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Dr. Dofylenico Voltolina
Director de tesis

Se mantuvieron cultivos estaticos al exterior de la diatomea Chaefoceros muelleri, en
sistemas tradicionales de columnas abiertas de fibra de vidrio (300 I) y en columnas con un
fotobiorreactor acoplado, con la finalidad de evaluar y comparar la concentracién celular y el peso
seco organico (P.S.0) producidos en ambos sistemas, durante las estaciones de invierno,
primavera y verano. :

Las mayores concentraciones celulares y de P.S.O, se obtuvieron en la primavera, seguidas -
por las de verano e invierno. Para las dos Ultimas estaciones, la producciéon fue probablemente
limitada por los valores extremos de la temperatura, mas que por las cantidad de irradiancia y por
el fotoperiodo de éstas estaciones. Los mayores porcentajes de ceniza, se obtuvieron en el
invierno, seguido por los de primavera y verano y en todos los casos los porcentajes fueron
mayores a los reportados por la literatura.

La concentracion celular en el sistema con fotobiorreactor fue significativamente mayor a la
del sistema tradicional al termino del periodo de luz del tercer dia de cultivo, durante el invierno y
la primavera, mientras que en verano, no se encontron diferencias significativas. Sin embargo, en
esta temporada el valor de P.S.0O, fue significativamente mayor al del sistema tradicional al final
del periodo de luz del tercer dia de cultivo, aunque no se encontraron diferencias significativas
entre el P.S.0. de ambos sistemas en el invierno y la primavera. El porcentaje de cenizas varié de
manera irregular en ambos sistemas, pero los mayores porcentajes se presentaron en el sistema
tradicional.

Las producciones de biomasa normalizadas y expresadas como numero de células
producidoas por sistema, por unidad de irradiancia (mol) y de tiempo (hora), fueron mayores en el
sistema con fotobiorreactor que en el sistema tradicional, lo cual se debe a la mayor area de
exposicion a la luz en el fotobiorreactor que disminuye el efecto del autosombreado, por lo cual
este sistema puede considerarse mas productivo que el sistema tradicional, debido a que en un
menor tiempo alcanza una méaxima produccién celular y de biomasa.



ABSTRACT of the Thesis of LUZ MARIA TORRES RODRIGUEZ, submilted as a partial
requirement to obtain her MASTER IN SCIENCES degree in MARINE ECOLOGY. Ensenada,
Baja California, Mexico. April 1997.

MICROALGAE MASS PRODUCTION FOR AQUACULTURE WITH A PHOTOBIOREACTOR

The cell and organic biomass production achieved in three 300 | outdoors batch cultures of
the diatom Chaetoceros muelleri, grown in transparent fiberglass columns during winter, spring and
summer of 1996 in Bahia Kino, Sonora, Mexico, were compared to those obtained in an equal
number of similar containers equipped with a photobioreactor consisting of an external 15 m spiral
of Tygon tubing, through which the cuitures were continuously circulated during daytime.

The highest cell and organic weight productions were in spring with both systems, followed by
those of summer, and the lowest were in winter, probably as a result of the extreme temperatures of
the region, rather than for differences in irradiance and photoperiod. Ash cell contents were highest
in winter and in all cases higher than those reported in the literature for this and for similar species.

During winter and spring, cell production after three light periods was higher with the
photobioreactor, and there were no differences in the cell concentrations obtained in summer with
the two systems. However, the use of the photobioreactor caused an increase in organic biomass
production in summer, but there were no differences in the other seasons. This indicates variation in
cell sizes and / or in ash contents, which were constantly lower with the photobioreactor.

The numbers of cells produced in a culture container for a given available irradiance and
time unit (cell mol” hr') were lower in the traditional system, showing that the frequency of
exposure and the time of permanence in the external tubing were sufficient to reduce the self-
shading effect common to the traditional culture systems for mariculture.
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Sistema de cultivo en columna con fotobioreactor. 1) Columna de fibra de
vidrio sun-lite de 300 |. (1.55 m de alto por 0.5 m de diametro), 2) Bomba
sumergible, 3) Manguera de aire, 4) Estructura del fotobiorreactor (madera)
3.20 m de alto por 0.30 m de ancho, 5) Manguera transparente (tygon) de
1.9 cm, 6) Suministro de de aire (PVC), 7) Tramo de PVC, 8) Enchufe
eléctrico, 9) retorno. Las flechas indican la circulacién del fluido.

Valores de pH promedio, registrado en los cultivos de Chaetoceros muelleri,
a diferentes horas de cultivo, en los fotobiorreactores (FBR) y en los
sistemas tradicionales (S), en invierno (l), primavera (Pr) y verano (V). I-S
©); I-FBR (#); Pr-S (0); Pr-FBR (m); V-S (QO) y V-FBR (®). La flecha indica la
hora en que se encendié el FBR y las lineas gruesas sobre el eje de las
horas, muestran los periodos de obscuridad.

Temperatura promedio (°C), registrada en los cultivos de Chaetoceros
muelleri, a diferentes horas de cultivo, en los fotobiorreactores (FBR) y en los
sistemas tradicionales (S), en invierno (I), primavera (Pr) y verano (V). I-S (¢);
I-FBR (#);I-S 2 (A); I-FBR 2 (&); Pr-S (n); Pr-FBR (m); V-S (O) y V-FBR (®).
Los nameros 1 y 2 indican los experimentos de invierno. La flecha sefiala la
hora en que se encendi6 el FBR, y las lineas gruesas sobre el eje de las
horas, muestran los periodos de obscuridad.

Variacién de la irradiancia instantanea registrada (mol m? s™) en diferentes
horas del dia a través de cada uno de los experimentos en la estaciéon de: a)
invierno, b) primavera y c) verano. Experimento 1(®); experimento 2(®) y
experimento 3(M). Las lineas gruesas en el eje del tiempo indican periodos
de obscuridad, ya que este eje no es continuo.

Curvas de crecimiento promedio (10° cel ml") de Chaetoceros mueller,
usando el sistema en cultivos con fotobiorreactor (FBR) y tradicionales (S),
en invierno (l), primavera (Pr) y verano (V): I-S (¢); I-FBR (#); Pr-S (0); Pr-
FBR (m); V-S (O) y V-FBR (®). La flecha indica cuando se prendi6 la bomba
del FBR. Las lineas gruesas indican periodos de obscuridad.

Curvas de crecimiento promedio de Chaetoceros muelleri, en mg I' de peso
seco organico, en cultivos con fotobiorreactor (FBR) y tradicionales (S), en
invierno (I), primavera (Pr) y verano (V): |-S (¢); I-FBR (#); Pr-S (O); Pr-FBR
(m); V-S (Q) y V-FBR (®). La flecha indica cuando se prendio6 la bomba del
FBR. Las lineas gruesas indican periodos de obscuridad.
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verano (V), a diferentes horas de cultivo. El simbolo B marca la
transformacion de los datos a raiz cuadrada. La prueba a posteriori
utilizada en el ANOVA de dos vias fue la de Student Newman Keuls
y en el ANOVA de una via por rangos, se uso la prueba de Dunn.
Todos los andlisis se realizaron con un a =0.05, P indica el valor de
la probabilidad. Las letras indican la magnitud de los valores de los
valores, “a” corresponde al menor.

XXVIII Resumen de los andlisis de dos vias (¢) y de una via por rangos caso 66
no paramétrico (prueba de Kruskal Wallis) (¢), con los valores de
produccién expresada como peso seco organico normalizado (mg ¢
10° cel) de Chaetoceros muellen, cultivado en los sistemas de
columna sencilla (S) y columna con fotobiorreactor (F), en inviern (1),
primavera (Pr) y verano (V), a diferentes horas de cultivo. El simbolo
¢ marca la transformacién de los datos a logaritmo natural (In). La
prueba a posteriori utilizada en el ANOVA de dos vias fue la de
Student Newman Keuls y en el ANOVA de una via por rangos, se
uso la prueba de Dunn. Todos los analisis se realizaron con un o =
0.05, P indica el valor de la probabilidad. Las letras indican la
magnitud de los valores de los valores, “a” corresponde al menor.



USO DE UN FOTOBIORREACTOR PARA LA PRODUCCION MASIVA DE
MICROALGAS PARA LA ACUACULTURA

I. INTRODUCCION

Todo laboratorio de produccién de larvas, postlarvas y juveniles de organismos
acuaticos necesita mantener un sistema de cultivos de apoyo para la alimentacion de
estos organismos durante por lo menos parte del proceso de cria. En la mayor parte de
los casos se trata de microfiltroalimentadores, que utilizan principalmente microalgas,
aunque en algunos casos es preciso proporcionar también organismos zooplancténicos
como rotiferos, claddceros, copépodos y otros microcrustaceos, entre ellos diferentes
estadios del branquiépodo Artemia, que por lo general también necesitan de microalgas
para su cria (Horstmann, 1985).

Se ha reconocido desde hace tiempo que esta actividad de apoyo para la
finalidad primaria de cualquier laboratorio comercial, representa una fraccién importante
del costo global de operacion de esos laboratorios. Fulks y Main (1991) y Coutteau y
Sorgeloos (1992) calcularon que esta fraccion puede llegar a representar hasta el 50 %
de los costos totales de operacion, de hecho se considera que la necesidad de aumentar
la produccién de microalgas y los costos y dificultades involucrados en ésto, representan
un verdadero “cuello de botella” al crecimiento de la actividad acuicola (Coutteau y
Sorgeloos. 1992.). En casos especificos se ha calculado que estos costos pueden
representar en México hasta mas del 60% del costo global (Trujillo Valle y Voltolina, 1994
y com. pers.).

Lamentablemente, no existen muchos estudios publicados que analicen los varios
factores de costos involucrados en la producciéon de microalimento, que la mayoria de los
laboratorios consideran informacién privilegiada y de hecho es dificil hasta el calculo del
costo global de produccion por unidad de biomasa. Los estudios mas recientes indican
costos variables entre 50-100 y hasta 400 délares americanos por Kg de microalgas
secas (Fulks y Main, 1991; Coutteau y Sorgeloos, 1992) y que la importancia relativa de
los factores de costos varia en dependencia de muchas causas, en general de tipo

climatico, macro y microgeografico y microeconémico (Trujillo Valle y Voltolina, 1994).



Existen suficientes antecedentes sobre las varias posibilidades de reducir los
costos de produccion de los laboratorios de produccién acuicola. La mayor parte de ellos
se refiere a los costos involucrados en la produccion de alimento, ya que el resto de los
factores de costo que se refieren a esta actividad son dificilmente remediables mediante
innovaciones o adaptaciones tecnolégicas, en vista de que se refieren a costos de
bienes y servicios basicos (Fulks y Main, 1991).

Uno de los factores de costo mas estudiados es el que se refiere a la formulaciéon
del medio de cultivo para microalgas, por lo que se han ensayado muchas fuentes
alternativas de nutrientes. Tales son los casos del uso de fertilizantes agricolas
(Gonzalez Rodriguez y Maestrini, 1984; Geldenhuys ef al., 1988; Lépez Elias y Voltolina,
1993), aguas residuales (Sanchez Saavedra y Voltolina, 1994), uso de biodigestores
(Paniagua Michel et al., 1987; Sanchez Saavedra, 1989; Sanchez Saavedra y Biickle
Ramirez, 1993) o mas sencillamente de medios simplificados (Lopez Elias, 1990;
Figueroa Soto y Tapia Diaz, 1991; Bustillos y Lopez Elias, 1994).

