incidente y la

biomasa producida (Carvalho et al., 2010).
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Figura 3. Representacion esquematica de biorreactores planos: A, biorreactor plano con
burbujeo desde la parte inferior. (Carvalho A. P. e al., 2010) p. 12.

1.6 Efectos de la intensidad y calidad de la luz en el cultivo de las microalgas
Para cultivar microalgas es importante contar con una fuente de luz con la

calidad e intensidad necesarias para estimular la fotosintesis (Carvalho et al.,

2011).

La calidad e intensidad de la luz se puede caracterizar por el

comportamiento de los fotones. La energia E de cada fotdn esta definida por la

expresion:
E = hv (1)

En donde:

h= Constante de Planck (6.626X10%* J S)
v=frecuencia de la onda.

La cual puede ser reescrita como:

E = hC//1 (2
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En donde:
c= la velocidad de la luz en el vacio (3x10% m s™)
2=la longitud de onda de la luz

Por tanto la energia especifica es inversamente proporcional a la longitud de
onda, es decir, a longitudes de onda mas cortas hay mayor energia y a longitudes
de onda més largas hay menor energia por foton (Carvalho et al., 2011). La Figura
4 muestra el espectro electromagnético caracterizado por el tipo de luz y color, en
funcion de su longitud de onda, el cual puede ser emitido por una fuente de luz

artificial o natural (Carvalho et al., 2011).

Total Solar
Radiation
(300-4000 nm)

Gamma rays X-rays | Ultraviolet Infra-red Radio waves

Visible

10° 10°

Wavelength (nm)

Colour spectrum of white light

Wavelength (nm)

Violet 400 —
450 +—

500 —

Green 550 —
Orange 650 +—
Red 700 +—
750 —

Blue
Yellow 600 —

Figura 4 Espectro electromagnético, con detalle espectral en la luz visible (Carvalho et al.,
2011) p. 10.

La energia de la luz impulsa las reacciones fotosintéticas, en las que estan
involucrados los pigmentos que constituyen los fotosistemas y que se encuentran
en los cloroplastos. La eficiencia fotosintética depende de la intensidad, la calidad

espectral y del fotoperiodo (Carvalho et al., 2011).



La intensidad de la luz es importante para la fotosintesis, ya que la
disponibilidad de la luz varia sustancialmente en funcion de la densidad algal, de
la profundidad del cultivo y de la forma del recipiente de cultivo. En los cultivos
industriales, a medida que se tienen mayores profundidades y mayores
concentraciones celulares, se debe incrementar la intensidad de la luz. Sin
embargo, una intensidad de luz muy alta, por ejemplo la luz solar directa o el uso
de recipientes pequefios iluminados con luz artificial muy intensa, puede provocar
fotoinhibicion. Las intensidades que se utilizan en forma comun van de los 100 a
los 200 umol fotén m?s™, que corresponden del 5 a 10% de la luz del dia (2000
umol fotén m?s™) (Carvalho et al., 2011).

La intensidad de la luz decrece en relacion directa con respecto a la
distancia de la fuente de emision. Las células que se encuentran temporalmente
mas cerca de la fuente de emision de luz, son sometidas a un alto flujo de fotones,
gue pueden causar fotoinhibicion, mientras que las células mas separadas de la
fuente de luz, tienden a estar expuestas a flujos muy bajos de fotones (oscuridad)
gue causan fotolimitacion. Por otro lado, cuando las células se mueven con una
frecuencia adecuada entre las zonas que estan Optimamente y pobremente
iluminadas, pueden incrementar su productividad. En consecuencia, la
productividad y desempeiio de los biorreactores depende principalmente del
movimiento de las células, asi como de los pardmetros de transporte, cinética
fotosintética y de la irradiancia (magnitud utilizada para describir la potencia de
todo tipo de radiacién incidente por unidad de superficie) (Hu-Ping et al., 2003).

La mayoria de los materiales absorben cierta longitud de onda de la
energia radiante que reciben. Un pigmento es cualquier compuesto que absorbe
la luz en longitudes de onda especificas y exhibe un color distintivo. En los
organismos fotosintéticos, los pigmentos, como la clorofila, tienen la propiedad de
absorber la energia de la luz en determinadas longitudes de onda y producir ATP
y NADPH, que se utilizan para la sintesis de azucares y otros compuestos

organicos (Carvalho et al., 2011).
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En las microalgas, la biosintesis de los compuestos organicos como
carbohidratos, proteinas y lipidos, se lleva a cabo mediante la energia quimica del
NADPH; y el ATP producidos durante la fase luminosa de la fotosintesis, en la
que la clorofila y otros pigmentos accesorios absorben la energia de la luz y la
transfieren en forma sucesiva a los pigmentos P680 y P700 de los centros de
reaccion de los fotosistemas Il y | respectivamente, esta energia se utiliza para
reducir el NADP" a partir del agua (Figura 5) (Das et al., 2011).

- Fotosistema I

[P700*]

Fotosistema II Ao
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"‘(‘.om_plil‘:lo PQ, = plastoquinona
H, O~ }q“"(])‘b"m PQg = segunda quinona
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1,0 -1, v [P680 | 1:,] = ;.Il]t::‘( fila |\‘l ptora de electrone
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Figura 5. Integracién de los fotosistemas | y Il en los cloroplastos de las microalgas
(Nelson y Cox, 2005) p. 652.

La posicion de cada transportador de electrones es un reflejo de su
potencial de reduccion estandar. Para elevar la energia de los electrones
provenientes del H,O y generar el potencial para reducir el NADP™, cada electron
debe ser excitado dos veces mediante la energia de los fotones captados por los
fotosistemas Il y I. Se requiere un fotdbn por cada electron elevado en cada
fotosistema. Después de la excitacion, los electrones fluyen cuesta abajo a través
de la cadena de transportadores. Durante la reaccion de escision del agua y

durante la transicién de los electrones a través del complejo del citocromo bef, en
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forma acoplada se transportan protones a través de la membrana del tilacoide,
produciendo el gradiente electroquimico necesario para la sintesis de NADPH
(Nelson y Cox 2005).

Si se considera la energia electromagnética que emana del sol, Gnicamente
la fraccion de 400 a 700 nm del espectro es utilizado para la fotosintesis, donde 8
fotones de luz de una longitud de onda promedio de 550 nm (luz verde) tiene la
energia minima necesaria para la sintesis de carbohidratos. Un solo foton de luz
verde tiene 20% mas energia que un fotdn rojo (680 nm) y 15.5% menos energia
gue un fotén azul (470 nm). Por lo tanto para igualar la energia de la luz verde
necesaria para sintetizar carbohidratos, se necesitan 10 fotones rojos y 7 fotones
azules (Das et al., 2011). La luz es necesaria para lo fotosintesis, sin embargo un
exceso o un déficit de luz compromete el desarrollo éptimo de las microalgas,
reduciendo el incremento de su biomasa y la produccidén de metabolitos.

En la Figura 6 se muestra la irradiancia tipica de tres tipos de luz y se indica
la ubicacion de los picos de absorcién de las clorofilas a y b (Wyszecki y Stiles,
1966). En relaciéon con el funcionamiento de los BRP y la forma en la que las
microalgas aprovechan la luz, es importante mencionar que la actividad
fotosintética cambia en funcion de la posicion de las células dentro del BRP.
Tomando como referencia la superficie expuesta a la luz, en la capa
inmediatamente expuesta a la superficie iluminada pueden ocurrir procesos de
fotoinhibicion, mientras que en las capas adyacentes mas profundas, a unos
pocos centimetros de distancia de la superficie iluminada, el efecto del sombreado
ocasionado por las propias microalgas puede ocasionar fotolimitacion (Carvalho et
al., 2011).

Debido a que en su ambiente natural las microalgas estdn sujetas a
cambios répidos de intensidad de la luz con respecto al tiempo, tienen la
capacidad de fotoaclimatarse (Carvalho et al., 2011); este proceso consiste en
una serie de cambios biofisicos, bioquimicos y fisiologicos que les permiten a las
células algales optimizar el uso de la luz disponible. Una exposicidon a un exceso

de luz puede causar dafo, esto depende en cierto grado del estado de
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fotoaclimatacion en el momento previo a la exposicion a altas intensidades de luz.
Si la aclimatacion no es suficiente, una radiacion moderada puede ocasionar mas
dafio que una radiacion intensa en células aclimatadas en forma adecuada. Por
esta razon, las microalgas se deben aclimatar en forma gradual a las condiciones
de luz en las que van a ser cultivadas. Asi, si el indéculo es muy pequefio (baja
densidad celular), la radiacion debe ser pequefia, en caso contrario, las células
resultaran dafadas, lo que provocara el colapso de la poblacion (Carvalho et al.,
2011).
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Figura 6. Irradiancia espectral relativa en el espectro electromagnético visible para la luz
de tres temperaturas, 4800°K, 5500°K y 6500°K. Las flechas indican los picos de
absorcién de las clorofilas a y b. Datos tomados de Wyszecki y Stiles, (1966).

