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Two lessons | have learned during my research career are the importance of
following up unexpected observations and realizing that the most obvious
interpretation of such observations can be rational but wrong. When you carry
out an experiment there is usually an expectation that the result will fall within
a range of predictable outcomes, and it is natural to feel pleased when this
turns out to be the case. In my view this response is a mistake. What you
should be hoping for is a puzzling result that was not anticipated since with
persistence and luck further experiments may uncover something new.

Ellis R. J. (2005).

From chloroplasts to chaperones: how one thing led to another.
Govindjee, J. T. Beatty, H. Gest and J.F. Allen (eds.):

Discoveries in Photosynthesis, pp. 745-755.

La carrera cientifica tiene amarguras y frustraciones pero también grandes
goces y recompensas Yy resulta una actividad fascinante.

Medawar P. B. Consejos a un joven cientifico. 2011
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RESUMEN

La cepa Scenedemus incrassatulus al ser producida en cultivo por lote
alimentado acumula grandes cantidades de pigmentos carotenoides, principalmente
luteina. La luteina es una xantofila, es decir, un carotenoide que posee oxigeno en
su molécula y encuentra aplicacién como aditivo alimentario en acuaculturay en la
industria avicola. También es usada como ingrediente funcional y colorante natural
de productos farmacéuticos, cosmeéticos y de alimentos. Asimismo, la luteina ayuda
a prevenir o aminorar los efectos de diversas enfermedades degenerativas en
humanos, tales como enfermedades crénicas asociadas al estrés oxidativo, como
el cancer, y la degeneracion relacionada con la edad de la macula (regién de la
retina que capta la luz) en los ojos. Por lo anterior, el presente proyecto se enfoco
al escalamiento del cultivo de Scenedemus incrassatulus para la produccion de
luteina utilizando lote alimentado. Los resultados indican que la implementacion de
cultivo por lote alimentado favorecio el crecimiento celular, obteniéndose altas
concentraciones de biomasa de hasta 4 g/L en escala laboratorio y de 2.5 g/L en
escala piloto (40 L). Mediante el cultivo por lote alimentado se obtuvieron altas
eficiencias fotosintéticas maximas y operacionales con magnitudes de hasta 0.76 y
0.6, respectivamente, en ambas escalas de cultivo. El decaimiento no fotoquimico
de la fluorescencia (NPQ) no presentd una relacion directa de la concentracion de
pigmentos carotenoides al utilizar cultivo por lote alimentado. Tanto en cultivo por
lote como en lote alimentado, al aumentar la concentracion inicial de Nitrogeno
aumenté la productividad de luteina. La implementacion de cultivo por lote
alimentado favoreci6 una mayor productividad volumétrica de Iluteina, en
comparacion con cultivo por lote. El escalamiento y la implementacion del cultivo a
la intemperie tuvieron un efecto negativo sobre la productividad de luteina. La
productividad volumétrica de luteina de Scenedesmus incrassatulus en cultivo por
lote alimentado no es constante al incrementar la escala de cultivo. La productividad
de luteina en cultivo por lote alimentado posterior a su escalamiento fue superior en

condiciones controladas de laboratorio que a la intemperie.



ABSTRACT

The strain Scenedemus incrassatulus when cultivated in fed batch culture is
capable of accumulating large quantities of carotenoid pigments, pimarally lutein.
Lutein is a xantophyll, or in other words, a carotenoid that possess oxygen in its
molecule, and it is used as a food aditive in the aquaculture and poultry industries.
It is also used as a functional ingredient or colorant of pharmaceutical, cosmetic and
foods. Additionally, lutein helps to prevent or reduce the effects of several
degenerative illness in humans, such as oxidative stress cronic diseases, like
cancer, and age related macular degeneration. Therefore, the present study was
focused in scaling up the culture Scenedesmus incrassatulus for the production of
lutein using fed batch culture. Results indicate that fed batch culture mode favour
high cellular growth, obtaining high biomass concentrations of up to 4 g/L in
laboratory scale and 2.5 g/L in pilot plant scale (40 L). With the use of fed batch
culture high maximum and operational photosynthetic efficiencies were obtained,
with magnitudes of 0.76 and 0.6, respectively, in both culture scales. Fluorescence
non photochemical quenching (NPQ) showed no direct relationship with carotenoid
pigments concentration, when using fed batch culture. In both, batch and fed batch
cultures, increasing the initial nitrogen concentration resulted in an increase of lutein
productivity. Fed batch culture implementation favour a higher lutein volumetric
productivity, in comparison to batch culture. The scaling up and outdoor culture
implementation had a negative effect over the magnitude of lutein productivity.
Volumetric lutein productivity of Scenedesmus incrassatulus is not constant when
culture is scale up using fed batch culture. Lutein productivity after scaling up in fed

batch culture was higher in laboratory conditions than in outdoor conditions.
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1. INTRODUCCION
1.1. Las microalgas
1.1.1. ;Qué son las microalgas?

En un sentido amplio y desde el punto de vista biotecnoldgico, el término
microalga hace referencia a aquellos microorganismos unicelulares, capaces de
realizar fotosintesis oxigénica, que contienen clorofila a y/u otros pigmentos
fotosintéticos similares. EI término microalga engloba un grupo muy diverso de
microorganismos fotosintéticos, procariotas y eucariotas que catalizan el proceso
de fijacion del COz, y lo convierten en materia organica (Falkowski, 2002). La
ficologia es la ciencia que estudia las algas. La palabra ficologia se deriva de la
palabra griega phykos, que significa planta marina. Durante cierto tiempo también
se uso el término algologia, pero ha desaparecido debido a que se parece al término

algogénico que significa “productor de dolor” (Lee, 1992).

¢, Como distinguimos a las algas de las plantas? Las algas son “Talofitas”, es
decir, plantas que carecen de raices, estomas, y hojas, que contienen clorofila a
como el pigmento fotosintético primario y carecen de Organos reproductivos
complejos (Lee, 1992). Las algas no forman embriones, todas las células de sus
estructuras reproductivas son potencialmente fértiles y las células estériles con
funciones protectoras se encuentran ausentes. El desarrollo de estructuras
parenquimaticas esta sélo presente en algunos grupos y finalmente éstas exhiben
tanto reproduccion sexual como asexual. En contraste, las plantas exhiben un
elevado nivel de diferenciacion (por ejemplo, raices, hojas, estomas y red
vascular xilema/floema) (Barsantiy Gualtieri, 2006; Barsanti y Paolo, 2014) ademas

de otras caracteristicas especificas.

La ficologia ha presentado grandes e importantes cambios conceptuales
desde el afio 1950 debido al desarrollo de técnicas de microscopia electrénicay a
nuevas técnicas de analisis bioquimicos de los componentes celulares y vias
metabdlicas. El incremento de la resolucion de la microscopia electronica ha
revelado la presencia y estructura de flagelos, de estructuras sensibles a la luz

(conocidas como “eyespots”, en inglés), reticulo endoplasmatico de cloroplastos,

11



agrupamiento de cloroplastos, ficobilisomas, entre otras. Al mismo tiempo, los

analisis bioquimicos han clarificado la presencia y estructura de pigmentos,

productos de almacenamiento de energia y constituyentes de paredes celulares

(Lee, 1992). Sin embargo, para entender las capacidades de las microalgas se

requiere entender sus origenes evolutivos.

1.1.2. Evolucioén de los sistemas fotosintéticos

El término alga es usado de manera genérica para designar a organismos

eucariotes que comparten la fotoautotrofia (mayoria de las especies de algas) y que

carecen de las caracteristicas de las plantas terrestres. De acuerdo a los tipos de

pigmentos presentes en los cloroplastos se distinguen 3 lineas evolutivas (Fig.1):
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Figura 1. Representacion
esquematica de los eventos de
endosimbiosis primaria y
secundaria, que dieron origen a
las mayores divisiones
taxonOmicas de los organismos
fotosintéticos oxigénicos. Todas
las plantas terrestres se derivan
de un eucariote verde de
endosimbiosis primaria. La
mayoria de los fotétrofos
acuaticos dominantes se
encuentran en el linaje de
plastidos rojos y son simbiontes
secundarios. (Archer y Barber,
2004).

A) Linaje azul de endosimbiosis primaria en la cual la clorofila a (Chl a) es el

anico tipo de clorofila y el cloroplasto contiene pared celular de

peptidoglicanos, tipico de cianobacterias.
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B) En el Linaje verde de endosimbiosis primaria la Chl a esta asociada a la Chl
b. A este linaje pertenecen las Clorofitas (mas de 6,000 especies), de las

cuales emergieron las plantas terrestres.

C) Linaje rojo de endosimbiosis primaria en el cual la Chl a es también el Gnico
tipo de clorofila. M&s de 6,000 especies pertenecen a este linaje, la mayoria
unicelulares y marinas, incluyendo algunas algas marinas, algas rojas o
Rodofitas (Archer y Barber, 2004).

Para explicar la presencia de membranas adicionales alrededor de los
cloroplastos se piensa en un segundo evento de endosimbiosis. Los miembros del
“‘linaje rojo de endosimbiosis secundaria” constituyen un muy diverso grupo de
organismos, el mas importante desde el punto de vista farmacéutico son las

diatomeas (Heterokonta) y los dinoflagelados (Alveolata) (Mimouni et al., 2012).

1.1.3. Aprovechamiento de la luz solar para la produccién de metabolitos

mediante el cultivo de microalgas

La luz solar es la fuente de energia mas abundante y sustentable que
tenemos a nuestra disposicion en el planeta Tierra (Sayre, 2010). Por lo tanto, se
debe investigar cobmo capturar, transferir y almacenar la energia solar de manera
eficiente, debido a que se ha establecido que la misma puede proveer las futuras
necesidades energéticas de la humanidad (Scholes et al., 2011). Una de las formas
de aprovechar la luz solar es mediante el cultivo de microalgas, debido a que las
mismas realizan fotosintesis y este proceso natural es el Unico que permite producir

biomasa utilizando como fuente de energia la luz del sol y diéxido de carbono.

Los organismos fotoautotréficos unicelulares son capaces de usar la luz del
sol de manera mas eficiente que las plantas superiores (Janssen et al., 2003). Las
mayores ventajas del cultivo de microalgas con respecto a las plantas superiores

son las siguientes (Vonshak, 1992; Janssen et al., 2003; Barsanti et al., 2008):

1. Los sistemas biologicos de las microalgas son considerados los mas
eficientes para la captacion de la energia solar y la produccion de

compuestos por medio del proceso fotosintético.
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Toda la biomasa se puede cosechar y utilizar, debido a que las microalgas
son organismos no vasculares y carecen de Organos reproductivos

complejos.

Muchas especies de algas pueden ser inducidas para producir altas
concentraciones de compuestos especificos de valor comercial, como son

proteinas, carbohidratos, lipidos y pigmentos.

El aislamiento, seleccion genética, y estudio de cepas es poco laborioso,
relativamente facil y rapido, debido a que las microalgas son
microorganismos que se reproducen por simple divisién celular y pueden

completar su ciclo de vida en unas cuantas horas.

Las microalgas pueden cultivarse en aguas con baja concentracion de
nutrientes inorganicos, lo que resulta de particular interés para asegurar el
suministro de proteina en regiones de baja productividad agricola debido a la

poca disponibilidad de agua o suelos pobres en nutrientes.

Los sistemas de produccion de biomasa de microalgas pueden ser
adaptados facilmente o escalados a diferentes niveles de operacion, para su
posterior incorporacion a unidades totalmente automatizadas de produccion

intensiva.

La eficiencia termodinamica de uso de energia luminica de microalgas sobre Ia

region fotosintéticamente activa (PAR, por sus siglas en inglés) en cultivos con luz moderada

(100-300 pumol m2 s?) pueden ser de 5%, disminuyendo a 2% cuando son expuestas a

radiacidn solar alta (>500 pmol m2 s!). Ademas, en las condiciones a la intemperie 95% de

la luz es transformada a calor (Provust et al., 2016).

Por medio de su actividad fotosintética las microalgas procesan mas del 25%

del carbono inorganico disuelto en los océanos, y lo transforman a carbohidratos

gue finalmente, sirven de alimento a los niveles tréficos superiores. Las microalgas

sintetizan moléculas bioactivas tales como pigmentos y lipidos que exhiben

propiedades que benefician la salud. Adicionalmente, los estimulos abiéticos como
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alta irradiacion de luz visible, baja concentracion de nutrientes, alta radiacion UV,
entre otros, desencadenan reacciones metabdlicas que resultan en la produccién
de compuestos especificos de interés, como son los acidos grasos omega-3 0
carotenoides. El incremento en la demanda de estos compuestos naturales,
combinado con el decremento de los recursos pesqueros y tierra para uso agricola,
hace necesario la busqueda de fuentes alternativas para este tipo de biomoléculas.

Las microalgas poseen este gran potencial (Mimouni et al., 2012).
1.1.4. Potencial biotecnoldgico de las microalgas

Desde la antiguedad, las algas han sido utilizadas como fertilizantes y
alimentos. Las mismas poseen un gran potencial biotecnoldgico para la produccién
de una variedad de compuestos, tales como polisacaridos, lipidos (acidos grasos
poliinsaturados), proteinas, carotenoides y otros pigmentos, vitaminas, esteroides,
toxinas como &cido domoico, monoterpenos, compuestos farmacéuticos, ademas
de biocombustibles, hidrocarburos e hidrogeno (Borowitzka, 1997; Cafizares y
Perales, 2006; Mimouni et al., 2012). Pueden ser una fuente limpia y renovable de
energia, debido a sus altos rendimientos y a su bajo requerimiento de espacio, en
comparacion con las plantas terrestres. Algunos autores las consideran la fuente de
biodiesel del futuro. Estos productos pueden ser sintetizados por las microalgas
durante la fase de crecimiento exponencial (metabolitos primarios) o estacionaria
(metabolitos secundarios), a partir de la luz solar y la fijacion del CO2 atmosférico.
(Hariskos y Posten, 2014; De Andrade et al., 2016).

Considerando el aumento en las necesidades de alimentacion, bioenergia,
compuestos farmaceéuticos y cosméticos, en la Ultima década se ha prestado
atencién particular a fuentes renovables que no compitan con las fuentes de
alimentos tradicionales. Las microalgas son buenas candidatas para tales
propésitos, y su diversificacion evolutiva y adaptativa ha producido como resultado
un amplio y diverso tipo de constituyentes bioquimicos. Las microalgas son
microorganismos muy antiguos que han evolucionado durante miles de millones de
afos y por lo tanto presentan gran variedad de estrategias de adaptacion al entorno.

Apenas empezamos a estudiar su potencial. El desarrollo de procesos industriales
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que utilizan las microalgas es todavia escaso (15x10°® Ton biomasa/afio) comparada
con la produccién del campo (4x10° Ton biomasa/afio). Por lo tanto, la mejora del
desempeiio de los cultivos constituye la mejor via para hacer a las microalgas
competitivas reduciendo su costo de produccion. Esto puede lograrse por medio de
un profundo conocimiento de la bioquimica, fisiologia e ingenieria del cultivo de las
microalgas, que obviamente debe ir acompafiada de un desarrollo de

fotobiorreactores (Mimouni et al., 2012).

