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RESUMEN

La captura de carbono a través del cultivo de microalgas se presenta como un
nuevo esfuerzo en la reduccion de la concentracion de CO; en la atmdsfera. Las
microalgas son microorganismos de rapido crecimiento con velocidad de
biofijacion de CO, relativamente alta, lo que le confiere una ventaja frente a otros
sistemas bioldgicos para la captura de este compuesto. Por eso es necesario que
dichos sistemas funcionen de manera eficiente, garantizando el trabajo con
especies de microalgas adecuadas y optimizandolos por medio del control de los

parametros que son importantes para el éxito de estos procesos.

Dicho lo anterior se realiza un proceso de investigacién para seleccionar cuatro
especies de microalgas prometedoras en cuanto a captura de CO», bajo criterios
de Produccion de biomasa y Productividad, en donde se hizo necesario realizar
ensayos de crecimiento con Aire y ensayos de crecimiento con Aire + CO, con el
fin de determinar caracteristicas de crecimiento y potencialidades en cuanto a los
parametros de seleccion establecidos. Fueron evaluadas en este estudio las
cepas de microalgas provenientes de American Type Cullture Collection:
Scenedesmus Obliquus ATCC 457, Scenedesmus armatus ATCC 429,
Scenedesmus sp. ATCC 464, Chlorella kesslerii ATCC 468, Chlorella sp. ATCC
853, Chlamydomonas moewusii ATCC 588 y de la Universidad de Texas: Chlorella
sorokiniana UTEX 1230, Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90 y Haematoccus
pluvialis UTEX 2505.

Los resultados obtenidos en estos ensayos, determinaron que la mayor
potencialidad en cuanto a la fijacién de CO; la tenian las cepas ATCC 457, ATCC
588, UTEX 90 y UTEX 2505, para las cuales se plantea un estudio de medios de
cultivo, que permita encontrar los parametros donde se maximiza la produccion de
biomasa de cada una de estas cepas, mediante la variacibn de las

concentraciones de los compuestos NaNO3; y K;HPO,4 en el medio de cultivo.



El estudio de las condiciones de cultivo que maximizan la produccion de biomasa
y la productividad se realiz6 mediante la metodologia de superficie de respuesta,
encontrando niveles oOptimos para ambos parametros dentro de la regidn
experimental para las cepas ATCC 457, ATCC 588 y UTEX 2505, y en el caso de
la cepa UTEX 90, los puntos de optimizacion, coinciden con un nivel de

concentraciones evaluado dentro del estudio.



ABSTRACT

Carbon sequestration through the cultivation of microalgae is presented as a new
effort to reduce the concentration of CO; in the atmosphere. Microalgae are fast
growing microorganisms with CO, biofixation rate relatively high, giving it an
advantage over other biological systems for the capture of this compound.
Therefore it is necessary that these systems work efficiently, ensuring the work
with suitable microalgae species and optimizing them through the control of the

parameters that are important to the success of these processes.

Having said that, it takes a research process to select four species of microalgae
promise for CO, capture, low biomass production standards and productivity,
where it was necessary to do growth assays and growth assays Air with Air + CO,
with the purpose of to determine growth characteristics and potential in terms of
the selection parameters set. Were evaluated in this study microalgal strains from
American Type Cullture Collection: Scenedesmus Obliquus ATCC 457,
Scenedesmus armatus ATCC 429, Scenedesmus sp. ATCC 464, Chlorella
kesslerii ATCC 468, Chlorella sp. ATCC 853, Chlamydomonas moewusii ATCC
588 and from University of Texas: Chlorella sorokiniana UTEX 1230,
Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90 and Haematoccus pluvialis UTEX 2505.

The results obtained in these tests, determined that the major potential in terms of
the CO;, fixation strains have ATCC 457, ATCC 588, UTEX 90 and UTEX 2505, for
which a new study of culture media that allows finding parameters which
maximizes the production of biomass in each of these strains, by varying

concentrations of the compounds NaNO3 and K;HPOy in the culture medium.

The study of the culture conditions to maximize the production of biomass and

productivity was realized by response surface methodology, finding optimal levels



for both parameters within the region experimental for strains ATCC 457, ATCC
UTEX 588 and 2505, and in the case of strain UTEX 90, optimization points

coincide with a level of concentrations evaluated in the study.



1. INTRODUCCION

1.1. Cambio Climatico y Gases de efecto invernadero (GEI)

El Cambio Climatico Definido como el conjunto de grandes y rapidas
perturbaciones provocadas por el aumento de la temperatura del planeta, el
Cambio Climatico esta catalogado como el problema ambiental mas importante al

que se enfrenta la humanidad.

Segun la Convencién Marco de las Naciones Unidas el incremento de emisiones
de gases de efecto invernadero (GEI) debidas a actividades antropogénicas, es la
causa del aumento de la temperatura media en la Tierra (IPCC, 2005). Los
principales GEI responsables del aumento de temperaturas son: dioxido de
carbono, metano, 6xidos de nitrdgeno y un grupo de compuestos gaseosos que
contienen cloro y fluor, como halogenuros de carbono, perfluorocarburos y
hexafluoruro de azufre. Entre dichos gases, el CO; es en la actualidad, el GEI mas
presente en la atmdsfera y representa en torno al 64 por ciento del total de las

causas de variacion del clima (OMM, 2011).

La Organizaciéon Meteorolégica Mundial (OMM) indicé que entre 1990 y 2010 hubo
un incremento del 29 por ciento en la fuerza de irradiacion (el efecto del
calentamiento atmosférico en el clima) derivada de los GEI y que el diéxido de
carbono (CO;) es el responsable del 80 por ciento de ese aumento. Desde el
principio de la era industrial en 1750, segun la OMM, su presencia en la atmosfera
ha aumentado en un 39 por ciento, y la Administracién Nacional Oceanicay
Atmosférica de Estados Unidos (NOAA, por sus siglas en inglés) anuncié que por
primera vez en la historia, el nivel de diéxido de carbono en la atmésfera (CO,)
superd las 400 partes por millén, indicando un récord de emisién de GEI y

enfatizando en la necesidad de emplear mecanismos para detener el aumento en



dichas emisiones y contener las transformaciones y cambios sobre el sistema

climatico y ambiental del planeta (NOAA, 2013).

1.2. Evolucion de las emisiones

Desde la revolucién industrial la combustién de productos organicos (entre ellos
los derivados del petréleo) junto a la deforestacion causada por la actividad
humana han incrementado en gran medida el nivel de concentracion de CO; en
la atmosfera. Alrededor de las emisiones de CO, (96.5%) provienen de
los combustibles fosiles, los cuales son la fuente de energia mas utilizada en el
mundo, donde el 86% de la energia procede de fuentes fésiles y su combustién es
responsable del 75% de las actuales emisiones antropogénicas. EI consumo de
energia primaria crecio una media de un 1,4% anual desde 1990 a 1995. Durante
ese mismo periodo las emisiones de CO, globales aumentaron, ratificando al
didxido de carbono (CO2) como gas de efecto invernadero antropogénico (Grafica

1) mas abundante en la atmésfera (OMM, 2012)
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Grafica 1. Promedio mundial de la fraccidon molar de los gases de efecto invernadero de
larga duracion CO,, CH4 y N,O respectivamente (a) y el indice de crecimiento para cada
uno (b) desde 1984 hasta 2011. El indice de crecimiento medio se muestra mediante

columnas en (b) (OMM, 2012)



Las proyecciones indican que la demanda energética en el mundo crecera un 58%
de 2001 a 2025. Este incremento en el consumo energético sera motivado
principalmente por los paises en vias de desarrollo, siendo los de la zona asiatica
los que experimenten un aumento mayor y pasen a consumir el doble de la
energia que consumen en la actualidad. Si estas predicciones se cumplen, el
aumento de emisiones mundiales de dioxido de carbono sera substancial, incluso
cuando los paises industrializados realicen grandes esfuerzos por reducirlas

(International Energy Outlook, 2003).
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Grafica 2.Consumo mundial de energia primaria anual (Cuatrillones de Btu/afio, 1

cuatrillon=1015 Btu) por las diferentes fuentes, desde 1970 a 2001 y su prediccion hasta
2025. (International Energy Outlook 2003).

1.3. Sistemas de captura y reduccién del CO,

Existe una gran variedad de tecnologias desarrolladas y otras en proceso de
desarrollo con el objetivo de reducir las emisiones y concentraciones de CO; en la
atmosfera. Una opcion de mitigacion de GEI se define como cualquier accion que

dé como resultado una reduccién en las emisiones de un sector determinado, por

R



ejemplo, la eficiencia energética, que reduce el consumo de electricidad y, en
consecuencia, la quema de combustibles necesaria para generarla. Los objetivos
de reduccion, los costos, el potencial de cada tecnologia, el impacto ambiental
asociado, y factores sociales, como la aceptacion publica, seran determinantes
para la eleccion de la tecnologia mas adecuada a cada situacion concreta. Segun

el IPCC las opciones de reduccion son (IPCC, 2005):

e Mejora de la eficiencia energética en aspectos de conversion, transporte y

uso final de la energia.

e Transicion de tecnologias basadas en el carbdn a tecnologias basadas en

gas natural para la produccion eléctrica.

e Aumento de las fuentes de energia de baja emision, es decir renovables y
nuclear. Como estrategia para cubrir parte de la demanda energética del

futuro.

e Captura y secuestro de CO,; (CCS, CO, Capture and Sequestration).

Captura el CO; y posterior almacenamiento en el subsuelo.

e Secuestro de CO2 en sumideros naturales o biologicos, como son las

plantas y los océanos.

Las opciones propuestas por el IPCC estan divididas en dos grupos, el primero de
ello reune aquellos mecanismos que evitan las emisiones de CO, y las que
permiten fijar o eliminar el CO,, como lo es la captura y la implementacion de
sumideros naturales o biolégicos, que para efectos de este trabajo, son las mas

pertinentes a discutir.



1.3.1. Captura de CO, mediante sistemas biolégicos

La fijacion biologica del CO; se lleva a cabo por los procesos fotosintéticos de
todas las plantas terrestres y un enorme numero de microorganismos

fotosintéticos (Skjanes et al., 2007 ) .

La captura de CO, por los ecosistemas vegetales terrestres constituye un
componente importante en el balance global de Carbono (C). A escala mundial se
considera que la biosfera terrestre fija cerca de 2.000.000 toneladas/aino (UNESA,
2005). Este valor es resultado de la diferencia entre la absorcion fotosintética de
CO, y las pérdidas por respiracion, por descomposicién de la materia organica y
por perturbaciones de diferente naturaleza. A este valor le se denomina
produccion neta de la biosfera (PNB), y es la cantidad que a largo plazo queda
almacenada en el sumidero (UNESA, 2005). Sin embargo, las plantas parecen
contribuir solo con el 3-6% de las emisiones globales de CO; en el planeta
(Skjanes et al., 2007), mostrando en este sentido, menor eficiencia que los
procesos de captura llevados a cabo por microalgas y cianobacterias, quienes
reportan una eficiencia de fijacion de CO, aproximadamente entre 10-50 veces
mejor que las plantas (Costa et al., 2000). Los sistemas de captura que involucran
microalgas y cianobacterias, ademas de su eficiencia, revisten importancia gracias
a que crecen rapidamente, fijan las mayores cantidades de CO; del planeta
(Gonzalez., et al 2011), contienen compuestos valiosos y son cosechadas de

manera facil (Cheng et al., 2006)

Cuando se combina la captura de CO,, la produccién de biocombustibles, y el
tratamiento de aguas residuales con sistemas de microalgas, se ofrece una
alternativa bastante prometedora para las actuales estrategias de mitigacion de
CO;, (Wang et al., 2008) .



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los sistemas de captura de CO, con microalgas necesitan tener en cuenta ciertas
consideraciones que hagan mas eficientes dichos procesos, entre estas se
encuentran: la especie de microalga, la proporcion de nutrientes en el medio, la
intensidad luminica, el pH, la temperatura y el porcentaje de CO, utilizado en el
gas de alimentacion (Toledo-Cervantes et al., 2013). La eficiencia en la fijacion del
Coz en los cultivos, es directamente proporcional a la velocidad de crecimiento de
las microalgas (Gonzalez et al., 2009) y aunque muchos estudios previos se han
centrado en la identificacion de aquellas especies de microalgas que puedan
tolerar altas concentraciones de CO,, también se ha probado la capacidad de
fijacion en sistemas de cultivo con inyeccidon solo de aire o alimentado con bajas
concentraciones de CO, (Ramanan et al, 2010), buscando aquellas condiciones

que favorezcan la produccion celular y la eficiencia de dichos sistemas.

Como se ha mencionado, los componentes del medio desempeiian un rol esencial
en el funcionamiento de los cultivos, pues deben cumplir con los requerimientos
para el crecimiento y la formacién de productos, suministrando energia para la
sintesis de metabolitos y para el mantenimiento celular 8J. Cheng et al., 2013). De
esta manera se establecen cultivos dirigidos a la produccion celular, mejorando
los niveles de productividad y proporcionando una biomasa enriquecida con
compuestos de interés comercial (Ortega et al., 2004)

De aqui la importancia de investigar y desarrollar nuevas formulaciones respecto
a medios sintéticos que puedan modelar de manera directa el crecimiento de las
diferentes especies de microalgas, mediante la modificacion de ciertos
compuestos en medios especificos para crecimiento, como puede ser la variacién
de nutrientes fundamentales como el fésforo y el nitrégeno, dos compuestos

principales en la nutricion de este tipo de microorganismos y que afectan



directamente el crecimiento celular e influencian la produccion de otro tipo de
compuestos. De este modo, evaluar la manera en que la disponibilidad o
deficiencia e interaccion de ambos nutrientes direcciona el crecimiento en los
sistemas de produccion, es importante para determinar formulaciones especificas
que segun las necesidades y disposicién de recursos econdémicos puedan permitir
el logro y cumplimiento de las expectativas de produccion y la optimizacion de los
sistemas de cultivo, centrando los esfuerzos en mejorar la eficiencia de los

procesos (Gonzalez-Lépez et al., 2011)



3. JUSTIFICACION

Parte de las emisiones de GEI, especificamente las provenientes de las
actividades desarrolladas por el hombre, como es el caso de la quema de
combustibles fosiles, aportan alrededor del 75 % del CO, y gran parte del metano
y del 6xido nitroso presente en la atmosfera (IPCC, 2005). Debido a la enorme
magnitud de dichas emisiones, es preciso implementar técnicas y alternativas que
permitan desarrollos para la reduccién de tales emisiones, que en conjunto con las
tecnologias alternas en cuanto a la generacion de energias renovables y la
eficiencia en los procesos, permitan la captura del CO; y su posible valorizacién
dentro de otro tipo de procesos (IPCC, 2005)

La tecnologia de captura de CO, mediante el cultivo de microalgas, se presenta
como una alternativa eficiente en la transformacién de este compuesto en
productos de alto valor aplicables a amplios sectores de la produccién, sumado a
su gran potencial en la generacion de nuevas formas de energia (Skjanes, 2007).
Esto le confiere a las microalgas ciertas ventajas a la hora de ser elegidas como
aplicaciones biotecnolégicas para el cumplimiento de tal objetivo; donde la
investigacion en cuanto a la manera de volver mas eficientes los sistemas de
crecimiento, se traduce en un aporte importante en el desafio global de reducir y
mitigar los efectos negativos causados por las altas concentraciones de CO,

presentes en la atmésfera.
Participar de un desafio global como es la reduccién de GEI mediante procesos
bioldgicos con microalgas generando informacion que permita conseguir eficiencia

y productividad en los sistemas de crecimiento.