1.7 Oxigeno y dioxido de carbono

Los ciclos del oxigeno y del diéxido de carbono estan relacionados
estrechamente, porque estan directamente asociados a la fotosintesis y a los
procesos respiratorios. El ciclo del oxigeno esta relacionado con la respiracion
aerobica, que utiliza como sustratos a la glucosa, acidos grasos y aminoacidos,
como un aceptor de electrones y protones al oxigeno, para producir agua como
residuo metabdlico; a la par, se produce diéxido de carbono. En contraposicion, la
fotosintesis utiliza el dioxido de carbono, agua y energia de la luz para producir
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carbohidratos y oxigeno molecular como un subproducto (Barsanti y Gualtieri,
2006).

El didxido de carbono atmosférico se disuelve en el océano y se combina
con el agua y forma acido carbénico, iones de bicarbonato y carbonato, en funcion

de la siguiente ecuacion (Barsanti y Gualtieri, 2006):

CO, + H,0«—>H,CO3;«—>HCO3 + H ' «—>CO0% + H " «—>HCO3 «—CO, + OH~

Estos iones son especies quimicas del dioxido de carbono presentes en el agua, y
especialmente el bicarbonato representa la mayor proporcion del diéxido de
carbono disuelto en el agua de mar.

Cuando el CO;, es utilizado por las microalgas, la reaccion en la ecuacion
transcurre hacia la generacion de CO,, por lo que se consumen H' y se
incrementa el pH. Cuando se agrega CO,, ya sea por la respiracion o porque se
agrega desde el exterior (de origen atmosférico), la reaccion transcurre en el
sentido opuesto y el nimero de H* se incrementa, disminuyendo el pH. Esta
disponibilidad de CO; en el medio, beneficia la produccién de biomasa algal
(Barsanti y Gualtieri, 2006).

1.8 Turbulencia

La turbulencia es una medida de la falta de orden en el movimiento de un
fluido, por efecto de la adicibn de energia mecanica (Reynolds, 2006). Si se
considera una columna de agua totalmente estatica (Figura 7a) en la que su
superficie se somete a una fuerza en direccion horizontal con respecto a su
superficie (Figura 7b), entonces las moléculas de agua en la interfase agua-aire
seran empujadas en la direccion de la fuerza. Subsecuentemente, el movimiento
sera trasmitido de la capa superior a las capas inferiores, que a su vez se
comenzaran a mover, aunque a menor velocidad; este proceso continuara hasta
llegar a un punto en el que se deslizan homogéneamente una debajo de la otra,

en lo que se llama flujo laminar (Reynolds, 2006).
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Si la fuerza aplicada se incrementa sustancialmente, entonces, las
moléculas de la capa superficial se moveran con mayor velocidad adquiriendo
mayor inercia, lo que ocasionara que el flujo ordenado se rompa (Figura 7c). El
movimiento de las capas subyacentes se desordenard en una seria de giros y

remolinos, lo que resultara en un flujo turbulento (Reynolds, 2006).
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Figura 7. Generacion de turbulencia por una fuerza tangencial. (a) El agua debajo de la
horizontal se encuentra en reposo. (b) Una fuerza media aplicada en forma superficial
arrastra las moléculas de agua en la direccién de la fuerza, en forma proporcional con
respecto a la direccion vertical descendente. (¢) La energia transferida de una fuerza
intensificada, crea un caos promoviendo la turbulencia (Reynolds, 2006) p. 342.

El movimiento de las células en un biorreactor esta controlado por la
hidrodinamica y los patrones de flujo en su interior (Hu-Ping et al., 2003). En los
cultivos de microalgas, la turbulencia es necesaria para prevenir la sedimentacion
de las células, para asegurar que todas las células de la poblacién estén
igualmente expuestas a la luz y que los nutrientes se distribuyan
homogéneamente entre todas las células, para evitar la estratificacion de la
temperatura y para incrementar el intercambio gaseoso entre el agua o medio de
cultivo y el aire. También es de vital importancia considerar el balance de los
gases disueltos, debido a que en los cultivos densos, la tasa de consumo
usualmente supera la tasa de disolucion de CO, atmosférico, limitando el
crecimiento algal, entonces es necesario suministrar CO,, inyectandolo

directamente en el medio de cultivo (Reynolds, 2006).



La forma en la que se genera la turbulencia depende del tipo de recipiente
donde se hace el cultivo. Asi, los recipientes pequefios se pueden agitar
manualmente y lo minimo que se necesita es la mezcla manual una vez por dia.
En el caso de los recipientes grandes, mayores a 5 litros, se puede generar
turbulencia con la inyeccion de aire, o utilizando paletas de mezcla y bombas. Es
importante considerar las caracteristicas de la microalga que se desea cultivar
cuando se utiliza un flujo turbulento, ya que no todas las especies toleran una
mezcla vigorosa, debido a que las burbujas de aire o la friccion con dispositivos

mecanicos, pueden ocasionar dafio celular (Barsanti y Gualtieri, 2006).

En un cultivo de microalgas, la concentracion de oxigeno disuelto,
resultante de la fotosintesis, se puede incrementar considerablemente hasta
sobresaturar el medio. Esta condicibn provoca que el metabolismo de las
microalgas cambie a fotorespiracidén, para utilizar el exceso de oxigeno en el
medio. Los subproductos de las reacciones para generar energia se vuelven mas
costosos energéticamente, lo cual afecta directamente el crecimiento algal. La
enzima RUBISCO, se encarga del las reacciones CO,-RuBP, es decir de catalizar
las reacciones relacionadas con la concentracién del CO,y O, en el medio. Esta

enzima se ve inhibida por bajas concentraciones de CO, (<10pM) vy altas

concentraciones de O, (>400dM), iniciando una reaccion alterna que provoca la

formacion de 3-fosfato glicerato(G3P). En estos casos actla lo que se llama
fotorespiracién, modificando la fuente de energia, siendo esta mas costosa para
las células y obteniendo como subproducto el G3P, para posteriormente
transformarse en acido glicolico y ser desechado al medio. (Reynolds, 2006).

Una forma de evitar el incremento en la concentracion de oxigeno y sus
efectos nocivos sobre la fotosintesis, consiste en controlar la turbulencia y de esta
manera aumentar la disipacion de este gas en la interfase agua-aire. En los

cultivos con altas densidades, es necesario un flujo turbulento (Brown, 2002).
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1.9 Cultivos de Nannochloropsis sp. en biorreactores

Los cultivos de Nannochloropsis sp. se hacen en distintas formas: a) en
bolsas de polietileno o columnas de fibra de vidrio de 400 a 800 I, ya sea en forma
continua o semicontinua; b) en estanques redondos o rectangulares con
voliumenes muy diversos, de 8000 a 300,000 | y a la intemperie; y c) en estanques
de flujo rapido (Cheng-Wu et al., 2001). Estas categorias de produccién tienen
diversas desventajas, una de las mas notables se refiere a las concentraciones
celulares relativamente bajas, lo que se traduce en altos costos de produccién, ya
gue después de la cosecha, es necesario concentrar la biomasa, lo que requiere
de la utilizacién de procesos costosos. Otra desventaja de este tipo de cultivos es
el alto riesgo de contaminacion por otras especies de microalgas y/o
microorganismos, que se traducen en la disminucién de la producciéon (Cheng-Wu
et al., 2001).

En los sistemas de cultivo abiertos, la variabilidad ambiental influye en gran
medida impactando en forma negativa la dindmica poblacional de las microalgas,
de forma que la cantidad de microalgas puede disminuir en forma sensible. Por
altimo, pero no menos importante, se requieren grandes extensiones de terreno
para igualar la produccion de microalgas que se consigue con sistemas de
produccion de alta densidad celular (Cheng-Wu et al., 2001).