Se cree que los océanos y cuerpos de agua contienen entre 5,000 a 10,000
especies de microalgas planctdnicas, es decir algas que viven suspendidas en las
regiones iluminadas de los cuerpos de agua, incluyendo las regiones polares. Estas
forman la base de la cadena alimenticia y producen hasta el 50% del oxigeno que
inhalamos. De las especies que se cree existen, s6lo unos cuantos miles de cepas
son mantenidas en colecciones, unos cientos son investigadas por su contenido
guimico y Unicamente algunas son cultivadas en cantidades industriales (toneladas

por afo, por ejemplo) (Spolaore et al., 2006).

Las industrias de alimentos para humanos, animales, farmacéutica,

cosmeética y quimica se benefician de los productos microalgales.

La biomasa de microalgas encuentra diversas aplicaciones, una de ellas es
la produccion de pigmentos carotenoides (Cafizares y Perales, 2006). Algunas de
las principales especies de microalgas que han sido empleadas para este fin son
Dunaliella salina para producir p-caroteno (Hadi et al., 2008), Haematoccocus
pluvialis para astaxantina (Lababpour et al., 2005), Muriellopsis sp., Chlorella
protothecoides, Scenedesmus almeriensis, Desmodesmus sp. y Scenedesmus
incrassatulus para la produccion de luteina (Shi et al., 2002; Blanco et al., 2007;
Sanchez et al., 2008a; Garcia-Cafedo, 2009; Xie et al., 2013), solo por mencionar

algunas.

Debido a que se ha demostrado que la cepa Scenedesmus incrassatulus es
una posible fuente de pigmentos carotenoides (Garcia-Cafiedo et al., 2009), las
cuales son moléculas de alto valor comercial, es necesario estudiar su capacidad

de produccion de carotenoides a diferentes escalas de cultivo.
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1.2. Scenedesmus

Habiendo establecido la importancia de las microalgas en general y de la
cepa Scenedemus incrassatulus en particular, es conveniente hacer una breve

descripcion de esta microalga.

Scenedesmus incrassatulus es una microalga que pertenece a la clase
Chlorophyceae, orden Chlorococcales, familia Scenedesmeaceae. El género se
subdivide a su vez en Scenedesmus y Desmodesmus, las células de ambos
géneros se caracterizan por ser alargadas y agruparse en cenobios planos de 2 a
32 células (Vanormelingen et al., 2007).

Las especies del género Scenedesmus son organismos ubicuos que se
encuentran en cuerpos de agua dulce, frecuentemente son las especies dominantes
de lagos y rios, aunque también las hay de agua salada. Del género Scenedesmus
se han logrado identificar alrededor de 200 especies diferentes (Kim et al., 2007).

Entre las aplicaciones que se han encontrado para las especies de
Scenedesmus se encuentran el tratamiento de aguas, remocion de metales
pesados y exceso nutrientes como nitratos y fosfatos (Celekli et al., 2008) y la
produccion de carotenoides, principalmente luteina (Sanchez et al., 2008a,b;
Garcia-Cafedo, 2009).

1.3. Luteina

La luteina es una xantofila, es decir, un carotenoide que posee oxigeno en
su molécula, de férmula C40Hs602 (Rodriguez-Amaya, 2001) (Fig. 2). El nombre de
la luteina proviene del latin luteum (huevo) o luteus (amarillo), y es un pigmento
amarillo—naranja de la familia de los carotenoides que esta presente en la yema de

huevo, flores de caléndula, maiz y en los vegetales de hoja verde.

CH,

OH

OH CH,
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Figura 2. Estructura de la luteina (Delgado-Vargas y Paredes-Lopez, 2003).

Los carotenos se dividen en dos grupos: carotenoides que contienen
anicamente carbono e hidrogeno en su molécula, y xantofilas las cuales contienen
oxigeno ademas de los dos elementos anteriores mencionados. Los carotenoides
primarios se localizan dentro de la membrana tilacoidal sin exponerse al medio
acuoso, mientras que las xantofilas se encuentran en la misma membrana con los
grupos polares expuestos a la parte acuosa o en vesiculas lipidicas, ya sea en el
estroma o en el citosol (Eonseon et al., 2003; Delgado-Vargas y Paredes-Lopez,

2003), este ultimo es el caso de la luteina.
1.3.1. Luteinay su funcién en sistemas fotosintéticos

La luteina es considerada un carotenoide primario, ya que es parte estructural
de la antena captadora de luz (LHC, por sus siglas en inglés) y es requerida para el
optimo funcionamiento de la misma y los fotosistemas (Liu et al., 2004), por lo que

la produccién de la luteina esta asociada al crecimiento.

Algunos carotenoides tienen una gran capacidad antioxidante, y puede
deducirse que presentan actividad antioxidante contra radicales generados dentro
de la membrana tilacoidal. Por otro lado, las xantofilas, con grupos polares
expuestos al medio acuoso de la célula, pueden reaccionar con los radicales libres
de la zona acuosa (por ejemplo zeaxantina y luteina) (Delgado-Vargas y Paredes-
Lépez, 2003).

La composiciébn de los aparatos fotosintéticos de plantas y microalgas
cloroficeas esta extremadamente conservada, los centros de reaccion contienen
carotenoides, clorofila a y proteinas. Mientras que la LHC contiene clorofila a, b y
xantofilas. La LHC requiere de xantofilas como luteina, neoxantina y violaxantina
para su funcionamiento 6ptimo (ver Fig. 3) (Liu et al., 2004). Sin embargo, la razén
de la existencia de diversos tipos de carotenoides y xantofilas todavia no esta del
todo clara. Lo anterior sugiere que los carotenoides y xantofilas tienen un papel
especifico. Los carotenos realizan cuatro funciones en la fotosintesis: 1) inactivaciéon

de clorofila en estado triplete activado, 2) inactivacion de oxigeno singulete, 3)
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inactivacion de clorofila en estado singulete y 4) sensibilizacion de la clorofila en

estado singulete (Mimuro y Akimoto, 2003).

Lutein in site L1

- light-harvesting

Xantofila en sitio L2 - essential for pigment-induced protein folding
- structural domain involved in chlorophyll
e Funcion alostérica, mediante triplets quenching
modulacion del rendimiento
cuantico del complejo proteico 7 - I Neoxantina en sitio N1
< Ve
A [ _ e Captacion de la luz
i % Luteina en sitio L1 ¢ Posiblemente, participacion
2- ‘i en la fotoproteccion
¢ eCaptacion de la luz

¢ Pigmento esencial para el
plegamiento
e Dominio estructural involucrado

R en la inactivaciéon de clorofila
/@" triplete

Violaxantina en sitio V1 /

¢ Reservorio para
violaxantina disponible
para la operacion del
ciclo de las xantofilas

Figura 3. Estructura de la antena fotorreceptora y funciones de las xantofilas en
plantas superiores (Liu et al., 2004).

Debido a que durante la fotosintesis se crean especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), los carotenoides y xantofilas cumplen la funcién de
inactivarlos, antes de que dafien a la clorofila y los complejos proteicos que forman
las LHC y los centros de reaccion (RC, por sus siglas en inglés). De hecho, todos
los carotenoides y xantofilas poseen caracteristicas de absorcion de luz similares, y
son capaces de inactivar tripletes de clorofila y especies reactivas de oxigeno (ROS)
dafiinas, producidas durante la fotosintesis oxigénica (Dall'Osto et al., 2006). Se
asume que contribuyen también a aumentar la eficiencia de captacion de luz y la

disipacién de excesos de energia luminica (Barsanti y Paolo, 2014).
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La inactivacién de ROS, es una funcién importante de los carotenoides, ya
gue los radicales libres atacan a los acidos grasos insaturados de las membranas,
iniciando una serie de reacciones en cadena que conducen a la peroxidacion
(degradacion) de los lipidos de las membranas celulares, lo que puede conducir en
Gltima instancia a la lisis celular. Se cree que la presencia de ROS activa los genes
encargados de la sintesis de enzimas que catalizan la obtencion de luteina y otros
carotenoides (Apel y Hirt, 2004). Los ROS pueden generar dafios funcionales y
estructurales a las células, inactivando enzimas y dafiando el ADN. Para hacer
frente a esta situacion las células fotosintéticas poseen un sistema bioldgico de
defensa que incluye antioxidantes como los carotenoides y xantofilas, y las enzimas
destoxificantes como la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa
(Asada, 2006). La funcion protectora es general de los carotenoides y no es
especifica de la fotosintesis (Mimuro y Akimoto, 2003). Los carotenoides ayudan en
otros organismos a inactivar radicales libres actuando como antioxidantes y

mejorando la salud de diversos organismos.

1.3.2. Aplicaciones de la luteina en la salud humana y en la industria de

alimentos

La luteina se usa comunmente como aditivo alimentario en acuacultura y en
la industria avicola, pero también es usada como un ingrediente funcional o
colorante natural de productos farmacéuticos, cosméticos y de alimentos (Cordero
et al., 2011).

Todos los carotenoides son compuestos muy importantes para la salud
humana (Delgado-Vargas et al., 2000). En el hombre y los animales, los
carotenoides y las xantofilas tienen diversas funciones, como por ejemplo la de
estimular el sistema inmunoldgico. En particular la luteina y zeaxantina funcionan
en la proteccién y prevencion contra enfermedades de la piel y los ojos (Krinsky et
al., 2003; Roberts et al., 2009). La luteina ayuda a prevenir o aminorar los efectos
de diversas enfermedades degenerativas en humanos, tales como enfermedades
cronicas asociadas al estrés oxidativo y la degeneracion macular relacionada con la

edad (AMD, por sus siglas en inglés) (Fernandez-Sevilla et al., 2010).
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La luteina es particularmente importante para la salud de la visidn,
previniendo enfermedades como la AMD, cataratas, y en la piel previniendo el dafio
ocasionado por la luz ultravioleta (Chasan-Taber et al.,, 1999; Gale et al., 2001;
Snellen et al., 2002; Brandon, 2008). El consumo de 6 a 14 mg de luteina por dia
ha sido asociado con la reduccion del riesgo de degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD) en un 50% y con la reduccion del riesgo de padecer cataratas
en un 20% (Gale et al., 2001; Snellen et al., 2002; Bone et al., 2003; Carpentier et
al., 2009), padecimientos que de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud
(WHO, por sus siglas en inglés) son los principales causantes de ceguera, y van en
aumento (WHO, 2004).

Sin embargo, la luteina no es sintetizada en el organismo humano, por lo que
debe ser obtenida de los alimentos o suplementos vitaminicos (Delgado-Vargas y
Paredes-LOpez, 2003). Por lo anterior, es necesario buscar fuentes de luteina de
bajo costo con el objetivo de disminuir el costo en salud asociado a algunas

enfermedades de la vista y de la piel.

El mercado global de luteina ha crecido significativamente en afios recientes,
diversos reportes indican que solamente en los Estados Unidos de América las
ventas de este colorante ascienden a cerca de $150 millones de dolares al afio
(Fernandez-Sevilla et al., 2010; Xie et al., 2013).

La fuente comercial de luteina es la flor de cempasuchitl (Tagetes erecta),
pero su bajo contenido de luteina de solamente 0.03% al considerar la planta
completa ha hecho considerar fuentes alternativas para la produccion de luteina,
como las microalgas. Existen reportes de diversas especies de microalgas, como
por ejemplo Muriellopsis sp. (Del Campo et al., 2001), Chlorella zofingiensis (Del
Campo et al., 2004), Chlorella sorokiniana (Cordero et al., 2011), Scenedesmus
obliquus (Chan et al., 2012) y Scenedesmus almeriensis (Fernandez-Sevilla et al.,
2010), en los que se indica que éstas producen luteina con productividades mas
altas y con contenidos superiores a los reportados para la flor de cempasuchitl, y
por lo tanto son consideradas como alternativas comerciales prometedoras. La

microalga Scenedesmus incrassatulus ha sido identificada como una posible fuente
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de luteina (Garcia-Cafiedo, 2009; Garcia-Cafiedo et al., 2011), el cual es un
cetocarotenoide de gran importancia en la industria avicola y necesaria para la salud
visual y de la piel del ser humano (Carpentier et al., 2009), por lo que se vislumbra

como una gran alternativa para la produccion de luteina a gran escala.

Una estrategia ampliamente usada en la produccion de luteina y/o
carotenoides a partir de microalgas es la manipulacién de las condiciones de cultivo,
mas especificamente la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo
(Lababpour et al., 2005; Xie et al., 2013; Dineshkumar et al., 2015).

1.4. Carotenoides, nutrientes y cultivo por lote alimentado
1.4.1. Nutrientes y lote alimentado

La concentracion y perfil de carotenoides de microalgas se encuentra
relacionada con la cantidad de nutrientes en el medio de cultivo, y mas
especificamente con la concentracion de nitrogeno (N) en el medio (Lababpour et
al., 2005; Garcia-Cafiedo, 2009). El suministro de nutrientes es un factor de especial
interés debido a que es un requisito para obtener altas productividades; sin
embargo, el intervalo de concentraciones para macronutrientes es amplio y para
micronutrientes es algo mas estrecho (Grobbelaar, 2010). Pero debido a que el N
no es consumido de manera independiente a otros nutrientes es conveniente hacer

una breve mencién de los nutrientes que son requeridos por las microalgas.

Los requerimientos minimos para la composicién de medios de cultivo surgen
de balances de masa elementales, por ejemplo de nitrégeno y fosfato, los cuales
son los principales nutrientes del medio (Morweiser et al., 2010). Vonshak (1986)
enlistdé que los requerimientos para el desarrollo de medios de cultivo deben

considerarse de la siguiente forma:

e El contenido de sal total esta determinado por el habitat de donde se ha

aislado la microalga.

e Se debe considerar la composicion de los componentes idnicos

mayoritarios.
e Las fuentes de nitrdgeno son principalmente nitrato, amonio y urea.
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e La fuente de carbono puede ser CO2, HCO3s o carbono organico como

acetato o glucosa.
e pH, generalmente basico.
e Elementos traza y compuestos quelantes.
e Los requerimientos de vitaminas, se consideran al final.

Los nutrientes del medio de cultivo pueden manipularse para obtener una
respuesta de las microalgas, por ejemplo, la aplicacién de un estrés o estimulo
nutricional puede ser una estrategia para la producciéon de compuestos especificos,
como son carotenoides y acidos grasos, que se producen cuando hay deficiencia
de nitrégeno (Lababpour et al., 2005; Stephenson et al., 2010), ya que en estas
condiciones la formacion de proteinas y acidos nucleicos se inhibe, lo que dirige el

metabolismo de algunas cepas de microalgas a almacenar el COz: fijado.