En este contexto, el estudio de los principales agentes que regulan el

funcionamiento y produccion en los cultivos de estas especies desempefa un



papel importante para el avance del conocimiento de los sistemas de produccién y
de los factores directamente asociados a la generacion de biomasa y de otro tipo

de compuestos.



41.

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la produccion de biomasa y la productividad a partir de la variacién en el

medio autotrofico de la concentracidn de NaNO3; y K;HPO4 para cuatro cepas de

microalgas seleccionadas experimentalmente en estudios con aire y aire

enriquecido con CO..

4.2.

4.21.

4.2.2.

4.2.3.

424,

Objetivos Especificos

Disefiar un protocolo para el mantenimiento y conservacion de las
especies de microalgas estudiadas que permita el trabajo vy

disponibilidad de células viables

Evaluar el crecimiento de 9 cepas de microalgas por medio de ensayos
con aire y aire enriquecido con CO,, para seleccionar las cuatro mejores

especies bajo criterios de produccion de biomasa y productividad.

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de NaNO3 y K2HPO4
en el medio de cultivo, sobre el crecimiento de las cuatros especies de

microalgas seleccionadas a una concentracion fija de CO,

Validar experimentalmente los valores de produccion de biomasa y
productividad con base en las condiciones de concentracion de NaNOs y
KoHPO,, resultado del analisis estadistico en el estudio de medios de

cultivo.



5. MARCO TEORICO

5.1. Microalgas

Las microalgas definen a un grupo muy amplio de microorganismos fotosintéticos,
catalizadores del proceso de fijacion del CO,, convirtiéndolo en materia organica.
Abundan en los océanos, lagos, rios y arroyos, donde forman el llamado
fitoplancton; la mayoria son fotoautétrofas aunque, algunas formas son
heterétrofas facultativas u obligadas, y unas cuantas son fagotréficas (Chisti,
2007).

Pueden clasificarse como procariotas y eucariotas. Las microalgas procariotas o
Cyanobacterias tienen ribosomas mas pequefios y no poseen organelos limitados
por membrana. Lo que define a las microalgas eucariotas es la presencia de
cloroplastos y una doble membrana en el nucleo. Algunas especies de microalgas
poseen mecanismos de locomocion como flagelos y flujos de mucilago a través de
poros en la pared, esta es una condicion caracteristica de las microalgas que
forman colonias. Las especies unicelulares en la mayoria de los casos no tienen
movilidad (Graham y Wilcox, 2000).

Las microalgas muestran alta capacidad fotosintética y al igual que las plantas
terrestres, a través de la fotosintesis, fijan el CO, atmosférico como parte de sus
procesos metabdlicos basicos. Esto las hace responsables de al menos el 80% de
la actividad fotosintética del planeta (Chisti, 2007)

Estos microorganismos tienen ciclos de vida cortos y con frecuencia involucran la
formacion de esporas de resistencia, o que les permite vivir durante periodos
desfavorables. Su nutricion se da basicamente por la absorcion en forma iénica de

Carbono, Hidrogeno, Oxigeno, Nitrogeno, Fosforo, Azufre, Potasio, Calcio, Hierro,



Magnesio, y de otros compuestos como Manganeso, Boro, Cobalto, Cobre, Zinc y
Molibdeno en cantidades traza. Sin embargo, para algunas especies son
necesarias otras moléculas inorganicas y organicas complejas, incluyendo la
vitamina B12 (Lara et al., 1996).

5.1.1. Composiciéon

La versatilidad del metabolismo de las microalgas las hace extremadamente
interesantes; ademas de ser la biomasa que presenta un crecimiento mas rapido,
su cultivo controlado supone ventajas relativas a su capacidad de almacenamiento
de CO,, acumulacién de moléculas de alto valor comercial y aplicacién en la
industria como es el caso de los lipidos (empleados en la produccién de biodiesel,
fitometabolitos para la industria farmacéutica, carbohidratos y proteinas como
base alimenticia de ciertos animales, entre otros; ademas de su amplio uso en la
remediacion y depuracion de efluentes industriales altamente contaminados.

Como las microalgas poseen estructuras sencillas su composicion consiste
basicamente en carbohidratos, proteinas y lipidos, aunque también son fuente de
vitaminas como la A, B1, B2, B6, C, y E. Respecto al contenido de carbohidratos
las formas mas comunes en las que se encuentran son glucosa, almidon y

variedad de polisacaridos altamente digestibles.

El contenido de lipidos tanto para su uso en alimentos como para la produccion de
biocombustibles puede variar entre rangos de 1 - 35% y 20 - 80%
respectivamente. La produccion de los compuestos potencialmente utiles a partir
de microalgas estan estrechamente ligados a factores de tipo ambiental, el
sistema de cultivo y los métodos de cosecha (Satyanarayana et al. 2011).

Otro factor fundamental en la composicién bioquimica de las especies y la

productividad en los cultivos es la composicion del medio y la disponibilidad de los



nutrientes que determinan la inhibicion o crecimiento de la biomasa. La
optimizacion de los niveles de nutrientes fundamentales para el crecimiento, la
intensidad de luz, la salinidad, temperatura y el pH pueden repercutir en la
obtencion de mayores niveles de productividad en los cultivos. (Brennan y
Owende, 2010).

5.1.2. Aplicaciones de las microalgas

Las microalgas han comenzado a desempefiar un papel importante en la
biotecnologia gracias a la amplia variedad de metabolitos con alto valor comercial.
Entre sus aplicaciones se encuentran el uso en la industria alimenticia, agregando
valor nutricional en alimentos, amplia utilidad en la acuicultura, en la industria
cosmética y en la obtencion de farmacos. Ademas de esto, son fuente para la
obtencion de biocombustibles renovables gracias a los altos contenidos lipidicos
en su estructura, a la alta eficiencia fotosintética y a su rapida velocidad de
crecimiento (Chisti, 2007).

De otro lado, las microalgas se presentan como una alternativa fuerte en los
sistemas bioldgicos de mitigacidén y reduccion de los problemas ocasionados por el
incremento en los niveles de CO, y sus implicaciones en la dinamica terrestre
como el cambio climatico. Esta ventaja frente a otros sistemas naturales, tiene que
ver con su habilidad de fijar CO, atmosférico y su fijacion por medio de la energia
solar con una eficiencia de 10 a 50 veces mayor que las plantas terrestres (Li et
al., 2008). La estrategia de utilizar microalgas para la reduccion de CO; ofrece
ciertas ventajas: 1) tienen altas tasas de crecimiento y habilidad para fijar CO, en
comparacion con las plantas forestales, agricolas y acuaticas (Chisti, 2007; Li et
al., 2008), 2) permiten reciclar el CO, ya que el diéxido de carbono es convertido
en energia quimica via fotosintesis, lo cual puede ser convertido en combustibles

utilizando tecnologias existentes y 3) la mitigacién del CO, por reaccion quimica



requiere de energia y costos de proceso, y el unico incentivo econdmico son los
créditos de CO, que se generan en el marco del Protocolo de Kyoto. Por otra
parte, la mitigacion biolégica de CO, utilizando microalgas, podria ser rentable al
combinarse con la produccion de biocombustibles, tratamiento de aguas

residuales o la obtencién de productos de alto valor agregado (Wang et al., 2008)

5.2. Fijacién del CO,

Las microalgas normalmente crecen suspendidas en medio acuatico realizan los
mismos procesos fotosintéticos que las plantas superiores terrestres, es decir,
utilizan la energia solar para convertir el agua y el CO, en biomasa y oxigeno. Las
microalgas presentan ventajas unicas frente a otros organismos capaces de fijar
CO; (Benemann, 2003):

1. Pueden utilizar directamente el CO, proveniente de una corriente de gases de
combustion sin necesidad de que sea tratado previamente.

2. Poseen un potencial de productividad mucho mayor que el de las plantas
superiores y otras plantas acuaticas.

3. Para su produccion en sistemas de cultivo abiertos se pueden aprovechar
recursos no adecuados para la agricultura, como aguas residuales, marinas,
suelos arcillosos y salinizados por lo que respecto a los usos del suelo y del
agua no compiten con la agricultura.

4. Los tiempos de generacion celular (td, el tiempo necesario para que un alga se
duplique), son de un dia o0 menos, permitiendo el desarrollo de procesos de

produccién mas rapidos.



5.2.1. Fotosintesis y fijacién del CO;

Las microalgas son individuos unicelulares o pluricelulares cuyas células
funcionan independientemente, realizando todas las funciones vitales. Obtienen su

energia gracias a su capacidad para realizar la fotosintesis.

La fotosintesis, proceso por el cual el agua se descompone en oxigeno y un
agente reductor necesario para la reduccién de CO;, a carbono organico, es un
mecanismo complejo y muy eficiente, resultado de varios millones de afios de
evolucion. Este proceso es realizado por cianobacterias (procariotas), microalgas

(eucariotas), macroalgas y plantas superiores.

Como todos los organismos fotosintéticos, las algas utilizan el CO, como fuente de
carbono. En ausencia de este compuesto practicamente no hay crecimiento, o hay
una limitante en la productividad cuando el suministro de este compuesto es
deficiente. Segun la composicion quimica media de la biomasa de las algas, se
necesitan 1.8 toneladas de CO, para producir una tonelada de biomasa (Becker
1994).

Del proceso fotosintético, las microalgas obtienen la energia necesaria para llevar
a cabo la sintesis de carbohidratos y como via de captura y fijacion del carbono y

oxigeno presentes en la atmdsfera.

Energia luminosa
60R2+ 62127 R6E12[6+ 6@2 (AR +2870

El proceso global esta compuesto por dos subprocesos en todos los organismos
fotosintéticos: el primero esta constituido por una serie de pasos denominados
reacciones luminosas, donde se utiliza la energia de la luz solar para llevar a cabo

la oxidacion fotoquimica del H,O, con esta oxidacién se consigue primero que el



agente oxidante NADP+ se reduzca a NADPH, produciendo equivalentes
reductores y la liberacion del O,, y ademas que la energia luminosa se capture
mediante la fotofosforilacién. En el segundo subproceso llamado reacciones
oscuras de la fotosintesis, el NADPH y el ATP producidos por las reacciones
luminosas se utilizan para la sintesis reductora de los carbohidratos a partir del
CO, y el agua (Mathews y van Holde, 2005)

Todas las microalgas utilizan el carbono inorganico para sintetizar componentes
organicos. Estudios detallados, acerca de la incidencia de la fuente de carbono en
la productividad de las microalgas, destaca que el HCO3 es una fuente de
carbono facilmente asimilable por las células, pero pobre comparada con el aporte
de carbono por parte del CO, (Carvalho et al., 2006). El contenido de CO; en el
aire es de 380 ppm, lo que representa que es una fraccion muy pequefia que la
que se transfiere al medio de cultivo, por lo que se buscan fuentes alternativas de
suministro de este compuesto, ya sea en forma de gas puro o como gas resultado

en un proceso de combustién. (Carvalho et al., 2006).

El CO, que es tomado por las células se incorpora de inmediato al ciclo de Calvin
por la enzima Rubisco, donde se obtiene como metabolito intermediario al acido 3-
fosfoglicérico (PGA) para posteriormente participar en la sintesis de

macromoléculas tales como proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos.
En las reacciones luminosas de la fotosintesis se produce ATP y NADPH

importantes en la sintesis de carbohidratos, proceso que se da en el ciclo de

Calvin a través de la fase carboxilativa, reductiva y regenerativa.



5.3. Cultivo de microalgas

Las microalgas tienen requerimientos minimos de cultivo tanto nutricionales como
fisicos. En los primeros se encuentra el medio de cultivo y su composicion, de este
depende la produccion de biomasa y metabolitos, en los segundos se tienen
factores como la intensidad luminica, el fotoperiodo, la temperatura y el pH, que

pueden de igual manera afectar el comportamiento de la microalga (Qin, 2005).

La disponibilidad de nutrientes en el medio, sumado a la fuente de energia son
aspectos fundamentales para la reproduccion, el mantenimiento celular y la
biosintesis de los compuestos necesarios para el crecimiento. Las necesidades
nutricionales estan directamente relacionadas con la disposicion de
macronutrientes como nitrégeno, fosforo, magnesio, calcio y azufre,
micronutrientes como hierro, cobre, molibdeno, manganeso, sodio, cobalto,
vanadio y silicio, y en algunos casos, por la presencia de factores de crecimiento
como las vitaminas del complejo B (biotina, tiamina y cianocobalamina) (Zaborsky
et al.,1983).

5.3.1. Macronutrientes

Los macronutrientes son esenciales para las microalgas en cantidades de gramos
por litro en el medio de cultivo (g/L). Cumplen su funcién, principalmente en la
sintesis de compuestos celulares que forman parte de las estructuras algales.
Para estimar los requerimientos minimos de estos nutrientes se puede emplear la

féormula aproximada de la biomasa CH1 8300 4s8No 11Po 01 (Chisti, 2007).



5.3.1.1. Fuente de carbono

El macronutriente mas importante es el carbono, puede suministrarse al cultivo en
forma organica o inorganica. La fuente principal de carbono inorganico es el CO,
empleado para el crecimiento celular bajo condiciones fotoautotréficas, aunque
algunas microalgas pueden utilizar compuestos organicos como la glucosa en
condiciones de cultivo heterotréficas o mixotroficas. Generalmente, el CO, se
suministra al cultivo mezclado con aire (Abalde et al., 1995) y ademas de servir
como fuente principal para la nutricion microalgal, representa el método de control
y mantenimiento de los niveles 6ptimos de pH para los cultivos, a través del
sistema de equilibrio

?
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El sistema bicarbonato-carbonato puede aportar CO, para la fotosintesis mediante

las siguientes reacciones:

B,2 B B,

Estas reacciones permiten que durante la fijacion fotosintética del CO, se acumule

en el medio provocando un aumento del pH.

5.3.1.2. Fuente de Nitrégeno

Después del carbono, el nitrdgeno es el nutriente mas importante que contribuye a

la produccion de biomasa. La respuesta tipica a la limitacion de este nutriente es



la decoloracion celular y la acumulacion de compuestos organicos como
polisacaridos y ciertos aceites (Converti et al., 2006) El suministro de este
compuesto puede hacerse al medio como nitrato, amoniaco y urea y aunque el
nitrito también puede ser utilizado, éste alimentado en altas concentraciones
puede ser téxico para las microalgas. (Kaplan et al.,1986). En especies de
microalgas como Chlorella y Scenedesmus se ha observado su capacidad de

crecer en cualquier fuente de nitrogeno (Q. Lin, J. Lin: 2010).

Una consideracion importante en los sistemas de cultivo que permitan alcanzar
altos rendimientos en la produccion de masa celular es garantizar la alimentacién

adecuada de este nutriente.

La mayoria de las algas verdes son capaces de sintetizar todos los compuestos
nitrogenados que requieren para su crecimiento a partir de fuentes de nitrégeno
inorganico, como los mencionados anteriormente. Donde este compuesto tiene
incidencia directa en la formacion de acidos nucleicos y proteinas (A. Converti et
al., 2006).

Asimilacion del Nitrégeno inorganico

La asimilacion del nitrogeno inorganico la realizan los microorganismos y las
plantas superiores y constituye uno de los procesos claves en el ciclo del

nitrégeno en la biosfera.