Por otro lado, los intentos de sustituir de una forma total o parcial a las microalgas
frescas como fuente principal de alimento han llevado a buscar técnicas para su
preservacion, como son el secado (Laing et al., 1990; Laing y Millican, 1992), el liofilizado
o congelado (Cordero Esquivel ef al., 1993), la elaboraciéon de pastas (Donaldson, 1991),
o el uso de alimentos alternativos como son las levaduras (Coutteau et al., 1990, 1991),
las bacterias (Douillet, 1987) y el empleo de dietas artificiales elaboradas con alimentos
naturales inertes, como el salvado de arroz (Dobbeleir et al., 1980; Dhert et al., 1992), o
artificiales en forma de microencapsulados (Jones et al., 1984; Chu et al., 1982, 1987).

Sin embargo, la mayoria de los laboratorios comerciales ha reconocido el costo
del medio de cultivo como de importancia secundaria (Fulks y Main, 1991; Trujillo Valle y
Voltolina, 1994). Por otro lado, los resultados con alimentos inertes, naturales o
artificiales, no han sido siempre satisfactorios (Coutteau y Sorgeloos, 1992; Canhizares
Villanueva et al., 1994) y existe ademas una renuencia del Sector Productivo a utilizarlos,
sobre todo por la dificultad de mantenerlos en suspensién y porque generalmente estas
dietas son una fuente importante de deterioro de la calidad del agua de cultivo (Coutteau

y Sorgeloos, 1992).



Dentro de las investigaciones sobre los otros factores de costo de produccion,
existen unas pocas enfocadas a solucionar los problemas que para la mayoria de los
productores son los mas importantes, como son el costo de mano de obra y los costos
de los servicios. Para los primeros, se han disefiado sistemas continuos o semi-continuos
los cuales, aumentando el nivel de automatizacion, podrian disminuir en términos
cuantitativos la necesidad de mano de obra y de servicios y costos auxiliareé, como es el
costo de inversion relativo a las superficies y volimenes dedicados a cultivos de apoyo
(Fulks y Main, 1991) aunque, al aumentar la calidad de la mano de obra y los costos
iniciales de inversién, esta soluciéon no resuelve este tipo de problemas en paises en via
de desarrollo lento y hasta en los que estan en desarrollo sostenido, como es el caso de
México.

En otras investigaciones se toman en cuenta los problemas relacionados con los
costos de energia eléctrica o se considera el uso generalizado de cultivos sucesivos y de
sistemas redundantes, disefados para que ofrezcan una mayor garantia de la
continuidad de la produccién, que se traduce en un exceso productivo comparado con
las necesidades reales de los laboratorios.

También se han propuesto y ya se han puesto en practica en varios lugares de
diferentes paises, sistemas de produccion masiva en solariums o invernaderos y hasta al
exterior (Chaumont, 1993), con resultados de produccion aceptables en términos
cuantitativos y con ahorros variables de energia eléctrica. Sin embargo, la densidad
celular que se obtiene no es por lo general superior a la de los sistemas tradicionales,
por lo cual no se resuelve el problema de los costos involucrados en el disefo
redundante de estos sistemas de produccion.

Como ya se menciond, son muy escasos los estudios publicados, dedicados a
evaluar la importancia de los factores de costos involucrados en la produccién de
microalgas para la acuicultura. El mas reciente (Fulks y Main, 1991), revela que existe
una variabilidad elevada, que se debe a una multitud de factores como son la ubicacién
geografica, la accesibilidad de insumos y servicios, el costo de la mano de obra y su
disponibilidad local, aparte de los climaticos y de los tipicamente biologicos, como las
necesidades dietéticas de los organismos en cultivo y la facilidad de cultivar la o las

especies de microalgas necesarias.



En anos recientes, el Departamento de Acuicultura del C.I.C.E.S.E. se ha
dedicado a estudiar este problema a nivel regional, sobre todo en los estados riberefios
del Golfo de California, en los cuales domina un clima desértico, semidesértico o
subtropical seco.

La mayoria de los laboratorios de esta regién, hasta hace poco, cultivaban
microalgas en ambientes controlados, con sistema de alumbrado artificial total o parcial.
Los costos en términos de energia eléctrica, aunque variantes en dependencia de las
dimensiones del laboratorio, de la ubicaciéon geografica, del clima y del sistema de
climatizacion y de alumbrado entre otros, pueden en algunos casos representar hasta el
30 % del costo total de operacion. Por este motivo, se ha sugerido el uso de cultivos al
exterior, con previa aclimatacion y estudio de las condiciones limite dentro de las cuales
cada especie o cepa de microalgas puede ser utilizada (Tinoco Villa, 1996; Borbon
Munoz y Victoria Gallardo, 1996). Esta técnica es ahora la que se utiliza con preferencia
a otras, hasta en las condiciones climaticas mas extremas de la region, que se
encuentran en el estado de Sonora, con resultados satisfactorios ya que permiten
producciones por lo general iguales o solo ligeramente inferiores a las que se obtienen
en condiciones de cultivo al interior.

Por otro lado, es posible mejorar esta técnica para bajar aun mas los costos de
produccién, optimizando el uso de la infraestructura disponible en estos laboratorios, en
los cuales se utiliza la técnica de indculos sucesivos que consiste en una serie de
cultivos terminales de dimensiones que aumentan progresivamente. Esta técnica se ha
generalizado en los laboratorios comerciales porque requiere de un menor cuidado y de
mano de obra menos calificada, en comparacion con los sistemas de tipo continuo o
semi-continuo, ademas de ser menos susceptible a la contaminacion con especies de
microalgas ajenas.

Para cultivar microalgas es necesario tomar en cuenta los factores ambientales
que regulan su crecimiento, como la composicion del medio de cultivo, la luz, la
temperatura, la salinidad, el pH y la disponibilidad de CO..

Aun cuando todos estos factores estan inicialmente adecuados, algunos de ellos
se pueden volver limitantes en el transcurso del cultivo, lo cual tiene como consecuencia

bajas concentraciones celulares finales, sobre todo en los ultimos niveles de produccion.



Tal es el caso de la cantidad de luz. En los cultivos al interior, la produccién y la
velocidad de crecimiento estan por lo general limitados por la cantidad de luz (Sanchez
Saavedra y Voltolina, 1996) y aun al exterior, a pesar de la mayor energia luminica
disponible en la superficie del cultivo, el aumento paulatino de la concentraciéon celular
tiene como resultado una disminucion de la penetracién de la luz (y posiblemente un
cambio de su calidad espectral) de forma tal que, a pesar de las mejores condiciones
iniciales de iluminacion, este tipo de cultivos no produce una cantidad de biomasa
proporcional al aumento de la energia disponible. En otras palabras, la disponibilidad de
luz vuelve a ser un factor limitante ya que, aun cuando en estos sistemas se cuenta con
sistemas de aireacion que provocan una circulacién dentro del cultivo, el tiempo en que
las células reciben una suficiente cantidad de luz natural se reduce, a medida que
aumenta su concentracion celular en el cultivo.

Para diversas especies de microalgas se ha estudiado el efecto de los diferentes
ciclos de disponibilidad de luz (Brand y Guillard, 1981; Hama et al., 1988; Grobbelaar,
1989) y se reporta que, en general, estos organismos pueden reproducirse en ciclos de
luz y obscuridad o en luz continua independientemente de la intensidad pero que hay
especies que, bajo estas mismas condiciones, crecen mas lentamente o detienen su
reproducciéon. Richmond (1986) menciona que el tiempo de exposicion, asi como el tipo y
la magnitud de la iluminacién utilizada pueden determinar la respuesta a esta variable y
Torzillo et al. (1991) reportan que ademas de las variaciones en la cantidad de luz y en la
frecuencia de los ciclos luminicos, la temperatura es un factor que contribuye en la
magnitud y el tipo de respuesta.

Varios de estos antecedentes indican que ciclos de exposicion a la luz con una
frecuencia mediana (del orden de horas), aunque de corta duraciéon, pueden ser
favorables para el crecimiento de las microalgas. Por este motivo se pens6 deseable
diseflar y expreimentar con un sistema para el cultivo de microalgas, que permitiera
disminuir el efecto de la limitacion del crecimiento debido a la escasa disponibilidad de
luz, mediante una exposicion periddica del cultivo a un nivel mayor de iluminacion. Esto
tendria que favorecer el crecimiento de las microalgas, por lo menos cuando éstas se
encuentren limitadas por la escasa iluminacién en un sistema tradicional, lo que

permitiria obtener una mayor densidad de células en tiempos mas cortos.



En un principio, todo sistema cerrado o semicerrado dentro del cual tiene lugar un
proceso biolégico por efecto de la exposicion a la luz, puede ser definido como un
fotobiorreactor. En el presente trabajo se utilizé este término para el sistema modificado,
en el cual se espera acelerar los procesos biolégicos relacionados con el aumento de la
biomasa microalgal. ,

El uso de fotobiorreactores cilindricos o tubulares empezé a fines de los aros
cincuentas (Tredici et al., 1993), con la idea de proporcionar una mayor exposicion de luz
al cultivo aumentando la relacién area - volumen y hacer mas eficiente el sistema de
mezcla (Igbal et al., 1993). Sin embargo, con estos sistemas no se obtuvieron al inicio
buenos resultados, por el alto costo y la baja calidad de los materiales empleados en la
construccion de los reactores.

Actualmente paises como Francia, Italia e Israel, siguen experimentando a escala
piloto con estos sistemas, para el cultivo de diversas especies de microalgas, entre ellas
Dunaliella y Spirulina, obteniéndose aproximadamente el 50 % mas de producciéon que
en canales de alta velocidad (Torzillo et al., 1986; Tredici et al., 1993).

Los modelos que mas se han estudiado son fotobiorreactores semicontinuos del
tipo cerrado porque permiten un mejor control fisico, quimico y biolégico del cultivo,
previenen la evaporacion y logran un mejor control de la temperatura, pueden ser usados
como cultivos al exterior ya que tienen una mayor proteccién contra la contaminacion
ambiental y en muchas situaciones dan una mejor producciéon de biomasa que los
sistemas tradicionales abiertos (Tredici y Materassi, 1992). Su utilizaciéon practica se
refiere a fines diversos, como la produccién de biomasa para la alimentacién de
organismos acuaticos (James y Al-Khars, 1990; Tredici y Materassi, 1992), la produccion
industrial de una variedad de productos de interés farmacéutico y metabolitos de alto
valor comercial (Borowitzka, 1988; Pushparaj et al., 1994; Benemann, 1989; Tredici y
Materassi, 1992).

Sin embargo, estos sistemas presentan algunas limitaciones para su
escalamiento, ya que un aumento del diametro del tubo resulta en un decremento de la
relacion area - volumen y por lo tanto en una reduccion de la luz incidente por unidad de
volumen (Edmund et al.,, 1990). Ademas en los sistemas cerrados se tiende a producir

oxigeno en exceso y esto causa un incremento de la fotorespiracion e inhibe o disminuye



la actividad fotosintética, y en ocasiones es necesario el empleo de un sistema de
enfriamiento, lo cual eleva sus costos, debido a que la temperatura puede aumentar de
10 a 30 °C mas que la del medio ambiente por lo menos durante algunas horas en el dia.
Por lo anterior su uso ha sido limitado a produccion de metabolitos de alto valor
econdmico (Benemann, 1989; Tredici y Materassi, 1992). _

El sistema que se propone para este trabajo es de tipo cerrado (cultivo terminal),
pero permite el intercambio de gases con la atmésfera y esta disefiado para ciclos
breves (dos-tres dias) de produccion, que minimiza el peligro de contaminacién debida al
acarreo de contaminantes por factores diversos, principalmente por vientos y por

insectos.