La productividad de las microalgas puede depender de nutrientes como
nitrégeno, fésforo, magnesio, hierro, manganeso, debido a que estos son
necesarios para el proceso de fotosintesis. El nitrégeno se encuentra presente en
forma de proteinas que forman parte de los complejos antena (LHC), los centros de
reaccion y las enzimas que participan en la fotosintesis. El fosforo se requiere como
fosfato para almacenar la energia luminica capturada en forma de energia quimica
como moléculas nicotinamida adenin dinucleotido fosfato reducido (NADPH) y
adenosin trifosfato (ATP). El magnesio se encuentra en el anillo porfirinico de la
clorofila, el hierro forma parte de la ferredoxina, que es un transportador de
electrones del fotosistema | (PSI). El manganeso es importante, ya que actlia como
cofactor en el complejo liberador de oxigeno, el cual libera los electrones que seran
transportados por los fotosistemas para almacenar energia en forma de ATP

(Gonzélez-Moreno et al., 2008; Dau y Zaharieva, 2009; Magnuson et al., 2009).

Las microalgas cloroficeas, como es el caso de Scenendemus incrassatulus,
al ser organismos fotosintéticos similares a las plantas superiores tienen
requerimientos nutricionales parecidos. Por lo tanto, los requerimientos

nutricionales de las plantas superiores pueden utilizarse como base para las
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microalgas, ya que el desarrollo del conocimiento de las mismas se ha llevado a
cabo durante un mayor periodo de tiempo. Por ejemplo, en 1890 diversos cientificos
ya habian establecido que el carbono (C), hidrégeno (H), oxigeno (O), nitrégeno (N),
fésforo (P), azufre (S), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), y hierro (Fe) eran
requeridos por las plantas, y entre 1922 y 1954 se determiné que existian elementos
esenciales adicionales, los cuales son manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn),
molibdeno (Mo), boro (B) y cloro (Cl). Los requerimientos de estos nutrientes varian
enormemente (el rango relativo es de 1 a 1 millén). Por lo tanto, no es de sorprender
que muchos de los elementos esenciales no fueran descubiertos hasta que se logré
la purificacion de reactivos y que los limites de deteccién de los procedimientos

analiticos fueron disminuidos por debajo de 1 mg (Jones, 1998).

Después de la luz y el COz, el siguiente nutriente en base a la cantidad
requerida por las microalgas es el nitrégeno. El nitrdgeno puede encontrarse en la
biomasa de las microalgas tanto en forma organica como inorganica. Puede
combinarse con C, H, O, y algunas veces con S para formar aminoacidos, proteinas

y enzimas, acidos nucleicos, clorofila y alcaloides (Jones, 1998).

Otro elemento que también es requerido por las microalgas es el fésforo (P).
El fosforo es un elemento de gran importancia en los sistemas bioldgicos, ya que es
un componente de los acidos nucleicos (ADN y ARN), del ATP (adenosin trifosfato),
y se encuentra enlazado reversiblemente a algunas moléculas de proteinas y

azlcares para su sefalizacion (Jones, 1998).

Entender el consumo de nutrientes y los factores que promueven el
crecimiento de la biomasa es muy importante para diversas aplicaciones de las
microalgas, como la produccion de biomasa o para la sintesis de productos de
interées como lo son los carotenoides, y también para la operacion de
fotobioreactores que puedan tener altas productividades y rendimientos (Garcia-
Cafiedo, 2009; Wu et al., 2013).

ElI N y el P se consumen en cierta relacion N:P, la cual se conoce como
relacion Redfield, en honor a Alfred Redfield. Normalmente se asume que el N esta
limitado a N:P<16 y que el P esta limitado a N:P>16. También, se considera una
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relacion N:P critica donde ambos nutrientes son limitantes del crecimiento al mismo
tiempo (Geider y La Roche, 2002). La relacién N:P intracelular critica no es una
constante biologica y puede estar regulada por las condiciones ambientales como
la irradiacion de luz debido a que los complejos captadores de luz y los
componentes de la cadena transportadora de electrones representan una fraccion
considerable, pero variable, de la masa celular (Geider et al., 1996). Por lo que la
variabilidad de la composicion N/P de microalgas puede presentarse debido a
cambios en la concentracion de macromoléculas que contienen N y P, o por la

acumulacion como reserva de nutrientes (nitrato y fosfato) o energia.

Todos los organismos tienen requerimientos nutricionales minimos, 6ptimos
y maximos, y la concentracion de nutrientes en el medio afecta la tasa de
crecimiento (Grobbelaar, 2010). Los medios de cultivo de uso comun a nivel de
laboratorio generalmente no resultan adecuados para alcanzar altas
concentraciones de biomasa, debido a que concentraciones elevadas de sales
hacen que pueda presentarse su precipitacion o una inhibicion del crecimiento
(Morweiser et al., 2010). También debe considerarse el hecho de que algunas
microalgas tienen la capacidad de consumir nutrientes de manera excesiva y
almacenarlos, un fendémeno conocido como “luxury uptake” (Grobbelaar, 2010), este
consumo se presenta cuando las células han sido expuestas a un medio con poca
0 casi nula concentracién de ciertos nutrientes (“starvation”) o bien cuando las
células tienen la capacidad de acumular nutrientes, y en este caso no se requiere
una privacion de nutrientes previa (Eixler et al., 2006; Powell et al., 2009). Es
importante sefialar que el consumo excesivo de nutrientes es deseable en una cepa
de microalga destinada al tratamiento de aguas residuales, ya que permitiria la
remocion de nutrientes o contaminantes sin la generacion de biomasa como
producto secundario. Sin embargo, para la produccion de metabolitos es mas
conveniente que no haya acumulacibn de nutrientes lo que aumenta los

rendimientos de biomasa y/o productos.

Generalmente se piensa que mientras mas nutrientes haya en un ambiente
acuatico mas crecen y se desarrollan los organismos de ese sistema. Sin embargo,

la abundancia de nutrientes no siempre es benéfica. Por ejemplo, el crecimiento de
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las microalgas puede inhibirse por exceso de ciertos nutrientes como nitrégeno en
el medio (Lababpour et al., 2005; Wu et al., 2007). Ademas se ha reportado que la
asimilacion de nitrato y fosfato por microalgas es mas eficiente cuando su

concentracion en el medio es baja (Lodi et al., 2003).

Los inconvenientes como la inhibicibn por exceso de nutrientes o la
asimilacion poco eficiente de los mismos, puede evitarse utilizando cultivo por lote
alimentado, ya que este modo de cultivo permite mantener la concentracion de
nutrientes en intervalos que favorezcan el crecimiento (Lababpour et al., 2005), la
productividad, y que a la vez sean tolerables por las microalgas. Sin embargo, se
han publicado pocos datos al respecto (Lababpour et al., 2005; Kang et al., 2010) o
la mayoria estan enfocados a la alimentacion de una fuente de carbono organica
(Wu y Shi, 2007; Shen et al., 2010), no obstante, ain no es posible cultivar
heterotréficamente todas las especies de microalgas y la composicion quimica de
las mismas a menudo cambia bajo condiciones de cultivo heterotréfico (Borowitzka,
1997).

Entender el consumo de nutrientes y el desarrollar biorreactores adecuados
es necesario para el éxito del cultivo por lote alimentado a gran escala. Asimismo,
se deben desarrollar métodos de monitoreo de nutrientes y del cultivo que sean
rapidos, poco costosos y sensibles. Uno de los posibles métodos que puede usarse

para este fin es la medicion de la fluorescencia de la clorofila a.

1.4.2. Fluorescencia de la clorofila a, herramienta que ayuda a monitorear el

aprovechamiento de luz y nutrientes

La medicion de fluorescencia de la clorofila a es una herramienta
comunmente usada para evaluar la actividad fotoquimica de las plantas (Salomon
et al. 2013). En particular, el maximo rendimiento cuantico del fotosistema Il (Fv/Fm)
ha sido usado para determinar los efectos de la limitacion de nutrientes en algas (Qi
et al. 2013). Asimismo, se ha reportado que el decaimiento no fotoquimico de la
fluorescencia (NPQ, non-photochemical quenching en inglés) es el parametro de
fluorescencia mas sensible que puede servir como un indicador de la acumulacion

de carotenoides (Pirastru et al., 2012).
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Actualmente la cuantificacion de la emision de fluorescencia de la clorofila a
y una serie de parametros derivados de su medicion se utilizan para evaluar la
cantidad de energia que es usada y disipada en el fotosistema Il (PSIl) (Baker,
2008). Usando la medicién de la fluorescencia en cultivos de microalgas se puede
monitorear la biomasa, el estado del PSIl y el transporte electronico de microalgas.
Ademas, se puede determinar el tamafio relativo del complejo antena captadora de
luz del fotosistema Il (LHCII), muy importante debido a que en los complejos antena

es donde se encuentran los carotenoides como la luteina.

Las mediciones de la fluorescencia de la clorofila a son rapidas, permitiendo
tiempos de respuesta y control de segundos o minutos. Brindan un indicativo del
grado de estrés al que esta sometido el cultivo de algas, de manera que pueden
proveerse nutrientes o tomarse rapidamente acciones correctivas en el cultivo
(Grobbelaar, 2000). Esto es particularmente importante en el disefio de
fotobiorreactores y en el control de su operacidon. Para aplicaciones especificas
como la produccién de pigmentos carotenoides, por ejemplo luteina, puede ser
necesario aplicar cierto grado de estrés al cultivo para que se produzca el
compuesto de interés. La eficiencia fotosintética y el decaimiento no fotoquimico de
la fluorescencia (NPQ) pueden ser un indicativo del nivel de estrés presente en el
cultivo (Grobbelaar, 2000), por lo tanto nos permiten cuantificar si el nivel de estrés
es el adecuado para el objetivo que se busca. Se asume que las xantofilas se
encuentran relacionadas directa o indirectamente con el NPQ del exceso de energia
luminosa en la antena del PSIl y que ayudan a disipar el exceso de energia como
calor por medio del ciclo de las xantofilas o el ciclo de epo6xido de luteina (Esteban

y Garcia-Plazaola, 2014).

1.5. Cultivo de microalgas, captacion de luz y su relacion con los parametros

de fluorescencia

El crecimiento o la produccién de compuestos por medio del cultivo
autotrofico de microalgas depende del proceso de fotosintesis, el cual involucra la
absorcion y aprovechamiento de la energia electromagnética luminosa por los

fotosistemas | y Il (PSIy PSII), y su transformacion en energia quimica (NADPH y
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ATP) que posteriormente es utilizada en el proceso de fijacion de CO:2 (Perales et
al., 2007). ldealmente, toda la luz disponible del entorno deberia ser usada para la
produccion de biomasa (Zijffers et al., 2008) o productos. Pero en condiciones
normales no sucede esto, ya que los sistemas fotosintéticos pueden estar expuestos
a cantidades de luz saturantes es decir, se recibe una cantidad de energia luminosa
mayor a la que puede ser transformada en energia quimica o la cantidad no es la

adecuada (Dau y Zaharieva, 2009).

La energia luminosa es esencial para el crecimiento fotoautotréfico de
microalgas. El estudio de la captacion y aprovechamiento de la luz es muy
importante para aplicaciones industriales. La exposicion de las células de
microalgas a una cantidad excesiva de luz conduce a menudo a una fotoinhibicién
y una disminucion de la tasa de crecimiento, lo cual es mas probable que se
presente durante las etapas tempranas del cultivo cuando la concentracion celular
es baja. Al contrario, el efecto de autosombreado puede presentarse a altas
concentraciones celulares y causa un decremento en la productividad debido a la
limitacién de luz (Choi et al., 2003), inclusive cuando la cantidad de energia
luminosa en el exterior es suficiente para la poblacion dentro del fotobiorreactor (Kim
y Lee, 2001). La calidad de luz, es decir la longitud de onda y/o espectro de emision
gue puede ser aprovechada en el proceso de fotosintesis, también afecta el

desempeiio de los cultivos de microalgas (Lee y Palsson, 1996; Park y Lee, 2001).

Es por esto que determinar la eficiencia fotosintética maxima y los limites
superiores de productividad de biomasa por medio del proceso de fotosintesis han
sido un tema central en el estudio del cultivo masivo de microalgas, desde su inicio
(Wassink et al., 1953).

El proceso de fotosintesis depende de los carotenoides, los cuales tienen la
funcién de aumentar la eficiencia fotosintética y ayudar a la disipacion del exceso
de energia luminica. Pero aun no se han realizado estudios que establezcan la
relacion entre la cantidad de nitrégeno en el medio y su efecto sobre la eficiencia
fotosintética y el NPQ, en diferentes modos de cultivo. Es por lo anterior que en el

presente estudio se planted evaluar dos tipos de eficiencia fotosintética: 1) la
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eficiencia fotosintética maxima de los organismos adaptados a la oscuridad (Fv/Fm),
conocida también como la maxima eficiencia cuantica del proceso fotoquimico en el
PSII, ésta se determina cuando los organismos han sido adaptados a un estado de
oscuridad, Qa se encuentra completamente oxidada y todos los centros de reaccién
se encuentran abiertos; y 2) la eficiencia fotosintética operacional de los organismos
adaptados a una cantidad de luz actinica (Fq'/Fm’), representa un estimado de la
eficiencia a la cual la luz absorbida por el PSIlI es usada para la reduccion de Qa, a

una densidad de flujo foténico (PFD) dada.

Por otra parte, la energia disipada puede ser cuantificada como fluorescencia
o como el decaimiento no fotoquimico de la fluorescencia (NPQ), cuya magnitud
brinda un indicativo de la cantidad de energia disipada como calor (Baker, 2008;
Henriques, 2009).

Este tipo de estudios pueden servir de base para el disefio y operacién de
cultivos masivos de microalgas a escalas industriales, que permitan obtener

grandes productividades y altos rendimientos de biomasa y/o productos.

1.6. Produccién industrial de microalgas y escalamiento para la produccién
de luteina

El éxito de la produccién comercial de microalgas a gran escala depende de
muchos factores, entre los cuales podemos mencionar el desarrollo de sistemas de
cultivo a gran escala econ6micamente viables, este desarrollo ha sido y continda

siendo un proceso gradual (Borowitzka, 1999).

En la década de los 50’s, debido a los avances en la microscopia y a la
relativamente reciente produccion de microorganismos en biorreactores, se postuld
por primera vez el empleo de la luz solar y agua marina, para obtener cultivos
masivos de microalgas ricas en proteina de alta calidad (Tabla 1), como una buena

alternativa para obtener alimento para el ser humano (Contreras-Flores et al., 2003).

Durante los afios 60’s y 70’s, diversos grupos de investigacion tanto de
paises desarrollados como en vias de desarrollo, dedicaron esfuerzos a intentar

lograr rendimientos de biomasa que pudieran equipararse a los obtenidos con
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microorganismos no autotrofos (principalmente levaduras) (Contreras-Flores et al.,
2003).

Tabla 1. Comparacion de la composicion general de algunas
fuentes de alimentos humanos y algas (% de materia seca).

Producto Proteinas Carbohidratos Lipidos
Levadura de panaderia 39 38 1
Carne 43 1 34
Leche 26 38 28
Arroz 8 77 2
Frijol de soya 37 30 20
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Chlamydomonas reinhardtii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Synechococcus sp. 63 15 11

Los datos presentados son estimaciones, dado que la proporcion
de los constituyentes de los cultivos y células dependen de
pardmetros ambientales. (Spolaore et al., 2006).