Las formas inorganicas de este elemento en la naturaleza poseen estados de
oxidacién que van desde (+5) en el nitrato hasta (-3) en el amonio, pasando por el
nitrogeno molecular (0), dichas formas son asimiladas por los organismos citados
y constituyen, bajo el punto de vista cuantitativo, un movimiento de 2x10*

megatoneladas de nitrégeno por afio.



La asimilacion del nitrato en microalgas eucariotas incluye 3 procesos

fundamentales:

1.

Transporte de nitrato al interior de la célula, que es dependiente de la
energia metabdlica y esta mediado por permeasas especificas (Florencio y
Vega, 1982; Ullrich, 1987)

Reduccién de nitrato hasta amonio, que se consigue por la accién
consecutiva de la nitrato reductasa (NiR), es independiente de ATP y
requiere 8 electrones (Guerrero et al, 1981)

Incorporacion de amonio a esqueletos carbonados, como grupo Famino del
glutamato, es un proceso catalizado por el ciclo glutamina sintetasa (GS)-
glutamato sintasa (GOGAT), el cual sintetiza una molécula neta de
glutamato con el concurso de 1 ATP y 2 electrones (Guerrero et al, 1981).
Es importante destacar que ademas del amonio primario, que es aquel que
procede de la reduccién de nitrato o que se toma directamente del medio,
también se origina en microalgas amonio intracelular por descarboxilacion
de glicina (Foto respiracion), o por degradacion de proteinas, seguida de
desanimacion y desamidacién de aminoacidos. EI amonio asi formado se
recicla por medio de la ruta GS-GOGAT (Guerrero et al, 1981)

5.3.1.3. Fuente de fésforo

Requerido para el crecimiento microalgal y la formacién del ADN y el ARN, el

fésforo es usualmente suministrado en exceso en forma de fosfatos ya que éstos

forman complejos con los iones metalicos, ocasionando que no todo el fosforo

esté disponible para la produccién de biomasa (Chisti, 2007). Al igual que el

nitrogeno, hay reportes de mayores acumulaciones de lipidos con una limitacion
de fosforo ( Xin et al, 2010).



Es el principal nutriente requerido para el crecimiento normal de las microalgas, la
formacion de ADN y ARN; en concreto para todos los procesos celulares donde se
metabolizan los carbohidratos y donde se da la transformacion y transferencia de
energia (Waites et al. 2001).

Su asimilacion es dependiente de la energia generada en la fotosintesis y en la
respiracién microalgal. Cantidades menores a 50 [g/I limitan el crecimiento de las
algas verdes y su nivel 6ptimo esta entre 100 y 2000 [ g/l (Spreitzer et al. 2002).
Similar a lo que sucede con el nitrogeno, la limitacion del fosforo sugiere mayor

acumulacion de lipidos en las células

5.3.1.4. Fuente de Hierro

Este es un elemento importante para el crecimiento de las células, ya que juega
un papel fundamental en el metabolismo, siendo constituyente de los citocromos.
Es usado para el transporte de electrones, reduccion de nitritos y nitratos, ademas
participa en la asimilacion del nitrogeno como parte funcional de la ferrodoxina y
afecta la sintesis de ficocianina y clorofila. El requerimiento de hierro depende de
la fuente de nitrogeno; es mas alto cuando se utiliza el i6n nitrato en lugar del i6n
amonio (Watanabe, 2005). Su requerimiento también aumenta con la disminucién

de la intensidad de luz y decrece con el aumento de la duracion del fotoperiodo.

La coloracion amarilla en cultivos de microalgas es un indicador de la deficiencia
del hierro en el medio, sin embargo un exceso de éste inhibe el crecimiento de la

biomasa de microalgas (Serrano et al, 2011)

5.3.1.5. Fuente de Magnesio



El magnesio es un constituyente indispensable de la molécula de clorofila y
cofactor de diversas enzimas asociadas con la fotosintesis y la respiracién, sobre
todo en los procesos de fosforilacion. Una de esas enzimas importantes es la
Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) que cataliza el primer paso
de la red fotosintética de la asimilacion del CO, atmosférico y de la oxidacion del
carbono en la foto-respiracién (Spreitzer, 2002). Se ha comprobado sobre un
extracto crudo de Dunaliella tertiolecta (Clorofita) que la actividad de Rubisco ha
sido regulada como respuesta a la concentracion de Mg*? en forma de MgCl, y
que conforme aumenta la concentracion de éste, aumenta la actividad enzimatica,
mostrando la mayor actividad a una concentracion 20 mM de MgCl, (Maclintyre et
al.1997).

5.3.2. Micronutrientes

Los micronutrientes son requeridos por las microalgas en cantidades de
miligramos por litro (mg/L) o microgramos por litro en el medio de cultivo (u/L).
Tienen especial importancia en el adecuado funcionamiento de las células
(Barsanti et al., 2006).

Estos hacen parte de enzimas necesarias para el transporte de electrones, la
fijacién y transporte del CO,, la transcripcion del ADN vy la fijacidén y transporte del
nitrégeno, entre otras (Watanabe, 2005)

5.3.2.1. Fuente de Silicio
Después del oxigeno, éste es el segundo elemento mas abundante; representa

alrededor de una cuarta parte de la masa terrestre como diéxido de silicio y varios

silicatos. Los organismos fotosintéticos utilizan este compuesto en su forma de



acido ortosilicico. El silicio tiene un efecto positivo en el crecimiento de diatomeas,
pero afecta de manera negativa la produccion de lipidos en estas especies. En las
especies de algas en general, la deficiencia de este compuesto afecta la
incorporacion de fésforo y de azufre en las células. Otro aspecto tiene que ver con
la disminucidn en la capacidad fotosintética de las células, lo cual modifica la
sintesis de lipidos y de carbohidratos, es decir su composicion bioquimica
(Coombs et al. 1967, Coradin et al. 2006).

5.3.2.2. Fuente de Manganeso

El manganeso es de vital importancia en los procesos fotosintéticos llevados a

cabo por las células entre estos la sintesis de clorofila y la utilizacion del O,/CO,

5.3.3. Elementos traza

Los medios de cultivo empleados en el crecimiento de microalgas requieren

ciertas trazas de elementos como el cobalto y zinc, incorporados en la estructura y

sintesis del ARN. Otros elementos como boro y cobre son utilizados por las

células para la realizacién de la fotosintesis y en la asimilacion y reduccion de

nitratos, el elemento traza mas importante es el molibdeno (Li et al. 2006).

5.3.4. Vitaminas, proteinas y otros cofactores en el crecimiento

Algunas microalgas presentan un requerimiento de pequefias cantidades de

vitaminas, principalmente del complejo B. Los atributos nutricionales de las

microalgas dependen en gran medida de factores intrinsecos, como su



composicion bioquimica, tamafo, digestibilidad de la pared celular y su baja
toxicidad (Carvalho et al. 2006).

5.3.5. Factores externos involucrados en el crecimiento

Para el crecimiento de cualquier organismo fotosintético se requiere luz, CO,,
agua, nutrientes minerales en solucion y una temperatura ambiente adecuada

para la actividad metabdlica.

Cuando el suministro de CO, y agua no son limitantes, factores como la
temperatura, iluminacion, turbulencia, viscosidad y la tasa de renovacion del agua
son importantes para las microalgas. Todas las especies tienen rangos optimos de
desarrollo segun las caracteristicas de luz y temperatura; cuando estos factores
cambian, las poblaciones existentes adaptadas a estas condiciones disminuyen o
incluso desaparecen y son sustituidas por otras especies adaptadas a las nuevas

caracteristicas (Barsanti et al., 2006).

5.3.5.1. lluminacién

La actividad fotosintética de las microalgas es un proceso que depende de la
cantidad y la calidad de luz utilizada en los cultivos. Este puede convertirse en un
factor limitante en la produccion de biomasa y de otros compuestos (Perner-
Perner-Nochta et al, 2007)

Cuando se habla de iluminacion, se deben contemplar dos factores: La irradiancia,
que se refiere al flujo de luz por unidad de area a la cual estan expuestas las
microalgas, y el fotoperiodo, el cual es la cantidad de horas durante el dia en la
que las microalgas son sometidas a dicha irradiacion (L. Barsanti y Gualtieri,

2006). La luz utilizada por las microalgas esta en el intervalo de 300 a 700 nm,



conocida como radiacién fotosintéticamente activa; la cual constituye alrededor de
un 43% de la radiacién solar total y su energia es equivalente a la de la luz
monocromatica a 575 nm. En algunos casos, la irradiacion a la cual se somete los
cultivos de microalgas puede causar fotoinhibicién, cuando las antenas que son
los componentes celulares encargados de la absorcion de la energia luminica se
dafan por accion del exceso de esta en el sistema (Perner-Nochta et al, 2007).

Cuando se emplea irradiacion artificial, el fotoperiodo hace referencia a los ciclos
de iluminacién expresados en horas de Luz: Oscuridad los cuales pueden ir desde
12:12, 18:6 y 14:10 (Barsanti y Gualtieri, 2006). El periodo de iluminacion puede
ajustarse de acuerdo a los objetivos del cultivo: el fotoperiodo continuo (horas de
iluminacion prolongada) produce crecimientos rapidos y un fotoperiodo con horas
de luz y obscuridad semejante al fotoperiodo solar mantiene un crecimiente

normal y saludable. (Sunda y Huntsman. 2004).

5.3.5.2. Temperatura

La temperatura es otro parametro fundamental para el crecimiento de las
microalgas. La biomasa microalgal al igual que la de otros microorganismos
responde continuamente a valores claves de temperatura: una temperatura
minima, aproximadamente 16T, por debajo de la cual no es posible el
crecimiento; una temperatura Optima, entre 16 y 27°C dependiendo de la
microalga, a la que se produce el crecimiento mas rapido y una temperatura
maxima, cercana a los 35T, por encima de la cual no es posible el crecimiento,
dado que algunas proteinas pueden sufrir danos irreversibles (Madigan, et al.,
1999).

Los cultivos de microalgas que crecen por debajo de la temperatura optima
generalmente son mas sensibles a la fotoinhibicion que aquellos que se mantienen

en el valor ideal. La temperatura de crecimiento también afecta la composicion



bioquimica de las células (Barsanti y Gualtieri, 2006); se ha encontrado que a
temperaturas entre 20T y 25T hay un éptimo en la produccion de lipidos en
especies de microalgas como Nannochloropsis, Chlorella o Scenedesmus,

reflejando lo contrario a temperaturas mayores (Converti et al., 2009).

5.3.5.3. pH

Respecto al pH, las microalgas cultivadas muestran una alta dependencia a este
parametro donde se registra un 6ptimo bien definido, el cual se encuentra apenas
por encima de la neutralidad, por lo que son clasificados como microorganismos
neutrofilos. En sistemas de cultivos cerrados el pH tiende a variar debido al
consumo de algunos nutrientes y al CO, que se solubiliza y consume; para evitar
esto, se emplean tampones. El tampon mas comun es el de fosfatos que funciona

bien a valores de pH cercanos a 7 (Barsanti y Gualtieri, 2006).

Sin embargo, las microalgas pueden soportar mas facilmente un aumento en el
pH, que una diminucion de este en el medio, esta es una condicion fatal para ellas
(Abalde et al, 1995), sin embargo pueden presentar inhibicion a un pH de 11 en
adelante (Chowdhury et al, 1995).

La dependencia de las microalgas al pH se debe a que existe un gradiente de
concentracion de hidrogeniones a través de su membrana celular, ya que esta no

es libremente permeable, por lo que las concentraciones de hidrogeniones intra y
extracelulares no estan necesariamente en equilibrio (Abalde et al, 1995).

5.3.5.4. Agitacion



La agitacién se vuelve un parametro fundamental para obtener altos rendimientos
en la produccién de biomasa, cuando los requerimientos nutricionales y las
condiciones ambientales ya han sido garantizadas. En sistemas cerrados, la
aireacion cumple con el objetivo fundamental de garantizar que las células
permanezcan en suspension, con el fin de que siempre estén en contacto con la
luz, tanto en la superficie del fotobiorreactor como a través de las paredes
transparentes. Entre otros aspectos importantes, la agitacion facilita la
homogeneizacién de nutrientes en el medio y elimina los gradientes ya sea
salinos, térmicos o de concentracion respecto a los volumenes de trabajo en los
cultivos. Un adecuado mezclado favorece una distribucion homogénea de las
células, de los metabolitos, el calor y la transferencia de gases a través de la
interfase gas-liquido (Abalde et al., 1995).

5.4. Métodos de cultivo

El cultivo de microalgas se puede realizar de varias maneras, en sistemas
cerrados como fotobiorreactores o en estanques abiertos. Cuando el cultivo se
realiza en sistemas cerrados, es posible controlar variables como la iluminacién, la
temperatura, los parametros nutricionales y la contaminacion; mientras que la
produccién de biomasa en estanques abiertos se hace muy dificil, sobre todo en
amplios periodos de tiempo, por el poco control que se tiene de las variables
anteriormente mencionadas (Pulz, 2001). Los cultivos abiertos, ya sean en
interiores o exteriores, son mas propensos a contaminacion que los cultivos
cerrados (Molina- Grima, 2008). El cultivo de microalgas también puede ser
continuo, semicontinuo o por lotes, siendo el ultimo el mas comun debido a su
simplicidad y a las ventajas que ofrece en cuanto a costos y operacion (Pulz,
2001).



Condiciones tales como las caracteristicas biolégicas de la microalga, el objetivo
de la produccion de biomasa, la energia, la eficiencia en la utilizacién de la luz, el
suministro de nutrientes, el control de la temperatura, el estrés hidrodinamico vy el
control de la contaminacion con el fin de mantener el cultivo microalgal, entre
otros, son aspectos fundamentales a la hora de elegir el método de cultivo
(Molina- Grima, 2008)

5.4.1. Tipos de reactores

Se han utilizado una gran diversidad de reactores para el cultivo de microalgas. A
pequena escala, los reactores presentan formas tubulares, cilindricas y esféricas
con volumenes desde 50 ml hasta 5 L, fabricados principalmente en vidrio.

A gran escala, los materiales varian desde metacrilato hasta polimeros
especialmente disenados para cada caso especifico siendo la principal
caracteristica el permitir el paso de la luz hacia el reactor tanto en los casos

situados al aire libre como en aquellos que utilizan fuente de luz artificial.

5.4.1.1. Sistemas abiertos

La facilidad de produccién de microalgas es un factor importante a ser
considerado para la produccion optima de una especie microalgal especifica.

Por lo tanto, es importante analizar las diversas tecnologias existentes a la hora de
maximizar la produccion de un metabolito a partir del cultivo de microalgas con un
bajo costo (Harun et al. 2010). Aunque el uso de los sistemas de cultivo abiertos
es bastante comun, estos presentan una serie de inconvenientes tales como la
intensidad de la luz, temperatura, pH y la concentracién de oxigeno disuelto,

ademas de problemas con contaminantes y predadores que pueden limitar el



sistema de cultivo. A su favor esta el aspecto econémico ya que tienen un costo

inicial bajo.