L1 HIPOTESIS

El uso de un fotobiorreactor que permite el aumento del tiempo de exposicion a la
iluminaciéon natural, favorece el crecimiento de las microalgas y permite obtener una

mayor produccion de biomasa.



.2 OBJETIVO GENERAL

Optimizar un sistema de produccion de microalgas ya existente, minimizando la

limitacion por disponibilidad de luz, en cultivos al exterior.

. 2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar y comparar el crecimiento y produccion de microalgas en un sistema
de cultivo tradicional y en un fotobiorreactor.

e Comparar la produccién del nuevo sistema (fotobiorreactor) en tres situaciones
estacionales.

e Comparar la relacion entre el crecimiento y la produccion con la radiacion

disponible en tres estaciones y con diferentes tiempos de exposicion.



il. METODOLOGIA

.1 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

Los cultivos experimentales se realizaron en las instalaciones del Centro
Reproductor de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES) del Instituto de
Acuicultura del Estado de Sonora (IAES), mientras que las determinaciones de biomasa
fueron realizadas en el laboratorio del Departamento de Investigacion Cientifica y
Tecnoloégica de la Universidad de Sonora (DICTUS), unidad Bahia Kino. El primero se
ubica en la ensenada Kun kaak, frente a la Isla Tiburon en Bahia Kino, Estado de
Sonora, poblacién costera situada a 100 Km de la ciudad de Hermosillo.

El laboratorio se encuentra construido sobre una elevacion de 16 m arriba del
nivel medio del mar. Las instalaciones techadas cubren un &rea de 2,050 m’ y
comprenden basicamente tres secciones: microalgas, larvas de moluscos y larvas de
camaron.

La seccion de microalgas dentro del laboratorio es de 395 m®. El area de cultivo
de microalgas al exterior cuenta con 280 m* y se utiliza para cultivos de tipo terminal en
columnas de 300 | y en tanques de 2,000 3,000 y 4,700 I.

Il. 1. 1 CARACTERISTICAS CLIMATOLOGICAS

Bahia Kino esta ubicada geograficamente a los 28° 49’ 12” de latitud Norte y 11°
56’ 56” de longitud Oeste. Presenta un clima desértico semicalido, con vientos frescos y
temperaturas extremas que van desde cero grados en enero y febrero, hasta
temperaturas maximas de 48°C en julio y agosto.

La precipitacion pluvial media anual varia de 75 a 200 mm con mayor incidencia
en los meses de julio a septiembre. Los meses mas secos son abril y mayo, con
precipitaciones en el intervalo de 0 a 0.2 mm y los meses mas humedos son julio y

agosto.



Durante la mayor parte del aiio predominan vientos suaves del Sur. En el periodo
de agosto a octubre se presentan vientos fuertes a moderados del Norte y Noroeste
(Rodriguez Ortega et al.,1994).

I.2 DISENO DEL FOTOBIORREACTOR

La finalidad del fotobiorreactor es la de optimizar un sistema de produccion
estatico ya existente, minimizando la limitacion por la escasa disponibilidad de la luz al
interior de los cultivos.

La modificacion consiste en agregar un sistema de bombeo conectada a una
estructura en forma de espiral, que al ser integrada a un sistema tradicional de
produccién de microalgas, incrementa periédicamente la cantidad de luz recibida por el

cultivo.

Il. 2.1 CONSTRUCCION Y FUNCIONAMIENTO

El fotobiorreactor, del cual se construyeron tres ejemplares, consiste en una
manguera de tygon de 1.9 cm de didmetro, enrollada y sujeta en forma de espiral
alrededor de dos barrotes de madera de aproximadamente 2.54 por 5.08 cm de lado y
3.20 m de longitud, unidos por tramos de madera de 16.5 cm, formando una estructura
en forma de escalera. La manguera esta sujeta por los costados exteriores de la
estructura de madera, por medio de alambre y clavos de 5 cm de longitud y con
separaciones entre ellos de 11.5 cm (Figura 1). El largo de la manguera del
fotobiorreactor y el nimero de vueltas de la espiral puede variar dependiendo de las
necesidades del cultivo. Para éste disefio se utilizaron 15 m de manguera, con 14

vueltas en la espiral.
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Figura 1. Sistema de cultivo en columna con fotobiorreactor. 1) Columna de fibra de vidrio sun-lite
de 300 1. (1.55 m de alto por 0.50 m de didmetro), 2) Bomba sumergible, 3) Manguera de
aire, 4) Estructura del fotobiorreactor (madera) 3.20 m de alto por 0.30 m de ancho, 5)
Manguera transparente (tygon) de 1.9 cm, 6) Suministro de aire (PVC), 7) tramo de PVC,
8) Enchufe eléctrico, 9) retomo. Las flechas indican la circulacién del fluido.



El fotobiorreactor esta diseflado para ser acoplado a un costado de un recipiente
tradicional de cultivo. En este caso se utilizaron columnas de fibra de vidrio “Sun-lite” de
fondo plano de 50 cm de diametro por 155 cm de altura y de 300 | de capacidad. De la
columna de cultivo sale una manguera transparente de 1.9 cm de didmetro que viaja
hasta la parte superior de la estructura que conforma el fotobiorreactor y de ésta baja
nuevamente a la columna de cultivo. |

El trabajo que realiza el fotobiorreactor se inicia cuando por medio de una bomba
centrifuga sumergible (Aquatron Purex de 1/16 Hp) colocada en la parte media de la
columna de cultivo, se impulsa un flujo constante de 20 | de cultivo min” hasta la parte
superior del fotobiorreactor (aproximadamente 1.5 m por arriba de la superficie del
cultivo).

Las bombas de los fotobiorreactores fueron conectadas a un controlador de
encendido (SPER Scientific 8100030 de 120 volts), el cual se programaba en cada
experimento para controlar el tiempo de encendido y apagado de las bombas de una
manera automatica. La circulacion del cultivo a través del fotobiorreactor se iniciaba 24
horas después de haberse inoculado las columnas y continuaba desde el amanecer
hasta el atardecer.

Debido a que una de las finalidades del fotobiorreactor es optimizar los costos de
produccion, este sistema fue construido con materiales y accesorios de bajo costo,

facilmente disponibles y de uso comun en un laboratorio de produccion.
Il. 2. 2 CONDICIONES DEL EXPERIMENTO

La fase experimental del trabajo comprendié la comparacion de la produccion de
la biomasa algal en tres unidades de producciéon convencional en columnas de fibra de
vidrio de 300 |, con otras tres equipadas con un fotobiorreactor.

Los experimentos se llevaron a cabo en los meses de enero, marzo y mayo de
1996. Cada experimento fue repetido dos o tres veces, y el tiempo de cultivo de cada
uno fue de 72 horas, equivalente a la rutina de produccion de la mayoria de los

laboratorios comerciales de acuicultura de la region.
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En el caso del mes de enero, se efectuaron dos experimentos, el primero (16 al
19 de enero), fue el unico experimento en donde las columnas de cultivo fueron
inoculadas a las 12:45 horas. En el segundo experimento (23 al 26 de enero), las
columnas de cultivo fueron inoculadas por la mafana (7:30 ).

En el mes de marzo, se realizaron tres experimentos, el primero (18 al 20 de
marzo), al igual que en los otros dos, las columnas de cultivo fueron inoculadas por la
manana (7:00). En este experimento, los cultivos tuvieron una duracién de 48 horas, por
motivos climatolégicos (onda calida), que di6 como resultado un rapido crecimiento del
cultivo, asi como su rapida declinacion. Los experimentos 2 (23 al 26 de marzo) y 3 (del
31 de marzo al 3 de abiril), tuvieron la duracién establecida (72 horas).

En mayo, se realizaron tres experimentos; el primero de éstos, se realiz6 del 7 al
10 de mayo; el segundo del 14 al 17 de mayo y el tercero del 21 al 24 de mayo. En los
tres casos, la inoculacién de las columnas fue por la manana (7:20).

Las columnas de cultivo se colocaron en el area exterior del laboratorio del
CREMES, los recipientes se instalaron sobre tarimas de madera en un area de 4.7 por 1
m y orientandolos en direccion Norte-Sur, de forma tal que los recipientes no se
sombrearan mutuamente. La separacion entre columnas fue de 30 cm y su distribucion
fue hecha al azar. La distribucion de Norte a Sur de los sistemas experimentales en
columna sencilla (S) y columna con fotobiorreactor (F) fue la siguiente: S-3, F-3, S-2, S-1

F-2 y F-1, en donde los nimeros corresponden a las repeticiones.
II.3 CARACTERISTICAS DEL CULTIVO
Il. 3. 1 DESCRIPCION DE LA ESPECIE CULTIVADA

La microalga escogida para realizar los cultivos experimentales fue el clon
CHGRA de Chaetoceros muelleni, perteneciente a la clase Bacillariophyceae, obtenida
de la coleccion del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de
Ensenada (C.I.C.E.S.E.) con clave CH-M-1 (Trujillo Valle, 1993).

Esta diatomea tiene un tamafio de 4-6 um y por su valor nutritivo es empleada

ampliamente en laboratorios comerciales como uno de los principales alimentos para
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larvas de peneidos, larvas y adultos de moluscos bivalvos y zooplancton como Artemia
sp.

Ademas de poseer una elevada tasa de reproduccion y un buen crecimiento en
medios simplificados (Trujillo Valle, 1993), se ha observado en ensayos anteriores que
esta especie presenta buenos resultados de crecimiento en cultivos al exterior en varias

condiciones estacionales (Borbén Muioz y Victoria Gallardo, 1996; Tinoco Villa, 1996).
Il. 3. 2 TECNICA DE CULTIVO

El agua de mar utilizada para la preparaciéon del medio de cultivo proviene de un
pozo de playa que pasa por estanques de sedimentacioén, por filtros de arena y por una
serie de filtros de cartucho que retienen particulas de 10, 1 y 0.5 pm. Ademas fue tratada
con hipoclorito comercial al 6% a razén de 1 ml/ | de agua de mar durante 24 horas antes
de ser utilizada. El cloro se neutralizé con tiosulfato de sodio (50 mg/ ml de hipoclorito
agregado) (Hemerick, 1973).

La técnica de cultivo utilizada fue la de seguirinéculos progresivos, que consiste
en mantener y transferir el inéculo a recipientes de volumen progresivamente mayor:
tubo de ensayo (10 ml), matraz Erlenmeyer (250 ml), matraz Fernbach (2 y 6 1) y garrafén
(18 1), cultivados en el interior del laboratorio del CREMES. Para los cultivos de hasta 6 |,
el agua se esterilizd en autoclave a 121 °C y 1.12 Kg. cm? de presién durante 25
minutos. A partir de volimenes de garrafén la esterilizacion fue sélo por via quimica,
como se describié anteriormente.

El in6culo empleado para las columnas de 300 | de capacidad, con 270 | de
medio, provino de un cultivo en columna iniciado dos 6 tres dias antes del comienzo del
experimento, para acondicionar a las células a las condiciones ambientales exteriores,
del cual se tomd el volumen requerido para tener una concentracién inicial promedio de
2X10° cél mI™ en todas las columnas usadas en el experimento.