La produccion a gran escala de microalgas empezo en los afios 60’s en
Japon, con el cultivo de Chlorella por la compafia Nihon Chlorella. Fue seguido, en
los 70’s por el establecimiento de una instalacion para producir y cosechar
Arthospira (Spirulina) en el Lago de Texcoco por Sosa Texcoco S. A., en la Ciudad
de México. Para la década de 1980, existian mas de 46 instalaciones en Asia
produciendo mas de 1,000 Kg mes™ de microalgas (principalmente Chlorella). En
aproximadamente 30 afios, la industria biotecnolégica de microalgas ha crecido y
se ha diversificado de manera significativa. Actualmente se producen
aproximadamente 5,000 Ton de peso seco de microalgas afio! con un valor
aproximado de 1.25 x 10° délares americanos afio?, sin incluir productos

procesados (Spolaore et al., 2006).
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El inicio del cultivo de microalgas puede considerarse el inicio de una nueva
agricultura: la microagricultura. La agricultura de plantas superiores lleva un
desarrollo acumulado de miles de afios, pero se encuentra limitada por la cantidad
de tierra que se puede dedicar para este uso, ademas de que la agricultura
convencional provoca la pérdida de suelo por erosion (Brown, 2009). Debido a que
las microalgas pueden cultivarse en espacios mas pequefios y a que su tiempo de
desarrollo es menor, su potencial es tan grande o mayor que el de la agricultura de

plantas superiores (Tabla 1).

Debido a su composicién quimica (Tabla 1), las microalgas se han utilizado
en la nutricibn humana y animal. Pero también resultan de utilidad para la
produccion de moléculas puras de alto valor comercial en concentraciones lo
suficientemente altas para su produccién industrial. Este tipo de moléculas pueden
ser 4cidos grasos, pigmentos, ficobiliproteinas, vitaminas, etc. (Contreras-Flores et
al., 2003; Spolaore et al., 2006).

Sin embargo, la aplicacion comercial de microalgas es todavia limitada. Una
de las razones fundamentales para ello es la baja tasa de crecimiento debido al uso
de luz intensa, causante de fotoinhibicion de los cultivos. Ademas, la mayoria de los
productos microalgales se producen cuando el cultivo se encuentra en condiciones
de limitacién de nutrientes o bajo condiciones de estrés (Hejazi y Wijffels, 2004).
Para aumentar los rendimientos y productividades se han disefiado sistemas de

cultivos denominados fotobiorreactores.
1.6.1. Produccion de microalgas a gran escala en fotobiorreactores

Diferentes sistemas se han disefiado y desarrollado para el crecimiento y
manejo de cultivos de microalgas a gran escala (Richmond, 2004; Tredici, 2004).
Existen dos tipos principales de sistemas de cultivo: sistemas abiertos y sistemas
cerrados. Los sistemas abiertos de laguna son generalmente de 2-10 m de anchoy
de 15-30 cm de profundidad, cada unidad cubre desde varios cientos hasta miles
de metros cuadrados. El cultivo se mueve con la ayuda de paletas impulsoras a una

tasa de 0.2-0.5 m s, Los sistemas abiertos sélo se pueden usar en cepas que
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puedan soportar las condiciones cambiantes del ambiente y que puedan competir

con otros microorganismos que pudieran contaminar el cultivo.

Los sistemas cerrados, mas recientes y tecnolégicamente avanzados,
proveen la capacidad de cultivar virtualmente cualquier cepa de microalgas,
protegiendo al cultivo de la invasion de contaminantes y permitiendo el control de
las condiciones de operacién del sistema. Estos sistemas ofrecen mas altas
productividades y una mejor calidad de la biomasa generada (o producto), aunque
son mas costosos de construir y operar que los sistemas abiertos (Del Campo et al.,
2007).

El disefio de fotobiorreactores es un rubro muy importante que incide en el
desempeiio y productividad de carotenoides de cultivos de microalgas en
emplazamientos a la intemperie. El disefio y metodolégias de escalamiento todavia
deben ser mejoradas para proveer una cantidad adecuada de luz, maximizar la
captacion de diéxido de carbono, brindar un eficiente mezclado y ayudar en la
remocion del oxigeno generado fotosintéticamente. Las principales variables de

disefio en fotobiorreactores han sido enumeradas por Grobbelaar (2000) y son:

1. Longitud de paso de luz. Cualquier longitud que exceda los 100 mm de medio

absorbera progresivamente la luz incidente.

2. Turbulencia. Mediante la cual se logra el mezclado del cultivo para evitar la

formacién de gradientes de nutrientes, CO2 y acumulacion de oxigeno.

3. Contenido de nutrientes. Este incluye el contenido y alimentacion de

nutrientes, incluyendo luz y CO2 como nutriente gaseoso.

4. Modo de cultivo. Por ejemplo puede ser lote, continuo, semicontinuo,

multietapas y lote alimentado, por mencionar algunos modos de cultivo.

5. La concentracion de biomasa. Considerando que a cierta concentracion de
biomasa la cantidad de luz que incide al cultivo se utiliza de manera mas

eficiente.
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6. Estado del sistema fotosintético. Recientemente se ha propuesto incrementar
la eficiencia fotosintética empleando diferente modos de cultivo, disefio de

fotobiorreactores y controlando la densidad celular dentro del fotobiorreactor.

Los anteriores factores merecen gran atencién al desarrollar reactores
eficientes de escala industrial y de bajo costo. Es obvio que aun se requiere mucho
esfuerzo para el desarrollo y escalamiento antes de que un nuevo proceso pueda
alcanzar la escala de planta piloto en exteriores. Algunos autores han explorado el
uso de cultivo heterotréfico para evitar los cuellos de botella del cultivo
fotoautotréfico, pero en este contexto, algunas de las cepas que producen
compuestos de interés son fototrofos estrictos, ademas que en la producciéon de

carotenoides la luz puede inducir la carotenogénesis (Del Campo et al., 2007).

A pesar de los grandes avances que se han logrado en la construccién y
operacion de fotobiorreactores, esta tecnologia todavia se encuentra en desarrollo.
Cerca del 90% de la biomasa de microalgas producida a nivel mundial se produce
en sistemas abiertos, a pesar de las ventajas que ofrecen los sistemas cerrados y
su potencial en términos de productividad, control de las condiciones de cultivo y su
factibilidad de uso en diferentes cepas (Provust et al., 2015).

El desarrollo de fotobiorreactores y estudio de diferentes modos de operacion
(lote, lote alimentado y continuo) son aspectos importantes que también deben
tomarse en cuenta para eficientar el cultivo masivo de microalgas. Por otra parte, el
disefio, construccién y modo de operacion de cualquier fotobiorreactor debe
depender del tipo de cepa, el producto objetivo, localizacion geogréfica, asi como
del costo total de produccién (Ugwu et al., 2008). Para lograr un potencial de los
organismos fotosintéticos que sea econdmicamente viable y similar al de
microorganismos eucarioticos heterotroficos, como levaduras u hongos, se requiere
identificar los “cuellos de botella” del bioproceso. El principal objetivo en el cultivo
de microalgas en escala industrial es disminuir los costos de los fotobiorreactores

sin afectar su desempeiio (Provust et al., 2016).
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1.6.2. Escalamiento de sistemas para la produccion de luteina a partir de

microalgas

Recientemente se ha investigado la capacidad de produccion de luteina por
diferentes cepas de microalgas, probandose el potencial de produccion de las
especies Muriellopsis sp. (Del Campo et al., 2001), Chlorella protothecoides (Shi et
al.,, 2006), Chlorella ziofingensis (Del Campo et al.,, 2004), Scenedesmus
almerienses (Sanchez et al., 2008b) y Scenedemus incrassatulus (Garcia-Cafedo,

2009), que son capaces de acumular luteina como parte de su biomasa.

Existen estudios para la produccién en escala planta piloto a la intemperie o
en invernaderos de las cepas ricas en luteina, como por ejemplo Muriellopsis sp.
(Del Campo et al., 2001; Blanco et al., 2007) y Scenedemus almeriensis (Sanchez
et al., 2008ay b).

El rendimiento de cultivo de Muriellopsis en sistemas cerrados al exterior ha
sido verificado en un fotobiorreactor tubular de 55 L de capacidad (2.6 cm de
diametro, tuberia de 90 m de longitud en un area de 22 m?) bajo régimen continuo
de cultivo (Del Campo et al.,, 2001). La maxima productividad de luteina fue de
aproximadamente 180 mg m=2 d*. Con el objetivo de mejorar la economia del
proceso, también se ha probado el desempefio y viabilidad de cultivos abiertos de
Muriellopsis en exteriores en estanques de 1 y 3 m2 con una profundidad de 0.3 m
(Blanco et al., 2007), con una productividad de 75 mg luteina m?2 d, el contenido
de luteina de ambos tipos de fotobiorreactores se encontré entre 0.4 y 0.6% en base

Seca.

En Scenedesmus almeriensis se ha logrado una alta productividad de luteina
con un valor de 290 mg luteina m2 d1, en un fotobiorreactor de 4000 L (de 10 cm
de didametro en un espacio de 80 m?) en invernadero, con un contenido de luteina

de 0.6% en base seca.

Shi et al. (2006) han logrado producir biomasa rica en luteina empleando
Chlorella protothecoides en cultivo por lote heterotréfico con glucosa (40 g L) como
fuente de carbono. La biomasa contenia menos de 0.5% de Iluteina. La
productividad de luteina llegé hasta un valor de 10 mg L d! bajo condiciones
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optimizadas. Este proceso espera ser escalado y un mayor desarrollo. Su principal
ventaja y desventaja es el uso de carbono organico. Por un lado favorece la alta
productiviad de biomasa. Pero también hace que el cultivo pueda contaminarse por
bacterias y levaduras que tienen tasas de crecimiento mayores a la de las

microalgas.

El escalamiento de laboratorio a produccion industrial a la intemperie puede
generar diferencias que se reflejan en los productos o co-productos que son
sitentizados si los métodos de cultivo no son exactamente los mismos (Hewes,
2015).

Garcia-Cafiedo (2009) ha demostrado que Scenedesmus incrassatulus
acumula gran cantidad de luteina en su biomasa mediante el empleo de lote
alimentado a escala de laboratorio. Es por esto que en el presente trabajo se
propone el escalamiento de fotobiorreactor que pueda operar en modo de lote
alimentado. Es importante sefialar que hasta la fecha no se habia disefiado un
fotobiorreactor para lote alimentado para cultivo a la intemperie para la produccion

de luteina.
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2. JUSTIFICACION

La luteina se utiliza como aditivo en alimentos, especialmente en la industria
acuicola y avicola, donde ayuda a brindar el color caracteristico amarillo-naranja.
Se ha demostrado que la inclusién de luteina en la dieta de adultos de erizo de mar
aumenta la produccién de huevos y larvas juveniles (George et al., 2001). La luteina
es importante econdmicamente debido a que es necesaria en la industria avicola
para brindar el color tanto a la piel y como a la yema del huevo, las cuales son
caracteristicas de calidad de estos productos avicolas. En este sentido, México es
el 5° mayor productor de huevo en el mundo, después de China, EUA, India'y Japén
(FAO, 2007), con una produccién anual de 60 mil toneladas de huevo (INEGI, 2009),

de ahi la importancia en México de la produccion de luteina.

Uno los carotenoides mas importantes para el hombre es la luteina debido a
gue es un componente esencial de los pigmentos protectores presentes en la
macula latea (o punto amarillo) en la retina del ojo (Alves-Rodrigues y Shao 2004;
Whitehead et al., 2006). Debido a que la luteina es importante para la salud visual
en el ser humano ésta debe obtenerse a través de suplementos o de consumir
alimentos. El consumo de 6 a 14 mg de luteina por dia ha sido asociado con la
reduccion del riesgo de degeneracion macular relacionada con la edad en un 50%
y con la reduccion del riesgo de padecer cataratas en un 20% (Gale et al., 2001;
Snellen et al., 2002; Bone et al., 2003; Carpentier et al., 2009), padecimientos que
de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés)
son los principales causantes de ceguera, las cuales se encuentran en aumento
(WHO, 2004).

Durante los afios recientes, diversas aplicaciones de la luteina han recibido
considerable atencion, especialmente aquellas relacionadas con la salud humana.
Ahora, con base en estudios epidemiolégicos es considerada como un agente
preventivo efectivo contra una variedad de afecciones humanas. Las evidencias del
papel protector de la luteina para retrasar las enfermedades cronicas han ido en
aumento (Mares-Perlman et al., 2002; Alves-Rodrigues y Shao, 2004; Whitehead et
al., 2006). No solo el desarrollo de cataratas y la degeneracion macular parecen ser
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retrasados por la luteina (Granado et al., 2003; Krinsky et al., 2003; Olmedilla et al.,
2003; Koh et al., 2004), sino también el progreso de la ateroesclerosis en su fase
temprana (Dwyer et al., 2001), y la estimulacion de la respuesta inmune mediada
tanto por células como humoral ha sido verificada en modelos animales de estudio
(Kim et al., 2000a,b).

Debido a que se ha demostrado que la microalga Scenedesmus
incrassatulus acumula gran cantidad de luteina y que su produccién en lote
alimentado es factible a escala de laboratorio (Garcia-Cafiedo, 2009), el siguiente
paso era demostrar que puede ser producida y que los rendimientos obtenidos

pueden mantenerse en escalas superiores de cultivo y a la intemperie.
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3. HIPOTESIS

La productividad volumétrica de luteina de Scenedesmus incrassatulus en
cultivo por lote alimentado se mantendra constante al incrementar la escala del

cultivo.

La productividad de luteina de Scenedesmus incrassatulus en cultivo por lote
alimentado posterior a su escalamiento sera superior en condiciones controladas de

laboratorio que a la intemperie.
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Escalar la produccion de la microalga Scenedesmus incrassatulus en cultivo
por lote alimentado para la produccién de luteina, manteniendo altos rendimientos

de luteina.
4.2. Objetivos especificos
e Establecer un cultivo por lote alimentado con alimentacion exponencial.

e Evaluar el efecto de la concentracion de N-NOsz en el medio sobre la

productividad de luteina en cultivo por lote alimentado.
e Establecer un cultivo por lote alimentado con alimentacién por pulsos.
e Elegir un sistema de alimentacién y escalar el cultivo por lote alimentado.
e Evaluar el sistema escalado a la intemperie.

e Caracterizar la eficiencia fotosintética y el decaimiento no fotoquimico de la

fluorescencia (NPQ) del cultivo por lote alimentado.
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5. METODOLOGIA
5.1. Microorganismo, condiciones de mantenimiento y experimentacion
5.1.1. Cepay condiciones de cultivo

Se utilizé la microalga cloroficea Scenedesmus incrassatulus, clave CLHE-
S01 de la clase Chlorophyceae y del orden Chlorococcales, donada por el
laboratorio de Hidrobiologia Experimental de la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del IPN. El cultivo fue mantenido en matraces Erlenmeyer de 500 mL con
un volumen de trabajo de 300 mL de medio mineral libre de EDTA que contenia:
250 mg/L NaNOs, 30 mg/L Ca(NOs)2*4H20, 40 mg/L K2HPOs4, 30 mg/L
MgSO4*7H20, 25 mg/L NaCl, 4.98 mg/L FeSO4*7H20, elementos traza 5 uM H3zBOs3,
0.7 pM MnSO4*7H20, 0.5 pM ZnSO4*7H20, 0.1 pM NazMoO4*2H20, 0.5 pM
Co(NO3)2*7H20 y 0.0284 pM CuSO4*5H20 (Perales, 2008). Las condiciones de
incubacion fueron en lote para mantenimiento y preparacién del inéculo con:
temperatura 25 + 3°C, con una intensidad luminosa de 200 umol de fotones m=2 st
y fotoperiodo de 14h:10 h (luz/oscuridad). El in6culo se obtuvo en cultivo por lote
utilizando matraces Erlenmeyer de 1 L con un volumen de trabajo de 800 mL de

medio mineral.
5.1.2. Condiciones de experimentacion

Los experimentos fueron realizados por duplicado utilizando un reactor
tubular tipo airlift (modificado a partir de Vega et al., 2005) de 2 L de volumen util,
con placa intermedia perforada y concentracion inicial de 2 x 108 cél/mL, tomadas
de un cultivo de 7 dias. Las condiciones de cultivo en condiciones controladas de
laboratorio fueron: temperatura 25 * 3 °C, intensidad luminosa 200 umol fotones m-
2 51y fotoperiodo 14h:10h (luz/oscuridad). La irradiacion de luz se aumenté a 1,000
umol fotones m? s a partir del dia 10 de cultivo, para evitar que el autosombreado
limitara el consumo de nutrientes debido a la alta concentracion células en el cultivo.
A la intemperie se dej6 el cultivo a las condiciones de irradiacién solar y temperatura

del ambiente.