5.4.1.2. Fotobiorreactores

Basicamente, los fotobiorreactores se basan en disefios: tubulares y planos. La
gran superficie de iluminacion del reactor, la cual debe ser de un material

translucido, es el principal factor a tener en cuenta (Harun et al. 2010)

Un fotobiorreactor esta disefiado de tal manera que no permite la incidencia
directa de la luz sobre el cultivo, sin embargo permite el paso de ésta a través de
las paredes transparentes del reactor. Tampoco permite el intercambio directo de
gases con la atmésfera, esto permite una mayor protecciéon del cultivo frente a la
contaminacion, los fotobiorreactores pueden ser interiores o exteriores, en donde

la fuente de luz es artificial o solar, respectivamente (Molina- Grima, 2008)

Los fotobiorreactores se caracterizan por controlar parametros como pH,
temperatura, concentracion de O, y CO, en valores conocidos; ademas reducen la
evaporacion de agua y la pérdida de CO, ocasionada por la desgasificacion,
permitiendo valores mas altos en la concentracidn celular. Sin embargo, estos
sistemas son mas costosos de construir y operar que los estanques, debido a que
requiere refrigeracion y estricto control, por lo tanto, el uso de los fotobiorreactores
estd limitado a componentes de alto valor que no pueden ser obtenidos en el

cultivo en estanques (Molina- Grima, 2008)



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Mantenimiento de microalgas

Fueron utilizadas las cepas de microalgas provenientes de American Type Cullture
Collection: Scenedesmus Obliquus ATCC 457, Scenedesmus armatus ATCC 429,
Scenedesmus sp. ATCC 464, Chlorella kesslerii ATCC 468, Chlorella sp. ATCC
853, Chlamydomonas moewusii ATCC 588 y de la Universidad de Texas: Chlorella
sorokiniana UTEX 1230, Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90 y Haematoccus
pluvialis UTEX 2505. Las cepas fueron mantenidas en medio Peptona Proteasa
(Anexo |) esterilizado en autoclave a 121 °C durante 40 minutos. Las condiciones
de cultivo incluyeron una temperatura de 25 + 2 °C, e iluminacion artificial de 32
WATT en un rango de 250-700 nm, fotoperiodo luz:oscuridad (12:12).

El cultivo para mantenimiento se realiz6 en cajas de petri con capacidad de 35 mL,
empleando un volumen de medio de 25 mL y realizando resiembra cada 5

semanas.

6.2. Condiciones de cultivo en ensayos de crecimiento

6.2.1. Ensayos de crecimiento con aire

El cultivo de las diferentes microalgas se realiza por triplicado en erlenmeyer de
500 mL y medio de cultivo Bold Basal Medium (BBM) (Anexo |). Las condiciones
de crecimiento fueron: volumen de medio de cultivo 300 mL, concentracién celular
inicial: 0.02 (g/L) para las microalgas ATCC 457, ATCC 429, ATCC 464, ATCC
468, ATCC 853, ATCC 588, UTEX 1230, UTEX 90 y 0.01 (g/L) para la microalga



UTEX 2505; Temperatura 25 £ 2 C; iluminacién artif icial de 32 WATT en un rango
de 250-700 nm, fotoperiodo luz : oscuridad (12:12). y aireacidén a 1 vvm con aire
atmosférico donde el CO, se estima en 380 ppm (Minillo et al, 2013). El tiempo de

cultivo fue de 30 dias para todas las cepas trabajadas.

6.2.2. Ensayos de crecimiento con Aire + CO,

La cinética de crecimiento con aire enriquecido con CO; se realizd por triplicado
en erlenmeyer de 500 mL y medio de cultivo Bold Basal Medium (BBM) o solucién
Bristol estandar (Anexo |). Las condiciones de crecimiento fueron: volumen de
medio de cultivo 300 mL, concentracién celular inicial: 0.02 (g/L) para las
microalgas ATCC 457, ATCC 429, ATCC 464, ATCC 468, ATCC 853, ATCC 588,
UTEX 1230, UTEX 90 y 0.01 (g/L) para la microalga UTEX 2505; Temperatura 25
+ 2 C; Las condiciones de cultivo incluyeron una temperatura de 25 + 2 °C,
iluminacion artificial de 32 WATT en un rango de 250-700 nm, fotoperiodo
luz:oscuridad (12:12), aireaciéon de 1 vvm con aire enriquecido con CO,, a una
concentracion estimada del 2% en el flujo de entrada. El tiempo de cultivo fue de

30 dias para todas las cepas trabajadas.

6.2.3. Estudio del efecto de la variacion de la concentracion de los
nutrientes NaNO; (Nitrato) y K;HPO, (Fosfato) sobre el medio de

cultivo de 4 cepas de microalgas candidatas para captura de CO,

En el cultivo de las 4 especies de microalgas seleccionadas se utilizaron
erlenmeyer de 500 mL y el medio de cultivo modificado. Las condiciones de
crecimiento fueron: volumen de medio de cultivo 300 mL, concentracion celular
inicial: 0.1 (g/L) para el conjunto de microalgas; Temperatura 25 + 2 TC;

iluminacion artificial de 32 WATT en un rango de 250-700 nm con fotoperiodo luz:



oscuridad (12:12) y aireacion a 2 vvm con aire enriquecido con CO,, a una
concentracion estimada del 2% en el flujo de entrada. El tiempo de cultivo fue de

30 dias para todas las cepas trabajadas.

6.3. Cuantificacion de Biomasa

La biomasa generada para las cepas ATCC 457, ATCC 464, ATCC 468, ATCC
853 y UTEX 1230 se determind por medio de lecturas de absorbancia a
longitudes de onda de 683, 684, 683, 683 y 684.5 nm respectivamente. La
biomasa generada en los cultivos de las cepas ATCC 429, ATCC 588, UTEX 90 y
UTEX 2505 se cuantificé por el método de peso seco, utilizando una balanza de
humedad Sartorius Mark 3 y sistema de filtracion Sartorius stedim 1824 con
membranas de celulosa de 0.45 pym y 47 mm de diametro. Estas variantes en los
meétodos utilizados para cuantificar la biomasa, solo se involucran en los ensayos
de crecimiento con aire. Para los demas ensayos, la biomasa producida en los

sistemas siempre se cuantifico por el método de peso seco.

6.4. Parametros cinéticos de crecimiento de las microalgas

. Velocidad especifica de crecimiento (u en d'1), se calcula segun la siguiente
expresion (Andersen, 2005):

Ecuacion 1. Velocidad especifica de crecimiento (u en d'1)

_ Ln (V) —Ln (Ni_y)
ti— tiq

U
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donde, Ni es la Concentracion Celular en g/L, en el tiempo ti, en horas o dias,

segun se especifique.

Tiempo de duplicacion: (td, dias). Es el tiempo necesario para la division de una
célula. Se calcula a partir de la velocidad especifica de crecimiento para el instante
i, Li, segun (Andersen, 2005):

Ecuacion 2 Tiempo de duplicacion: (td, dias)

PIRIEREIR
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i

6.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los ensayos de crecimiento con Aire y los ensayos de
crecimiento con Aire + CO,, se realizan empleando el software STATGRAPHICS
PLUS 5.1®. Se efectuan analisis de varianza (ANOVA) con una confianza del
95%, se establecen las diferencias en cuanto a produccién de biomasa (g/L) y
productividad (g/L.d) entre las microalgas estudiadas mediante prueba de Tukey
con una significancia del 5%. Las barras de error presentadas en las Gréficas

corresponden a la desviacion estandar.

De igual forma, se utilizé el software STATGRAPHICS PLUS 5.1® en el estudio
del efecto de la variacion de la concentracion de los nutrientes NaNO; (Nitrato) y
KoHPO,4 (Fosfato) sobre el medio de cultivo. En el analisis se determinan los
intervalos de confianza para los valores oOptimos tedricos de produccion de

biomasa y productividad.



6.6. Diseno experimental

Para el estudio del efecto de la variacién de la concentracion de los nutrientes
NaNO; y K;HPO, sobre el medio de cultivo con las microalgas ATCC 457, ATCC
588, UTEX 90 y UTEX 2505 se plante6 un disefio experimental de fase centrada
272 + estrellay 2 repeticiones, con dos factores en tres niveles cada uno como
se muestra en la tabla 1. Las concentraciones de los compuestos NaNO; (Nitrato)

y el KoHPO,4 (Fosfato) se establecen como los dos factores experimentales en el

estudio.

Tabla 1. Factores y sus niveles de disefio experimental para la evaluacion en la

produccion de biomasa y productividad

Nivel

1 0 -1
Factor
NaNO; (g/L) 1.5 085 | 0.25
K2HPO4 (g/L) 0.2 0.14 0.08

Se tienen 20 unidades experimentales como se detalla en la tabla 2. La evaluacién

se hace para puntos bajos, medios y altos de concentracién de los factores y se

tiene como blanco el medio de cultivo sin modificacione




Tabla 2. Distribucion tratamientos en el disefio experimental

Factores
Tratamiento NaNO; KoHPO4 Réplicas
(Nitrato) (Fosfato)
1 1 1 2
2 0 1 2
3 -1 1 2
4 1 0 2
5 0 0 4
6 -1 0 2
7 1 -1 2
8 0 -1 2
9 -1 -1 2




7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Ensayos de crecimiento con Aire

El ensayo de crecimiento para las microalgas inyectando solo aire atmosférico al
sistema, permitié determinar caracteristicas de crecimiento propias de cada cepa
de trabajo, evaluar y mejorar aspectos técnicos en el sistema de cultivo, con el fin
de ponerlo a punto para posteriores ensayos. Al ser un ejercicio preliminar, los
resultados obtenidos no se analizan de manera determinante en cuanto a la

produccién de biomasa y la productividad mostrada por cada una de las cepas.

La Grafica 3 presenta los perfiles de crecimiento para cada una de las cepas
evaluadas. Se puede determinar el inicio de la fase de crecimiento exponencial a
partir del quinto dia del ensayo, esto se generaliza para el conjunto de microalgas
estudiadas. La cepa ATCC 457 (S. obliquus) alcanzd la mayor produccion de

biomasa con un valor de 2,02 (g/L).
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Grafica 3. Perfiles de crecimiento de las cepas ATCC 457, ATCC 429, ATCC 464, ATCC
468, ATCC 853, UTEX 1230, ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505. Medio BBM,
Temperatura 25 + 2 TC; iluminacién artificial de 32 WATT en un rango de 250-700 nm con
fotoperiodo luz: oscuridad (12:12) y aireacién a 1 vwvm con aire atmosférico (CO, estimado
en 380 ppm).

Los parametros cinéticos mostrados en la tabla 3 evidencian que la cepa UTEX
2505 tiene la mayor velocidad de crecimiento 0.17 d' y el menor tiempo de
duplicacion de su biomasa con 4.10 d. Estos son parametros estrechamente
relacionados con la productividad del sistema.




Tabla 3. Parametros cinéticos de crecimiento del conjunto de cepas estudiadas

Cepa u(d™? C(d)
ATCC 457 0.15 4.50
ATCC 429 0.14 5.00
ATCC 464 0.14 4.88
UTEX 1230 0.13 5.19
ATCC 468 0.14 4.95
ATCC 853 0.15 4.66

UTEX 90 0.14 4.99
ATCC 588 0.14 4.81
UTEX 2505 0.17 410

Los resultados de productividad (Grafica. 4) muestran que aquellas cepas que
tuvieron mayores tiempos de estabilizacion, alcanzaron los valores mas altos en
cuanto a productividad. Con un valor de productividad de 0.066 (g/L.d), la cepa
ATCC 457 presenta el mayor comportamiento dentro del grupo de estudio. No
muy alejado de este valor se encuentra la cepa UTEX 2505 que reporté 0.056
(g/L.d). Aunque son valores cercanos, la diferencia frente a este aspecto radica en
el dia de estabilizacion en el cultivo. Mientras la cepa UTEX 2505 se estabilizo el
dia 26 del ensayo, la cepa ATCC 457 no mostré una tendencia a la estabilizacion
dentro de la curva de crecimiento, por lo tanto su productividad fue calculada el dia

31, es decir, en el momento en que se concluyo el estudio.
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Grafica 4. Productividad obtenida para las cepas ATCC 457, ATCC 429, ATCC 464,
ATCC 468, ATCC 853, UTEX 1230, ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505 a las mismas
condiciones de cultivo referenciadas en la Gréafica 3.

Los resultados de los ensayos de crecimiento con aire se analizaron mediante el
analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre los parametros de cada
especie se determinaron por el test de Tukey, a un nivel de significancia del 95%
(p=0,05) (tabla 4), donde solo se halla diferencia significativa para la cepa ATCC
457 respecto de las cepas UTEX 1230, ATCC 429, UTEX 90 y ATCC 468, en
cuanto a Concentracién Celular se refiere tabla 5 (a). En el caso de Productividad

no hay diferencia entre el grupo de estudio (Tabla 4 (b)).



Tabla 4. Prueba de mdultiples rangos para concentracion celular (a) y productividad

por cepa (b). Método: 95.0 porcentaje Tukey

(a) Concentracion celular (g/L)

Cepa Grupos Homogéneos
1230 A
429 A
90 A
468 A
853 AB
464 AB
588 AB
2505 AB
457 B

(b) Productividad (g/L.d)

Cepa

Grupos Homogéneos

1230

>

468

853

90

464

429

588

457

2505

b I -




En cuanto a caracteristicas de crecimiento, todos los cultivos evidenciaron el color
verde propio del cultivo de estas especies de microalgas, no se detectd la
presencia de otras particulas dentro del cultivo. En cuanto a la adherencia a las
paredes de los recipientes, las cepas UTEX 1230 y ATCC 853 mostraron las
adherencias mas fuertes a las paredes de los recipientes del ensayo. Las demas
especies trabajadas no presentaron mayores complicaciones a la hora de

homogeneizar el medio.

7.2. Ensayos de crecimiento con Aire + CO;

Después de los ensayos preliminares, se realizaron cinéticas de crecimiento para
el mismo conjunto de cepas, con el fin de determinar su respuesta a la inyeccién
adicional de CO; en la corriente de aire de alimentacion (Grafica 5). Los resultados
en cuanto a concentracion celular y productividad, se analizaron como uno de los
parametros determinantes en la escogencia de cuatro cepas promisorias para
captura de CO; y para nuevos ensayos con modificaciones al medio de cultivo.
Para este caso, se inyecta CO, (2%) en la corriente de alimentacion al sistema, los

demas parametros del ensayo son iguales a los descritos anteriormente.
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Grafica 5. Perfiles de crecimiento de las cepas ATCC 457, ATCC 429, ATCC 464, ATCC
468, ATCC 853, UTEX 1230, ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505. Medio BBM,
Temperatura 25 + 2 TC; iluminacién artificial de 32 WATT en un rango de 250-700 nm con
fotoperiodo luz: oscuridad (12:12) y aireacién a 1 vwm con 2% de CO, en la corriente de

alimentacion.

Las cinéticas de crecimiento muestran el inicio de la fase exponencial alrededor
del quinto dia del cultivo, para el conjunto de cepas evaluadas. Los valores mas
altos de concentracién celular fueron alcanzados por la cepa ATCC 457 y UTEX

2505 con valores de 2.26 (g/L) y 2.30 (g/L), respectivamente.
Los parametros cinéticos (tabla 5) muestran nuevamente a la cepa UTEX 2505

como la que alcanza la mayor velocidad de crecimiento con 0.18 (d”') y el menor

tiempo de duplicacion de su biomasa con 3.81 (d).