En contraste con los cultivos a bajas densidades, los cultivos de
Nannochloropsis sp. en altas densidades tienen claras ventajas que se traducen
en: a) la eliminacion de la etapa de concentracion, ya sea que las microalgas se
dediquen a la alimentacién de rotiferos o a otros usos; b) los cultivos monoalgales
en alta densidad se desarrollan mejor; c) la productividad es mas estable que en
los sistemas abiertos, ya que estdn menos expuestos a la variabilidad ambiental
diaria y estacional de la temperatura; d) los costos de produccion se reducen, ya
gue se requiere una menor cantidad de nutrientes, una menor superficie de cultivo
y un menor volumen de agua, en consecuencia, se requieren reactores de menor

tamafio y con un menor volumen de cultivo (Cheng-Wu et al., 2001).
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1.10 Antecedentes

1.10.1 Cultivo en biorreactores

Recientemente, los sistemas tubulares de cultivo que producen densidades
relativamente altas estan disponibles comercialmente, pero son relativamente
costosos comparados con los estanques abiertos. En un intento para desarrollar
una metodologia menos costosa, Cheng-Wu et al., (2001) desarrollaron un BRP
de vidrio, que puede contener de 500 a 1000 | por unidad. Uno de los atributos de
este biorreactor es que por su disefio plano, tienen practicamente toda su
superficie iluminada, lo cual se traduce en una alta productividad. Utilizando una
tasa diaria de recambio del 10 al 20 %, pueden producir una biomasa de 0.15 a
0.27 g I* dia™ con una densidad de 155 a 691x10° células mI*, dependiendo de la
estacion del afio ya que utilizan la luz solar como fuente de iluminacién. El costo
de inversion para un BRP de 2000 | excluyendo la infraestructura fue de $8130
dlls y el costo de produccion de un BRP de 200 | fue de $72.82 dlls/kg de peso

SecCo.

1.10.2 Efectos de la calidad e intensidad de la luz sobre el crecimiento de las
microalgas

La distribucion espacial de la intensidad de la luz en el interior del
biorreactor es influenciada por su geometria y por la atenuacién de la luz
ocasionada por el sombreado que producen las células en las capas mas
cercanas a la superficie iluminada, que a su vez es una consecuencia de la alta
eficiencia con la que los pigmentos absorben la luz. A partir de modelos
matematicos se han calculado los gradientes de luz en un sistema de particulas
sélidas (ausentes de transparencia) y se ha observado que la penetracion de la
luz se reduce exponencialmente en funcion de su densidad (Hu-Ping et al., 2003).
En un BRP la reduccion la intensidad de la luz sigue un comportamiento
exponencial negativo, que esta en funcion de la biomasa. Si la penetracion de la
luz excede el grosor del biorreactor se puede observar un crecimiento exponencial

de las microalgas, pero el exceso de luz puede ocasionar fotoinhibicion. En cuanto
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a los espacios oscuros, donde las microalgas no pueden crecer, una solucién es
reducirlos en forma drastica, incrementando la relacion superficie/volumen. De
esta forma, si se requieren altas densidades (mayores a 10 g/l) el BRP debe ser lo
mas estrecho posible (Posten, 2009).

Hu-Ping et al., (2003) utilizaron el analisis de la dinamica de particulas
radiactivas para caracterizar la turbulencia en un biorreactor cilindrico,
cuantificaron el campo de velocidades los perfiles de velocidad y la irradiancia.
Observaron que la densidad algal afecta significativamente el flujo de fotones y
gue el periodo de luz-oscuridad para las microalgas puede ser modificado
mediante la adicién de separaciones dentro del BRP que contribuyen a estabilizar
u orientar el flujo de particulas en un patrén particular, que puede propiciar una
mejor distribucion de la luz.

En la seleccion del tipo de luz es importante considerar tanto la intensidad
como la calidad, en este sentido, Das et al. (2011) observaron que en
Nannochloropsis sp., el crecimiento depende del color de la luz, en orden de
mayor a menor crecimiento, obtuvieron mejores resultados con lamparas de tipo
azul, blanca, verde y roja. Cheirsilp y Torpee (2012) evaluaron el efecto de
diferentes intensidades de luz, entre 27 y 135 pumol m?s® y observaron que
Nannochloropsis sp. incrementd gradualmente su crecimiento hasta un maximo de
35 g/l de peso seco (Figura 8) con una intensidad de luz de 135 pmol m?s™
(10,000 lux). El analisis de la composicion lipidica indic6 que el incremento de la
intensidad de la luz se correlaciona negativamente con el contenido de lipidos, por
lo que con intensidades de luz bajas se acumulan una mayor cantidad de lipidos
(Figura 8). Yamasaki e Hirata (1995) cultivaron Nannochloropsis sp. con una
intensidad de luz de 195 umol m?s® y mencionan que es indispensable una
fuente suficiente de carbono para obtener altas densidades con altas intensidades

de luz.
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Figura 8. Efecto de la intensidad de la luz (lux) en el crecimiento, peso seco g/l (circulo
relleno) y contenido lipidico (circulo abierto) de Nannochloropsis sp. (Cheirsilp y Torpee,
2012) p. 513.

1.10.3 Efectos de la tasa de inyeccion de aire sobre el crecimiento de las
microalgas

La geometria del FBR determina el patron de flujo en el interior y con esto
la exposicidén de las células a la luz y por tanto condicionan el movimiento de las
células y su crecimiento (Hu-Ping et al., 2003). En los biorreactores tubulares de
columna, el agua se mueve por el efecto del aire que se inyecta y por lo tanto la
circulacién es cadtica, en contraste, en los biorreactores en los que se agrega una
division, se genera un flujo ascendente y descendente en el que el movimiento de
las particulas (células) es méas ordenado, lo que se traduce en una exposicion con
una rapida alternancia entre la luz y la oscuridad. Un periodo prolongado de
oscuridad puede afectar negativamente el crecimiento de las células, pero una
regulacion adecuada del tiempo que las células permanecen en oscuridad puede
ser util para incrementar la productividad, ya que excita a los fotosistemas
adecuadamente (Hu-Ping et al., 2003).

Hu-Ping et al. (2003) encontraron que algunos de los efectos que provoca
la turbulencia (producto de la aireacién) son la remocién del oxigeno y la
disolucién vy distribucion del CO;, y los nutrientes, lo cual es indispensable en
cultivos densos. En cualquier tipo de reactor, la tasa de aireacion determina la

fluctuacion de la exposicion a luz, pero también la mezcla y la turbulencia del
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fluido. Sin embargo, altas tasas de aireacion ocasionan esfuerzos cortantes que
pueden dafar las microalgas, por esta razon, es necesario evaluar su efecto para
cada especie de microalga.

El uso de altas tasas de aireacion en los cultivos de microalgas, permite
gue cuando las células estan expuestas a la luz, acumulen energia quimica
(NADPH) y que la puedan utilizar posteriormente durante los periodos de
oscuridad. Esta exposicién alternante de las células se denomina efecto de
destello (“flash”). Las tasas de aireacibn mayores pueden beneficiar el
crecimiento, sin embargo, se debe evaluar el costo-beneficio, ya que una rapida
mezcla involucra una mayor inversién de energia mecanica, y en consecuencia un
aumento en los costos de produccion.

Es importante considerar variables como la intensidad de la luz y la
turbulencia, entre otras, en los cultivos de microalgas, ya que favorecen o
perjudican directamente en el crecimiento de las poblaciones de microalgas en los

cultivos en BRP.

1.11 Objetivos

1.11.1 Objetivo General
Evaluar el crecimiento y productividad de la microalga Nannochloropsis sp.
cultivada en un fotobiorreactor plano, expuesto a diferentes intensidades de luz y

a la turbulencia ocasionada por diferentes tasas de inyeccion de aire.
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1.11.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la turbulencia ocasionada por tres tasas de inyeccion
de aire (3, 7 y 10 L/min) en la tasa de crecimiento y la densidad del cultivo
de Nannochloropsis sp.

2. Evaluar el efecto de tres intensidades de luz (282, 116 y 91 umol fotén m
s'1) en la tasa de crecimiento y la densidad del cultivo de Nannochloropsis
sp.

3. Evaluar la productividad la microalga Nannochloropsis sp. cultivada en un
biorreactor plano, considerando la eficiencia de la utilizacién de la luz.

4. Evaluar los costos de produccion de Nannochloropsis sp. en un biorreactor

plano.

1.11.3 Hipétesis

El crecimiento y la productividad de la microalga Nannochloropsis sp.
cultivada en un fotobiorreactor plano se ven afectados positivamente por la tasa
de inyeccién de aire y por la intensidad de la luz.
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Capitulo 2

25

Materiales y métodos

2.1 Cultivo de inoculos

La cepa de Nannochloropsis sp. se obtuvo de la coleccion de microalgas
del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacion Superior de Ensenada (CICESE). Las cepas adquiridas se mantuvieron
en matraces Erlenmeyer de 150 ml con medio “f” de Guillard y Ryther (1962) y en
condiciones controladas de temperatura (22+1°C), salinidad (35 °/o,) ¥ pH (8). Los
cultivos se irradiaron con luz fluorescente a una intensidad de 200 pmol fotén m™
s™ utilizando lamparas de 32W y 6500°K.