Para establecer el efecto del nitrégeno (N) se empleé medio mineral libre de
EDTA con tres concentraciones diferentes de este elemento en el medio de cultivo,

39



tanto en cultivo por lote, como en cultivo por lote alimentado. En cultivo por lote se
utilizé la concentracion de N del medio mineral y dos concentraciones adicionales
gue correspondieron aproximadamente a la mitad y el doble del medio mencionado,
por lo que las concentraciones iniciales de N-NO3 empleadas en cultivo por lote
fueron 24, 41 y 82 mg/L, las cuales en lo sucesivo seran denominadas Lote baja,

Lote media y Lote alta, respectivamente.

Para la mejor implementacion del modo de cultivo por lote alimentado, se
siguié una estrategia lote- lote alimentado -lote, la cual a partir de aqui seré
denominada cultivo por lote alimentado (LA), para simplificar su denominacion y
sefalar que en esos tratamiento se utilizé el modo de cultivo por lote alimentado. La
alimentacion en escala laboratorio fue realizada de dos formas: 1) lote alimentado
con alimentacion exponencial, en el que se realiz6 una prediccidon del consumo
futuro de nitrégeno de acuerdo a un crecimiento exponencial del cultivo. La
alimentacion exponencial se realiz6 mediante goteo durante el tiempo que se
requirié para completar la cantidad de medio de alimentacién que debia alimentarse
y ajustando diariamente la cantidad a alimentar de manera exponencial de acuerdo
con el crecimiento del cultivo. 2) Lote alimentado por pulsos, donde la cantidad de
medio de alimentacién se calculé en base a la cantidad de N consumida. De igual
forma que en cultivo por lote en cultivo por lote alimentado se emplearon tres
concentraciones de N que fueron 22, 40 y 75 mg/L, las cuales mediante la
alimentacion de medio se mantuvieron en el fotobiorreactor en un intervalo lo mas
pequefio posible durante el periodo de alimentacién, estos tratamientos seran en lo
sucesivo denominados como LA baja, LA media y LA alta. Estos tratamientos fueron
implementados con alimentacion exponencial anteriormente descrita. A los
tratamientos en lote alimentado anteriormente mencionados, se les agrego el mismo
volumen de medio de alimentacién estéril, es decir todos los tratamientos recibieron
la misma cantidad de alimentacion independientemente de la concentracion inicial

de N empleada. La alimentacion se realizo entre los dias 2 al 12 de cultivo.

El medio de alimentacion diferia del medio mineral libre de EDTA Unicamente
en la concentracion de nitrogeno (N) y fosforo (P), siendo la concentracion del

primero 10 veces superior que en el medio mineral, y el P se agreg6 en una relaciéon
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N/P de 8, la concentracion de los demas componentes fueron las mismas a las del
medio mineral para evitar que su concentracion disminuyera por efecto de la

alimentacion.

Adicionalmente se implementd un cultivo por lote alimentado a baja
concentracion de N (22 mg/L), también con alimentacién exponencial, al cual se le
alimento la misma cantidad de masa total de N que al tratamiento LA alta, el cual
sera denominado en lo sucesivo como LA baja igual masa total de N a LA alta. Para
la implementacion de este tratamiento se requirié que la alimentacion se realizara

entre los dias 2 al 15 de cultivo.

Posteriormente se implementd el cultivo por lote alimentado por pulsos en
escala laboratorio (que en lo sucesivo sera referido como LA pulsos), con una
concentracion de N en el medio en el mismo intervalo que el que presento el
tratamiento LA alta, ya que este Ultimo tratamiento fue el que presenté el mayor
contenido y productividad de carotenoides totales y luteina de los anteriores

tratamientos.

Debido a que no se encontro diferencia significativa en cuanto a la
productividad de pigmentos entre los dos tipos de alimentacién anteriores
(exponencial y por pulsos), se eligio la alimentacién por pulsos para realizar los
experimentos en cultivo por lote alimentado en escala piloto en condiciones
controladas de laboratorio (LAG) y a la intemperie (LAGE y LAGEO), manteniendo
una concentracion de N en el medio dentro del mismo intervalo a los tratamientos
en escala laboratorio en lote alimentado (LA alta y LA pulsos) que tuvieron las mas
altas productividades y contenidos de carotenoides totales y de luteina. La
alimentacion de estos tratamientos en escala piloto se realizé entre los dias 2 al 12
de cultivo.

5.2. Procedimientos analiticos
5.2.1 Peso seco

Para determinacion de peso seco se tomaron muestras de 5-10 mL de cultivo
cada tercer dia cuando habia alimentacion y cada 5 dias cuando no habia
alimentacion. Las muestras se filtraron en membranas de nitrocelulosa de 5 um
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(Millipore®), y se dejaron secar en horno a 70 °C durante 24h hasta peso constante.
El filtrado se recuperé y se almacend en refrigeracion para la determinacion

posterior de nitratos y fosfatos en el medio.
5.5.2. Conteo celular

La biomasa se cuantifico también mediante conteo celular directo en camara
de Neubauer, contando las células en los 25 cuadros de la cuadricula central.

Posteriormente se realizo el calculo de acuerdo a la dilucion empleada.
5.5.3. Medicién del flujo foténico

El flujo fotonico fue cuantificado con un radidmetro QRT1 Quantitherm PAR/
Temperature Sensor en la parte exterior de los reactores, tanto en escala laboratorio

como en escala piloto, y a la intemperie.
5.2.4. Cuantificacion de la emision de fluorescencia de la clorofila a

La emision de fluorescencia de la clorofila a en el PSII fue cuantificada con la
técnica de un sélo pulso de luz saturante usando el protocolo de Genty et al., (1989)
con dos equipos, un fluorometro FMS2 Hansatech (fluorescence monitoring system,
Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK) y un fluorémetro Handy PEA Hansatech
(Plant Efficiency Analyzer, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK) siguiendo las
metodologias del fabricante. Todas las determinaciones fueron realizadas en fase
liquida usando los viales provistos con los equipos mencionados. Cuatro muestras
de cada tratamiento, dos de cada réplica, fueron colectadas, ajustadas a una
absorbancia < 0.5 a 680 nm, y las determinaciones fueron realizadas para cada
muestra a temperatura controlada de 25 °C. Los viales que contenian las muestras
de microalgas fueron agitadas suavemente hasta mezclado completo antes de
realizar las mediciones, en todas las determinaciones. El procedimiento de medicion
fue el siguiente: primero las células fueron adaptadas a la oscuridad colocando las
muestras en completa oscuridad durante 15 minutos, de acuerdo a lo reportado por
Pirastru et al. (2012), y usando el fluorémetro FMS2 se midieron la Fo (emisién de
fluorescencia minima del cultivo adaptado a la oscuridad) y Fm (emision de
fluorescencia maxima del cultivo adaptado a la oscuridad). Después, brindando un
segundo periodo de adaptacion a la oscuridad igual al anterior se determiné el
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pardmetro RC/ABS (densidad de centros de reaccion activos por tasa de absorcién)
usando el fluorbmetro Handy PEA, para establecer el tamafo relativo de los
Complejos Captadores de Luz (LHC por sus siglas en inglés) con respecto a los
centros de reaccién (Christen et al., 2007). Posteriormente, las células fueron
adaptadas a la luz exponiendo las muestras a las condiciones de luz empleadas en
el fotobiorreactor durante 5 min; se realizaon pruebas previas para asegurar que
en este tiempo se alcanzaba el estado estacionario de emision de fluorescencia de
las muestras adaptadas a la luz. Usando nuevamente el fluorbmetro FMS2 se
midieron la Fs’ (emision de fluorescencia minima del cultivo adaptado a la luz) and
Fm' (emision de fluorescencia maxima del cultivo adaptado a la luz). Usando las
férmulas reportadas por Baker (2008), se calcularon los siguientes parametros:
eficiencia fotosintética maxima o adaptada a la oscuridad, Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm,
eficiencia fotosintética operacional o adaptada a la luz, Fq/Fm’ = (Fm'-Fs')/Fm’, y €l

decaimiento no fotoquimico de la fotosintesis, NPQ = (Fm/Fm’) — 1.
5.2.5. Cuantificacion de nitrégeno de nitratos

Se determiné por el método de brucina-acido sulfamico (Greenberg et al.,
1992) a partir del filtrado o el sobrenadante obtenido por centrifugacion de las
muestras. En un tubo de ensayo se mezclaron 0.3 mL de NaCl al 30% y 0.075 mL
del reactivo de brucina-acido sulfamico. Se agregaron 1.5 mL de medio filtrado o
sobrenadante de centrifugacion (diluido durante los primeros dias del cultivo) y 1.5
mL de solucién acuosa de acido sulfarico 1:1.25 y se mezclaron. El tubo con la
mezcla se agité para homogeneizar la muestra y se incub6 a 94°C durante 20 min,
posteriormente se enfrid6 el tubo hasta temperatura ambiente y se registré la
absorbancia a 410 nm. La concentracion de nitratos se calculé empleando una curva
patrén de cuatro puntos de referencia elaborada a partir de una solucion de KNOs

con una concentracién de 1 mg/L.
5.5.6. Cuantificacion de fosfatos

El contenido de fosfatos se cuantifico por el método modificado de Taussky
y Shorr (Gonzalez y Pefnalosa, 2000). A una muestra de 1 mL de medio filtrado o
sobrenadante obtenido por centrifugacion se le agrego 1 mL de &cido tricloroacético
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0.5 N (TCA) y 1 mL de reactivo de color, este ultimo se preparé al momento de la
determinacion mezclando 4 mL de molibdato de amonio al 16% en H2SO4 10 N, 36
mL de agua destilada y 2 g de FeSO4 7H20. La soluciéon obtenida de mezclar la
muestra, el TCA y el reactivo de color se agité y se mantuvo en la oscuridad por 10
minutos, pasados los 10 min se registré6 la absorbancia a 660 nm con un
espectrofotometro. La concentracion de fosfatos se calculé empleando una curva

patrén elaborada con una solucion patron con concentracion de 1 mM de KH2POa.
5.2.7. Contenido intracelular de Ny P

El contenido intracelular de nitrégeno y fésforo de las células de microalgas
fue calculado mediante un balance de masa, considerando que la cantidad de
nutrientes removidos del medio es totalmente incorporado a la biomasa. Por lo tanto,
el contenido de nitrégeno y fésforo de las células de microalgas iguala el consumo
de nitrégeno y fésforo dividido entre el incremento de peso seco de biomasa de
microalgas, tal y como fue reportado por Wu et al. (2012 y 2013). El efecto del pH
sobre la solubilidad del PO4 fue descartado en los calculos del contenido de P,
debido a que la insolubilizacién de este compuesto sélamente puede ocurrir a pH =
8.5 (Diaz et al., 1994) y todos los dias o inclusive varias veces al dia el pH fue
ajustado a 7 mediante la adicion de HCI, brindando la oportunidad de que el POa4
estuviera disponible y fuera consumido por las células de microalgas. El contenido
de nitrégeno ha sido corroborado en estudios previos usando un equipo TOC-VCSN
Total Carbon Analyzer (Garcia-Cafiedo, 2009).

5.2.8. Cuantificacion de clorofila a, clorofila b y carotenoides totales

La extraccion de clorofilas a, b y carotenoides totales se realizé utilizando
acetona al 100% (Lichtenthaler y Wellburn, 1983; Dunn et al.,, 2004). El
procedimiento fue el siguiente: se tomaron 2 mL de cultivo, se centrifugd y se
descart6 el sobrenadante, al paquete celular obtenido se le agregd 1 g de arena de
mar para analisis, purificada con &cido y calcinada (Merck). Se maceraron las
células con varilla de vidrio, se resuspendieron en 2 mL de acetona al 100%
mediante agitacion. El paquete celular resuspendido se centrifugd a 3500 rpm
durante 10 min, al sobrenadante se le midié absorbancia a 662 nm para clorofila a,
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645 nm para clorofila b y 470 nm para carotenoides totales. Cuando fue necesario,
se repitieron los pasos anteriores, hasta que el paquete celular quedo incoloro. El
calculo de la concentracion de clorofilas y carotenoides se realiz6 segun las

férmulas propuestas por Lichtenthaler y Wellburn (1983).

5.2.9. Cuantificacién e identificacién de xantofilas totales por cromatografia

de liguidos de alta resolucion (HPLC)

Se utilizo el procedimiento recomendado por el laboratorio de Biogeoquimica
de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios
Superiores de Iztacala, de la Universidad Nacional Autbnoma de México (Gilmore y
Yamamoto, 1991). Se tomaron de 15 a 25 mL de muestra y se centrifugaron a 3500
rom durante 10 min, se descartd el sobrenadante, el paquete celular obtenido de
esta forma fue liofilizado durante 24 horas. La pastilla liofilizada conteniendo las
células fue macerada con varilla de vidrio y resuspendida en 3 mL de solucién HEAT
(Hexano, Etanol, Acetona y Tolueno 10:6:7:7) y se sometié a sonicacion durante 3
min, con un sonicador de tipo pluma. El extracto asi generado fue transferido a un
matraz aforado de 10 mL. Se agregaron 0.2 mL de KOH al 40% en metanol y se
incubd en bafio maria a 56°C durante 20 min para llevar a cabo la saponificacion de
los acidos grasos contenidos en la muestra. Se enfrié el matraz aforado conteniendo
el extracto de pigmentos con los lipidos saponificados y se agregaron 3 mL de
hexano, posteriormente se agitdé vigorosamente. Por ultimo, se afor6 a 10 mL con
Na2SO4 al 10%, volviendo a agitar pero esta vez suavemente. La cuantificacion del
extracto de xantofilas asi obtenido, se realiz6 por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a 474 nm a la fase superior generada por el método de extraccion,

conocida como epifase.