Tabla 5. Parametros cinéticos de crecimiento del conjunto de cepas estudiadas

Cepa ICR ta (d)
ATCC 457 | 0.16 4.40
ATCC 429 | 0.15 4.73
ATCC 464 | 0.15 4.70
UTEX 1230| 0.14 5.02
ATCC 468 | 0.14 4.87
ATCC 853 | 0.14 4.82

UTEX 90 0.15 4.57
ATCC588 | 0.15 4.54
UTEX 2505| 0.18 3.81

7.3. Comparacion entre ensayos Aire y Aire + CO;

La diferencia observada entre la produccion de biomasa y la productividad de los
ensayos de crecimiento con Aire y los que involucraron la inyeccion de CO; en la
corriente de alimentacion, no refleja una diferencia significativa para la mayoria de
cultivos donde si hay aumento en la concentracion celular como es el caso de las
cepas ATCC 457, ATCC 429, ATCC 464, UTEX 1230, ATCC 48, UTEX 90, ATCC
588 y UTEX 2505 (Grafica 6). Caso contrario, ocurre para la cepa ATCC 853, en la
que se alcanza una concentracion celular de 1.49 (g/L), valor que esta por debajo
de los resultados en el ensayo solo con aire, con valores de produccion de
biomasa de 1.73 (g/L).



Grafica 6. Comparacion de Concentraciéon celular (g/L) (a) y Productividad (b) en
ensayos de Aire y Aire + CO,
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Para el caso de la Productividad (g/L.d), el aumento en los valores, se presenta
para las cepas ATCC 457, ATCC 429, ATCC 464, ATCC 468, UTEX 90, ATCC




588 y UTEX 2505. Para las cepas UTEX 1230 y ATCC 853 no se reporta un
aumento en la productividad en los ensayos con CO,, por el contrario, hay una

disminucion de esta.

Los resultados del experimento se analizan mediante el andlisis de varianza
(ANOVA). Las diferencias entre los valores de Concentracion celular (g/L) y
Productividad (g/L.d) fueron determinadas por el test de Tukey, a un nivel de
significancia del 95% (p=0,05). Para este anadlisis se utiliza el software
STATGRAPHICS PLUS 5.1®, el cual arroja los siguientes resultados resumidos
en la Tabla 6, donde solo se halla diferencia estadistica entre los resultados para
la cepa UTEX 2505 y ATCC 588 en cuanto a concentracion celular. Para
Productividad, los valores que permiten evidenciar una diferencia significativa
entre ellos se dan para las cepas ATCC 429, ATCC 464, ATCC 588 y UTEX 2505.

Tabla 6. Diferencias significativas entre ensayos de crecimiento con Aire y Aire +
CO;

Grupos Homogéneos Grupos Homogéneos
Cepa Concentracion celular (g/L) Productividad (g/L.d)
Aire Aire + CO, Aire Aire + CO,

ATCC 457 A A A A
ATCC 429 A A A B
ATCC 464 A A A B
ATCC 1230 A A A A
ATCC 468 A A A A
ATCC 853 A A A A
UTEX 90 A A A A
ATCC 588 A B A B
UTEX 2505 A B A B

Una razén para que no haya un aumento considerable en las variables de
respuesta cuando se adiciona CO; en la corriente de alimentacion puede estar

fundamentada en la velocidad de dilucion del CO, en el medio.



Teniendo en cuenta que el volumen de trabajo fue de 300 mL, es decir, una
longitud de la columna de medio pequefia, se puede dar que el CO, que entra al
sistema recorra rapidamente esa longitud y no permita un tiempo suficiente de
residencia del gas en el medio que le permita solubilizarse, presentandose el

escape de gran parte del CO, que ha sido alimentado.

Esta situacién, puede solucionarse con una inyeccion menor de CO, cuando se
habla de volumenes de trabajo tan pequefios, permitiendo que la mayor parte del
CO; ingresado al sistema sea consumido por las microalgas, minimizando la

pérdida y aumentando el crecimiento celular.

7.3.1. Seleccién de microalgas para estudio de medios de cultivo

La cinética de crecimiento en la que se inyecta aire enriquecido con CO, al
sistema, permitid concluir que tan determinante es la alimentacion de este
compuesto como fuente adicional de carbono, respecto a la producciéon de
biomasa ya determinada en los ensayos en los que solo se alimenté aire
atmosférico, donde el porcentaje de CO, es realmente bajo. Ademas de permitir
esta comparacion, los valores de concentracion celular obtenidos en este ensayo
en particular, permitieron establecer, dentro de un conjunto de parametros de

seleccion, cuatro microalgas de las 9 cepas estudiadas.

Esta seleccion ademas de incluir aquellas que obtuvieron los valores mas
importantes de produccion de biomasa y productividad (Tabla 7), toma en cuenta
otros criterios como facilidad de separacion, metabolitos potenciales y adherencia

a pared.



Tabla 7. Cepas con mayor valor de Concentracion Celular (g/L) y Productividad
(9/L.d)

Concentraciéon | Productividad
Cepa
celular (g/L) (g/L.d)
ATCC 457 226 0.08
UTEX 90 1.89 0.07
ATCC 588 1.95 0.10
UTEX 2505 2.30 0.10

Teniendo en cuenta los demas criterios de seleccién ya mencionados, se utiliza
una herramienta donde se establece un porcentaje de relevancia a cada
parametro, para posteriormente hacer una calificacion de cada cepa evaluada
segun los ponderados establecidos. Los promedios establecidos para cada
parametro de seleccion se muestran en la Tabla 8 y son el resultado de los
valores asignados por el equipo de trabajo del proyecto “SP1 Captura de CO; con

microalgas” y tenidos en cuenta para fines de este trabajo.

Tabla 8. Parametros de seleccion y valores promedio asignados.

Parametro Promedio
X¢ (concentracion final) 37.5%
Q (productividad) 32.1%
Facilidad de separacion 12.1%
Metabolitos potenciales 8.6%
Adherencia a pared 9.8%




Teniendo en cuenta lo anterior, el resultado de la evaluacion a cada especie de
microalgas estudiadas se muestra en la Tabla 9 dado esto y valorando cada
parametro de seleccién las mejores cepas estudiadas en el orden de calificacidén
son: UTEX 2505 Haematococcus pluvialis, ATCC 457 Scenedesmus obliquus,
ATCC 588 Chlamydomonas moewusii, y UTEX 90 Chlamydomonas reinhardltii.

Tabla 9. Calificacion total asignada a cada cepa de estudio

RIRPEEERPRPIRRIRIR
BIRRIER
BRI
PRRIPERIPIEPIRPIPIEL HEIEA
ERIIPEEIRR PREPIR HEIRE
PRRIEEREIE HERE
ERRRIFERRIPRIPEPIEPRIR HEIRE
HEIRE
ERIIPIEERIE HEIRE
3 E3EFaF ¢ i o HERE
ERRIRIEE] Ea[Faii HEIEA
BRI () P PIPIERR HEIEA

Proyecto SP1 Captura de CO, con microalgas

7.4. Estudio de medios de cultivo

7.41. Analisis de superficie de respuesta para los resultados

experimentales



El analisis de superficie de respuesta fue realizado para las cuatro cepas de
microalgas seleccionadas: ATCC 457, ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505;
cultivadas bajo las mismas caracteristicas en cuanto a medios de cultivo y

condiciones fisicas dentro de los experimentos.

7.4.2. Resultados para cada cepa de estudio
Para el analisis de los resultados, se analizan las variables de respuesta por
separado y por ultimo la optimizacion de multiples respuestas, como paso previo a
la validacién experimental de los parametros arrojados por el sistema. Para tal
analisis se utiliza el software STATGRAPHIS PLUS 5.1°

7.4.2.1. Respuesta parala cepa ATCC 457
Concentracion celular
La Grafica 7 muestra los resultados para cada uno de los tratamientos evaluados
en el ensayo, donde el valor mas alto de concentracion celular 2,75 (g/L) se

alcanza en el tratamiento 5 (a), donde las condiciones de nitrato y fosfato estan en

los niveles medios del estudio, es decir 0.85y 0.14 (g/L) respectivamente.
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Grafica 7. Resultados de concentracion celular (g/L) (a) y Productividad (g/L.d) (b) en el
ensayo de medios para los 9 tratamientos estudiados con la cepa ATCC 457

El analisis de varianza, mostrado en la Tabla 10, determina los coeficientes que
son estadisticamente significativos (p<0,05), es decir, influyen en el valor de la
respuesta. Cuanto menor es el valor p, mayor es el efecto de ese término sobre la

respuesta (Gutiérrez y de la Vara, 2004). En este sentido, se aprecia que los dos



factores que influyen en la concentracion celular de la microalga ATCC 457 son el
efecto cuadratico del Nitrato y la interaccion ejercida por el Nitrato y el Fosfato en

el medio de cultivo.

Tabla 10. Analisis de Varianza (ANOVA) para la variable Concentracion celular

(g/L) para la cepa ATCC 457

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F|  Valor-P
Cuadrados Medio

A:Nitrato 0,0737694 1 10,0737694 2,35 0,1560
B:Fosfato 0,0650567 1 10,0650567 2,08 0,1803
AA 0,524814 1 10,524814 16,74 0,0022
AB 0,34445 1 10,34445 10,99 0,0078
BB 0,0484986 1 10,0484986 1,55 0,2419
bloques 0,0326537 1 10,0326537 1,04 0,3315
Error total 0,313488 10 |0,0313488
Total (corr.) |1,65242 16

El diagrama de Pareto estandarizado, mostrado en la Grafica 8 permite observar
Graficamente el andlisis de varianza donde igualmente se determina que los
factores mas influyentes en la concentracion celular son, el efecto cuadratico AA
(Nitrato) y la interaccion AB (Nitrato - Fosfato). Esto indica que un cambio en la
interaccion de ambos compuestos tendra un efecto relevante en el crecimiento de
la microalga, pero el factor determinante sobre la produccion de biomasa sera el

efecto cuadratico de la concentracién de NaNO; presente en el medio de cultivo.
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Grafica 8. Diagrama de Pareto estandarizado para concentracion celular (g/L)

El efecto particular de cada una de las variables de entrada sobre la variable de
respuesta puede observarse con mayor claridad en la Grafica 9. Las
representaciones de los efectos del Nitrato y el Fosfato en el medio presentan
pendientes que explican la significancia del efecto de estas variables para el
proceso y la sensibilidad de la variable de respuesta a estos factores, fenémeno
gue ya se observaba en el diagrama de Pareto estandarizado. El efecto de la
concentracion de Fosfato, presenta una linea con una pendiente menos
pronunciada, por lo cual es una de las variables de menor relevancia para el
proceso. La variable que presenta mayor pendiente es la concentracion de Nitrato,
esto indica que la concentracidén celular alcanzada en el sistema, presenta mayor
sensibilidad a los cambios en los niveles de Nitrato. Sin embargo para ambos
factores, se muestran valores similares de concentracién celular en el punto de

inflexion maximo.
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Grafica 9. Efectos principales para concentracion celular

La grafica de interacciones (Grafica 10), muestra las condiciones mas favorables
para la produccion celular en niveles de Fosfato altos y de Nitrato cercanos al
valor intermedio o nivel medio. Alli también se muestra que las valores mas bajos
de concentracion celular se encuentran cuando se mezclan los niveles, esto quiere

decir condiciones de nitrato alto, con condiciones de fosfato bajo y viceversa.
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Grafica 10. Interacciones de los efectos

La Grafica de superficie de respuesta (Grafica 11) muestra que las condiciones
maximas para concentracién celular se encuentran por encima de los niveles
intermedios de Nitrato y superiores de Fosfato, indicando ademas, como se habia

establecido anteriormente, que las condiciones mas bajas de crecimiento celular



se presentan en niveles de tratamiento truncado, es decir, concentraciones de

Nitrato altas con niveles de Fosfato bajos y viceversa.

Concentracion celular

Nitrato

Fosfato

Grafica 11. Superficie de respuesta estimada para concentracion celular (g/L).

Productividad
El analisis de varianza para este caso (Tabla 12) detecta como unico factor

relevante sobre la productividad el efecto cuadratico de la concentracion de

fosfato, indicando esto que puede encontrarse un maximo o minimo del proceso.



Tabla 11. Analisis de varianza (ANOVA) para Productividad (g/L.d)

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P

Cuadrados Medio

A:Nitrato  |0,00022889 | 1 |0,000228893 |3,74 0,0819
3

B:Fosfato |0,00012405| 1 |0,000124053 |2,03 0,1850
3

AA 0,00012400 | 1 |0,000124008 |2,03 0,1850
8

AB 0,00005 1 10,00005 0,82 0,3873

BB 0,00138086 | 1 [0,00138086 |22,56 0,0008

bloques 2,77341E-7 | 1 |2,77341E-7 0,00 0,9477

Error total |0,00061199 | 10 |0,000061199
5 5

Total (corr.) |0,0028 16

La Grafica de efectos principales (grafica 12) muestra que los cambios fuertes en
la productividad del sistema se dan con las variaciones en la concentracion del
fosfato en el medio, indicando ésta un maximo de productividad en una regién
intermedia. De otro lado se observa, que aunque el comportamiento del nitrato en
el medio tiene una dinamica no lineal, su variacion no influye significativamente
sobre la Productividad. Sin embargo, se puede indicar que hay una respuesta

maxima del sistema en niveles de concentracién cercanos a valores superiores.



(X 0.001)
99

94 - .
89 - .

84 - -

Productividad

79 - -

74 b -

-1.0 1.0 -1.0 1.0
Nitrato Fosfato

Grafica 12. Efectos principales para productividad

El sistema alcanza un punto 6ptimo global (Grafica 13), donde la productividad
sigue una dinamica en la que aumenta en la medida que se acerca a valores de la
region central con respecto a la concentracion de fosfato y un poco desviado de
los niveles centrales hacia la derecha cercanos a 0. 6 en cuanto a los niveles de
nitrato. Caso contrario ocurre en niveles extremos de nitrato y fosfato, es decir, (-

1,1), (-1,-1), (1,1), (1,-1) respectivamente, donde se hallan las productividades mas
bajas del sistema.

Productividad
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Grafica 13. Superficie de respuesta para Productividad (g/L.d)



Optimizacién de multiples respuestas

El modelo propone hacer una validacion para alcanzar valores optimos tanto en
Concentracion Celular como en Productividad (Grafica 14), determinando niveles
de trabajo para las concentraciones de las variables de entrada al sistema. El
valor optimo en cuanto a factores, se encuentra codificado en el rango de los
valores bajos y altos trabajados en cada factor, por lo que se calcula el valor de

concentracion en el medio para ambos factores y se realiza dicha validacion.
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Grafica 14. Optimizacién de multiples respuestas

Las condiciones en las cuales se maximizan la concentracion celular (g/L) y la
productividad (g/L.d) se encuentran en la region central de los valores
experimentales para el fosfato y niveles de concentracion cercanos a 1 para el
nitrato. Una grafica de sobreposicionamiento (Grafica 15) aclara dicha
observacion, encontrando la zona éptima donde se maximizan ambas respuestas
en la region donde traslapan las dos elipses mas pequefias, correspondientes a la
de concentracion celular y productividad.
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Grafica 15. Sobreposicionamiento para la optimizacion de la Concentracién celular (g/L) y
la Productividad (g/L.d)

En esta zona se establecen las condiciones 6ptimas del proceso como se muestra
en la tabla, que sugiere alcanzar una concentracion celular de 2.72 (g/L) y una
productividad de 0.09 (g/L.d).