Para obtener la biomasa de microalgas necesaria para los experimentos, se
procedid a realizar el cultivo escalonado desde el matraz Erlenmeyer hasta
botellones de vidrio de 19 L (con un volumen Uutil de 15 L). En cada etapa del
proceso de escalamiento, los cultivos se inocularon a una densidad de 2.5x10°
células mI™* y se cultivaron hasta obtener 30x10° células mI™. A partir del primer
botellén cultivado siguiendo este procedimiento, se inocularon nueve botellones y
cuando los cultivos tuvieron la biomasa necesaria, se inocularon en los nueve
BRP, también a una densidad inicial de 2.5x10° células ml™*. Cabe aclarar que
este procedimiento se repitié dos veces, una para el experimento de intensidad de

luz y otra para el de turbulencia.

2.2 Descripcion del sistema de cultivo.

Se disefiaron y construyeron nueve BRP de 110 cm de largo por 110 cm de
alto y 10 cm de ancho, con un volumen util de 110 L. Cada BRP estuvo provisto
de una tapa, de esta forma se redujo la posibilidad de contaminacién del cultivo.

El sistema de cultivo experimental const6 de dos secciones, la de

tratamiento de agua y los biorreactores (Figura 9.



Figura 9. Esquema del sistema de cultivo de BRP para microalgas (A) Sistema de
esterilizacion de agua de mar (B) Sistema de biorreactores (C) Controladores de pH y
transformadores eléctricos para la iluminacion.

El sistema de esterilizacion del agua consistio de un filtro biolégico, un
fraccionador de espuma, un generador de ozono y mediante luz UV (Figura 10). El
agua esterilizada por este método se inyect6 a cada uno de los BRP vy
posteriormente se adiciond una solucién concentrada de nutrientes (ProLine® F/2
Algae Feed), en un volumen suficiente para que al diluirse en el volumen de agua
de mar, se obtuviera una concentracion correspondiente al medio “f’ de Guillard y
Ryther (1962).
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Figura 10. Sistema de filtracion de agua de mar para el suministro hacia los BRP. (A)
Depésito de agua de mar primario (B) Bomba para agua de mar (C) Biofiltro (D)
Fraccionador de espuma (E) Depdsito secundario de agua de mar (F) Generador de ozono y
[dmpara U.V.

El aire para los BRP se generd con una turbina de baja presion de 1 hp.
Para evitar contaminacion del cultivo a través del aire, antes de inyectarlo a los
BRP se filtr6 mediante cartuchos de 10, 5 y 1 um. Para regular el flujo de aire
hacia cada BRP, se utiliz6 un medidor de flujo (+ 1 LPH) (Figura 11). El aire se
introdujo a través de un tubo de cpvc de 1.27 cm de didmetro y se inyecto a través
de diez perforaciones de 1 mm de diametro, distribuidas cada 10 cm a lo largo del

tubo, que se dispuso en forma horizontal a 3 cm del fondo de cada BRP.
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Figura 11. Red de suministro de aire para los BRP. (A) Turbina de aire (B) Cartuchos con
filtro de aire (c) Flujometros de aire.

La fuente de carbono para el crecimiento celular es el bicarbonato (HCO3),
cuya concentracion en el agua de mar depende de la inyeccion de CO; y que a su
vez modifica el pH, de tal forma que un déficit o un exceso de CO, provocan un
aumento o una disminucion del pH respectivamente. Para controlar la
concentracion de bicarbonato, la inyeccién de CO, a cada biorreactor se controlé
con un sistema automatico (Aquatronica, modelo ACQ110). El CO, se inyect6 a
través de un difusor de ceramica, el flujo del gas se control6 con una valvula
solenoide conectada al sistema de control, cuya apertura y cierre dependia de un
sensor de pH colocado en el interior de cada biorreactor (Figura 12). El cultivo se
mantuvo a un pH estable de 7.5.
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Figura 12. Sistema de control y suministro de CO, para los BRP. (A) Tanque de CO2 (B)
Sistema de control aquatronica (C) Valvulas solenoides.

2.3 Preparacién de los BRP

Antes de iniciar los cultivos de Nannochloropsis sp., los BRP y todos sus
accesorios (mangueras, tubos de aireacion, difusor de CO,) se lavaron con jabén
para laboratorio (Alconox) y se enjuagaron con agua corriente. A continuacion,
cada BRP se llen6 totalmente con agua de mar del sistema de tratamiento antes
descrito y se procedié a su desinfeccion con una solucion comercial de hipoclorito
de sodio a una concentracién de 3 ml I'* de agua de mar durante 24 horas. Al dia
siguiente, el cloro residual se neutralizé con 150 mg de tiosulfato de sodio por litro
de agua durante 24 horas (Paniagua et al., 1989). Entonces, se eliminé un
volumen de agua ajustandolo a 90 |, lo que permitié la incorporacion del inoculo de
microalgas, que se agreg0 a través de la tuberia que se colocé para la cosecha,
de esta forma la concentracién inicial fue de 2.5x10° células ml™.

A partir del momento en que el cultivo alcanzo la etapa final de la fase de
crecimiento exponencial, cada dia se cosecho un volumen equivalente al 11% del
volumen total del cultivo. El volumen removido se repuso con agua de mar
esterilizada y enriquecida con nutrientes a una concentracion equivalente al medio
“f”.
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2.4 Efecto de la tasa de inyeccion de aire

Para evaluar el efecto de la turbulencia sobre la tasa de crecimiento (u) la
densidad celular (cél/ml), el peso seco total y peso organico y el contenido de
cenizas de Nannochloropsis sp., se evaluaron tres tasas de inyeccion de aire, 3, 7
y 10 | h™(Figura 13), cada una por triplicado. La tasa de inyeccién de aire que
promovidé un mayor crecimiento de la poblacion de microalgas se utilizé para el

siguiente experimento, en el que se evalud el efecto de la intensidad de la luz.

1
u Turbulencia e Intensidad de luz

) ) ) ) 2 ) ) ) 2
U BRP 1 U BRP 2 U BRP 3 U BRP 4 U BRP 5 U BRP 6 U BRP 7 U BRP 8 U BRP 9

Figura 13. Disefio del experimento como variable tres flujos de aire Tratamiento 1=3 | h:
Tratamiento 2=7 | h™; Tratamiento 3=10 | h™ y tres intensidades de luz Tratamiento 1= 282
pmol fotén m?s™; Tratamiento 2= 116umol fotén m?s™; Tratamiento 3= 91 pmol fotén m?s™.

2.5 Efecto de laintensidad de la luz

Para evaluar el efecto de la intensidad de la luz sobre el crecimiento de
Nannochloropsis sp., se hizo un experimento con tres niveles de radiacion (Figura
13), utilizando conjuntos de 6, 8 y 10 lamparas fluorescentes de 32 vatios y
6500°K (Figura 14). Cada biorreactor se irradié6 por cada una de sus caras de
forma continua durante el periodo de 30 dias que durd el experimento. Para
caracterizar las condiciones de cada tratamiento, en cada biorreactor se midieron
las intensidades de luz, mediante un radiémetro marca Biospherical Instruments
modelo QSL 100 y se expresaron en pmol fotéon m?s™, las medidas se hicieron en
el interior del BRP lleno de agua de mar, a 10 cm de la superficie del agua dentro
del biorreactor y a cinco cm de las paredes, de esta manera se cuantifico la
cantidad de luz que recibieron las microalgas en un mismo punto para cada
tratamiento. Las irradiancias para cada tratamiento fueron 282 (tratamiento 1), 116

(tratamiento 2) y 91 (tratamiento 3) pmol fotén m?s™. Para describir el efecto de
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la luz sobre las microalgas se evaluaron la densidad celular (cél/ml), el peso seco

total y organico y el contenido de cenizas.
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Figura 14. Disposicién de las lamparas fluorescentes en los biorreactores planos, se indican
los soportes cuadrangulares distribuidos entre las ldmparas.

2.6 Registro de variables ambientales

Durante el desarrollo de los experimentos de turbulencia e intensidad de la
luz, se hizo un registro continuo del pH y la temperatura ambiental con el sistema
Aquatronica, modelo ACQ110. Cada dia se tomé una muestra del cultivo e
inmediatamente se midieron el oxigeno disuelto y la temperatura con un

analizador YSI (Modelo 85).

2.7 Evaluacién de la biomasa producida

Para evaluar la productividad de los biorreactores se cuantifico la densidad
celular y el peso seco. Para cuantificar el nUmero de células, diariamente se tomo
una alicuota de cada uno de los nueve biorreactores, se utilizO una camara de
Neubauer de 0.1 mm de profundidad marca Hausset Scientific y con la ayuda de

un microscopio se contaron las células utilizando una dilucion adecuada.