Los cultivos al exterior se mantuvieron bajo las siguientes condiciones: valor
promedio de temperatura de 19.3 + 2.1°C para enero, 24.1 + 1.5 °C para marzo y 29.1
*+ 1.8 °C para mayo; salinidad de 34%. y pH mantenido entre 7.5 y 8.5 por medio de una

mezcla de aire, enriquecido con CO, durante el periodo diurno, esta fue suministrada a
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los cultivos por burbujeo constante, que sirvié también para mantener a las células en
suspension.

En todos los casos se empleé el medio de cultivo f/2 de Guillard y Ryther (1962),
completo y preparado con sales de grado analitico para los cultivos hasta 2000 ml y de
grado técnico para los volimenes mayores. A partir del nivel garrafén se descontinué el
uso de metales traza y vitaminas. '

Como ya se menciond, los experimentos se mantuvieron con el fotoperiodo
natural, sujeto a las variaciones estacionales. Considerando las horas luz-oscuridad del
dia, los fotoperiodos fueron en el mes de enero, de 10.5:13.5 horas, en marzo 11.5 :12.5
horas y para mayo 12.5 :11.5.

Il. 3. 3. MUESTREOS

El horario de los muestreos en todos los experimentos, se basé en el numero de
horas luz del dia, calculadas considerando como primera y ultima hora de luz las que
registraron una irradiancia igual e inferior, respectivamente, a la recibida por los cultivos
al interior (0.16 X 10" cuanta s cm?). Tres de los cuatro muestreos diarios eran
realizados al inicio, mitad y final del periodo de luz. El cuarto muestreo se realiz6 a la
mitad del periodo de obscuridad.

En cada muestreo se midié la temperatura con un termémetro de mercurio, con
precision de lectura de + 0.5 °C, y el pH por medio de un potenciémetro portatil (Hanna
Instruments).

La irradiancia cuantica (densidad de flujo de fotones) se midié en el transcurso
del dia con frecuencia horaria, ademas de que en las horas de muestreo, por medio de
un medidor de cuanta 4n Biospherical Instruments Inc., modelo QSL-100. EI nimero de
cuanta de luz fue transformado a mol m? s™ siguiendo los pasos propuestos por Liining
(1981). Posteriormente, se hizo una integracion de la irradiancia total cuantica en el
tiempo de duracion de los cultivos (irradiancia total acumulada) (mol m?), o en casos
especificos en horas de cultivos (irradiancia total acumulada durante este tiempo

especifico de cultivo) (mol m?).
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Durante cada muestreo se midié asi mismo la densidad éptica de los cultivos con
un espectrocolorimetro Leitz Inc. modelo M, las determinaciones se realizaron a una
longitud de onda de 550 nm, para evitar los picos de absorcion de las clorofilas, con la
finalidad de averiguar el estado de los cultivos. Ademas, se tomaron muestras para las
determinaciones de produccion de biomasa en terminos de concentracion célular y de
sustancia organica producida por unidad de volumen de cultivo y de unidad productiva
(columna).

La toma de muestras en cada columna, se realizé en la superficie del cultivo, con

la ayuda de botellas de plastico de 300 ml.

II. 4 EFICIENCIA DEL SISTEMA

La eficiencia del sistema experimental se determiné por medio de la comparacién
de la produccion de la biomasa algal, estimada como numero de células producidas en
cada sistema, normalizados por unidad de tiempo y/o por la cantidad de energia luminica
disponible.

La cantidad de células de microalgas en cada situacion experimental, se estimo
mediante mediciones diarias de la densidad celular por medio de conteos directos al
microscopio y con un hematocitometro “Reichert Bright-line” de 0.1 mm de profundidad.

El peso seco y el contenido de cenizas se estimaron segun la metodologia
descrita por Sorokin (1973). Para lo anterior se filtraron dos o tres alicuotas de los
diferentes cultivos a través de filtros de fibra de vidrio Poretics GC-50 y GB 140 o
Whatman GF/B de 4.7 cm de diametro, previamente incinerados y pesados. Las
muestras se secaron a 60 °C en una estufa Rios Rocha modelo Ns-33 y se pesaron en
una balanza Mettler H8 con resolucion de 1 mg. El contenido de cenizas se estimé
después de incinerar la muestras en una mufla Felisa R Ind., a una temperatura de
480°C durante seis horas, después de lo cual se estimé el peso inorganico de las
muestras y, por diferencia su contenido organico 6 peso seco organico (P.S.0.), el que
con fines comparativos fue normalizado por un millon de células (P.S.O.N).

La cantidad de biomasa celular producida en cada sistema experimental (columna

sencilla y con fotobiorreactor) fue normalizada por la cantidad de irradiancia acumulada
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durante el tiempo del cultivo, considerando el area de exposicion de cada sistema. El
area de la seccion iluminada de cada sistema fue calculada siguiendo las ecuaciones
propuestas por Edmund et al.(1990), en donde se considera el area de la seccion
longitudinal (A) y esta se relaciona con el diametro de la columna (d) y la longitud (l) o
espesor del volumen del cultivo mediante la formula A=d | n. En este caso los sistemas
fueron operados con un volumen de 270 | 6 1.375 m de columna de agua. Péra la espiral
del fotobiorreactor, se consideré el area de la seccién longitudinal que se calculé con la

ecuacion A= d |, en donde (l) es la longitud total de la manguera expuesta a la luz.

.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un andlisis de varianza de dos vias y donde fue necesario, pruebas a
posteriori Student Newman Keuls (Sokal y Rohlf, 1979), para comparar la produccion
estimada como concentracion celular (cél mi™"), peso seco organico (mg I'") y peso seco
organico normalizado (mg * 10° cel), obtenidas en ambos sistemas (sencillo y con
fotobiorreactor) en cada estacion a diferentes horas de cultivo, asi como en las tres
situaciones estacionales a una misma hora de cultivo. Todos los andlisis fueron
realizados con «=0.05. En los casos donde no se cumplieron las hipétesis que
fundamentan dicho andlisis, se utilizé la transformacién de los datos seleccionando la
que dio una mayor probabilidad de ajuste a las pruebas (Fry, 1993).

En los casos donde la transformacion de los datos utilizados en el ANOVA de dos
vias no cumplieron con las hipétesis de este analisis, se utilizé la prueba no paramétrica
de ANOVA por rangos, con a=0.05, utilizando el método de Dunn como prueba de

comparacién multiple.
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. RESULTADOS Y DISCUSIONES
.1 CONDICIONES DE CULTIVO

El pH se mantuvo en el intervalo de 7.5 a 8.5 en todos los cultivos rgaIizados, en
parte debido al suministro de CO, , que impidié un aumento excesivo de este parametro
durante el dia, aunque sin cancelar totalmente el efecto de la actividad fotosintética que
es especialmente evidente en los ensayos de marzo y mayo (Figura 2), cuando es
notorio el aumento paulatino del pH durante las horas diurnas. En la noche, cuando se
discontinuaba el suministro de CO,, la actividad respiratoria de las microalgas lograba
disminuir el pH a los valores minimos del intervalo mencionado, que corresponde al

optimo reportado para ésta y otras especies similares (Trujillo Valle, 1993).

Las temperaturas promedio diarias del cultivo registradas en el mes de enero

variaron entre 14.8 y 22.4 °C. Estos valores caen dentro del intervalo de temperaturas en
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cultivos de invierno, reportados para esta region por Tinoco Villa (1996). Como era de

esperarse las menores temperaturas se registraron en la manana y las mas elevadas
fueron durante la tarde (Tabla | y Figura 3a).

La mayor diferencia en el valor de temperatura promedio, entre los sistemas de
cultivo fue aproximadamente de 1 a 1.3 °C, registrada a medio dia en el primer
experimento y durante la tarde durante el segundo experimento y en general las
temperaturas resultaron superiores en el sistema con fotobiorreactor (Tabla II).

La temperatura de los cultivos al exterior es determinada principalmente por el
grado y duracion de la radiacién solar (Richmond, 1986). En el caso de invierno, la
irradiancia acumulada promedio (para las 72 horas de los cultivos) fue de 182 moles m?,
con 10.5 horas de exposicion diaria a la luz solar (Tabla Ill).

Las temperaturas registradas en los cultivos en marzo variaron entre los 19.7 y 29.02 °C
y fueron ligeramente inferiores a las registradas para la primavera de 1995 (24 - 31 °C)

por Tinoco Villa (1996), pero concuerdan con las registradas en Bahia Kino en varios
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Figura 2. Valores de pH promedio, registrado en los cultivos de Chaetoceros muelleri, a
diferentes horas de cultivo, en los fotobiorreactores (FBR) y en los sistemas
tradicionales (S), en invierno (1), primavera (Pr) y verano (V). I-S ©); I-FBR (#);
Pr-S (0); Pr-FBR (®); V-S (QO) y V-FBR (®). La flecha indica la hora en que se
encendi6 el FBR y las lineas gruesas sobre el eje de las horas, muestran los
periodos de obscuridad.
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Tabla I. Valores de temperatura promedio (°C) de los cultivos para distintas horas del dia, en las estaciones
de invierno, primavera y verano. En paréntesis la desviacién estandar. 3

Hora Invierno Primavera Verano
(enero) (marzo) (mayo)
7.00- 7:30 14.84 + (2.33) 19.69 + (1.77) 25.04 £ (0.59)
12:45-13:30 21.85+(2.12) 27.21+(1.47) 32.52 + (0.65)
18:00-19:50 22.41 £ (1.84) 29.02 + (1.68) 34.93 £ (0.73)

00:45-1:30 20.12  (3.05) 2312+ (1.31) 29.54 + (0.68)
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Figura 3. Temperatura promedio (°C), registrada en los cultivos de Chaetoceros mueller,
a diferentes horas de cultivo, en los fotobiorreactores (FBR) y en los sistemas
tradicionales (S), en invierno (I), primavera (Pr) y verano (V). I-S (0); I-FBR
(®);1-S 2 (A); I-FBR 2 (a); Pr-S (0); Pr-FBR (m); V-S (O) y V-FBR (®). Los
numeros 1y 2 indican los experimentos de invierno. La flecha sefala la hora
en que se encendi6 el FBR, y las lineas gruesas sobre el eje de las horas,
muestran los periodos de obscuridad.



Tabla II. Valores promedio de la temperatura de los cultivos (°C) registrada en los experimentos de invierno,
primavera y verano, a diferentes horas de cultivo. Los asteriscos muestran los datos

correspondientes al primero (*) y segundo (**) experimento de invierno.
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Sistemas
Estaciones Hora del dfa Hora de cultivo Fotobiorreactor Sencillo Promedio Diferencia
Invierno 12:45 24 * 235+ (0.0) * 2251+ (0.0) 23.0 1.0
12:45 48 *23.7%(0.6) *225+(0.0) 2341 1.2
18:00 53.23 *2531+(0.3) *249+(0.1) 25.1 0.4
12:45 72 *23.8+(0.4) * 2251 (0.5) 232 13
7:30 24 **1231(0.2) **12.2+(0.3) 123 0.1
7:30 48 #12.3+(0.2) **12.4+(0.5) 12.4 -0.1
18:00 58.5 **23.0+(0.8) **218+(0.2) 224 1.2
7:30 72 *137+(0.4) **12.9+(0.1) 133 0.8
Primavera 7:00 24 201 £(2.4) 19.71 (2.4) 19.9 0.4
7:00 48 19.9+(2.2) 19.6 +(2.1) 19.8 03
18:30 59.5 28.7+(0.3) 28.7+(0.8) 28.7 0.0
7:00 72 19.2+(1.6) 1881 (1.9) 19.0 0.4
Verano 7:20 24 251 1 (0.2) 25.1+(0.3) 25.1 0.0
7:20 48 25.2 +(0.3) 25.2+(0.3) 252 0.0
19:50 60.5 352+ (1.7) 355+(1.9) 35.4 0.3
7:20 72 26.1+(1.7) 25.8+(1.8) 26.0 0.3




Tabla Ill. Valores promedio de la irradiancia acumulada (mol m‘z) a diferentes horas de cultivo, para las

distintas estaciones de experimentacion.