Tabla 12. Condiciones Optimas de concentracion en el medio Concentracion
Celular (g/L) y Productividad (g/L.d)

Nivel 6ptimo | Concentracidén en el medio
Factor

(codificado) (g/L)
Nitrato 0.185 0.99
Fosfato 0.016 0.14

7.4.2.2. Respuesta de la cepa ATCC 588

Concentracioén celular

La Grafica 16 presenta los resultados de concentracién celular (g/L) (a) y

productividad (g/L.d) (b) alcanzados en cada uno de los tratamientos evaluados.



Aunque era de esperarse que aquellos tratamientos donde se evaluaron
concentraciones superiores de nitrato reportaran concentraciones superiores
mayores, debido a que el nitrato en el medio es un factor altamente incidente en el
crecimiento de las microalgas, los valores mas altos de concentraciéon celular
fueron alcanzados en los tratamientos donde la concentracién de nitrato en el

medio estaba en un nivel intermedio, con valores de 2. 66, 2. 61y 2.59 (g/L)
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Grafica 16. Resultados de concentracion celular (g/L) (a) y Productividad (g/L.d) (b) en el

ensayo de medios para los 9 tratamientos estudiados con la cepa ATCC 588
El analisis de varianza (Tabla 13) destaca el efecto significativo que ejercen los

niveles de nitrato sobre la concentracién celular alcanzada en el sistema. Segun

los resultados del ANOVA, los valores de concentracién celular son muy sensibles



a cambios en las concentraciones de nitrato presentes, corroborado por la
significancia del efecto cuadratico del nitrato. Esto lleva a pensar, que en el
crecimiento de la cepa ATCC 588, el factor mas condicionante es el nitrato,

independiente de los niveles o concentraciones de fosfato con las que se trabaje.

Tabla 13. Analisis de Varianza (ANOVA) para la concentracion celular

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

A:Nitrato  [0,930398 110,930398 (22,68 0,0005
B:Fosfato |0,009075 1 10,009075 (0,22 0,6465
AA 0,879001 110,879001 (21,43 0,0006
AB 0,02205 1 10,02205 0,54 0,4775
BB 0,00124673 | 1 [0,00124673 |0,03 0,8645
Error total |0,492251 1210,0410209

Total (corr.)(2,51812 18

En el Gréfica de efectos principales (Grafica 17) se presenta con mayor claridad la
dinamica que sigue la variable concentracién celular. En la curva que describe el
efecto del nitrato sobre la variable de respuesta, se presenta una inflexion que
genera un maximo de concentracion celular en la region media de los niveles de
nitrato, alcanzando valores cercanos a 2,7 (g/L). En el caso de la concentracion
de fosfato, se puede observar que no influye significativamente sobre la
concentracion celular, mostrando que en cualquier condicién de fosfato en la que
se trabaje, la respuesta seran altos valores de concentracion celular. Esta
situacion también se evidencia en el ANOVA, donde la interaccidon entre los

factores de estudio no tiene significancia sobre la variable de respuesta.
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Grafica 17. Efectos principales para concentracion celular

La superficie de respuesta (Grafica 18) muestra una curvatura creciente en funcion
del aumento en los niveles de nitrato, llevando a suponer que a mayor
concentracion de nitrato en el medio mayor concentracién celular. Sin embargo,
debido a que esta dinamica no es lineal, se presenta un punto de inflexion maximo

cercano a la region de niveles medios de nitrato.
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Grafica 18. Superficie de respuesta para concentracion celular (g/L)



Productividad

Para el caso de la productividad del sistema, el analisis de varianza (Tabla 15)
indica que los efectos que presentan significancia estadistica sobre Ia
productividad, son los efectos cuadraticos del nitrato y fosfato, mas alla de la
interaccion entre ambos factores de estudio, la cual no es determinante en la

variable de respuesta.

Tabla 14. Analisis de varianza (Anova) para Productividad (g/L.d)

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razoén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:Nitrato |0,000502803 0,000502803 (2,92 0,1132

B:Fosfato |0,0000163333 0,0000163333 |0,09 0,7634

1
1

AA 0,00167213 1 10,00167213 |9,71 0,0089

AB 0,0001445 1 0,0001445 0,84 0,3777

BB 0,00143558 1 10,00143558 |8,34 0,0136

Error total |0,00206613 12 10,000172178

Total 0,00680242 18

(corr.)

En la Grafica de efectos principales (Grafica 19) se observa que tanto el nitrato
como el fosfato, tienen una dinamica creciente hasta la regién de los niveles
intermedio. Es en esta region, donde hay una inflexién y se alcanza la maxima
productividad, alrededor de 0,122 (g/L.d). Aparentemente, ambos factores

analizados por separado presentan valores similares de productividad.



(X 0,001)
122

171 .

112

107 £ =

Productividad

102 -

97 F =

92 |-

-1,0 1,0 -1,0 1,0
Nitrato Fosfato

Grafica 19. Efectos principales para productividad

En el analisis de la superficie de respuesta, se presenta un problema con respecto
al modelo de regresion establecido, cuyo valor de R? es muy bajo (inferior al 70%)
Lo que indica que no hay un buen ajuste entre el modelo y los datos
experimentales. A pesar de esta situacion, se realiza el analisis de la superficie la
cual muestra un maximo (grafica 20) ligeramente superior a la regién media tanto

de los niveles de Nitrato como de fosfato.

Productividad

Fosfato

Nitrato

Grafica 20. Supefficie de respuesta para Productividad (g/L.d)

Para la optimizacion de la Concentracion Celular (g/L) y la Productividad (g/L.d),
los niveles que propone la optimizacion de multiples respuestas arroja los puntos
optimos para los factores en valores codificados. Esta superficie (grafica 21)

muestra mayor deseabilidad en valores de Nitrato en una regién intermedia, pues



después de estos niveles empieza a generarse un descenso en la superficie,

independiente de la tendencia o concentracién de Fosfato presente en el proceso.

Un analisis mas detallado puede hacerse a partir de la Grafica de contorno donde

se observa que las mejores condiciones de los procesos se encuentran en niveles

de nitrato medios y fosfato altos.

Fosfato

] —— Concentracion
1 —— Productividad

Nitrato

Grafica 21. Contorno de la supefficie de respuesta

En esta zona se establecen las condiciones 6ptimas del proceso como se muestra

en la Tabla 16, para alcanzar una concentracion celular de 2. 68 (g/L) y una

productividad de 0.12 (g/L.d).

Tabla 15. Condiciones Optimas de concentracion en el medio Concentracion

Celular (g/L) y Productividad (g/L.d)

Nivel 6ptimo | Concentracién en el medio
Factor

(codificado) (g/L)
Nitrato 0.271 1.06
Fosfato 0.132 0.15




7.4.2.3. Respuesta de la cepa UTEX 90 en el ensayo de medios

La grafica 22 muestra los valores alcanzados en cuanto a concentracion celular (a)
y productividad (b) para cada uno de los tratamientos evaluados, reportando que
el tratamiento 3 alcanza la mayor respuesta del estudio tanto para concentracion
celular como para productividad, con valores de 2.18 (g/L) y 0.08 (g/L.d)
respectivamente. El tratamiento 3 reporta la menor concentracion de nitrato y la
mas alta de fosfato en el medio. La respuesta mas baja se obtiene en el
tratamiento, donde la concentracion de nitrato esta en la regién media y la de
fosfato en los niveles mas bajos, con una respuesta de concentracién celular de
1.54 (g/L) y productividad de 0.05 (g/L.d).
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Grafica 22. Resultados de concentracion celular (g/L) (a) y Productividad (g/L.d) (b) en el
ensayo de medios para los 9 tratamientos estudiados con la cepa UTEX 90



El analisis de varianza mostrado en la tabla 16 determina que el fosfato, el efecto
cuadratico del nitrato (AA) y la interaccion de los dos factores principales, tienen
una influencia significativa sobre el crecimiento celular de la microalga. Sin
embargo el hecho de que el efecto del nitrato no sea relevante y en vez de esto,
su efecto cuadratico si, lleva a suponer que este factor tiene un punto maximo o

minimo sobre la concentracion celular.

Tabla 16. Analisis de Varianza (ANOVA) para la concentracion celular

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

A:Nitrato |0,000310243 | 1 |0,000310243 (0,03 0,8606
B:Fosfato |0,195149 1 10,195149 20,55 0,0014
AA 0,103064 1 10,103064 10,86 0,0093
AB 0,0516363 1 10,0516363 |5,44 0,0446
BB 0,00246314 | 1 |0,00246314 |0,26 0,6228
bloques |0,0388906 110,0388906 |4,10 0,0737
Error total|0,0854468 9 10,00949409
Total 0,557775 15

(corr.)

Los resultados de la interaccion entre el fosfato y el nitrato (Grafica 23),
claramente muestra un comportamiento no lineal, donde la curva presenta una
tendencia convexa con dos puntos minimos para cada uno de los niveles de
interaccion. De aqui que los valores minimos de concentracion celular, se
encuentran en las regiones intermedias de nitrato y de fosfato. Por otro lado, se
observa que las mejores condiciones de concentracién celular se favorecen en
niveles bajos de nitrato y altos de fosfato. Sin embargo, aunque las condiciones

contrarias a las descritas, es decir, niveles bajos de fosfato y puntos altos de



nitrato, presentan un aumento en la curva de crecimiento celular, no refleja valores
superiores a los observados con niveles de fosfato altos, lo que corrobora el hecho
de que la variable mas relevante dentro del proceso, es la concentracién de

fosfato en el medio.
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1,7 Fosfato=-1,0 -

16 i
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Grafica 23. Interacciones para los efectos Nitrato y Fosfato

La determinacién de las mejores condiciones de operacién como lo muestra la
superficie de respuesta (Grafica 24), supone un punto 6ptimo para concentracién
celular en la regidon donde los valores experimentales se acercan a niveles altos de

fosfato y bajos de nitrato.

Concentracion celular

Nitrato . Fosfato

Grafica 24. Superficie de respuesta para concentracion celular (g/L)



Productividad

El anadlisis de varianza para productividad del sistema (tabla 17) determina que el
fosfato influye significativamente en la productividad del proceso. De la misma
manera los hacen los efectos cuadraticos tanto del nitrato como del fosfato, con
una tendencia cuadratica que supone puntos de inflexion, ya sean maximos o
minimos respecto a la productividad. Al no ser significativa el efecto de la
interaccion entre las variables principales, se concluye la independencia en la
incidencia de cada uno en la productividad, es decir, su cambio individual afecta

de manera no correlacionada la variable de respuesta.

Tabla 17. Analisis de varianza (Anova) para Productividad (g/L.d)

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

A:Nitrato  |0,0000031635 | 1 |0,0000031635 |0,20 0,6636
B:Fosfato |0,000397036 1 10,000397036 |25,38 0,0007
AA 0,000225093 1 10,000225093 |14,39 0,0043
AB 0,0000417564 | 1 |0,0000417564 |2,67 0,1368
BB 0,0000907529 | 1 |0,0000907529 |5,80 0,0394
bloques 0,0000335276 | 1 |0,0000335276 |2,14 0,1773
Error total |0,000140813 9 10,0000156459

Total (corr.)|0,00110594 15

El analisis individual del nitrato (Grafica 25) muestra una curvatura, con un valor
minimo de productividad alrededor de 0.064 (g/L.d) en la region media del
proceso. En cuanto al fosfato, cuando su concentracion varia en la regidn superior,
sigue una tendencia que muestra una curvatura convexa, presentado un punto

maximo cercano a 0.068 (g/L.d)
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Grafica 25. Efectos principales para productividad

De acuerdo con los resultados mostrados en la superficie de respuesta (Grafica
26), se observa un comportamiento de silla de montar, donde se genera un punto
de inflexién en las condiciones ligeramente por encima del punto medio para el

nitrato y cercano al nivel de 0.6 para el fosfato.

Productividad

Fosfato

Nitrato

Grafica 26. Supefficie de respuesta para productividad (g/L.d)

Ademas, las condiciones que conllevan a alcanzar mas altas productividades se

dan en niveles extremos de Nitrato, tanto positivos como negativos, encontrando



el valor mas alto de productividad, como lo indica la curva de

27), en los niveles de fosfato (1) y nitrato (-1).
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Grafica 27. Contornos de la superficie de respuesta para productividad

Para la optimizacion de la Concentracion Celular (g/L) y la Productividad (g/L.d),

los niveles que propone la optimizacion de multiples respuestas arroja los puntos

donde se halla la deseabilidad del proceso. Esta superficie (Grafica 28) muestra el

punto ideal para la optimizacion en condiciones de Nitrato -1 y fosfato +1, niveles

que fueron evaluados en este estudio.
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Grafica 28. Superficie de respuesta para la optimizacién de mdltiples respuestas



La Tabla 18 muestra las condiciones oOptimas que maximizan la Deseabilidad,

suponen concentraciones celulares de 2.18 (g/L) y productividades de 0.07 (g/L.d).

Tabla 18. Condiciones Optimas de concentracion en el medio Concentracion
Celular (g/L) y Productividad (g/L.d)

Nivel 6ptimo | Concentracién en el medio
Factor

(codificado) (g/L)
Nitrato -0,1 0.25
Fosfato 0,823 0.2

Dado que los puntos de optimizacion de las respuestas corresponden a uno de los
tratamientos evaluados en el estudio, conviene en este caso y para futuros
ensayos, ampliar los niveles de la region experimental y asi determinar si estas
concentraciones propuestas, definitivamente corresponden a puntos donde se

mejora la concentracién celular y la productividad.

7.4.2.4. Respuesta de la UTEX 2505 en el ensayo de medios

Concentracion celular

La grafica 29 muestra los valores para concentracion celular (g/L) (a) vy

productividad (g/L.d) (b) alcanzados en el estudio.

El tratamiento 4 con valores de 2.28 (g/L) para concentracién celular y 0.08 (g/L.d)

para productividad, presenta los valores mas altos alcanzados en el ensayo.
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Grafica 29. Resultados de concentracion celular (g/L) (a) y Productividad (g/L.d) (b) en el
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El analisis de varianza mostrado en la tabla 20 determina que existen 5 factores
relevantes dentro del proceso. La interaccion entre los niveles de nitrato y los
niveles de fosfato son un efecto significativo sobre la concentracién celular
generada en el sistema. Ademas el efecto cuadratico del nitrato también es
relevante y presenta un comportamiento cuadratico. Todo lo anterior permite
sugerir que la cepa UTEX 2505 (H. pluvialis) es sensible a las variaciones en los
niveles de nitrato y fosfato con que se trabaje, ademas de las interacciones que

pueda haber entre estos dos factores.

Tabla 19. Analisis de Varianza (ANOVA) para la concentracion celular

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razoén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:Nitrato 0,211887 0,211887 9,54 0,0103

B:Fosfato |0,519931 0,519931 23,41 0,0005

RS N [ N I N [ Ny R

AA 0,121455 0,121455 5,47 0,0393

AB 0,203841 0,203841 9,18 0,0115

BB 0,000025930 0,000025930 (0,00 0,9734
4 4

Error total |0,244302 1110,0222092

Total (corr.)[1,27034 16

El diagrama de Pareto (Grafica 30) corrobora lo observado en el ANOVA. Se
aprecia que el comportamiento del nitrato y del fosfato es inverso, lo que quiere
decir que cuando hay aumento en los niveles de nitrato en el medio, la
concentracion celular crece, caso contrario ocurre con el aumento del fosfato en el

medio, donde la respuesta es una disminucion de la concentracién celular.
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Grafica 30. Diagrama de Pareto para concentracion celular

Esta situacidon queda descrita en la Grafica 31, la cual muestra los efectos
principales. Aqui se puede observar ademas que la tendencia lineal descrita por el
comportamiento de los niveles de fosfato, sugiere que la disminucién en la
concentracion de este, genera la misma respuesta en cuanto a la concentracién

celular.