La deteccion de los pigmentos por HPLC en fase inversa, se realizé en un
cromatografo Hewlett Packard modelo 1100, con detector de arreglo de diodos en
un rango de 360-800 nm y un registro fijo a 474 nm. Se empled una columna
Allosphere ODS-I en la que se inyectaron 20 uL de la epifase obtenida de la
extraccion de xantofilas totales con la solucion HEAT, con un flujo de 2 mL/min

durante 12 min. Para la fase movil se emplearon dos mezclas de solventes, la fase
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A: acetonitrilo/ metanol/ TRIS-HCI buffer 0.1 M pH 8.0, con la siguiente relacién de
solventes 75/12/4, y la fase B: Metanol/Hexano a una relacion 4/1. EI método de
determinacion consistia en deja fluir la fase A al 100% por la columna durante 5 min,
seguido de un gradiente lineal de 2.5 min en el que se combind la fase A con la fase
B, a partir de los 7.5 min y hasta los 12 min fluyé Unicamente la fase B al 100%.

La identificacion de los pigmentos se realiz6 tomando en picos de absorcion
maxima de cada pigmento, los cuales fueron contrastados con la literatura
correspondiente. La cuantificacion de luteina se realiz6 mediante el uso de un
estandar externo de cantaxantina y luteina, marca Sigma, mediante la siguiente

formula:

., . MYpigmento
Concentracion plgmento = —Zplgmento

Ybiomasa

_ Areayigmento desconocido - MASApigmento referencia

Areapigmento de referencia w

Donde w es el peso de muestra de microalgas (g)
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para mayor claridad, se presentan primeramente las condiciones que
causaron la variacion: concentracidon de nutrientes, contenido intracelular de
nutrientes y condiciones ambientales de luz y temperatura a la intemperie.
Posteriormente se presentan y discuten el efecto de estas condiciones sobre el
crecimiento, parametros de fluorescencia y pigmentos (clorofilas y carotenoides).

6.1. Concentracion y consumo acumulado de nutrientes
6.1.1. Concentracién de nitrégeno en el medio

Este trabajo se ha centrado, en parte, sobre la variacién de N-NOs en el
medio. Este elemento es considerado limitante del crecimiento de organismos
fotosintéticos debido a su escasez en ciertos ecosistemas por lo que la evaluacion
del N del medio ha sido fundamental para este trabajo. En la figura 4 se muestra la
concentracion de N en el medio de cultivo de todos los tratamientos. En cultivo por
lote, el N se habia casi agotado para el dia 8 de cultivo (Fig. 4a), mientras que en
cultivo por lote alimentado (Fig 4b) el N se agoto entre los dias 15 al 20. Esto indica
que la tasa de consumo de N aument6 a medida que aumentd la concentracion

inicial de N.

Ubicandonos ahora en las figuras 4b y 4c, se observa que el N en el medio
de cultivo se agot6 el dia 15 para el tratamiento LA baja, mientras que en los
tratamientos LA media, LA alta, LA baja (de igual masa total de N a LA alta) y LA
pulsos el N se agot6 hasta el dia 20 de cultivo. Es decir, que la tasa de consumo de
N tuvo que presentar una variacion para que el N se agotara el mismo dia de cultivo
debido a que se usaron diferentes concentraciones iniciales de N y diferentes

concentraciones de nitrégeno mantenidas

Se implemento el tratamiento LA pulsos con una cantidad total de nitrégeno
igual a LA alta (Fig. 4c) cumpliendo con el objetivo de establecer un cultivo por lote
alimentado con alimentacién por pulsos. También se logré implementar de manera
exitosa y controlada el tratamiento LA baja con igual masa total de N a LA alta (Fig.
4c), cumpliendo con el objetivo de establecer un cultivo por lote alimentado con

alimentacion exponencial.
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Figura 4. Concentracion de nitrogeno (N) en el medio de cultivo, a) cultivo por lote; b) cultivo
por lote alimentado con el mismo volumen de alimentacion; c¢) cultivo por lote alimentado
con el mismo volumen de alimentacion (LA baja y LA alta) y con la misma masa total de N
alimentada (LA alta, LA baja igual masa total de N a LA alta y LA pulsos); d) cultivo por lote
alimentado por pulsos en escala laboratorio (LA pulsos) y en escala piloto (LAG) en
condiciones controladas de laboratorio; e) cultivo por lote alimentado por pulsos en escala
piloto en condiciones controladas de laboratorio (LAG) y a la intemperie en verano (LAGE);
f) cultivo por lote alimentado por pulsos en escala piloto a la intemperie en verano (LAGE)
y otofio (LAGEO).
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Se eligid el sistema de alimentacion por pulsos para escalar los sistemas,
para facilitar su manejo a la escala piloto. En los tratamientos LA alta, LA pulsos,
LAG, LAGE y LAGEO se mantuvo una concentraciéon de N en el medio dentro del
mismo intervalo, esto se puede observar en las figuras 4c-4f. Con esto fue posible
observar el efecto del escalamiento y de las condiciones de la intemperie sobre los
otros parametros monitoreados y cumplir con el objetivo planteado de escalamiento.
Para poder lograr el mismo intervalo de concentraciones de N en el medio del cultivo
por lote alimentado en escala piloto a la intemperie en verano (LAGE) fue necesario
no alimentar nada los dias 4, 7 y 8, de igual manera en el tratamiento LAGEO (lote
alimentado en escala piloto a la intemperie en otofio) fue necesario no alimentar
nada los dias 6, 9 y 10, debido a que la acumulacién de N en el medio hubiera
ocasionado que la concentracion del mismo se saliera del rango de N que se

pretendia mantener en el cultivo.

A diferencia de los tratamientos LA alta y LA pulsos, donde el N del medio se
agoto casi en su totalidad al dia 20, en los tratamientos LAG, LAGE y LAGEO,
implementados en escala piloto, se observé que la concentracion de nitrégeno del
medio disminuy6é mas lentamente. En el caso del tratamiento LAG, se alcanz6 la
concentracion minima hasta el dia 25 de cultivo, mientras que en LAGE al dia 35 de
cultivo el N del medio no se habia agotado todavia, habiendo en el medio de cultivo
una concentracion de 33.1 mg N/L. Y en el caso del tratamiento del cultivo LAGEO,
el N en el medio se agoté al dia 30 de cultivo. Por lo tanto, en los tratamientos
realizados a la intemperie en este estudio el consumo de N se vio afectado por las
condiciones variables de luz y temperatura (que se muestran en la siguiente

seccion).

El que la concentracion de nitrogeno del medio disminuyera mas lentamente
en los tratamiento en escala piloto puede deberse a que la iluminacién dentro del
fotobiorreactor en escala piloto fue inferior a la de |la escala laboratorio afectando la
actividad de la enzima nitrato reductasa (NR), esta enzima es directamente afectada
por la iluminacion. Hong et al. (2011), encontraron que la actividad NR detectada en
muestras de fitoplancton colectadas durante el dia era mayor a las colectadas
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durante la noche, e infieren que la actividad de NR puede también estar regulada

por las condiciones de luz.

6.1.2. Concentracion de fosfato en el medio

El fosforo es otro de los elementos que se requieren para el crecimiento de
las microalgas (Wu et al., 2012), y que generalmente se consume en cierta relacion
con respecto a N, por lo que ha sido importante la evaluacién de su concentracion
en el medio de cultivo como fosfatos. En la figura 5a-f se muestra la concentracion
de PO4 en el medio de cultivo de todos los tratamientos. Como se puede observar
en la figura 5a, la variacion de concentracion de fosfato en el medio de cultivo en
los tratamientos Lote baja y Lote media fue muy similar, disminuyendo la
concentracion de fosfato de 18 a 3 mg/L desde el inicio hasta el dia 8 de cultivo. En
el tratamiento Lote alta, la concentracion de fosfatos disminuy6 de 18 a 2.6 desde
el inicio al dia 6 de cultivo, es decir, mas rapidamente. Por lo tanto, en cultivo por
lote aumentar la concentracion inicial de N aumenta la velocidad de consumo de
POa.

Los tratamientos en lote alimentado en escala laboratorio, LA baja, LA media,
LA alta, LA baja (de igual masa total de N a L alta), y LA pulsos (Fig. 5b-5c¢), tuvieron
una concentracion inicial e intervalo de concentraciones de PO4 en el medio de
cultivo similares. Por lo que las diferencias de crecimiento o de produccion de
pigmentos en estos tratamientos no pueden deberse a la variacion de POa4. En estos
tratamientos, la menor concentracion de PO4 en el medio de cultivo se alcanzé hasta
el dia 20.

En el caso de los tratamientos en escala piloto LAG y LAGEO, en condiciones
de laboratorio y a la intemperie en otofio, (Fig. 5d-5f), la concentraciéon de POa del
medio de cultivo alcanzé su valor minimo el dia 25 de cultivo, y hubo una ligera
acumulacion de PO4 en LAG a partir del dia 10 de cultivo. En el tratamiento LAGE
(Fig. 5e), tratamiento a la intemperie en verano, la concentracion de PO4 disminuyo
mas lentamente, después de la suspension de la alimentacién, en comparacion con
los tratamientos LAG, LA alta y LA pulsos, alcanzandose la concentracion minima

de este compuesto al dia 35 de cultivo.
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Figura 5. Concentracion de fosfato (PO.) en el medio de cultivo de los diferentes
tratamientos. a) cultivo por lote; b) cultivo por lote alimentado con el mismo volumen de
alimentacion; c) cultivo por lote alimentado con el mismo volumen de alimentacion (LA baja
y LA alta) y con la misma masa total de N alimentada (LA alta, LA baja igual masa total de
N a LA alta y LA pulsos); d) cultivo por lote alimentado por pulsos en escala laboratorio (LA
pulsos) y en escala piloto (LAG) en condiciones controladas de laboratorio; e) cultivo por
lote alimentado por pulsos en escala piloto en condiciones controladas de laboratorio (LAG)
y a la intemperie en verano (LAGE); f) cultivo por lote alimentado por pulsos en escala piloto
a la intemperie en verano (LAGE) y otofio (LAGEO).
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Resumiendo el comportamiento mencionado en las figuras 5b y 5c,
observamos que la concentracion de fosfato en el medio de cultivo en todos los
tratamientos en lote alimentado fue similar, presentando una concentracion inicial
de aproximadamente 20 mg POa4/L, después se presenta un comportamiento
oscilatorio debido a la alimentacion y finalmente una concentracion final < 1.8 mg
POa4/L. Por otra parte, en los cultivos en escala piloto hubo una acumulacion de

fosfatos después del dia 10 del cultivo, como se observa en las figuras 5d-f.

Debido a que el fosfato esta directamente relacionado con la cantidad de
energia luminosa que es transformada a ATP, ademas de que participa
directamente en el sefialamiento de moléculas al interior de la célula, la acumulacién
de fosfato es otro indicativo de menor iluminacién al interior del fotobiorreactor en el

cultivo a escala piloto.

6.1.3. Consumo acumulado de nutrientes

El consumo acumulado de nutrientes es un indicativo de la actividad de la
biomasa. Una biomasa mas activa consumira una mayor cantidad de nutrientes del
medio en menor tiempo. Para poder comparar los diferentes tratamiento en lote y
lote alimentado implementados en diferentes escalas, se ha evaluado el consumo

acumulado de Ny POa.

El consumo de N en cultivo por lote presenté una relacion directamente
proporcional a la concentracién inicial de nutrientes. Lo anterior implica que la
velocidad de consumo de N aumenta al aumentar la concentracion inicial de N en
el medio (Fig 6). En el caso de cultivo por lote, en todos los tratamientos se alcanzé

un consumo acumulado maximo de N entre los dias 8-10 de cultivo.

Por lo anterior, se puede decir que la microalga consume mas N cuando el
mismo se encuentra en mayor concentracion en el medio, siendo el consumo de N
del tratamiento Lote alta > Lote media > Lote baja. EI consumo de N después del
dia 8 de cultivo fue muy bajo debido a que el N en el medio se habia casi agotado

en todos los tratamientos en cultivo por lote.
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Figura 6. Velocidad de consumo acumulado de nitrégeno en cultivo por lote.
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Figura 7. Velocidad de consumo acumulado de nitrégeno, en cultivo por lote alimentado
en escala laboratorio y piloto, en condiciones controladas y a la intemperie. Lote alimentado
por pulsos en escala laboratorio (LA pulsos) y en escala piloto (LAG) en condiciones
controladas; Lote alimentado en escala piloto a la intemperie en verano (LAGE); f) cultivo
por lote alimentado por pulsos en escala piloto a la intemperie en verano (LAGE) y otofio
(LAGEO).
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La velocidad de consumo de N en cultivo por lote alimentado (Fig. 7) fue 3
veces mayor a la de cultivo por lote, esto es en comparacion de los tratamientos en
lote alimentado LA alta, LA pulsos, LA baja (con igual masa total de N que LA alta),
y LAG en comparacion contra el tratamiento Lote alta. Cabe sefalar que los
tratamientos en lote alimentado (LA) mencionados tuvieron la mayor cantidad de
masa total de N, es decir la mayor masa total de N. En cultivo por lote alimentado
en escala laboratorio, se alcanzé un consumo acumulado maximo de N entre los
dias 15-20 de cultivo. Y el valor final del consumo acumulado dependié directamente
de la cantidad de masa total de N, de igual forma casi todo el N del medio fue
consumido en todos los tratamientos. Es decir, en lote alimentado la microalga
consume mas N cuando la cantidad total de nitrbgeno es mayor,
independientemente de la concentracién de N inicial y de la concentraciéon de N
mantenida en el medio. Los tratamientos en escala piloto implementados a la
intemperie en verano LAGE y en otofio LAGEO presentaron una velocidad de
consumo de N inferior a la del tratamiento en escala piloto implementado en
condiciones controladas (LAG). El tratamiento LAGE, presento valores inferiores de
velocidad de consumo de N al de todos los demas tratamientos en cultivo por lote
alimentado durante todo el periodo de cultivo (Fig. 7). Ademas, hubo un consumo
de nutrientes durante un mayor periodo de tiempo en LAGE, hasta el dia 35,
mientras que en el tratamiento LAG hubo consumo de Ny PO4 hasta el dia 25, y en
los tratamientos en escala laboratorio solamente hubo consumo hasta el dia 20.

De lo anterior se puede inferir que a mayor masa total de N mayor velocidad
de consumo del mismo, independientemente del modo de cultivo empleado, en
condiciones controladas de laboratorio, ya sea lote alimentado o lote. También se
puede afirmar que la biomasa consume los nutrientes de manera mas activa cuando

se emplea el lote alimentado.