La cantidad de células se calcul6 con la siguiente formula:

C=N-10*-dil (4)
En donde:
C =cél/ml
N= promedio de células presentes en 1 mm?®
dil=factor de dilucion
10" =Factor de conversiéon mm®a ml

Con el proposito de cuantificar el peso seco en la etapa de cosechas
diarias, cuando el cultivo se mantuvo en una densidad estable, se tomaron
alicuotas cada 2 dias, se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio de 0.7 um de
retencion de particulas y de 47 mm de didmetro (previamente lavados e
incinerados en una mufla a 490°C y pesados), y se lavaron con formiato de
amonio al 3% para eliminar las sales. Los filtros con la muestra se colocaron en
una estufa a 60°C por 24 horas para obtener el peso seco constante. Los filtros se
incineraron en una mufla a 490°C y por diferencia entre el peso entre el filtro vacio
y el filtro con cenizas, se calculé el peso inorganico o peso de las cenizas y la

diferencia entre estas y el peso seco total correspondi6 al peso seco organico.

2.8 Parametros poblacionales
Para calcular la tasa de crecimiento de Nannochloropsis sp. se utilizo la

ecuacion descrita por Guillard (1973):

log () (2)

=t

En donde:

p=tasa de crecimiento

N¢=concentracion de la biomasa (nimero de células ml™)
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ti= tiempo en dias

2.9 Analisis estadistico.

Para identificar las diferencias de la biomasa producida y el la tasa de
crecimiento entre los tratamientos de luz (tres intensidades) y de turbulencia (tres
tasas de inyeccion de aire), a los resultados de densidad celular y peso seco total
asi como a los valores del tasa de crecimiento se les hizo un analisis de varianza,
mediante el programa de computo Statistica y un analisis a posteriori Student-

Newman-Keuls para identificar las diferencias entre los tratamientos.

2.10 Andlisis de produccion.

En primera instancia se cuantificaron los costos de inversion incluyendo
todo el mddulo de produccion, es decir, los nueve BRP con sus respectivos
equipos. Para evaluar los costos de produccién, se considero la operacion de los
nueve BRP, se utilizé el valor de la maxima densidad algal alcanzada y una

cosecha total equivalente al 11% del volumen total de los nueve BRP.

El costo de inversion total se obtuvo al sumar los costos de cada una de las
facturas de la compra de los materiales y equipos correspondientes a la

fabricacion de los BRP y los sistemas auxilares.

El costo de produccion de la microalga se calculé por kilogramo de
microalga seca. La tarifa considerada para el uso de energia eléctrica fue
estandarizada al costo de kWh de la CFE para el uso agricola en el 2012. Para el
costo por hora de mano de obra se utilizé el tabulador de salarios del CICESE
para un técnico auxiliar en el 2012.

Adicionalmente se calcularon los rendimientos obtenidos a partir de las tres
intensidades de luz probadas, es decir la produccién en kilogramos de peso seco
de microalgas por vatio de iluminacion suministrado al sistema de BRP, de esta
manera se identifico la relacion entre la produccion de microalgas y el costo

energeético.
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Capitulo 3
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Resultados

3.1 Efecto de la tasa de inyeccion de aire sobre el crecimiento de

Nannochoropsis sp.

3.1.1 Temperatura

El registro de las variables fue a partir del dia seis de cultivo. La
temperatura ambiental fluctué entre los 26.5 y los 31°C, sin ningln patrén en
especial, reflejando la magnitud de la variabilidad de la temperatura en el
laboratorio. Las temperaturas mas altas se registraron a las 8 a.m. con un
promedio de 29.70+0.89°C en comparacion con las de las 8 p.m. con un promedio

de 27.70+0.83°C (Figura 15).

30.5 -
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27.5 -

Temperatura (°C)

26.5

6 8 10 12 14 16 18
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Figura 15. Variacion de la temperatura ambiental del laboratorio donde se aloj6 el sistema

de cultivo, se muestra la temperatura registrada a las 8 a.m. (O)y 8 p.m. (@)

La temperatura del agua en los biorreactores fluctué de 24°C hasta
alcanzar los 30°C en el dia 18 de cultivo, y siguid el mismo patrén de
comportamiento en los tres tratamientos. El tratamiento 3 se mantuvo con una
diferencia minima de 1°C mas bajo comparado con los otros tratamientos. Se
registré una baja de temperatura el dia 14, pero en general, el comportamiento fue

relativamente similar a la temperatura ambiental (Figura 16).
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Figura 16. Temperatura promedio de los cultivos de Nannochloropsis sp. con tres tasa de
inyeccion de aire durante un periodo de 18 dias. (*)Tratamiento 1=3 | h: (M) Tratamiento 2=7
I h'"; (o)Tratamiento 3=101 h™.

3.1.2 pH

El pH en los biorreactores se mantuvo cambiante durante los primeros doce
dias del cultivo fluctuando de 7.4 a 9, lo que reflejé la inestabilidad del sistema de
inyeccién de CO,, debido a una falla en el suministro continuo del gas. A partir del
dia trece el pH se mantuvo estable en un valor promedio de 7.55 +/- 0.14 (Figura
17).
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Figura 17. Promedio del pH para Nannochloropsis sp cultivada con tres tasa de inyeccién
de aire durante un periodo de 18 dias. Tratamiento 1=3 | h™: Tratamiento 2=7 | h™;
Tratamiento 3=10 | h™.

3.1.3 Concentracion de oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto tuvo un comportamiento similar con las tres tasas de
inyeccién de aire, con un maximo de 10.4 mg/l en el dia 13 y un minimo de 6.9
mg/l para el dia 16. La concentracién promedio para la tasa de inyeccién de 3 | h™

se mantuvo por encima de los otros tratamientos (Figura 18).
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Figura 18. Concentracién promedio del oxigeno disuelto (mg/l) en los cultivos de
Nannochloropsis sp durante un periodo de 18 dias. Tratamiento 1=3 | h™; Tratamiento 2=7 |
h'; Tratamiento 3=101 h™.
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3.1.4 Crecimiento

El crecimiento de Nannochloropsis sp. fue afectado en forma significativa
por la tasa de aireacion (Figura 19). En general el crecimiento maximo se observo
durante los dias 11 y 14. La fase de aclimatacion se registré del dia cero al dia
dos, la fase de aceleramiento del dia dos al cinco, a partir de este momento y
hasta el dia 11, la poblacion creci6, posteriormente se registré un crecimiento
irregular y desde el dia 11 con la tasa de inyeccion de 2.8 | h™ y el dia 14 con las
tasas de inyecciéon de 6.6 y 10.3 | h™ comenzé el declive de la poblacién. El
crecimiento fue diferente y tuvo relacion directa con respecto a las tres tasas de

inyeccion de aire (p<0.05).
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Figura 19. Curvas de crecimiento promedio de Nannochloropsis sp. cultivada en BRP con
tres tasas de inyeccién de aire durante un periodo de 18 dias. Tratamiento 1=3 | h™;
Tratamiento 2=7 | h™*; Tratamiento 3=101 h™.

3.1.5 Tasas de Crecimiento
En términos generales las tasas de crecimiento siguieron una tendencia

similar para las tres tasas de inyeccion de aire, las tasas maximas de crecimiento
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se observaron en el dia tres y la mayor correspondié al tratamiento 3, con 1.86
dias™, es decir, el aumento de la poblacién fue de 186% en un periodo de 24
horas. La fase de crecimiento exponencial tuvo una duracion del dia tres al dia
siete. El dia 10 se observo un declive en la tasa de crecimiento, seguido de una
breve fase estacionaria de cinco dias, que terminé el dia quince con el declive de
las poblaciones (Tabla 2).

Tabla 2. Tasa de crecimiento promedio (M) para Nannochloropsis sp., cultivada en wun

biorreactor plano con tres tasas de inyeccién de aire durante un periodo de 18 dias.
Tratamiento 1=3 | h™; Tratamiento 2=7 | h™"; Tratamiento 3=10 | h™.

Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
Tiempo (dias)  u(dias™) p(dias™)  p(dias™)
1 -0.63 -1.20 -041
2 0.20 0.46 -0.51
3 1.52 1.28 1.86
4 0.50 1.36 0.94
5 1.17 0.92 0.96
6 0.96 0.94 1.10
7 0.21 0.78 0.46
8 0.40 0.13 0.39
9 0.30 0.51 0.22
10 0.19 -0.10 0.07
11 0.11 0.32 0.18
12 -0.26 -0.78 -0.49
13 -0.14 0.48 0.47
14 0.19 0.65 0.27
15 -0.10 -0.56 -0.23
16 -0.18 -0.28 -0.20
17 -0.60 -0.17 -0.04
18 -1.50 -0.21 -0.70

19 0.33 -1.12 0.04
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3.1.6 Peso seco

Al comparar la biomasa producida por Nannochloropsis sp. en los
biorreactores planos con lastres tasas de inyeccion de aire, no se registraron
diferencias significativas entre el peso seco total, peso seco organico ni el
contenido de cenizas (p>0.05) (Tabla 3).
Tabla 3. Produccion promedio de biomasa de Nannochloropsis sp. cultivada en un

biorreactor plano con tres tasas de inyeccion de aire durante un periodo de 18 dias.
Tratamiento 1=3 | h™"; Tratamiento 2=7 | h™"; Tratamiento 3=10 | h™.

Trat.1 Trat. 2 Trat. 3
Peso seco total (g/l) 0.32(0.19) 0.64(0.25) 0.75(0.32)
Peso seco inorganico (g/l) 0.06(0.03) 0.11(0.04) 0.01(0.05)
Peso seco organico (g/l) 0.27(0.16) 0.53(0.28) 0.65(0.07)

3.2 Efecto de la intensidad de la luz sobre el crecimiento de Nannochloropsis
sp.

Las intensidades promedio de luz para cada uno de los biorreactores

equipados con 6, 8 y 10 ldmparas de 32W y 6500°K fueron 282 (tratamiento 1),

116 (tratamiento 2) y 91 (tratamiento 3) pmol fotén m?s™.

3.2.1 Temperatura

La temperatura ambiental registrada durante el experimento de evaluacién
de la intensidad de la luz fluctu6 entre los 21 y los 26°C, dos grados mas con
respecto al experimento anterior. Se agregaron 5 ventiladores externos al sistema
de cultivo para provocar que disminuyera la temperatura del agua al interior de los
BRP. La diferencia de temperatura entre el dia y la noche fue de un grado, sin
embargo el comportamiento general a lo largo del experimento fue similar (Figura
20).
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Figura 20. Variaciones de la temperatura ambiental del laboratorio donde se aloj6 el sistema
de cultivo, se muestra la temperatura registrada alas 8a.m. (O)y 8 p.m. (®)

Las temperaturas en el interior de los BRP fluctuaron ente 21 y 26°C, el
valor maximo se registro el dia 8 del cultivo. EI comportamiento que siguieron las

temperaturas fue el mismo para todos los tratamientos y reflejaron la influencia de
la temperatura ambiental (Figura 21).
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Figura 21. Temperatura promedio de los cultivos de Nannochloropsis sp. expuestos a tres
intensidades de luz durante un periodo de 15 dias. Tratamiento 1= 282 umol foton m?s?
Tratamiento 2= 116umol foton m?s™; Tratamiento 3= 91 umol fotén m?Zs™t
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3.2.2 pH

Los pH de los cultivos se mantuvo estables en los tres tratamientos, con un
promedio de 7.5, a excepcion del dia 9, que se incrementé debido a que no se
suministré CO; a los cultivos (Figura 22).
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Figura 22. Promedio del pH para Nannochloropsis sp cultivada con tres intensidades de luz
por un periodo de 15 dias. Tratamiento 1= 282 umol fotdn m?s™; Tratamiento 2= 116umol
fotén m?s™; Tratamiento 3= 91 umol fotén m?s™.

3.2.3 Oxigeno

Los concentracion del oxigeno disuelto se mantuvo entre los 8.5y 13 mgl/l,
siguiendo el mismo comportamiento para todos los tratamientos, con un maximo
el dia 8. El tratamiento 1 mantuvo su concentracion de oxigeno superior a la de

los tratamientos 2 y 3 (Figura 23).
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Figura 23. Concentracién promedio del oxigeno disuelto (mg/l) en los cultivos de
Nannochloropsis sp expuestos a tres intensidades de luz durante un periodo de 15 dias.
Tratamiento 1= 282 umol fotén m?s™; Tratamiento 2= 116umol fotén m™s™; Tratamiento 3=
91 pmol fotéon m?s™.

3.2.4 Densidad celular

Los cultivos iniciaron con indculos de 2.5X10° células/ml, la etapa de
aclimatacion de las células tuvo una duracion de 24 horas y a partir del dia dos y
hasta el dia seis se registré la etapa de crecimiento exponencial. Al dia seis se
registré la mayor densidad celular en el tratamiento 1, con un valor promedio de
2x10°® cél/ml, que es significativamente mayor que las de los tratamientos 2 y 3. A
partir del dia 7, diariamente se cosecharon 12.1 | (11% del volumen total del
cultivo) y se repuso el mismo volumen de agua de mar con la cantidad de
nutrientes equivalentes al medio “f” de Guillard y Ryther (1962). A partir del dia 15
se registro la etapa de muerte celular en las poblaciones. Se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos 1 y 2 contra el tratamiento 3,
mientras que no hubo diferencias significativas entre los tratamientos 1 y 2
(p>0.05) (Figura 24).
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Figura 24. Crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp. cultivada en un sistema de BRP
con con tres intensidades de luz por un periodo de 15 dias. Tratamiento 1= 282 umol fotén
m?s™; Tratamiento 2= 116umol fotén m?s™; Tratamiento 3= 91 pmol fotén m?s™.

3.2.5 Crecimiento

La mayor tasa de crecimiento de Nannochloropsis sp. (1.75) se registro el
dia 2 del cultivo con la menor intensidad de luz (Tratamiento 3, 91 pmol fotén m™
s™), a partir del dia 3 y hasta el dia 6, las tasas de crecimiento para el tratamiento
de mayor intensidad son mayores con respecto a los otros tratamientos, por lo que
alcanzé las mayores densidades. A partir del dia siete que iniciaron las cosechas,
la poblacion se mantuvo relativamente constante en los tres tratamientos, para

finalmente disminuir al dia 15 en los tratamientos 1, 2 y 3 (Tabla 4).

3.2.6 Produccién de biomasa

La mayor produccion de biomasa de Nannochloropsis sp., expresada como
unidad de masa seca algal por unidad de volumen cultivado (g/l), se obtuvo el dia
doce. Al comparar los tres tratamientos en el dia doce, no hubo diferencias entre
los tratamientos. El contenido de cenizas del tratamiento 1 (expresado en forma
porcentual) a los seis dias fue mayor con respecto a los tratamientos de menor
intensidad de luz; en contraste, en los dias nueve y doce, el contenido de cenizas

es similar entre los tres tratamientos.
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Tabla 4. Tasa de crecimiento promedio (M) de Nannochloropsis sp., cultivada en un
biorreactor plano, con tres intensidades de luz por un periodo de 15 dias. Tratamiento 1=

282 umol fotén m?s™; Tratamiento 2= 116pmol fotén m?s™; Tratamiento 3= 91 umol fotén m’
s1.

Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3

Tiempo(dias) u(dias™®) p(dias™) p(dias™)
1 0.59 0.88 0.63
2 1.44 1.52 1.75
3 1.42 1.37 1.29
4 0.80 0.87 0.64
5 1.01 0.58 0.79
6 0.89 0.70 0.50
7 -0.15 -0.14 -0.07
8 0.05 0.15 0.19
9 0.16 0.14 -0.03
10 0.01 -0.12 -0.12
11 0.06 0.11 0.03
12 0.09 0.16 0.10
13 0.10 0.21 0.25
14 0.37 0.22 0.14
15 -0.12 -0.30 0.22

Tabla 5. Produccion de biomasa promedio de Nannochloropsis sp., cultivada en BRP con
tres intensidades de luz para los dias seis, nueve y doce. Tratamiento 1= 282 pmol fotdn m?
s, Tratamiento 2= 116pmol fotén m™? s™; Tratamiento 3= 91 pmol fotén m™ s'1. Letras
indican diferencias significativas P< 0.05.