Estacién Horas luz Hora de cultivo mol m?
al dfa
Inviemno 105 24 58.7 + (3.5)
48 118.0 + (8.5)
53.25-58.5 166.0 + (18.4)
72 182.0 + (3.5)
Primavera 1.5 24 95.0 % (10.4)
48 196.0 + (8.2)
595 287.0 + (8.5)
72 287.0 £ (8.5)
Verano 125 24 100.0 + (14.0)
48 200.0 + (24.3)
60.5 315.0 £ (18.7)
72 315.0+(18.7)
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anos de observacion. Al igual que en invierno, la temperatura promedio maxima en el dia
fue alcanzada por la tarde y la minima por la manana (Tabla | y Figura 3a); las
diferencias entre los sistemas de cultivo se registraron solamente por la mafiana, cuando
la temperatura en el fotobiorreactor fue entre 0.3 y 0.4 °C superior que en el sistema
tradicional (Tabla Il). ‘

El aumento en los valores de las temperaturas en los cultivos de primavera con
respecto a los de invierno, son el resultado del aumento en una hora en el tiempo de
exposicion a la radiacion solar(11.5 horas) y de un incremento del 36.6%, en la cantidad

de la energia acumulada ( 287moles m) (Tabla Ill y Figura 4).

Las temperaturas promedio de los cultivos registradas en el mes de mayo
fluctuaron entre los 25.0 y 35.0 °C (Tabla | y Figura 3a), inferiores a las que reportan
Borb6n Muroz y Victoria Gallardo (1996) para esta zona (32-42 °C) en la estaciéon de
verano (V), registrandose las maximas temperaturas del dia por la tarde, misma hora en
que se presentaron las diferencias maximas (0.3 °C) entre los sistemas de cultivo (Tabla
Il), que desaparecian por la mafana.

En cuanto a la duraciéon de luz, ésta aument6é una hora en verano (12.5 horas), y
la irradiancia acumulada aumenté en un 8.9% (315 moles m? ) con respecto a los

valores registrados en primavera (Tabla Ill).

La cantidad de energia y el tiempo de exposicion, tienen una relacién directa con
la variacion de la temperatura de cultivos al exterior. EI aumento de la temperatura,
también se relaciona directamente con un aumento en el area de exposicion del cultivo a
la radiacion solar, que es mayor en el fotobiorreactor; sin embargo, las diferencias de
temperatura entre los sistemas indican de manera general que al ir aumentando
estacionalmente la cantidad y duracion de la luz, estas diferencias se aminoran,
independientemente del area de exposicion de los sistemas. Esto puede deberse a una
disipacion del calor en el sistema con fotobiorreactor, minimizando las diferencias entre
los sistemas, ya que si bien este ofrece una mayor area de exposicion a la radiacion
solar, también brinda una mayor circulaciéon del cultivo y permite de esta manera que se

disipe el exceso de calor.
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Figura 4. Variacion de la irradiancia instantanea registrada (mol m? s™) en diferentes horas del dia
a través de cada uno de los experimentos en la estacion de: a) invierno, b) primavera y
c) verano. Experimento 1(4); experimento 2(®) y experimento 3(M). Las lineas gruesas
en el eje del tiempo indican periodos de obscuridad, ya que este eje no es continuo.



. 2. CULTIVOS

En la estacion de primavera se registraron los maximos valores de concentracion
celular promedio, seguida por el verano y finalizando con los valores de invierno, que
fueron los de menor magnitud (Figura 5). Es posible observar que en los tres casos, a
partir del primer periodo de obscuridad (24 horas de cultivo), las producciones celulares
de los sistemas de cultivos con fotobiorreactor aumentan mas rapidamente que en las
columnas sencillas probablemente por efecto de la mayor exposicion a la luz debido a su
mayor area.

En los periodos de obscuridad, la diferencia en el nimero de células, tiende a
decrecer o a permanecer constante, para volver a incrementarse durante el nuevo
periodo de luz. Este efecto en el crecimiento es contrario al reportado por Borbén Murfioz
y Victoria Gallardo (1996) y Tinoco Villa (1996), quienes no encontraron diferencias en la

tasa de crecimiento entre periodo diurno y nocturno.

En lo que se refiere al peso seco organico, la produccion final fue mayor en
primavera que en verano y la minima se obtuvo en invierno. En los sistemas con
fotobiorreactor se noté un crecimiento discontinuo en la biomasa, con un notorio
incremento durante los periodos de luz y con una tendencia mas marcada a disminuir
durante las noches del verano que en las de primavera, de forma tal que la produccion
en términos de biomasa resulté mayor alrededor de las 60 horas de cultivo, antes del
comienzo del ultimo periodo de obscuridad.

Por otro lado, la biomasa en los sistemas convencionales sigui6 aumentando
durante el ultimo periodo nocturno, lo que explica la pequeia diferencia entre la cantidad

de biomasa final producida en ambos sistemas a las 72 horas de cultivo (Figura 6).
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Figura 5. Curvas de crecimiento promedio (10° cel mI") de Chaetoceros muelleri, usando el

sistema en cultivos con fotobiorreactor (FBR) y tradicionales (S), en invierno (l),
primavera (Pr) y verano (V): I-S (§); I-FBR (#); Pr-S (0); Pr-FBR (®); V-S (QO) y V-FBR
(®). La flecha indica cuando se prendi6 la bomba del FBR. Las lineas gruesas indican
periodos de obscuridad.

Peso seco orgéanico

0 0525 24 345365 48 58.5.60.5 7
Horas de cultivo

Figura 6. Curvas de crecimiento promedio de Chaefoceros muelleri en mg " de peso seco

orgéanico, en cultivos con fotobiorreactor (FBR) y tradicionales (S), en invierno (l),
primavera (Pr) y verano (V): I-S (¢); I-FBR (#); Pr-S (0); Pr-FBR (m); V-S (O) y V-FBR
(®). La flecha indica cuando se prendié la bomba del FBR. Las lineas gruesas indican
periodos de obscuridad.



ll. 2. 1 CULTIVOS DE INVIERNO

La produccién celular promedio final de ambos sistemas en nimero de células
fue alrededor de 100 x10* cel mI" (Tabla IV), concentracién ligeramente menor a la
reportada para invierno por Tinoco Villa (1996) en sistemas similares (sencillos) al
exterior, cosechados a las 48 horas.

Las diferencias entre los sistemas de cultivo empezaron a observarse entre las
53.25-58.5 horas de cultivo, siendo confirmadas al final de los experimentos. En ambas
casos las concentraciones fueron significativamente mayores (P <0.0001) en el sistema
con fotobiorreactor y de hecho no se observaron diferencias entre la produccién final del
sistema convencional y la obtenida de 13 a 20 horas antes con el sistema con
fotobiorreactor (Tabla IV).

La hora de cultivo inicial no tuvo ningun efecto aparente sobre el crecimiento de
Chaetoceros muelleri en estos experimentos, ya que no se notaron diferencias entre las
producciones celulares a las 48 y 72 horas desde el tiempo del in6culo, que tuvo lugar en
horas diferentes en los dos experimentos realizados en este periodo (Tabla V).

En términos de biomasa organica, la produccion final varié entre los 38 y 39.7. mg
I con un promedio de 38.84mg I' (Tabla V), y el registrado a las 48 horas de cultivo
(28.57 mg I'") fue de cerca del 27% inferior al reportado por Tinoco Villa (1996). Cuando
se compararon cultivos de la misma edad, las producciones de los sistemas fueron
diferentes a las 48 horas de cultivo (P <0.0001) y se pudo observar que el sistema con
fotobiorreactor a las 53.25 y 58.5 horas de cultivo, no difiere del sistema tradicional.

Por otro lado, es necesario hacer notar que los resultados de este analisis
pudieron ser sesgados por la diferencia en numero de horas de luz desde el inéculo
hasta los momentos de la cosecha intermedia y final y al diferente comportamiento del
crecimiento en biomasa durante la noche en los sistemas convencionales y con
fotobiorreactor; esta es la causa mas probable de los altos valores de la desviacion

estandar calculados para la
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Tabla IV. Valores promedio y promedio total de la concentracién celular (104 cel mI“) de Chaetoceros
muelleri, mantenido en los diferentes sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la
estacion de invierno a distintas horas de cultivo. Las letras indican diferencias significativas
encontradas con la prueba a posteriori de Student Newman Keuls, después de aplicar un analisis
de varianza de dos vias (o =0.05). a<b<c<d.

FOTOBIORREACTOR SENCILLO
No. de Exp HORA PROMEDIO PROMEDIO
1 48 49.4+ (465) 4951 (6.05)
2 48 629+ (7.34) 4931 (3.78)
Prom. total, 48 562+ (9.21)° 49.4+ (451)°
1 53.25 89.9+ (11.28) 78.1 % (3.45)
2 58.5 83.7+ (8.29) 61.0% (9.26)
Prom.total.  53.25y585 86.8+ (9.48) 696+ (11.2)°
1 72 123.0% (255) 920 (2.76)
2 72 111.0% (551) 96.8+ (4.64)
Prom. total. 72 116.0+ (14.9) d 948+ (4.43)°

Tabla V. Valores promedio, diferencia y promedio total del peso seco organico (mg I') de Chasetoceros
muelleri, mantenidos en los sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la estacién
de invierno a distintas horas de cultivo. Las letras indican diferencias significativas encontradas
con la prueba a posteriori de Dunn, después de aplicar un andlisis de varianza de de una via por
rangos (prueba de Kruskal Wallis) (o =0.05). a<b.

Estacion Hora de cultivo Fotobioreactor Sencillo Promedio Diferencia
Invierno 48 256+ (59) % 31.5t (1.6) b 28.57 -5.86
53.25y58.5 29.3+(9.2) b 28.0+ (9.2) b 28.84 0.92

72 39.7+(4.1)" 38.0+(22) ° 38.84 1.69
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cosecha intermedia, que resulta del haber combinado los dos experimentos de invierno

que, como ya se ha mencionado, fueron iniciados a diferentes horas del dia.

Los valores promedio finales del peso seco organico normalizado (P.S.0O.N.) a un

millén de células ( mg * 10° cel ) de ambos sistemas, fue de alrededor de 3.80 X 107 mg
» 10° cel. El maximo valor se registré en el sistemas sencillo a las 48 horaé, pero no se
encontraron diferencias entre las producciones de ambos sistemas a una misma hora de
cultivo. Ademas los P.S.O.N. en el sistema con el fotobiorreactor a las 48; 53.25 - 58.5 y
72 horas de culfivo no fueron significativamente diferentes al valor final del sistema
convencional (P = 0.1794) (Tabla VI).
El porcentaje de ceniza promedio final (72 hrs) fluctué alrededor de un 50% (Tabla VII),
aun cuando los mayores porcentajes se obtuvieron a las 48 horas de cultivo y en las
muestras inmediatamente sucesivas en el sistema sencillo; ademas los porcentajes del
sistema convencional fueron en general mayores que los del fotobiorreactor.