Pasando al consumo de fosfato, en cultivo por lote no hubo diferencias
significativas entre las maximas velocidades de consumo de fosfato (Fig. 8) para los
diferentes tratamientos. Se puede observar en la figura 8 que en el tratamiento de
Lote alta hubo una mayor velocidad de consumo de fosfato durante los dias 2-6 de
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cultivo. ElI consumo acumulado de fosfato en cultivo por lote dependié de la

concentracion inicial del mismo.
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Figura 8. Velocidad de consumo acumulado de fosfato, en cultivo por lote.
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En cultivo por lote alimentado las mayores velocidades de consumo de
fosfatos (Fig. 9) se observaron en los tratamientos que tuvieron la mayor
concentracion de masa total de N, por lo tanto el consumo de fosfato se encuentra
relacionado con el consumo de N del medio. Los tratamientos LA alta, LA pulsos y
LA baja de igual masa total de N a LA alta, presentaron la mayor velocidad de
consumo de fosfato, aproximadamente 84 mg/(L d), la cual fue 7 veces superior a

la observada en cultivo por lote.

Por otra parte, en el tratamiento en escala piloto en condiciones controladas
(LAG), se present6 una velocidad de consumo acumulada de fosfatos de 63.75
mg/(L d). Los tratamientos en escala piloto implementados a la intemperie en verano
LAGE y en otofio LAGEO presentaron una velocidad de consumo de fosfato inferior
ala del tratamiento LAG. Ademas, hubo un consumo de nutrientes durante un mayor
periodo de tiempo en los tratamientos LAGE y LAGEO, hasta el dia 35, mientras
que en el tratamiento LAG hubo consumo de POs4 hasta el dia 25, y en los

tratamientos en escala laboratorio solamente hubo consumo hasta el dia 20.

En cultivo por lote alimentado el consumo acumulado dependio de la cantidad
total de fosfato, es decir de la cantidad de masa inicial més la cantidad de masa
alimentada. También fue evidente al observar las figuras 7 y 9 que el consumo de
N y fosfato durante todo el periodo de cultivo fue menor en la escala piloto. Estos
resultados hacen evidente que las condiciones a la intemperie, con cambios de luz
y temperatura tuvieron un efecto negativo sobre el consumo de nutrientes (Ny P) y
por lo tanto sobre la actividad de la biomasa. Los tratamientos LA baja y LA media
tuvieron un menor consumo ya que la concentracion inicial de N en estos
tratamientos fue inferior a las de los tratamientos LA baja, LA alta y LA (pulsos de
igual cantidad masa total).

6.1.4. Contenido intracelular de nutrientes y la relacién Redfield N/P

La relacion de consumo de nitrogeno y el fosforo puede utilizarse como
indicativos de la limitacidon de uno o ambos elementos. En la tabla 2 se muestra el
contenido intracelular de N y P de los diferentes tratamientos usados en este

estudio. El calculo fue realizado considerando la concentracion inicial de N
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determinada por Garcia-Cafiedo (2009), un contenido inicial de P de 1% en la
biomasa (Powell et al., 2008), y haciendo un balance de masa considerando que la
cantidad de nutrientes que es eliminada del medio es totalmente incorporada a la
biomasa, hecho demostrado en diversos estudios (Garcia-Cafiedo, 2009; Wu et al.,
2012; Wu et al., 2013).

Tabla 2. Intervalo de porcentaje intracelular de nitrogeno y fésforo en base a peso
seco y relacion Redfield en microalgas en diferentes modos de cultivo.

Rango de concentracién intracelular de nutrientes

Relacién
0, 0,

N (%) P (%) Redfield
Lote 3.66-10.78 0.42 -1.39 5.19-17.44
Lote alimentado 427 -19.63 0.5-2.08 5.17 -13.63
Lote alimentado escala
piloto en condiciones 5.71-13.12 0.52-1.43 6.05-13.58
controladas
Lote alimentado escala 5.17 - 21.84 1-2.45 47814
piloto a la intemperie
Genero Scenedesmus 2-102 0.41 — 3.16" 5-19°
Scenedesmus sp. LX1 10 — 259 0.5 -2.5d 5-144

2 Ahlgren y Hyenstrand, 2003;® Powell et al., 2008 y 2011.
¢ Geider y La Roche, 2002, relacion Redfield de fitoplancton sin limitacion de N y/o P.
dWu et al., 2012.

El contenido de nitrdgeno reportado para el género Scenedesmus es muy
variable, y depende de la concentracion de nitrégeno del medio de cultivo, pudiendo
tener un valor desde 2 hasta 20% en peso seco (Ahlgren y Hyenstrand, 2003; Wu
et al., 2012). De la misma forma, las microalgas contienen tipicamente 1% de P en
peso seco (PS), cuando no hay acumulacion de P en la biomasa. Sin embargo, bajo
ciertas condiciones pueden consumir mas N y P del que se requiere para su
crecimiento, que almacenan en la forma de nitrato y polifosfato (Garcia-Cafiedo,
2009; Powell et al., 2008 y 2011).

Es importante sefialar que normalmente se considera que la remocion de N
y P del medio de cultivo es utilizada por las microalgas para el crecimiento, sin
embargo, un consumo elevado de nutrientes no necesariamente resulta en una alta

produccion de biomasa (Wu et al., 2012). Lo anterior se conoce como “consumo de
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lujo” (luxury uptake) (Powell et al. 2008 y 2011; Hong et al., 2011; Wu et al., 2012).
El consumo de lujo de nutrientes fue definido por Levin y Shaphiro (1965) como el
consumo de nutrientes con la ausencia de crecimiento sin una deprivacion previa
de los mismos, aunque hoy en dia también se considera consumo de lujo cuando
se consumen nutrientes y se almacenan intracelularmente. Esta forma de consumo
excesivo de nutrientes en microalgas, superior a los requeridos por la célula para
su crecimiento se presenta cuando las células han estado expuestas a un medio
con poca o casi nula concentracion de ciertos nutrientes (starvation) o cuando las
células tienen la capacidad de acumular nutrientes, en éste Ultimo caso no se
requiere una deprivaciéon de nutrientes previa (Eixler et al., 2006; Powell et al.,
2009). Esta demostrado que el “consumo de lujo” de N y P ocurre frecuentemente
tanto en macroalgas como en microalgas y puede ser considerado como un
mecanismo biologico para la asimilacion tanto de N como de P (Menéndez et al.,
2002; Buapet et al., 2008; Powell et al., 2011; Hong et al., 2011).

Garcia-Cafiedo (2009) ha demostrado, con mediciones en TOC (total organic
carbon analizer), que la microalga Scenedesmus incrassatulus puede llegar a
contener en su biomasa hasta el 18% de N en peso seco, y que consume todo el N
del medio, incorporandolo a la biomasa, demostrando el “luxury uptake” de N por la
microalga Scenedesmus incrassatulus usada en este estudio. Asimismo, la
concentracion de N intracelular (Tabla 2) en cultivo por lote se mantuvo muy cercana
a los valores reportados para otras microalgas del género Scenedesmus. Mientras
gue en lote alimentado el valor fue de hasta casi 2 veces superior a la de cultivo por
lote en este trabajo, y similar en magnitud al maximo de 18% en base seca reportado
en otras investigaciones (Ahlgren y Hyenstrand, 2003; Garcia-Cafiedo 2009; Wu et
al., 2012). Esto confirma que la acumulacion de N y que el contenido intracelular de
N en lote alimentado se encuentra dentro del intervalo reportado para la otras cepas

del género Scenedesmus.

Powell et al. (2008) demostraron que las microalgas del género Scenedemus
pueden contener entre 0.41 y 3.16% de P en peso seco, demostrando el consumo
de lujo de P. Estos autores también demostraron que el consumo de lujo de P en

Scenedemsus sp. se presenta tanto en escala laboratorio como en escalas
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industriales, y que las microalgas tienen un contenido de 1% de fésforo en ausencia
de consumo de lujo del mismo. Podemos observar en la tabla 2 que en todos los
tratamientos la concentracion intracelular de P se encuentra dentro de los rangos
reportados para otras microalgas del género Scenedesmus para las cuales se ha
demostrado el consumo de lujo de fosfato (Powell et al., 2008 y 2011; Wu et al.,
2012), lo que nos permite afirmar que el P pudo ser consumido y acumulado dentro
de la biomasa, tanto en escala laboratorio como en escala piloto e inclusive a la

intemperie.

Es claro que Scenedemus incrassatulus puede almacenar N y P en su
biomasa, ya que se ha detectado que puede contener hasta 19% de Ny 2% de P,
lo que concuerda con los reportes de diversos autores (Geider y La Roche, 2002;
Garcia-Cafedo, 2009; Powell et al., 2008, 2009 y 2011).

EI Ny el P intracelular pueden encontrarse formando parte de compuestos o
en forma inorganica. Las principales formas en las que se encuentra el N organico
dentro de la biomasa (Tabla 3) es formando parte de proteinas y acidos nucleicos,
ademas de que se encuentra presente en la clorofila a y b, aminoacidos y osmolitos
que contienen N (glicina y betaina). EI N inorganico también puede contribuir al N
intracelular, particularmente en células que pueden almacenar nitrato, para

posteriormente usarlo para su crecimiento.

El P organico intracelular (Tabla 3) se encuentra en los acidos nucleicos o
fosfolipidos, y estd casi ausente de las proteinas excepto cuando se enlaza
reversiblemente a ellas (fosforilacion de proteinas y enzimas). El acido ribonucleico
(ARN) es la fraccion macromolecular mas abundante en la célula que contiene P,
seguida por los fosfolipidos y el acido desoxyrribonucleico (ADN). Ademas, existen
algunas reservas de P como acarreadores de sustratos, energia e informacion
(glucosa fosfato, coenzimas, ATP, cAMP, etc.). El fosfato también puede
almacenarse como polifosfato (Geider y La Roche, 2002). En un estudio realizado
por Rhee (1973) sobre la distribucion intracelular de P en Scenedesmus sp., se
determind que cerca del 30% del P de la célula estaba asociado con el ARN, menos

del 5% con fosfolipidos, y la mayor parte, 40%, estaba asociada con polifosfatos,
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pero las proporciones de P variaban dependiendo de si el P era limitante. Powell et
al. (2009) demostraron que el P se acumula en microalgas en forma de polifosfato,
soluble e insoluble en acidos, y que durante etapas de crecimiento rapido el
polifosfato acumulado es subsecuentemente utilizado para la produccion de
componentes celulares, como por ejemplo fosfolipidos, &cidos nucleicos y
nucleotidos. También, el N puede ser acumulado en forma de nitrato y después ser
utilizado para sintetizar proteinas y otras macromoléculas (Hong et al., 2011).

Tabla 3. Composicion elemental y porcentaje de masa celular de microalgas

asociada a diferentes componentes moleculares que contienen nitrogeno y/o
fésforo.

Composicién elemental %cﬁll??z;sa gN/g PS gP/g PS
Aminoéacidos Variable 0-12 - -
Proteinas? C4.43H701.44N1.16S0.019 30-65 0.16 -
ARNP Co5H13.7508N3.75P 3-15 0.155 0.091
ADN¢ Co.75H14.7508N3.75P 0.5-3 0.16 0.095
Fosfoglicéridos® C37.9H72500.4No.43P 5-15 0.008 0.043
Clorofila a CssH7205N4Mg 0.2-5 0.063 -
Clorofila b CssH7006N4Mg - 0.062 -
ATP C10H16013NsP3 <0.1 0.14 0.18

a Composicién basada en la estructura de 21 amino&cidos y su abundancia relativa en proteinas de
microalgas

b Asumiendo igual cantidad de moles de acidos deoxyadenilico, deoxycitidilico, deoxyguanilico y
deoxytiminico.

¢ Asumiendo igual cantidad de moles de acidos adenilico, citidilico, guanilico y uridilico.

d Asumiendo igual cantidad de moles de P en fosfatidilinositol, acido fosfatidico, fosfatidilglicerol,
difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y fosfatidilserina.

Adaptado de: Geider y La Roche (2002).

PS= Peso seco

La diferencia entre el consumo y el almacenamiento de nitrégeno y fésforo
inevitablemente ocasiona cambios en la relacion N/P intracelular (Wu et al., 2012). Esto se
conoce como la relacion Redfield, este es un concepto que relaciona la composicion
de los organismos con la quimica del agua, esta relacién fue nombrada en honor a
Alfred Redfield quien concluyé en 1958 que la composicion del plancton era
uniforme, desde un punto de vista estadistico. Los bidlogos usan una relacion
Redfield de 16:1 N:P, basada en la composicion elemental de microorganismos

marinos y de agua dulce. Normalmente se asume que el N esta limitado a N:P<16
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y que el P esta limitado a N:P>16. También se considera una relacion N:P critica
donde ambos nutrientes son limitantes del crecimiento al mismo tiempo (Geider y
La Roche, 2002).

Algunos autores hacen incapié en que los organismos pueden desviarse de
la relacion Redfield 16:1 (Broecker y Henderson, 1998) y el grado de desviacion es
critico para nuestro entendimiento del consumo de nutrientes (Falkowski, 2000). La
habilidad de las algas de disminuir las concentraciones de nutrientes a niveles
indetectables dentro de un amplio rango de relaciones N:P hace aun mas dificil
determinar el punto de limitacion de N o P, y la relacion critica de N:P (Geider y La
Roche, 2002).

La dindmica de los nutrientes N y P esta muy relacionada entre ellos y al
proceso de captacion de luz presente en los fotobiorreactores. Explorar el destino
del N y otros nutrientes en las diferentes rutas metabdlicas durante el cultivo de
microalgas en fotobiorreactores es una herramienta muy valiosa para el disefio de
estos sistemas a escala industrial, con una demanda reciente de sistemas con
eficiente uso de nutrientes y luz. Debido a esto, es vital conocer el verdadero
metabolismo de los nutrientes y su efecto sobre el crecimiento de microalgas

cultivadas en fotobiorreactores (Krustok et al., 2016).

Ademas, la relacién N:P intracelular critica no es una constante biolégica y la
variabilidad de la composicion N/P de microalgas puede presentarse debido a
cambios en la concentracion de macromoléculas que contienen N y P, o por la
acumulacion como reserva de nutrientes (nitrato y fosfato) o energia., como una

respuesta a las condiciones de luz (Geider et al., 1996).

El andlisis de la composicion elemental de cultivos de fitoplancton marino
indican que: 1) el rango fisiologico de N:P es menor a 5 bajo severa limitacion de N
y es mayor a 100 en severa limitacion de P; 2) la relaciéon N:P de fitoplancton con
suficiente disponibilidad de nutrientes (sin limitacién) varia de 5 a 19, siendo la
mayoria de las determinaciones experimentales menores a la relacion Redfield
16:1; 3) la relacion critica de N:P, donde ambos nutrientes son limitantes es de 20
a 50 (Geider y La Roche, 2002).
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En nuestro estudio se ha encontrado que la relacion Redfield presento
valores en un rango de 4.78 - 17.44 (Tabla 1), estos valores concuerdan con los
presentados por otros autores (Geider y La Roche, 2002; Wu et al., 2012) cuando
no hay limitacion de N ni de P, por lo que puede decirse que en el medio en lote
alimentado no hubo limitacion de N y/o P, o fue ésta fue minima, ademas en
anteriores reportes ya se ha mencionado que la luz muy probablemente sea el
limitante del crecimiento. Se ha reportado que Scenedesmus obliquus alcanza la
productividad 6ptima de biomasa en cultivo por lote con una relacién N:P de entre
9-13, y este intervalo de relacion N:P es el que permite el agotamiento de los
nutrientes del medio (Arbib et al., 2013).