Dia 6 Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
Peso seco total (g/l) 0.8318(0.2130)a 0.6054(0.0572)a 0.6362(0.0438)a
Peso seco cenizas (g/l) 0.1874(0.1980)a 0.0583(0.0306)b 0.0799(0.0250)b

Peso seco organico (g/l)

0.6443(0.0150)a

0.5470(0.0827)a

0.5563(0.0599)a

Dia 9

Trat. 1

Trat. 2

Trat. 3

Peso seco total (g/l)
Peso seco cenizas (g/l)
Peso seco organico (g/l)

1.4807(0.0986)a
0.4179(0.0403)a
1.0627(0.0583)a

1.3300(0.0642)a
0.4394(0.0446)a
0.8905(0.0195)b

1.3218(0.1076)a
0.5075(0.1013)a
0.8143(0.0452)b

Dia 12

Trat. 1

Trat. 2

Trat. 3

Peso seco total (g/l)
Peso seco cenizas (g/l)
Peso seco organico (g/l)

3.2648(0.1008)a
2.1285(0.1082)a
1.1363(0.0074)a

3.1280(0.0980)a
2.1708(0.0990)a

0.9572(0.0479)ab

3.0517(0.1683)a
2.2108(0.0580)a
0.8408(0.1499)b

El dia nueve se detectaron diferencias significativas en el peso organico

entre el tratamiento 1 y los tratamientos 2 y 3 (Tabla 5). En el dia doce se



detectaron diferencias significativas los tratamientos 1 y 3, no se encontraron

diferencias entre los tratamientos 1 y 2 ni entre el tratamiento 2 y 3 (Tabla 5).
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Costos de inversion y produccion

Los costos de inversién para la produccién de microalgas para nueve BRP
se presentan en la Tabla 6. EI mayor costo de inversion de los BRP fue de
$91,923.00 pesos, donde se incluyen el material y la mano de obra, el sistema de
CO. y el suministro de aire y el menor costo de inversion fue para el sistema de
iluminacion, con $38,630.00. El costo total de inversion fue de $189,966.00.

Tabla 6. Costos de inversion en pesos para los nueve BRP, los costos se expresan en pesos
mexicanos.

Componentes de los BRP Costo

Biorreactores: Material y mano de obra $59,413
Sistema de CO, y suministro aire $91,923
Sistema de iluminacién $38,630
Costo total de inversion $189,966

Se estimaron los costos de produccién de las microalgas, considerando la mano de obra, la
energia consumida por el sistema, demanda de nutrientes de los nueve BRP en operacion (

Tabla 7); el rubro mas costoso fue en la mano de obra con $106,799.00. El costo

total por kilogramo de biomasa seca fue de $1,249.00.

4.1 Productividad del sistema
La combinacion de una tasa de inyeccién de aire de 10 | h™ con una intensidad de
282 umol fotéon m? s resulta en la mayor productividad del sistema con 3.05 g/l.
En la condicién de experimental de 91 pumol fotén m?s™y 10 | h no hay una
consistencia en las biomasas registradas, debido a que existieron inconsistencias
en el suministro de CO,, que resultd en menos crecimiento y produccién de
biomasa en el experimento 1 (Tabla 8), por lo que las repeticiones del
experimento resultaron en un valor promedio de 0.75 g/l, muy inferior al del

segundo experimento, con 3.05 g/I.



Tabla 7. Estimacion de costos de produccion en pesos paralos nueve BRP.

Produccién Consideraciones Costo
a) Mano de obra

Operacion BRP: preparar medios y nutrientes,

cosecha, limpieza de reactores, mantenimiento diario

3h $73.15 por hora $80,099
Trabajo de laboratorio, conteo celular 1 h $26,700
Subtotal 1460 hr/afio $106,799
b)Energia KWh / afio costo .44/kWh

Sistema de filtracion 1 Kwh*24hr*365 dias $3,854
lluminacién 1.6 Kwh*24hr*365 dias $6,167
Sistema de CO2 .5 Kwh*24hr*365 dias $1,927
Subtotal $11,949
¢) Insumos

CO2 $413/cilindro*5*12meses $24,780
Nutrientes $4000*2 $8,000
Subtotal $32,780
Costo anual total $151,528
Costo por kilogramo de peso seco $1,249

Tabla 8. Produccion de biomasa seca total (g/l) (desviacién estandar) con tres condiciones
de turbulenciay tres intensidades de luz, nétese que la evaluacién de la intensidad de luz se
hizo con la turbulencia que produjo la mayor biomasa.*experimento turbulencia
**experimento intensidad

Tratamiento Intensidad de la luz 101h™ 71ht 31ht
1 282 pmol foton m?s™ *3 27 (0.10)
2 116umol fotén m?s™ **3.13 (0.10)
3 91 umol fotén m?s™ *0.75 (0.32) *0.64(0.25) *0.32(0.19)

*+3,05 (0.17)

Al considerar el rendimiento de biomasa en peso seco total de Nannochloropsis
sp. con respecto al consumo de energia eléctrica (Vatios, W) asociada a las
diferentes intensidades de luz fluorescente, el mayor rendimiento se obtiene con

una irradiancia de 91 pmol fotén m?s™1(
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Tabla 9).

Tabla 9. Rendimiento de Nannochloropsis sp. cultivada con tres intensidades de luz.

Tratamiento  Intensidad de laluz ~ Rendimiento Kg/W
1 282 umol fotén m?s™ 1.23E-04

2 116umol fotén m?s™ 1.48E-04

3 91 pmol fotén m?s’1 1.92E-04
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Discusion

Los BRP presentan diversas ventajas sobre otros disefios, como la
capacidad de utilizar la luz de manera mas eficiente, ya que su disefio se traduce
en una mejor razén S/V. Esto es porque el espesor del cultivo y por lo tanto su
volumen es muy pequefio en relacion con la superficie para la captacion de la luz,
lo que permite que la mayoria de las células recibian su cuota de energia radiante.

En la dltima década se han estudiado numerosos tipos de biorreactores y la
tendencia indica que la optimizacion del disefio se centra en la reduccion del
espesor, sin importar de qué tipo de biorreactor se trate, ya sea plano (Cheng-Wu
et al., 2001) o tubular (Hu-Ping et al., 2003). Cheng-Wu et al., (2001) desarrollaron
un BRP con una razén S/V de 10, ese disefio sirvi6 de base para el BRP que se
evaluo en esta tesis, por lo que su relacion S/V es la misma. En contraste, Hu. et
al., (1998) utilizaron un disefio similar pero con una mayor razéon S/V (16.7). Se
debe considerar la productividad y el volumen de cultivo, ya que la disminucién del
espesor del biorreactor también se traduce en una disminucién considerable del
volumen del cultivo.

Cuando se cultivan microalgas es importante mantener condiciones
ambientales estables, para evitar estresar a las células. En este sentido, es
necesario mantener la temperatura idonea para la especie de microalga. En este
trabajo no se controlo la temperatura de los biorreactores, por los que siguié un
patron similar al de la temperatura ambiental, con una variacion maxima de 6°C
por dia y una temperatura maxima de 31°C.

Pérsico et al.,, (2011) mencionan que las altas temperaturas para

Nannochloropsis sp., combinadas con altos valores del pH y altos niveles de



irradiancia constituyen los principales factores de estrés, ya que disminuyen la
capacidad fotosintética y por ende el crecimiento, de tal forma que una
combinacion de 30°C en verano (altos niveles de irradiancia), resultaron en una
densidad celular maxima de 53x10° cél/ml, en comparacién con los 93x10° cél/ml
obtenidos en primavera con temperaturas medias de entre 10 y 15°C. En esta
tesis, las temperaturas promedio para los experimentos de turbulencia y de
intensidad de luz fueron de 31 y 26°C respectivamente. Es posible que estas altas
temperaturas y la marcada variacion térmica tuvieran un efecto negativo sobre el
crecimiento. Richmond y Zou (1999) mantuvieron cultivos de Nannochloropsis sp.
en BRP a una temperatura de 29°C, la variacion fue de 2°C diaria, por lo que es
posible que el efecto estresante fuera menor, como lo indica el crecimiento
poblacional, que llegé a los 1,440 x10° cél/ml comparado con los 185 x10° cél/ml
obtenidos en este trabajo.

Los nutrientes son un factor fundamental para el cultivo de microalgas. Los
resultados con un andlisis que no forma parte de este estudio pero que se realizd
en forma paralela, indic6 que a partir del dia 10 de cultivo los nutrientes en los
BRP se agotaron. La reposicion de nutrientes asociada con el proceso de
cosechas parciales resultdé insuficiente para sostener el consumo de las
microalgas, lo que determin6 una reduccion en la duracion del cultivo a solo 15
dias. Esta situacion no permitié que se pudiera evaluar el maximo rendimiento en

los biorreactores bajo las condiciones de flujo de aire o de intensidad de luz.

Yamasaki y Hirata (1994) mencionan que durante el periodo inicial de
cultivo hay suficiente CO, disponible (CO, atmosférico disuelto en el medio de
cultivo) para el crecimiento de Nannochloropsis sp., ya que la demanda total es
muy pequefia y basta con el que aporta el aire atmosférico que se inyecta al
sistema, pero se vuelve deficiente cuando la densidad del cultivo se incrementa,
por lo que es indispensable una fuente adicional de CO,. Es imprescindible
mantener estable el pH del medio de cultivo en un intervalo de valores entre 7 y

8.5. En el experimento de turbulencia (Figura 17) se registr6 una mayor
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fluctuacion del pH, provocada por un control inadecuado del suministro de COy;
sin embargo, en el experimento de intensidad de luz, se eliminaron los problemas
de suministro del dioxido de carbono, por lo que el pH y la fuente de carbono se
mantuvieron estables.