Estos porcentajes, en especial los de las muestras intermedias, son relativamente
elevados en comparacion con los reportados para esta y otras especies cercanas (Lépez
Elias y Voltolina, 1993; Cordero Esquivel et al., 1993 y Tinoco Villa, 1996), lo cual
pudiera deberse a la presencia de material inorganico acarreado por los vientos que

prevalecen en esta region.
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Tabla VI. Valores promedio del peso seco orgénico normalizado (10'2 mg e 10° cel) de Chaetoceros
muelleri, mantenido en los dos sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para los
experimentos de invierno a diferentes horas de cultivo. Las letras indican diferencias
significativas encontradas con la prueba a posteriori deDunn, después de aplicar un andlisis de
varianza de una via por rangos (prueba KrusKal Wallis) (o =0.05) a los datos transformados a

logaritmo natural. a <ab < b.
FOTOBIORREACTOR. SENCILLA

No. de Exp HORA PROMEDIO PROMEDIO

1 48 — —

2 48 4151 (0.72) 6.37 £ (0.59)
Prom. total 48 415+ (0.72) %P 6.37 £ (0.59) °

1 53.23 2.97 £ (0.63) 4.35 £ (0.70)

2 58.5 359+ (1.25) 458+ (1.01)
Prom. total 53.23y585 333+ (1.05)° 4.47 £ (0.84) ab

1 72 3.48 & (0.26) 411 (0.43)

2 72 338+ (0.17) 399+ (0.21)
Prom. total 72 343+ (0.22)° 407+ (0.35) %P

Tabla VII. Valores promedio del porcentaje de cenizas y del peso seco organico para Chaetoceros muelleri,
mantenido en los sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la estacién de invierno
a diferente hora de cultivo.

FOTOBIORREACTOR SENCILLA
Estacién Hora de cultivo % Promedio de % Promedio del % Promedio de % Promedio del
Ceniza P.S.0. Ceniza P.S.0O.
Invierno 0 4459 + (8.51) 55.40 + (8.53) 46.10 £(13.44) 53.93 +(13.41)
48 69.07 30.93 66.94 33.06
53.25y58.5 50.62 % (17.0) 49.40 + (17.02) 67.24 +(2.32) 32.78 +(2.35)
72 5§3.23 £(23.52) 46.77 £(23.52) 49.66 +(34.16) 50.35 £(34.16)




. 2. 2. CULTIVOS DE PRIMAVERA

La concentracién celular promedio final fue de entre 588 a 677 x 10* cel mI”
(Tabla VIII); estos valores asi como los obtenidos a las 48 horas, fueron superiores a los
reportados por Tinoco Villa (1996) a las 48 horas de cultivo en esta misma estacion del
ano. “

Las producciones celulares de los sistemas empezaron a diferir significativamente
a las 59.5 horas de cultivo y fueron superiores (133 x 10* cel ml) en el sistema con
fotobiorreactor; ademas, estas no resultaron diferentes en forma significativa de la
obtenida en el sistema convencional 12.5 horas después (Tabla VIII).

En el caso del sistema con fotobiorreactor el aumento de la concentracién celular
durante el periodo nocturno fue de poco mas de medio millén de células y la diferencia
con los valores encontrados al finalizar el tercer periodo de luz no resulté significativa,
indicando que los cultivos del fotobiorreactor estaban listos para la cosecha cerca de 12
horas antes de los mantenidos en los sistemas tradicionales.

La produccién promedio final en P.S.O. fue aproximadamente de 190 mg I’
(Tabla IX), y al igual que la produccién a las 48 horas de cultivo, fue mayor que los
valores reportados para primavera por Tinoco Villa (1996).

No se encontré diferencia significativa entre ambos sistemas a una misma hora
de cultivo; ademas como en el caso de la concentracion celular no hubo diferencias
significativas entre la produccon del sistema con fotobiorreactor a las 59.5 horas, con la
produccion del sistema sencillo 12.5 horas después (TablalX).

El valor promedio final del peso seco organico normalizado de ambos sistemas
fue alrededor de 2.95 X 10 mg x10° cel (Tabla X). La diferencia significativa que se
encontré entre los P.S.0.N de ambos sistemas fue a la hora de la cosecha final, cuando
el sistema sencillo presenté el valor mas alto. Sin embargo no se encontraron diferencias

entre este valor y el reportado en el sistema con fotobiorreactor 12.5 horas antes.
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Tabla VIII. Valores promedio y promedio total de la concentracién celular (10* cel ml"') de Chasetoceros
muelleri, en los diferentes sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para los
experimentos de primavera a diferentes horas de cultivo. Las letras indican diferencias
significativas encontradas con la prueba a posteriori de Student Newman Keuls, después de
aplicar un andlisis de varianza de dos vias (o =0.05). a<ab <b <c.

FOTOBIORREACTOR SENCILLO
No. de Ex HORA PROMEDIO PROMEDIO
1 48 485+ (36.4) M9+ (34.9)
2 48 327 + (29.5) 337+ (31.4)
3 48 418 + (62.9) 355 + (44.9)
Prom. total 48 410+ (79.1) *° 371 + (495)°
2 59.5 549+ (79.8) 461 + (64.4)
3 595 646 + (48.6) 467 + (23.6)
Prom. total 59.5 597 + (79.6) ¢ 464+ (435) b
2 72 637 + (113) 574+ (41.4)
3 72 717+ (337) 601 + (67.3)
Prom. total 72 677+ (86.6)° 588 + (52.1) ©

Tabla IX. Valores promedio, diferencia y promedio total del peso seco organico (mg I'') de Chaetoceros
muelleri, mantenidos en los sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), en la estacién de
primavera a distintas horas de cultivo. Las letras indican diferencias significativas encontradas
con la prueba a posteriori de Dunn, después de aplicar un andlisis de varianza de una via (o
=0.05). a<ab<b.

Estacién Hora de cultivo Fotobiorreactor Sencillo Promedio Diferencia
Primavera 48 109.6 + (24) ° 1040+ (27) 106.5 5
59.5 1860+ (21) ° 1450+ (16) *° 165.5 41

72 1800+(23) ® 1950+ (33) ° 1875 A5




Tabla X. Valores promedio del peso seco organico normalizado (10’2 mg o 10° cel) de Chaetoceros muelleri,
en los dos sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la estacién de primavera a
diferentes horas de cultivo. Las letras indican diferencias significativas encontradas con la prueba a
posteriori de Student Newman Keuls, después de aplicar un anélisis de varianza de dos vias (o =
0.05). a<ab<b.

FOTOBIORREACTOR SENCILLA
No. de Exp HORA PROMEDIO PROMEDIO
1 48 2811 (0.16) 3.20 + (0.25)
2 48 230 £ (0.16) 214+ (0.30)
3 48 283+ (0.27) 3.08 + (0.37)
Prom. total 48 267+ (0.33) % 280+ (0.57)°
2 59.5 3141 (0.27) 2.86  (0.35)
3 595 2841 (0.34) 3.40 + (0.36)
Prom. total 59.5 295+ (0.34) *° 311+ (0.44) %
2 72 288+ (0.18) 3.89  (0.36)
3 72 2331 (0.34) 2.89 + (0.59)

Prom. total 72 2554 (0.39) 334+ (0.70)°




El valor promedio final del porcentaje de cenizas en ambos sistemas fue de 46.7

% y de manera general, el sistema sencillo registré los valores mayores (Tabla XI). Como

en el invierno, los porcentajes de sustancia inorganica se encontraron cerca del limite

superior del reportado para diatomeas céntricas (Brown, 1991), aunque se nota que los

valores de primavera son ligeramente menores de los que se registraron en el invierno.

Tabla XI. Valores promedio del porcentaje de cenizas y del peso seco organico para Chaetoceros muelleri,
mantenido en los sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la estacion de

primavera a diferentes horas de cultivo.

35

FOTOBIORREACTOR SENCILLO
Estacién Hora de cultivo % Promedio de % Promedio del\ % Promedio de % Promedio del
Ceniza P.S.0. Ceniza P.S.0.
Primavera 0 63.74 £ (6.87) 36.26 £(23.52) 63.08 +(5.73) 36.92 £(5.73)
48 43.53 £(17.02) 56.47 £(17.02) 52.75 £(7.00) 47.25 £(7.00)
59.5 46.61 £(14.10) 53.39 £(14.01) 48.05 +(7.82) 51.95 +(7.82)
72 47.47 +(1.47) 52.53 +(1.47) 45.93 +(13.09) 54,08 +(13.09)




. 2. 3. CULTIVOS DE VERANO

La concentracion celular promedio final de ambos sistemas en el verano, estuvo
alrededor de los 380 x10* cél mI™* (Tabla Xll) y tanto esta produccién, como la registrada
a las 48 horas de cultivo, fueron mayores que las reportadas por Borbon Mufoz y
Victoria Gallardo (1996) en el verano de 1995. |

La produccién de células no fue diferente entre los sistemas al compararlos a una
misma hora de cultivo y tampoco se observo diferencia entre los valores registrados en el
sistema con fotobiorreactor y en el sistema convencional 11.5 y 24 horas después de las
primeras 48 horas de cultivo.

El peso seco organico promedio al final del cultivo fue de poco mas de 140 mg I
(Tabla Xlll) y, al igual que el valor obtenido a las 48 horas de cultivo, fue mayor al
reportado por Borbén Muioz y Victoria Gallardo (1996).

Contrariamente a lo que se observé en la primavera, cuando se noté una
correspondencia entre las variaciones del peso seco por unidad de volumen y la
concentracion celular, que indicaba una relativa constancia del peso celular unitario, en
el verano el numero de células por unidad de volumen qued6 aproximadamente
constante pero fue acomparnada por cambios de la cantidad de biomasa (P.S.0.) en ese
mismo volumen, pero estos fueron poco evidentes y de hecho no significativos en el
sistema convencional, pero claramente indicativos de un aumento del peso celular en los
cultivos del fotobiorreactor en el periodo de luz transcurrido entre las 48 y 60 horas de
cultivo, seguida por una leve disminucion durante el ultimo periodo nocturno (Tabla XIlI).

Esto queda confirmado en la Tabla XIV, en la cual resulta evidente la relativa
constancia del peso unitario de las células (P.S.0.N.) cultivadas en el sistema tradicional

y los cambios que se mencionaron en el peso organico celular en el fotobiorreactor.
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Tabla XII. Valores promedio y promedio total de la concentracién celular (10‘ cél mI") de Chaetoceros
muelleri, en los diferentes sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para los
experimentos de verano a diferentes horas de cultivo. Se aplicé un anélisis de varianza de dos
vias (a =0.05). Las letras a indican la igualdad entre las producciones de los sistemas.