24 - —
2 22F .
o)
(&)
C
]
8 2 7
<
@
(&)
& 181 _
O

1.6 & —

-1.0 1.0 -1.0 1.0
Nitrato Fosfato

Grafica 31. Efectos principales para concentracion celular

Las interacciones de los niveles de nitrato y fosfato dadas en el proceso,

nuevamente evidencian la disminucion de la concentracidon celular cuando el



nitrato se encuentra en las menores condiciones experimentales. Las condiciones
mas bajas para concentracion celular se dan en los niveles inferiores de nitrato (-

1) y los puntos mas altos de fosfato (+1).
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Grafica 32. Interaccion de efectos para concentracion celular

Para el analisis de las condiciones mas favorables del proceso, se debe prestar
atencion a la curva generada entre los niveles (-1,1) del nitrato y el nivel (-1) del
fosfato. En dicha curva se presenta un punto de inflexibn que genera un maximo
global del proceso en niveles superiores de nitrato, alcanzando una concentracion

maxima de concentracion celular alrededor de 2,2 (g/L).

La superficie de respuesta (Grafica 33) determina las condiciones en las que se
maximiza la concentracion celular del sistema. Este maximo de concentracién se
da en la medida en que el fosfato pasa de un nivel superior a uno inferior y la

concentracion de nitrato se encuentra en la regién media del proceso.
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Grafica 33. Supefficie de respuesta estimada para concentracion celular

La tabla 20 describe los valores optimos de trabajo para alcanzar la maxima

concentracion celular de 2,216 (g/L)

Tabla 20. Puntos Optimos para concentracion celular

Concentracion en
el medio (g/L)

Nitrato -0,05 0.084

Fosfato -1,0 0.08

Factor | Optimo

Productividad

El analisis de varianza (tabla 21) determina claramente que el factor que influye
significativamente en la productividad del proceso es la concentracion de fosfato.
Posiblemente el hecho de que los otros factores y sus interacciones no sean
relevantes en el sistema, puede deberse a que los niveles que se utilizaron para el
analisis corresponden a rangos muy pequefios donde no se perciben cambios en
la productividad. El factor limitante es el fosfato, contrario independiente de las

concentraciones de nitrato en el medio.



Tabla 21. Analisis de varianza para productividad (g/L.d)

Suma de Cuadrado
Fuente Gl Razon- F [Valor-P
Cuadrados Medio
A:Nitrato [0,000086372 1 10,000086372 (3,80 0,0773
B:Fosfato {0,000259655 1 10,000259655 (11,42 0,0062

0,000011620

AA 0,0000116208 | 1 8 0,51 0,4896

AB 0,0000845 1 10,0000845 3,72 0,0801
0,000058127

BB 0,0000581275 | 1 5 2,56 0,1382

Error total |0,000250118 |11 {0,000022738

Total

0,000801778 |17

(corr.)

El analisis individual de los factores (Grafica 34) indica que el fosfato es la variable
que incide significativamente en la productividad. Aqui se observa que cambios
en el fosfato de -1 a 1 genera una disminucion en la productividad de 0,07 a casi
0,06 (g/L.d).
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Grafica 34. Efectos principales para productividad



La superficie de respuesta (Grafica 35) describe una dinamica tipo silla de montar,
donde se establece que las mejores condiciones del proceso se localizan en
regiones donde el fosfato presenta concentraciones intermedias y altas para el
nitrato, razon por la cual, se evidencia como los valores de productividad aumenta

cuando las concentraciones de fosfato se acercan al punto medio (0).
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Grafica 35. Supefficie de respuesta estimada para productividad (g/L.d)

Para alcanzar valores optimos de 2.210 (g/L) y 0.07(g/L.d) para concentracion
celular y productividad, respectivamente, el analisis de optimizacion (grafica 36)

propone O6ptimos de concentracion para nitrato y fosfato donde se da la
deseabilidad del proceso.
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Grafica 36. Superficie de respuesta para la optimizacion de multiples respuestas

En esta superficie se detallan los puntos ideales en condiciones de nitrato
intermedias y de fosfato bajas. En la tabla 22 se muestran las condiciones optimas

que maximizan la concentracién celular (g/L) y la productividad (g/L.d)

Tabla 22. Condiciones Optimas de concentracion en el medio Concentracion
Celular (g/L) y Productividad (g/L.d)

L Concentracién en
Factor | Optimo

el medio (g/L)
Nitrato -0,23 0.73

Fosfato -1,0 0.08

7.5. Ensayo de Validaciones para la optimizacion de la concentracion
celular y la productividad del sistema

La validez de la estimacion de los puntos de mejor operabilidad en la region
experimental de cada cepa estudiada, se comprueba realizando un experimento
adicional en las condiciones ideales calculadas por el sistema siguiendo la ruta de

maxima pendiente. Tras la realizacién de los cultivos de validacién, se obtienen



valores de concentracion celular (g/L) y de productividad (g/L.d) para cada una de
las cepas estudiadas en el ensayo de medios. Con los resultados obtenidos para
cada variable de respuesta y teniendo en cuenta los intervalos de confianza para
dichos resultados, se establece si estos valores de validacion experimental se
encuentran dentro de la regién de establecida por los modelos en el punto de
mejor operabilidad, confirmando asi la validez de los modelos para explicar la
respuesta de concentracion celular y productividad en funcion de los factores

estudiados.

La grafica 37 presenta los valores de concentracion celular (a) y productividad (b)
observados, en contraste, con los valores predichos en los analisis de superficie
de multiples respuestas. Los resultados de la validacion corresponden al promedio

de 4 réplicas por cada punto evaluado en las cuatro cepas de microalgas.
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Teniendo en cuenta los resultados de validacion de los puntos 6ptimos donde se
maximizan las respuestas de Concentracion Celular (g/L) y Productividad (g/L), se
establece claramente, que dichas predicciones se encuentran dentro de la region
experimental del proceso establecido para cada cepa de trabajo (Anexo Il). Es
decir, que bajo un intervalo de confianza del 95%, las predicciones en las
respuestas de concentracion celular y productividad propuestas en el analisis de
maximo ascenso, son coherentes con la region experimental evaluada en este
ensayo, confirmando la validez de los modelos para describir la concentracién
celular (g/L) y la productividad (g/L.d) generada en los sistemas de cultivo de las
cepas ATCC 457, ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505.



8. CONCLUSIONES

. Los resultados de concentracion celular (g/L) y Productividad (g/L.d)

encontrados en los ensayos de crecimiento con Aire + CO, no mostraron un
aumento significativo para el conjunto de cepas estudiadas. Esta situacion
pudo estar influenciada por el poco tiempo de residencia del gas en el
medio, y por ende la poca asimilacién de este compuesto por parte de las

microalgas.

. Para la eleccién de cuatro cepas de microalgas candidatas en la captura de

CO; se tuvieron en cuenta criterios de seleccién como produccion de
biomasa, Productividad, facilidad de separacion, metabolitos potenciales y
adherencia a pared. En este sentido se destacan las cepas ATCC 457,
ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505 dentro de las 9 cepas estudiadas.

. En el estudio de medios, es notable que de los dos factores de estudio, es

la concentracion de NaNO;3; la que mayor incide significativamente en la

Concentracion celular y en la Productividad de los sistemas.

. Cuando se evaluaron los niveles bajos de nitrato en el medio, éste se volvid

un factor limitante, por lo que se reportaba disminucion en la produccion
celular. Es posible que las microalgas, al estar en un ambiente con
limitacion de nitrato, hayan redireccionado su metabolismo a la acumulacion
de otros compuestos y no al crecimiento (Chisti, 2007), como puede
suceder con la produccion de carotenoides, en el caso de H. pluvialis
(Cordero et al., 1996)

. Cuando en la cepa ATCC 457, se evaluaron los niveles mas bajos de

nitrato y de fosfato, se obtuvieron resultados de 1.98 (g/L) para



concentracion celular. Esta situacion se sustenta en el hecho de que para el
género de scenedesmus, la tasa de crecimiento reduce cuando estos dos

elementos se vuelven limitantes en el medio (Kunikane, et al., 1984).

La produccién celular de la cepa ATCC 588 mostrd sus valores mas bajos
en los tratamientos en que se evaluaron los niveles mas bajos de
concentracion en el medio de nitrato, con 1.92, 1.88 y 1.91 (g/L). Esto
corrobora la sensibilidad de esta cepa a cambios en los niveles de este
nutriente, debido a la influencia tan significativa que tienen los niveles de
nitrato y el efecto cuadratico del mismo sobre la concentracién celular
alcanzada por el sistema, mostrando que el crecimiento celular siempre se
favorece cuando se aumentan las proporciones de este compuesto en el

medio de cultivo.

Para la cepa UTEX 90, se presenta una situacion contraria a lo que sucedio
con las demas especies evaluadas y en términos generales, un poco
diferente a lo reportado por la literatura para el crecimiento normal de las
microalgas. Esta cepa en particular, es sensible el factor limitante del
crecimiento fue el fésforo. Esto determiné los resultados de concentracion
celular y productividad, donde la interaccion de los factores evaluados
determina los resultados obtenidos, pero su sensibilidad es marcada a los

cambios en la concentracion de fosforo en el medio.

Para el crecimiento de la cepa UTEX 2505, es importante la interaccion
entre los niveles de nitrato y fosfato, donde se observa que el crecimiento
se favorece en la medida que el nitrato permanezca en la regién intermedia
y el fosfato se halle en concentraciones bajas. Segun reportes de la
literatura, esto puede suceder porque la cepa tiene la capacidad de producir
y almacenar polifosfatos en pequefas vacuolas que pueden romperse por

actividad enzimatica y liberar moléculas de fosfato para ser utilizadas en el



metabolismo celular (Eixler et al., 2006).

. El analisis de superficie de multiples respuestas, sugiere los puntos 6ptimos

en los cuales la concentracion celular y la productividad se pueden
maximizar. En el caso de la cepa UTEX 90, estos puntos de optimizacion,
coinciden con un nivel de concentraciones evaluado dentro del estudio, es
decir, el nivel en el que la concentracion de nitrato es (-1) y la de fosfato
(+1). Para las demas cepas, los O6ptimos coinciden en niveles de
concentracion de nitrato altos. Esto demuestra la importancia que tiene este
compuesto en el crecimiento de las microalgas. Ademas, solo hay efecto
significativo de la interaccion de nitrato y fosfato, para la cepa ATCC 457.
En las demas cepas, esta interaccion no ejerce influencia en la
concentracion celular alcanzada por los sistemas. En cuanto a la
optimizacion, los puntos donde se obtiene la mayor deseabilidad para
maximizar la concentracion celular y la Productividad en cultivos con las
cepas ATCC 457, ATCC 588 y UTEX 2505 se encuentran dentro de la

region experimental, pero ninguno coincide con un nivel ya evaluado.

10.Las predicciones determinadas por el sistema en el analisis de superficie de

multiples respuestas es coherente en todos los casos de validacion, con las
regiones experimentales del ensayo de medios de cultivo con las cepas
ATCC 457, ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505.



9. RECOMENDACIONES

1. Los resultados de este trabajo son un paso preliminar en el estudio de las
caracteristicas de crecimiento de microalgas para captura de CO,. Se sugiere el
estudio de otras variables como luz, temperatura y pH, asi como la evaluacion de
diferentes fuentes en los nutrientes con el fin de determinar los factores de
crecimiento que permitan obtener mejores resultados en cuanto a la produccion de

biomasa y de la productividad.

2. En la medida de las posibilidades legales, es recomendable el trabajo
experimental con cepas nativas aisladas, con el fin de determinar su eficiencia en
cultivos destinados a la captura de CO,, ademas de su caracterizacion en cuanto

a metabolitos y sus potencialidades a nivel comercial.



10. ANEXOS

10.1. Anexo Il. Composicion de los medios de cultivo utilizados para el
mantenimiento de las microalgas y en los ensayos de crecimiento con
Aire y Aire + CO,

Bold Basal Medium (BBM)

4 Compuesto Solucién Stock Cantidad
(g9/L dH20) usada (mL)
1 NaNO«R 25 10
2 CaCle. 2 HeO 20 10
3 MgSO¢t. 7HEO 7.5 10
4 KeHPOER 7.5 10
5 KHEPOE 17.5 10
6 NaCl 25 10
7 EDTA Nae 10 1
8 FeSOet. 7 HEO 4.98 1
9 HEBOER 11.5 1
10 | ZnSOE. 7 HEO 8.8 1
11 | MnCIE. 4 HEO 1.44 1
12 | Mo O 0.71 1
13 | CuSOE. 5HEO 1.57 1
14 | (NOE)ECo. 6 HEO 0.49 1

Fuente: Algal Culturing Techniques

Medio Proteasa



# Compuesto Cantidad
1 BBM 1L
2 Peptona proteasa 19/l

Fuente: UTEX The Culture Collection of Algae




10.2. Anexo Il. Ensayos de crecimiento con Aire.

Concentracion Celular por cepa

ATCC 457 ATCC 429
. | Concentracién | Error Dia | CONcentracién | Error
Dia | celular (g/L) | (g/lL) celular (g/L) | (g/L)
1 0.02 0.00 1 0.02 0.00
5 0.12 0.02 4 0.03 0.03
7 0.41 0.06 7 0.14 0.08
10 0.75 0.12 9 0.40 0.02
13 1.21 0.13 11 0.37 0.06
15 1.29 0.06 14 0.56 0.14
18 1.32 0.09 18 0.76 0.12
22 1.68 0.09 21 0.95 0.19
24 1.50 0.14 24 149 0.35
26 1.84 0.09 26 1.29 0.14
28 1.85 0.09 28 1.37 0.11
31 2.02 0.04 31 1.29 0.15
ATCC 464
UTEX 1230

Dia Concentraciéon | Error Dia Concentracion | Error
celular (g/L) | (g/L) celular (g/L) | (g/L)

1 0.02 0.00

1 0.02 0.00 5 022 0.06
5 0.03 0.01 Z 038 023
oo o ——ET
13 0.67 0.10 13 1.01 0.24
15 0.65 0.13 15 0.97 0.03
18 0.95 0.05 18 1.08 0.11
22 1.10 0.07 22 1.04 0.10
24 0.94 0.04 24 0.86 0.03
26 1.25 0.02 26 1.08 0.05
28 1.25 0.04 28 1.06 0.10
31 1.42 0.04 31 1.10 0.14




ATCC 468 ATCC 853

Dia Concentracién | Error Dia Concentracion | Error
celular (g/L) | (g/L) celular (g/L) | (g/L)
1 0.02 0.00 1 0.02 0.00
5 0.02 0.01 5 0.10 0.02
7 0.18 0.04 7 0.44 0.08
10 0.30 0.05 10 1.00 0.12
13 0.54 0.05 13 1.41 0.1
15 0.57 0.01 15 1.51 0.10
18 0.70 0.02 18 1.66 0.09
22 0.76 0.01 22 1.64 0.06
24 0.68 0.02 24 147 0.06
26 0.82 0.05 26 1.72 0.06
28 0.84 0.05 28 1.68 0.04
31 0.93 0.04 31 1.73 0.05
UTEX 90 ATCC 588
Dia Concentracion | Error i Concentracién | Error
celular (g/L) (g/L) Dia celular (g/L) (g/L)
1 0.02 0.00 1 0.02 0.00
4 0.1 0.04 4 0.10 0.02
7 0.19 0.19 7 0.25 0.12
9 0.31 0.03 9 0.29 0.07
11 0.37 0.14 11 0.33 0.10
14 0.73 0.10 14 0.42 0.12
18 0.87 0.17 18 0.96 0.13
21 0.86 0.20 21 1.13 0.11
24 1.10 0.30 24 1.23 0.08
26 1.23 0.28 26 1.40 0.07
28 1.31 0.27 28 1.34 0.03
31 1.29 0.19 31 1.50 0.02