La concentracion de oxigeno fue afectada positivamente por el incremento
en la intensidad de la luz; con la maxima intensidad (tratamiento 1) la
concentracion de oxigeno fue de 1 mg/l superior a los otros tratamientos. El
tratamiento 1 (282 pmol foténem™?s™) tuvo una concentracién maxima de 13.0
mg/l, en tanto que los tratamientos 2 y 3, con 91 y 116 pmol foténem?s™
respectivamente, tuvieron una concentracion méxima de 10.43 y 11.54 mgl/l
respectivamente.

Kitaya et al. (2005), en un trabajo con la microalga Euglena gracilis,
evaluaron tres niveles de saturacion de oxigeno disuelto (10, 20 y 30%), y
observaron que el mayor crecimiento se obtuvo con una saturacion del 20%. De
acuerdo con Séanchez et al. (1999) y Acien-Fernandez et al. (2013) las
concentraciones de oxigeno disuelto superiores al 100% de saturacion inhiben la
fotosintesis, aunque segun Posten (2009), en algunas especie de microalgas la
fotosintesis se inhibe con concentraciones de 120 y hasta de 200%, lo que indica
gue la tolerancia al oxigeno es especie especifica.

En esta tesis, el mayor valor de saturacion (165%, 13 mg/l) se registro el
dia ocho en el tratamiento 1 (Figura 23), sin embargo, no se observa una
reduccion en la tasa de crecimiento. La exposicion de Nannochloropsis sp. a
concentraciones de oxigeno en el intervalo de 20 a 250% de saturacion ocasionan
una disminucién del crecimiento, a partir del 75% de saturacién hay un efecto
negativo en la microalga por lo que la tasa de crecimiento disminuye linealmente
de 0.48 en 75% a 0.18 en 250% de saturacion (Raso, 2012). El efecto del oxigeno
sobre el crecimiento se relaciona con una disminucion lineal de la fijacion de CO,
con respecto al incremento en la concentracion de oxigeno del medio, este efecto
es una consecuencia de una disminucion en la actividad de la enzima RUBISCO
(Barsanti y Gualtieri, 2006).
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La turbulencia provocada por la tasa de inyeccion de aire es importante
para el crecimiento celular, ya que determina el movimiento de las células y por
consiguiente las fluctuaciones en la cantidad de luz que reciben. En este sentido,
para cualquier tipo de FBR, una mayor tasa de aireacion, favorece la distribucion
de la luz y de los nutrientes entre las células. Sin embargo, es importante
considerar la tolerancia de cada especie a los esfuerzos de cizalla (cizalla es el
esfuerzo que actla paralelamente a un plano sobre el que se ha aplicado una
fuerza), que ocasiona el movimiento del agua (Hu-Ping et al., 2003).

En los estudios realizados previamente con biorreactores planos se ha
utilizado luz natural y se han desarrollado al exterior, es decir sin el uso de un
invernadero y/o al interior de construcciones para tal fin (Cheng-Wu et al., 2001,
Hu et al., 1998, Zou y Rlchmond, 1999). En esta tesis se evaluo el efecto de la luz
artificial en intensidades de 282 (tratamiento 1), 116 (tratamiento 2) y 91
(tratamiento 3) pmol fotdnem™?s™, la cual es mas de 10 veces menor a la luz
natural del sol, que ronda los 2000 umol foténsm™s™ (Powles et al., 1980). Cuando
se compara el mejor crecimiento registrado en esta tesis se puede inferir que 282
umol foténem™?s™ resultan insuficientes para lograr los resultados obtenidos por
Cheng-Wu et al. (2001). Comparativamente, Zou y Richmond (1998) obtuvieron
mayores crecimientos (1,440 x10° cél/ml) en BRP expuestos a irradiancias de

1800 a 2100 pmolfoténsm=s™.

Es posible que una mayor iluminacion en los BRP utilizados en esta tesis
resulte en un crecimiento de la poblacién aun mayor que el registrado con 282
umol fotén m?s™, ya que con biorreactores helicoidales expuestos a la luz solar
se han obtenido densidades méximas de 596 X10° cél/ml (Briassoulis et al.,
2010). En el mismo sentido, Cheng-Hu et al., (2001) cultivaron Nannochloropsis
sp. y registraron un promedio maximo de 691X10° cél/ml en un biorreactor plano
expuesto a la luz solar, por lo que, si bien en nuestro experimentos alcanzamos
altas densidades algales (185 x10° de cél/ml), se observa que un factor clave es la
intensidad de la luz.
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Zou y Richmond (1999) cultivaron Nannochloropsis sp. en biorreactores
planos de 10.4 y 17 cm de espesor y obtuvieron concentraciones superiores a
los 10 g/l (6.6 x 10® cél/ml),7 g/l superiores a las obtenidas en esta tesis. Es
posible que la diferencia sea el resultado de una turbulencia e intensidad de la luz
muy superiores, ya que se inyectd aire en una razén de 50.4 | h™**, esto es, 50.31
| ™It mayor que en este trabajo y la luz incidente fue de 1800-2100 pmol fotén m°

2s™, 1,518 umol fotén m?s™ superior a la de esta tesis.

Cheng-Wu et al., (2001) estimaron u costo de inversion de $107,244 pesos
($13.1912 pesos = 1 ddlar al tipo de cambio publicado por el Banco de México en
el Diario Oficial de la Federacion 08/09/2013) para un biorreactor de 2000 I,
excluyendo la infraestructura (estructuras basicas fisicas y organizacionales i.e.
construcciones, caminos, redes eléctricas) necesarias para la operacién de una
empresa. En comparacion, los BRP que en conjunto suman 990 I, utilizado en
esta tesis tuvo un costo de $189,966, 56% superior. La principal diferencia en el
costo radica en los instrumentos de control automatico del pH. Es posible que si
se incrementa la densidad celular, evitando la limitacion asociada a la
disponibilidad de nutrientes, o se incrementa el volumen del cultivo, el costo de
inversion se amortice en un tiempo razonable y los costos de operacion resulten
atractivos para recomendar la utilizacion de este BRP para la produccién masiva

de Nannochloropsis sp.

El costo de produccion de Nannochloropsis sp. en el BRP de 2000 |
desarollado por Cheng-Wu et al. (2001) fue de $960 pesos/kg de peso seco. En
comparacion, el costo de produccion en este estudio fue de $1249 pesos/ /kg que
resulta un 30% mas caro. Aunque la diferencia es considerable, es posible reducir
los costos al utilizar al maximo la energia radiante de las lamparas, evitando el
efecto de limitacion asociado con los nutrientes, haciendo mas eficientes los
procesos que requieren de mano de obra y economizando los principales insumos

como el CO; y los nutrientes.
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El mayor rendimiento de Nannochloropsis sp. expresado en Kg/vatio se
encuentra al suministrar 91 pmol foton m? s™. Esto significa que no siempre es
necesaria una mayor cantidad de luz para obtener la mayor productividad, por lo
que si se considera que es més eficiente el tratamiento de 91 pmol fotén m?s1,
es posible reducir los costos de produccion al reducir la utilizacion de lamparas,

sin importar que el cultivo de microalgas tendrd una menor concentracion.

54



Conclusiones

La mayor produccién de biomasa de la microalga Nannochloropsis sp. se obtuvo
al cultivarla con un flujo de aire de 10 Ish™ y una intensidad de luz de 282

umolfoténem?s™.

La eficiencia de la utilizacion de la electricidad para los biorreactores es de 227.48

kW por kilogramo de biomasa seca producida.

La mayor eficiencia de utilizacién de luz, considerando Unicamente la luz utilizada

por las lamparas fue de 1.92E-04 kW por kilogramo de biomasa seca producida.

El costo de produccion de la microalga Nannochloropsis sp. bajo el esquema de

produccién de biorreactor plano, es de $1249 pesos por kilogramo de peso seco.

Recomendaciones

Se recomienda realizar nuevos estudios de cultivos de microalgas en BRP
considerando el consumo de nutrientes, y asi eliminar la probable limitacién por

nutrientes.

Se sugieren mayores estudios, evaluando un mayor flujo de aire, evaluar la
productividad que genera la radiacion que producen las lamparas, eliminando el

efecto de la limitacion por nutrientes.

Se recomienda realizar adecuaciones en los cultivos de microalgas en los BRP,

donde se controle la fluctuacion de temperatura.
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