FOTOBIORREACTOR SENCILLO
No. de Exp HORA PROMEDIO PROMEDIO
1 48 321+ (12.2) 299+ (38.1)
2 48 411+ (7.51) 352+ (16.7)
3 48 367 + (16.2) 380 + (28.6)
Prom. total. 48 366+ (44.0)° 343+ (43.8)
1 60.5 431+ (63.6) 396 + (41.9)
2 60.5 401 £ (24.7) 386 + (27.6)
'3 60.5 334+ (34.4) 303+ (29.7)
Prom.total. 60.5 389+ (57.3) " 362+ (53.1)2
1 72 432+ (33.7) 451 + (8.33)
2 72 367+ (34.7) 367 + (5.29)
3 72 322+ (18.8) 328 + (62.5)
Prom.total. 72 374+ (547)° 382+ (62.9)°

Tabla XIIl. Valores promedio, diferencia y promedio total del peso seco organico (mg l") de Chaetoceros
muelleri, mantenidos en los sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la estacién
de verano a distintas horas de cultivo. Las letras indican diferencias significativas encontradas
con la prueba a posteriori de Student Newman Keuls, después de aplicar un analisis de varianza
de dos vias (o« =0.05). a<ab<b<bc<ec.

Estacién Hora de cultivo Fotobiorreactor Sencillo Promedio Diferencia
Verano 48 107.0 + (38) * 114.0 + (40) ° 1105 7
60.5 165.0 (27) © 131.0%(32) 148.0 34

72 1420+ 27) *°  1450£(32) *° 1435 3




Tabla XIV.

Valores promedio del peso seco organico normalizado (10'2 mg o 10° cel) de Chaetoceros
muelleri, en los dos sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la estaciéon de
verano a diferentes horas de cultivo. Las letras indican diferencias significativas encontradas
con la prueba a posteriori de Student Newman Keuls, después de aplicar un andlisis de
varianza de dos vias (o =0.05). a<abyb<bc<ec.

FOTOBIORREACTOR. SENCILLA
No. de Exp HORA PROMEDIO PROMEDIO

1 48 2.72 £ (0.34) 2.70 £ (0.61)

2 48 3.81 £ (0.89) 457 £ (0.69)

3 48 233 (0.32) 2.41 + (0.38)
Prom. total 48 2.93 + (0.80) * 3311 (115

1 60.5 437+ (0.75) 404+ (0.38)

2 60.5 451 £ (0.59) 4.06 + (0.38)

3 60.5 414+ (0.53) 3251 (052)
Prom. total 60.5 446+ (0.61)° 372+ (058) *°

1 72 3.79 £ (0.43) 354+ (0.29)

2 72 3.98 £ (0.91) 4.44 £ (0.49)

3 72 3.70 £ (0.63) © 319+ (1.01)

Prom. total 72 382+ (0.65)™° 374+ (0.78) *°
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El porcentaje de la ceniza disminuyé en forma aproximadamente igual en el sistema

tradicional, desde cerca del 55% al momento del in6culo hasta cerca del 38%. En el caso

del fotobiorreactor, después de una disminucién inicial de las cenizas, se observa un

aumento en la ultima hora de cultivo, debido a que en el ultimo periodo de obscuridad se

registré una disminucién del porcentaje de sustancia organica, con un consiguiente ligero

aumento en el contenido inorganico de la biomasa (Tabla XV).

Tabla XV. Valores promedio del porcentaje de cenizas y del peso seco orgénico para Chaetoceros muelleri,

mantenido en los sistemas de cultivo (sencillo y con fotobiorreactor), para la estacién de verano a
distintas horas de cultivo.
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FOTOBIORREACTOR

SENCILLO

Estacién Hora de cultivo % Promedio de % Promedio del % Promedio de % Promedio del
Ceniza P.S.0. Ceniza P.S.0.
Verano 0 54.76 +(6.31) 4524 4(6.31) 55.71 +(6.51) 44.29 +(6.51)
48 47.34+(10.81) 52.66 +(10.81) 46.15 +(12.55) 53.85 +(12.55)
60.5 39.70 £(13.25) 60.30 +(13.25) 42.71 +(8.23) 57.29 £(8.23)
72 43.97 £(11.16) 56.03 +(2.55) 38.01 +(13.93) 61.99 +(13.93)




. 2.4. DIFERENCIAS ESTACIONALES

En las secciones anteriores se hicieron notar repetidamente las diferencias de la
produccion, tanto en el nimero de células y en la cantidad de la biomasa organica
cosechable, en las tres situaciones estacionales en las que se realizaron nuestros
experimentos. A la vez se hizo notar que, aun cuando por lo generai el uso del
fotobiorreactor no representa una ventaja significativa o importante en términos de
produccién con los ciclos de tres dias que son los utilizados rutinariamente en varios de
los laboratorios comerciales, el fotobiorreactor puede considerarse de toda forma mas
productivo que el sistema convencional, debido a que alcanza la maxima produccién
celular y de biomasa en un menor tiempo.

Las diferencias entre los sistemas se hicieron mas notorias cuando la produccion
fue normalizada por la irradiancia acumulada durante el desarrollo de cada cultivo y por
unidad de tiempo, expresada como numero de células producidas en ambos sistemas,
por unidad de irradiancia (mol) y por la edad del cultivo (hora).

En la tabla XVI, se resumen los resultados de estos calculos, referidos a el
nimero de células producidas en promedio en una de estas unidades de cultivo
(columna de 300 | con 270 litros de cultivo), por mol por hora, durante cada uno de los
intervalos de tiempo utilizado para el calculo de la produccién de los dos sistemas.

En esta tabla se observa que durante la estacién de invierno, la produccion
normalizada de esta manera fue la mas baja que se registré en las tres estaciones
consideradas. Segun esta normalizacién y considerando que la poca diferencia en la
duracién de exposiciéon a la luz y en la cantidad de energia radiante recibida en el
invierno con respecto a las otras estaciones no puede ser un factor decisivo, pero se
puede considerar que el motivo mas probable de la baja productividad de ambos
sistemas fue la baja temperatura ambiental y de los cultivos, que esta relacionada a una
baja eficiencia en la utilizacion de la energia luminosa (Darley, 1987), y a que la cantidad
de irradiancia acumulada tiene una importancia menor. Sin embargo, se puede observar
que segun esta normalizacién, en esta estaciéon es cuando se encuentran las mayores

diferencias de produccion entre sistemas.
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En la primavera y en el verano, la producciéon celular por cada molécula de luz
recibida durante el periodo de cultivo hasta el momento de la cosecha, fue de cerca de
un 6rden de magnitud mayor que en inviemo, probablemente debido a que las
temperaturas fueron mas favorables para una mejor utilizacién de la energia radiante
capturada. El hecho de que en verano la produccién no haya sido superior refleja en
parte que la irradiancia acumulada no fue muy diferente en las dos situaciones
estacionales. Al contrario, la producciéon final en verano fue ligeramente inferior,
posiblemente debido a una aceleracion de los procesos metabélicos por el aumento de
la temperatura durante ese periodo, causando un descenso en la eficiencia de utilizacion

de la energia radiante (Darley, 1987).

Tabla XVI. Valores promedio de la irradiancia acumulada (mol m'2), valores promedio normalizados
(1013 cel e 270 | e mol o horas) y el porcentaje de la diferencia entre los sistemas de cultivo de
Chaetoceros muelleri, mantenido en diferentes estaciones y horas de cultivo.

FOTOBIOREACTOR SENCILLO

Estacién Horasdeluz  Edad de mol m? 10 cel/270 Vmol/hr 10 Ycel/270V molhr DIFERENCIA

al dia cultivo %
Invierno 10.5 48 118 2.79 2.02 27.60
10.5 72 182 11.62 7.96 31.50
Primavera 115 48 196 44.43 37.79 14.94
1.5 72 287 124.34 94.96 23.63
Verano 12.5 48 200 45.73 38.01 16.88

125 72 315 75.82 66.19 12.70
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l.3. CONSIDERACIONES GENERALES

En algunas granjas acuicolas la produccibn de microalgas es realizada
tradicionalmente en cultivos masivos bajo condiciones controladas, pero recientemente
se esta haciendo comun el cultivo en condiciones semicontroladas en invernaderos o en
solarios y hasta al exterior, en donde por lo general no existe la posibilidad de controlar
las distintas variables que influyen de forma directa o indirecta sobre los procesos
fisiologicos de las microalgas (Dubinsky et al., 1996).

La luz es una de las variables medio ambientales de importancia fundamental
para el fitoplancton, ya que dependiendo de la intensidad de la luz, de su calidad y del
periodo de exposicion, se producen modificaciones substanciales en la velocidad de
crecimiento y en la composicién proximal de las algas.

El autosombreado es uno de los principales factores de limitacion que se
presenta en los cultivos de microalgas, cuyo efecto se incrementa al mismo ritmo que la
concentracion celular, resultando en una limitacion de luz, la cual a su vez reduce la tasa
de crecimiento de estos organismos (Vonshak y Richmond, 1985).

Debido al autosombreado dentro de un cultivo de fitoplancton, el crecimiento de
las microalgas y la productividad de un sistema son directamente dependientes de la
cantidad de luz que llega a la superficie de los cultivos. Este efecto directo depende
hésta cierto punto del régimen de luz, el cual relaciona la frecuencia de exposicion de las
células presentes en el cultivo, al maximo flujo de fotones disponible en la zona fética del
bioreactor, asi como a la duracién o tiempo de dicha exposicién (Quiang y Richmond,
1994).

Por lo anterior, el objetivo en los sistemas masivos al exterior debe ser la
utilizacion eficiente de la irradiancia y para ésto se han buscado diferentes métodos y
técnicas, con la finalidad de aumentar la concentraciones celular, mejorando su régimen

de exposicion a la luz.
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En los cultivos abiertos, algunas soluciones que han permitido una disminucién

del efecto del autosombreado, han sido el disminuir el espesor de la columna de agua

para lograr una mejor penetracion de la luz, asi como el mejoramiento de los procesos de



mezcla del cultivo, para aumentar la frecuencia de exposicion a la luz en la zona fética
(Oswald, 1988 y Richmond, 1987).

Aun cuando estas soluciones han ayudado en menor o mayor grado a
incrementar la produccién en dichos sistemas, éstos no igualan las altas producciones
que se han reportado en sistemas cerrados, especificamente en los fotobiorreactores
(Tredici y Materassi, 1992; Torzillo et al., 1986; Tredici et al., 1993), en los cuales
generalmente se manejan las densidades de cultivo con dilucines continual o periodicas,
con la finalidad de obtener tasas maximas de crecimiento a una determinada cantidad de
luz y asi disminuir el efecto del autosombreado (Vonshak y Richmond, 1985; Oswald,
1988). Esto generalmente no ocurre en los sistemas abiertos tradicionales, que consisten
en cultivos de tipo estatico, en los cuales no existe control de los factores limitantes.
Ademas, los sistemas cerrados se disefian para aumentar el régimen de luz,
principalmente mejorando la relacién area - volumen y promoviendo la circulaciéon del
cultivo, que puede ser continua o semicontinua y lo cual no se alcanza facilmente en
cultivos de tipo estatico (Tredici y Materassi, 1992).

Las caracteristicas del sistema con fotobiorreactor empleado en Bahia Kino tratan
de combinar y disminuir algunos factores que limitan el eficiente uso de la cantidad de
luz solar por las microalgas cultivadas en sistemas abiertos al exterior.

Como ya se hizo mencioén, el sistema con fotobioreactor empleado en estos
experimentos se considera un sistema cerrado, con un aumento de su relacic:m area -
volumen y con una mejor circulacion del sistema, a semejanza de los otros
fotobiorreactores; sin embargo, el sistema permite un intercambio de gases con la
atmésfera, lo cual es una enorme ventaja con respecto a los sistemas totalmente
cerrados.