UTEX 2505

Dia Concentracion | Error
celular (g/L) (g/L)

1 0.02 0.00

4 0.10 0.05

7 0.16 0.04

9 0.35 0.10

11 0.46 0.12
14 0.53 0.17
18 0.82 0.14
21 1.11 0.16
24 1.33 0.15
26 1.50 0.19
28 1.48 0.23
31 1.60 0.16

Analisis estadistico para Concentracién Celular

ANOVA Concentracion celular (g/L)

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F | Valor-P
Entre grupos| 1.62498 8 0.203123 4.07 0.0064
Intra grupos | 0.899099 18 0.0499499
Total (Corr.) 2.52408 26




Pruebas de Multiple Rangos para Concentraciéon
celular por Cepa
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Cepa Casos Media Grup’os
Homogéneos
1230 3 1.10667 A
429 3 1.28533 A
90 3 1.289 A
468 3 1.33333 A
853 3 141333 AB
464 3 15 AB
588 3 1.50367 AB
2505 3 1.60367 AB
457 3 2.02167 B
Productividad por cepa
Cepa ATCC | ATCC | ATCC [ UTEX|ATCC|ATCC |UTEX|ATCC| ATCC
457 429 464 1230 | 468 | 853 90 588 | 2505
Productividad (g/L.d) | 0.067 | 0.049 | 0.048 | 0.036 | 0.043 | 0.046 | 0.047 | 0.051| 0.058
Error (g/L.d) 0.001 0.005 | 0.001 | 0.006 | 0.003 | 0.005|0.010| 0.001 | 0.007
Analisis estadistico para Productividad
ANOVA Productividad (g/L.d)
Suma de Cuadrado )

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F | Valor-P
Entre grupos| 0.00106267 8 0.000132833 1.65 0.1786
Intra grupos | 0.001446 18 8.03333E-05
Total (Corr.) | 0.00250867 26




Pruebas de Mudltiple Rangos para Productividad por Cepa

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Cepa Casos Media Gru p’os
Homogéneos

1230 3 0.035667 A
468 3 0.043 A
853 3 0.045333 A
90 3 0.046667 A
464 3 0.048333 A
429 3 0.049333 A
588 3 0.051 A
457 3 0.056 A
2505 3 0.057667 A




10.3. Anexo lll. Ensayos de crecimiento con Aire + CO..

ATCC 457 ATCC 429
Dia Concentracion | Error Dia Concentraciéon | Error
celular (g/L) | (g/L) celular (g/L) | (g/L)
1 0.02 0 1 0.02 0.00
4 0.15 0.03 3 0.27 0.07
6 017 0.06 5 0.12 0.11
8 037 0.09 ! 031 0.06
9 0.43 0.03
10 0.65 0.09 ~ 069 .08
12 0.92 0.13 3 593 004
14 1.06 0.09 = 11 0.08
17 1.28 0.08 17 127 0.03
21 1.51 0.09 20 143 0.06
24 1.90 012 24 1.03 0.45
27 2.10 0.20 27 1.33 0.09
30 2.26 0.29 30 163 0.11
ATCC 464 UTEX 1230
. Concentracion | Error ; Concentracion | Error
Dia Dia
celular (g/L) | (g/L) celular (g/L) | (g/L)
1 0.02 0.00 1 0.02 0
3 0.35 0.06 4 0.11 0.05
g g-g;‘ 8-‘1’1 6 0.18 0.02
9 0.81 0.16 8 0.24 0.01
T 0.86 0.07 10 0.52 0.12
13 1.08 0.06 12 0.71 0.04
e 148 0.08 14 0.81 0.03
17 1.40 0.04 17 0.76 0.07
20 152 0.15 21 1.00 0.03
24 1.93 0.18 24 1.09 0.04
27 0.94 0.65 27 1.10 0.04
30 167 0.08 30 1.26 0.05




ATCC 468 ATCC 853

Dia Concentracion | Error Dia Concentraciéon | Error
celular (g/L) | (g/L) celular (g/L) | (g/L)

1 0.02 0 1 0.02 (0]
4 0.143 0.062 4 0.08 0.08
7 0.230 0.024 6 0.23 0.09
10 0.226 0.049 180 8'22 8'82
13 0.300 0.067 12 Ok8 0h4
16 0.430 0.064 14 105 0.08
19 0.593 0.043 7 T 0.03
22 0.715 0.064 >1 135 0.10
25 0.941 0.055 >4 176 026
28 1.233 0.084 27 1.74 0.26
31 1.430 0.055 30 1.49 0.15

UTEX 90 ATCC 588

Dia Concentracién | Error Dia Concentracion | Error
celular (g/L) | (g/L) celular (g/L) | (g/L)
1 0.02 0 1 0.02 0.00
4 0.123 0.062 3 0.30 0.01
6 0.113 0.074 5 0.30 0.08
8 0477 0.068 ; 8'22 8'8;

10 0.647 0.101 - -
11 1.02 0.14
12 0.793 0.083 13 122 003
14 0.927 0.190 15 163 005
17 1.237 0.149 17 154 024
21 1.513 0.199 20 1.95 012
24 1.723 0.160 24 221 0.18
27 1.737 0.157 27 1.90 0.09
30 1.890 0.187 30 1.95 0.08




UTEX 2505

Dia Concentracion | Error
celular (g/L) (g/L)
1 0.01 0
3 0.04 0.02
5 0.20 0.07
7 0.22 0.12
9 0.40 0.07
11 0.92 0.07
13 1.13 0.13
15 1.53 0.12
17 1.87 0.19
20 2.07 0.13
24 2.60 0.23
27 2.07 0.10
30 2.30 0.11

Analisis estadistico para Concentracion Celular

ANOVA Concentracion celular (g/L)

Suma de Cuadrado B
Fuente Cuadrados Gl Medio Razoén-F | Valor-P
Entre grupos| 3.16094 8 0.395118 6.49 0.0005
Intra grupos 1.09609 18 0.0608941
Total (Corr.) 4.25704 26




Pruebas de Multiple Rangos para Concentraciéon
celular por Cepa
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Cepa Casos Media GruRos
Homogéneos
1230 3 1.26333 A
468 3 1.42967 A
853 3 1.49 A
429 3 1.63333 AB
464 3 1.67033 AB
90 3 1.89 AB
588 3 1.948 AB
457 3 2.26333 B
2505 3 2.30367 B
Productividad por cepa
Cepa ATCC | ATCC | ATCC [ UTEX|ATCC|ATCC |UTEX|ATCC| ATCC
457 429 464 1230 | 468 | 853 90 588 | 2505
EERREFERERERERRERE | 0.075 | 0.070 | 0.081 | 0.047 [ 0.028 | 0.073 [ 0.071] 0.097 | 0.103
[BExG]E R ERE:]E 0.010 | 0.003 | 0.002 | 0.002 | 0.002 | 0.011 | 0.007 | 0.006 | 0.006
Analisis estadistico para Productividad
ANOVA Productividad (g/L.d)
Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F | Valor-P
Entre grupos| 0.00880385 8 0.00110048 9.1 0.0001
Intra grupos | 0.00217667 18 0.000120926
Total (Corr.) | 0.0109805 26




Pruebas de Multiple Rangos para Productividad por

Cepa

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Cepa Casos Media Grup’os

Homogéneos
468 3 0.046 A
1230 3 0.046667 A
429 3 0.070667 AB
90 3 0.071333 ABC

853 3 0.072667 ABC
457 3 0.074667 ABC
464 3 0.081 BC
588 3 0.096667 BC
2505 3 0.102667 C




10.4. Anexo IV. Ensayo de medios de cultivo con las cepas ATCC 457, ATCC

588, UTEX 90 y UTEX 2505

Cepa ATCC 457

. Concentracién Productividad

Tratamiento celular (g/L) Error (g/L) (g/L.d) Error (g/L.d)
1 2.65 0.04 0.07 0.01
2 2.65 0.12 0.08 0.01
3 1.98 0.09 0.07 0.01
4 217 0.01 0.10 0.01
5 275 0.10 0.09 0.00
6 2.33 0.01 0.09 0.00
7 2.05 0.26 0.08 0.01
8 2.61 0.01 0.09 0.00
9 2.21 0.10 0.07 0.01

Cepa ATCC 588

Tratamiento CZZIET::Z‘I:II_C)m Error (g/L) Proc(i:/cl:_t.lg)ldad Error (g/L.d)
1 2.63 0.19 0.10 0.01
2 2.59 0.25 0.10 0.01
3 1.92 0.22 0.07 0.01
4 2.39 0.01 0.08 0.00
5 2.61 0.08 0.13 0.00
6 1.88 0.14 0.09 0.01
7 2.41 0.03 0.09 0.00
8 2.66 0.15 0.09 0.01
9 1.91 0.06 0.08 0.00




Cepa UTEX 90

Tratamiento c::::' T:rt;;(/:ll_‘;n Error (g/L) Pro‘::;:_tz;dad Error (g/L.d)
1 1.94 0.00 0.07 0.000
2 1.88 0.00 0.06 0.000
3 2.18 0.03 0.08 0.003
4 1.86 0.05 0.07 0.002
5 1.80 0.05 0.07 0.002
6 1.92 0.00 0.08 0.000
7 1.92 0.18 0.06 0.006
8 1.54 0.07 0.05 0.002
9 1.74 0.01 0.06 0.000

Cepa UTEX 2505

. Concentracion Productividad

Tratamiento celular (g/L) Error (g/L) (g/L.d) Error (g/L.d)
1 1.87 0.03 0.07 0.00
2 1.69 0.09 0.06 0.00
3 1.40 0.04 0.06 0.00
4 2.28 0.04 0.08 0.00
5 1.99 0.07 0.07 0.00
6 1.51 0.07 0.07 0.01
7 1.94 0.21 0.07 0.01
8 2.04 0.11 0.07 0.00
9 2.1 0.03 0.07 0.00




10.5. ANEXO V. Ensayos de validacion para

la optimizacién de

la

Concentracion Celular y la Productividad para las microalgas ATCC
457, ATCC 588, UTEX 90 y UTEX 2505

Concentracion celular

ATCC 457
Concentracién
celular Error
promedio (g/L)
(g/L)
0.10 0.00
0.31 0.06
0.26 0.09
0.81 0.03
0.84 0.07
1.41 0.17
1.64 0.13
1.88 0.08
2.25 0.12
2.70 0.09
2.77 0.12

ATCC 588
Concentracién
celular Error
promedio (g/L)
(g/L)
0.10 0.00
0.16 0.07
0.61 0.03
0.80 0.08
0.94 0.04
1.23 0.09
1.62 0.03
1.51 0.11
2.09 0.06
2.37 0.10
2.56 0.11




UTEX 90 UTEX 2505
Concentracion Concentracion
celular Error celular Error
promedio (g/L) promedio (g/L)
(g/L) (g/L)
0.10 0.00 0.10 0.00
0.13 0.04 0.34 0.03
0.28 0.1 0.52 0.03
0.39 0.07 0.69 0.04
0.51 0.06 0.89 0.02
0.83 0.12 1.12 0.01
0.92 0.09 1.60 0.04
1.16 0.20 1.88 0.04
1.06 0.09 2.08 0.01
1.52 0.09 2.18 0.12
1.98 0.12 217 0.04

Analisis estadistico para Concentracion celular por cepa

e ATCC 457
Recuento 4
Promedio 2.7675
Desviacion 0232289
Estandar Grafico de Caja y Bigotes
Cogﬂc!t?nte de 8.399%
Variacion
Minimo 254
Maximo 3.01
Rango 047 % * 4{
Sesgo
Estandarizado 0.0578957
Curtosis : . . : :
. -2.02228 25 26 27 28 29
Estandarizada Concentracion celular ATCC 457
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e ATCC 588

Recuento 3
Promedio 2.56667
DeS'VI acion 01 52753 Grafico de Caja y Bigotes
Estandar
Cogﬂc!t?nte de 595%
Variacion
Minimo 24
Maximo 27
Rango 0.3
Sesgo
Estandarizado 06613
Curtosis 23 24 25 26 27
E Sta nd a ri Zad a Concentracion celular ATCC 588
e« UTEX90
Recuento 4
Promedio 1.98
Desviacion Grafico de Caja y Bigotes
Estandar 0.248328
Coeficiente de
Variacion 12.54%
Minimo 1.73
Maximo 2.28 4{
Rango 0.55
Sesgo
Estandarizado 0.319912
Curtosis 17 18 19 2 21 22 23
Estandarizada -0.99796 Concentracion celular UTEX 90
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e UTEX 2505

Recuento 4
Promedio 2.171

Desviacion
Estandar 0.07749

. Grafico de Caja y Bigotes
Coeficiente de

Variacion 3.57%
Minimo 2.1
Maximo 2.267
Rango 0.167 }‘
Sesgo
Estandarizado | 0.460628
Curtosis 21 213 216 219 22 225 228
Estandarizada -0.99904 Concentracion celular UTEX 2505
Productividad
Productividad
Cepa promedio Error (g/L.d)
(g/L.d)
ATCC 457 0.092 0.004
ATCC 588 0.095 0.004
UTEX 90 0.066 0.004
UTEX 2505 0.072 0.001

110



Analisis estadistico Productividad

e Cepa ATCC 457

Recuento 4
Promedio 0.09225
Desviacion

Estandar 0.007365
Coeficiente de

Variacién 7.98%
Minimo 0.085
Maximo 0.1
Rango 0.015
Sesgo

Estandarizado 0.063857
Curtosis

Estandarizada -1.97916

e ATCC 588

Recuento 3
Promedio 0.094333
Desviacion

Estandar 0.006658
Coeficiente de
Variacion 7.06%
Minimo 0.087
Maximo 0.1
Rango 0.013
Sesgo

Estandarizado | -0.74659
Curtosis

Estandarizada

Grafico de Caja y Bigotes
8 8 91 94 97 100
Productividad ATCC 457 (X 0.001)
Grafico de Caja y Bigotes
8 %0 s 96 99 102
Productividad ATCC 588 (X 0.001)
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e UTEX90

Grafico de Caja y Bigotes

58 61 64 67 70 73

Recuento 4

Promedio 0.066

Desviacién

Estandar 0.008124

Coeficiente de

Variacion 12.31%

Minimo 0.058

Maximo 0.076

Rango 0.018

Sesgo

Estandarizado | 0.395924

Curtosis

Estandarizada| -0.88716
e UTEX 2505

Recuento 4

Promedio 0.072361

Desviacién

Estandar 0.002581

Coeficiente de

Variacion 3.57%

Minimo 0.07

Maximo 0.075556

Rango 0.005556

Sesgo

Estandarizado| 0.458036

Curtosis

Estandarizada| -1.01169

76
Productividad UTEX 90 (X0.00)
Grafico de Caja y Bigotes
70 71 72 73 74 75 76
(X 0.001)

Productividad UTEX 2505
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