En este caso el aumento del drea de exposicion del sistema con fotobiorreactor,
aunque puede considerares relativamente pequefio con respecto a la del area del
sistema convencional (13.23%), consigue un incremento en la cantidad de energia
recibida, que repercutié en el aumento de la produccién, en células y en mg I, sobre
todo después de las 24 hrs del uso del fotobiorreactor. La mayor disponibilidad de luz a
las células se da cuando estas pasan a través del fotobiorreactor, dandoles oportunidad

de tener una mayor cantidad de luz por algin tiempo (1 minuto) varias veces al dia (en
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promedio 51.1 veces al dia), favoreciendo al régimen de luz y disminuyendo por lo tanto
el fenébmeno del autosombreado dentro del fotobiorreactor, lo cual ofrece una ventaja
sobre el sistema de columna convencional.

En cuanto a la circulacion del cultivo, el sistema con fotobiorreactor facilita una
mejor mezcla dentro de la columna, ayudando a una mejor distribucion de las células en
el cultivo y por lo tanto reduciendo el efecto de la limitacion de la luz, lo cual en un cultivo
tiene un mayor efecto sobre el crecimiento de las células, que aquellas variaciones
causadas por el cubrimiento de nubes o por las estaciones del afio (Uncles y Join, 1983).

Hay que recordar que la especie cultivada, Chaeftoceros muelleri, es un
organismo costero, adaptado para utilizar lo mas eficientemente posible la luz disponible
en breves periodos de tiempo, debido a los continuos procesos turbulentos en la
columna de agua que existen en estos sistemas naturales (Brand y Guillard, 1981). Por
lo tanto el sistema con fotobiorreactor, al aumentar la exposicién a la luz, aunque por
breves periodos de tiempo, favorece el crecimiento de este organismo.

Otro factor que limita de manera importante el crecimiento y produccién de los
cultivos es la temperatura, debido a la fuerte relaciéon existente entre ésta y la actividad
biolégica de los organismos, asi como por la no menos importante interaccion de ésta
con la cantidad de irradiancia y el fotoperiodo (Richmond, 1986; Darley, 1987; South y
Whittick, 1987).

Las variaciones diarias y estacionales que registra la temperatura (sin contar las
latitudinales), ha sido uno de los mayores problemas con los que se enfrenta la
produccion de cultivos al exterior en sistemas abiertos y cerrados, pues en ambos se
presenta un amplio intervalo de variacion en el transcurso del dia y del afio, siendo mas
amplia en los sistemas abiertos y menor en los sistemas cerrados y este cambio también
depende del volumen de cultivo utilizado. Aunque la variacion de temperatura en los
fotobiorreactores sea menor, las producciones de estos sistemas se ven afectadas
principalmente por las altas temperaturas que se pueden llegar a registrar en los cultivos,
sobre todo en los meses mas calidos del aflo. Otro problema que se observa en los
fotobiorreactores, es que en estos se presenta una acumulacion de oxigeno formado
fotosintéticamente, la cual constituye el problema principal de estos sistemas (Tredici y
Materassi, 1992).
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En nuestro sistema con fotobiorreactor se presenté el mismo problema que se
presenta en un sistema abierto, en cuanto a la amplia variacién de temperatura, debido
al pequeio incremento del area que permite el intercambio de calor con la atmésfera,
que no es muy diferente de la superficie de un sistema tradicional.

El principal efecto de la temperatura sobre la produccion de biomasa en el
sistema con fotobiorreactor se registr6 estacionalmente, observandose qué el uso del
fotobiorreactor tuvo un efecto positivo en el incremento de la concentracion celular
durante el invierno y la primavera y que con las temperaturas elevadas no se obtuvieron
diferencias en la produccién.

En la primavera el uso de ese sistema, pudo elevar la produccién en un 50% (a
las 48 horas de cultivo) en comparaciéon a las concentraciones reportadas por Tinoco
Villa (1996) para cultivos de la misma edad y en un 20 % con respecto a las obtenidas en
este trabajo con el sistemas tradicional a las 58.5 horas de cultivo. Este aumento en los
valores de la produccion del sistema con fotobiorreactor fueron el resultado de la
interaccion de varios factores, entre los cuales la temperatura, el régimen de iluminacién
y la circulacién o mezcla del cultivo, se combinaron para dar condiciones adecuadas para
el buen desarrollo de Chaetoceros muelleri.

Aun cuando las producciones en invierno fueron aproximadamente un 20 %
mayores en el sistema con fotobiorreactor con respecto a las del sistema tradicional (a
las 68.5 y 72 horas de cultivo), las producciones fueron de todas maneras muy bajas, lo
cual se puede atribuir a la baja temperatura de esta estacion y a una baja eficiencia en la
utilizacién de la intensidad luminosa. Lo anterior indica que en este caso el uso del
fotobiorreactor es util pero no es suficiente para aumentar las producciones de este
sistema con respecto a las concentraciones deseables, como las que se obtienen en
otros periodos del ano con las columnas sencillas.

El uso del fotobiorreactor en verano, no proporcioné un beneficio en el aumento

de la concentracién celular con respecto al sistema sencillo, lo que en principio es
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probablemente debido a los altos valores de la temperatura que a un efecto de -

fotoinhibicion, ya que segun Uncles y Joint (1983) el fitoplancton no experimenta este

efecto, debido a la rapida mezcla en la columna de agua que tiene como resultado que



las células estén expuestas a altas intensidades de luz solo por periodos cortos de
tiempo.

El uso del fotobiorreactor en las estaciones de invierno y primavera favorecio
también la reduccién en los tiempos de produccién con respecto a los del sistema
convencional, los cuales disminuyen aproximadamente de 11 a 14 horas de cultivo
segun la estacion del afo. Esto Ultimo solo se puede considerar una vent'aja desde el
aspecto de los costos de produccién, pero no desde el punto de vista practico, pues las
cosechas de estos sistemas se vendrian realizando por la tarde, mientras que en un
laboratorio de produccién de esta region del pais las cosechas se realizan en la mafana,
pero pudiera resultar interesante en cultivos en los cuales se acostumbra alimentar a los
organismos en diferentes horas del dia.

El patréon general de crecimiento diario que estuvo regido por el fotoperiodo, fue
semejante en las tres estaciones. Aun cuando algunos autores (Chuel et al., 1984;
Hamma et al., 1988), mencionan que ciertas especies necesitan de un fotoperiodo para
sostener su crecimiento, como es el caso de Dunaliella tertiolecta, que continua su
division celular en la noche (Cuhel et al., 1984), el patron de crecimiento de estos
experimentos sugiere que Chaetoceros muelleri no mantiene un crecimiento sostenido
bajo los fotoperiodos que se registraron en estas estaciones, aunque esto no concuerda
con el patron de crecimiento de esta misma especie registrado por Borbén Mufioz y
Victoria Gallardo (1996) y Tinoco Villa (1996) en cultivos al exterior, que posiblemente se
debe a la mayor frecuencia con la cual se realizaron los conteos vy filtraciones durante
esos experimentos, que pudieran haber puesto en evidencia tendencias no
cuantificables en este trabajo.

Varios autores (Falkowski y Owens, 1980; Richmond, 1986; Ferris y Christian,
1991) han mencionado que una de las respuestas al fotoperiodo o adaptacion a la luz y
a la sombra, en algunos grupos de microalgas, puede manifestarse con un cambio en el
volumen celular, que en este caso se vio reflejado en los valores promedio del peso seco
organico normalizado de las tres estaciones. Aun cuando la tendencia al cambio de los
valores de P.S.0.N. durante el cultivo no fue tan evidente como la que se presenté en la
concentracion celular y en el peso seco organico por unidad de volimen, se puede

observar un patron semejante al registrado por los anteriores, debido a que en los
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periodos de obscuridad o después de ellos, los valores del P.S.O.N. se incrementaban,
lo que puede significar una baja tasa de division celular, ya que el P.S.O.N. esta
directamente relacionado con el volumen celular, el cual a su vez tiene una correlacion

negativa con la tasa de crecimiento (Fabregas et al., 1996).

La falta de proteccioén tuvo como consecuencia la introduccion a Ios. sistemas de
material ajeno como polvo, polen e insectos, entre otros que se reflejo de manera
particular en los altos porcentajes de cenizas obtenidos en las tres estaciones con
respecto a los valores reportados para Chaetoceros muelleri o para especies similares en
cultivos protegidos o de laboratorio (Brown, 1991; Lépez Elias, 1990; Lépez Elias y
Voltolina 1996). La introduccién de este material pudiera afectar las tasas de crecimiento,
pues puede interferir con la transmision de luz al cultivo aumentando su turbidéz
(Borowitzka, 1988).
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Iv. CONCLUSIONES

El uso del sistema con fotobiorreactor favorecié el crecimiento de las microalgas,
con menores tiempos de produccién en las estaciones de inviemo y primavera en
comparacion con las producciones obtenidas con el sistema tradicional, lo cual puede
repercutir en una disminucién del costo de produccion.

La mayor produccién obtenida por el sistema con fotobiorreactor, se registré en
primavera, seguida por la de verano y la de invierno.

Las producciones de invierno con el sistema con fotobiorreactor, fueron limitadas
y la causa mas probable fueron las bajas temperaturas de los cultivos, mas que la
cantidad de irradiancia y el fotoperiodo registrado en esa temporada. Esto no impidié que
la produccién del sistema con fotobiorreactor fuera mayor a la del sistema tradicional.

Las producciones del sistema con fotobioreactor en el verano fueron
probablemente limitadas por los altos valores de temperatura ya que no se midieron
diferencias importantes entre los valores de irradiancia registrados en esas dos
temporadas. Esto tuvo como consecuencia que los valores de produccion de los
fotobioreactores fueran similares a los del sistema tradicional.

Existe una disminucién del efecto de autosombreado, debido a un mejor régimen
de luz con el sistema de fotobioreactor, lo cual se reflej6 en un aumento significativo en
la produccién de células y de peso seco organico en el periodo de las 53.5-59.5 horas de
cultivo, en la produccion de invierno y primavera.

Se observo que Chaetoceros muelleri no presenta un crecimiento constante con
los fotoperiodos a los que estuvo expuesto en ambos sistemas de cultivo.

Con los datos disponibles no es todavia posible calcular si la inversion
representada por el dispositivo empleado para este estudio pudiera ser econémicamente
rentable. En particular, seria importante ensayar con un sistema de mayores
dimensiones, para aumentar la frecuencia y/o la duraciéon de exposicion a la luz en la
espiral.

Con todas estas reservas, es indudable que esta modificacion representa una

innovacioén con buenas posibilidades de rentabilidad, que merece ser estudiada con
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mayor detenimiento a mayor escala, a niveles compatibles con las necesidades de un
laboratorio de produccién comercial.

Una de las sugerencias a este trabajo es que en el sistema con fotobioreactor el
suministro de CO, se haga directamente a la entrada de la manguera, lo cual facilitaria
su mezcla y disminuiria el costo representado por este tipo de enriquecimiento.

Asimismo, se sugiere que se realicen nuevos ensayos con este sistéma en otros
periodos del aio y experimentando con otras cepas de microalgas de interés comercial,
analizando y comparando también la calidad de la biomasa que se produce con ambos

sistemas.
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