Por otra parte, al comparar el rango de la relacion Redfield de 6.05 - 13.58 y
4.78 — 14 de los tratamientos en escala piloto en condiciones controladas (LAG) y a
la intemperie (LAGE), respectivamente, se puede afirmar que las condiciones
variables de luz y temperatura que se presentaron a la intemperie tienen un efecto

nulo o despreciable sobre la relacion Redfield.

Como comentario final de esta seccion, podemos afirmar que los nutrientes
son consumidos rapidamente cuando estan disponibles, pero que son almacenados
para después ser usados para el crecimiento y sintesis de proteinas. Es importante
sefalar que el contenido proteico, y por lo tanto de N, no puede variar de manera
independiente del contenido de pigmentos y de acidos nucleicos de las células. Es
por esto que la cantidad de N varia junto con la cantidad de P. Debido a que los
acidos nucleicos, que contienen una gran cantidad de P, estan generalmente
asociados con una masa igual de proteinas (histonas, cromatinas y ribosomas) es
de esperarse que los acidos nucleicos y el contenido de proteinas presenten una

co-variacion y sean mas abundantes en células en crecimiento.
6.2. Condiciones ambientales de luz y temperatura a la intemperie

Al implementar el cultivo de microalgas a la intemperie, el mismo quedé
expuesto a las variaciones de luz y temperatura de las condiciones ambientales. Por
lo tanto, se registraron las principales condiciones de cultivo que presentaron

variacion a la intemperie: 1) Irradiacion solar, es decir la cantidad de luz que incide
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sobre el fotobiorreactor, y 2) la temperatura del ambiente a la que se encuentra

expuesta el fotobiorreactor.

Las condiciones ambientales (Tabla 4 y 5) fueron registradas en la mafana
(entre 8 y 9 am), medio dia (entre 12 y 1 pm), y tarde (entre 5y 7 pm), de acuerdo
con la presencia o ausencia de nubes y lluvia como sigue: 1) Soleado, cielo sin
presencia de nubes que disminuyeran la irradiacion solar sobre el fotobiorreactor;
2) Medio nublado, cielo con presencia de nubes dispersas que disminuian
ocasionalmente la irradiacion solar sobre el fotobiorreactor durante periodos cortos
de tiempo (minutos); 3) Nublado, cielo totalmente cubierto de nubes que disminuian
la irradiacidon solar sobre el fotobiorreactor de manera continua; 4) Lluvioso, cielo
totalmente cubierto de nubes con presencia de lluvia, las cuales disminuian la
irradiacion solar sobre el fotobiorreactor de manera continua, 5) Lluvioso con
granizo, cielo totalmente cubierto de nubes con presencia de lluvia y granizo,
condiciones que disminuian la irradiacion solar sobre el fotobiorreactor de manera

continua.

Tabla 4. Condiciones ambientales durante cultivo a la intemperie verano.

Mafana Mediodia Tarde
17 mafanas con 14 mediodias con 10 tardes con condiciones
condiciones soleadas condiciones soleadas soleadas
8 mafianas con 12 mediodias con 4 tardes con condiciones medio
condiciones medio condiciones medio
nubladas
nubladas nubladas
o - 22 tardes con condiciones medio
10 mafanas con 10 mediodias con .
. C nubladas lluviosas, nubladas y/o
condiciones nubladas condiciones nubladas . .
: : lluviosas (en 2 ocasiones hubo
y/o lluviosas y/o lluviosas

lluvia con granizo)

Tabla 5. Condiciones ambientales durante cultivo a la intemperie en otofio.

Mafana Mediodia Tarde
21 mafianas con 26 mediodias con 20 tardes con condiciones
condiciones soleados condiciones soleados soleados
5 mafanas con 6 mediodias con . )
L \ o . 9 tardes con condiciones medio
condiciones medio condiciones medio
nubladas
nubladas nubladas
10 mananas con 5 mafanas con 8 mafanas con condiciones
condiciones nubladas condiciones nubladas nubladas
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Al ver las tablas 4 y 5 se hace evidente que durante las mafanas
predominaron las condiciones soleadas a medio nubladas. Durante el medio dia se
tuvo la misma tendencia, pero con un nimero mayor de mediodias medio nublados.
Sin embargo, en verano predominaron las tardes con condiciones de medio nublado
lluvioso, nublado y nublado lluvioso, mientras que en otofio las tardes fueron

mayormente soleadas.

Tabla 6. Irradiacion solar a la intemperie en verano.

Irradiacién solar (umoles fotones/(m? s))

Condiciones Lado Mafiana Mediodia Tarde (5-7pm) Maxima
(8-9am) (12-1pm) P (12-1pm)
A 180+£68.09 1366.66+£217.25 2404+1472.19
Soleado 2409+314.88
B 115.66+42.71 334.88+£197 238+59.39
A 120.5+£13.43 432.8£135.85 230.5£37.47
NI‘IJb"."‘dO 0 474+233.11
uvioso B 81.5£20.50 115+42.4 70.5£23.33
Resumen de  Soleado 254-120 1700-1088 2404-238 2846-1910
Rango de
condiciones a0 ® 130-111 563-205 257-204 617-205
“A” lado del fotobiorreactor expuesto directamente a la luz solar
“B” lado del fotobiorreactor que no se encuentra directamente a la luz solar.
Tabla 7. Irradiacién solar a la intemperie en otofio.
Irradiacién solar (umoles fotones/(m? s))
Condiciones Mafiana Mediodia Tarde (5-7pm) Méaxima
(8-9am) (12-1pm) P (12-1pm)
A 233.1+138.8 2339.41£562.4 1488.91+511.07
Soleado 2549.33+326.8
B 43.44+£25.71 190.94+64.22 98.58+31.98
A 178.28+107.9 481+60.9 259.8+172.7
NI‘IJb"."‘dO 0 1228.5+864.8
uvioso B 30.57+£13.5 90.33+13.6 36.66+22.20
Resumen de  Soleado 475-132 3018-1065 2264-762 3018-1938
Rango de
condiciones Nl‘fub\li)ds‘:)" 362-77 533-414 591-65 1840-617

“A” lado del fotobiorreactor expuesto directamente a la luz solar
“B” lado del fotobiorreactor que no se encuentra directamente a la luz solar.

La irradiacion solar de las condiciones ambientales anteriores se caracterizo
como se muestra en las tablas 6 y 7. Es importante hacer notar que
independientemente de la geometria del fotobiorreactor, en cultivo en exteriores con

iluminacion solar siempre habra un lado del fotobiorreactor que se encuentre
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expuesto directamente a la luz solar (lado A), y un lado que no se encuentre
expuesto directamente a la luz solar (lado B), por lo tanto, el intervalo de cantidad
de luz que recibe el fotobiorreactor sera desde el lado con menor iluminacién hasta

el lado con mayor iluminacion.

Por otra parte, las condiciones de temperatura (Tablas 8 y 9) presentaron
mayor variacion durante los dias soleados. Cuando las condiciones ambientales
eran de medio nublado, nublado y/o lluvioso tendian a la temperatura mas baja
debido principalmente al efecto de sombreado provocado por las nubes y el viento
frio que generalmente acompafa a estas condiciones ambientales.

Tabla 8. Condiciones promedio de temperatura durante verano, en un dia soleado
a la intemperie.

Temperatura (°C)*

Mafiana Mediodia Tarde Méxima  Minima
(8-9am) (12-1pm) (5-7pm)
14.04+2.29 22.01+3.063 35.62+0.76 36.6 9.6

*Las temperaturas son un promedio de las que se presentaron cuando el dia fue soleado o medio
nublado. En condiciones lluviosas o Nubladas la temperatura descendia a la minima o la que se
presentaba en el mafana.

Tabla 9. Condiciones promedio de temperatura durante otofio, en un dia soleado a
la intemperie.

Temperatura (°C)*

Mafana Mediodia Tarde Maxima  Minima
(8-9am) (12-1pm) (5-7pm)
13.39+3.38 31.09+3.68 30.92+4.48 36.3 9.4

*Las temperaturas son un promedio de las que se presentaron cuando el dia fue soleado o medio
nublado. En condiciones lluviosas o Nubladas la temperatura descendia a la minima o la que se
presentaba en el mafana.

Es importante mencionar que la temperatura promedio del ambiente depende
de la ubicacion geografica; el caso del valle de México, en la Ciudad de México,
corresponde a la de un valle alto y tiene un rango de 14.4-15.1°C (Ruiz-Corral,
2012). Esto hace evidente que en el valle de México la temperatura se encuentra la
mayor parte del dia por debajo de 25°C (temperatura promedio usada en cultivo en
condiciones de laboratorio), presentando la temperatura maxima de 36°C solamente

en dias soleados durante la tarde (5-7 pm).
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Aunque las condiciones de luz y temperatura registradas durante este estudio
a la intemperie son consideradas extremas, la microalga Scenedemus incrassatulus
logro sobrevivir y crecer, aunque a velocidades especificas de crecimiento menores
y durante periodos de tiempo diferentes que en condiciones controladas. Se ha
reportado que los fotobiorreactores a la intemperie pueden alcanzar temperaturas
de 10 a 30°C superiores a la del ambiente (Wang et al., 2012). Fernandez-Sevilla et
al. (2010) registraron que la cepa Scenedesmus almeriensis tiene la capacidad de
sobrevivir condiciones de temperatura de 10 a 45°C, y de luz de hasta 1625 pmoles
fotones/(m? s). Las condiciones de luz y temperatura registradas en este estudio
dejan claro que la cepa Scenedesmus incrassatulus puede soportar temperaturas
similares a la cepa S. almeriensis. También, con el disefio de fotobiorreactor
empleado a la intemperie la cepa utilizada en este estudio es capaz de soportar
condiciones de irradiacion de hasta 3018 umoles de fotones/(m? s), que son
mayores a lo reportado para la cepa S. almeriensis, debido posiblemente a que las
células de microalgas en este trabajo no se encontraban expuestas todo el tiempo

a la cantidad de luz mas alta, gracias al disefio de fotobiorreactor usado.

6.3. Crecimiento

6.3.1. En base a peso seco

El crecimiento en base a peso seco mostrd variaciones como consecuencia
de las condiciones de cultivo implementadas en los diferentes tratamientos. En
cultivo por lote (Fig.10a), la maxima cantidad de biomasa fue de 1.3 g/L. Este valor
fue la méxima cocentracién de biomasa obtenida para los tratamientos Lote alta y
Lote media. Por otra parte, en cultivo por Lote baja se obtuvo Unicamente 0.8 g/L.
Por lo tanto, el tratamiento en cultivo por lote donde se genero la mayor cantidad de
biomasa en menor tiempo fue Lote alta. Esto inica que emplear mayor cantidad de
nitrégeno inicial en el medio, permitié la obtencion de mayor cantidad de biomasa

en peso seco en menor tiempo.

En cultivo por lote alimentado en escala laboratorio (Fig. 10b) todos los
tratamientos presentaron un valor promedio de peso seco de 1.18 g/L, al dia 10 del

cultivo, no habiendo diferencia significativa (p=0.05) entre los diferentes
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tratamientos. Por lo tanto, en estos tratamientos hubo aproximadamente la misma
concentracion de peso seco durante el periodo de alimentacibn de medio. Los
tratamientos en lote alimentado en escala laboratorio presentaron diferencias en la

concentracion de peso seco después de haberse suspendido la alimentacién.

5 5
a —O— LA baja b
—A— LA media
4 4 —— LAalta
—— LA bajaigual
masa total a LA alta
= 4 LA pulsos
S 34 2 3
3 —&— Lote baja 3
& —A— Lote media b
2 24 —&— Lote alta g 2
o} o}
(a o
14 1
0 T T T 0 =-
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

t(d) t(d)

—B#— LA pulsos
—v— LAG _ Figura 10. Crecimiento en base a

v LAGE peso seco, a) cultivo por lote; b)
cultivo por lote alimentado escala
laboratorio; c¢) cultivo por lote
alimentado por pulsos en escala
laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.

——— LAGEO

Peso seco (g/L)

40
t(d)

La concentracion de biomasa en peso seco al final en los cultivos por lote
alimentado fue superior a la obtenida en cultivo por lote, presentandose valores de
2.95, 2.33 y 4.63 ¢g/L para los tratamientos de LA baja, LA media y LA alta,
respectivamente. Mientras que en los tratamientos LA pulsos y LA (baja de igual

masa total de N a LA alta) se obtuvo 3.92 y 3.82 g/L. Estos valores fueron superiores
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desde 1.5 hasta 3.56 veces con respecto al maximo valor obtenido en Lote alta. Los
resultados obtenidos en este estudio son similares en magnitud a lo reportado en
un estudio sobre la cepa Desmodesmus sp. LX1 en lote alimentado de 4.04 g/L (Xie
et al., 2013). Lo que demuestra que la implementacién de lote alimentado favorece

una mayor concentracion de biomasa que cultivo por lote.

Al Comparar el resultado del tratamiento LA media de 2.33 g/L con la cantidad
biomasa de 2.46 reportada por Garcia-Cafiedo (2009), empleando lote alimentado
con 1.5% de CO:2 en el aire de alimentacion, se constaté que no hubo diferencia
significativa (p=0.05). Esto implica que la méxima concentracion de biomasa en
base a peso seco obtenida por Garcia-Cafiedo (2009) y la obtenida en el tratamiento
LA media son iguales estadisticamente. Es decir, incrementar la concentracién de
COz2 del aire de entrada de 0.03% a 1.5%, no aumenta de manera significativa la
cantidad maxima de biomasa obtenida en cultivo por lote alimentado. Esto se
confirma al comparar los resultados en lote alimentado con lo reportado por De
Morais y Costa (2007) sobre Scenedesmus ubliquus en los que lograron obtener
2.12 g/L de biomasa seca empleando aire con 12% de COg, por lo que los resultados
en lote alimentado implementadas en este estudio sin incremento de CO2 en el aire

de alimentacion son superiores que al emplear COx.

Lo anterior se puede explicar debido a la existencia de mecanismos de
concentracion de dioxido de carbono (CCM) en las microalgas. Los CCM han
evolucionado en los organismos fotosintéticos para aumentar la concentracion de
CO2 en el sitio donde se encuentra la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxylasa/oxigenasa (Rubisco), principalmente debido a la baja afinidad de la
misma por el CO2. Los CCM’s utilizan transporte activo de carbono inorganico
dependiente de energia, para incrementar la concentracion intracelular de COx. El
CO:z2 al ser introducido dentro de la célula se transforma en bicarbonato, este Gltimo
se acumula en el interior de la célula, para que la enzima Rubisco pueda utilizarlo
posteriormente. La enzima anhidrasa carbonica (CA, carbonic anhydrase en inglés)
cataliza la deshidratacion del bicarbonato y provee CO:2 para la carboxilacion de
ribulosa-1,5-bifosfato por Rubisco (Spalding, 2008). Por ejemplo, se ha identificado

gue en la ausencia en el lumen del tilacoide de CAH3, uno de los componentes
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esenciales del CCM en C. reinhardtii, el carbono inorganico interno puede
acumularse en altos niveles pero no es disponible para la asimilacion de CO:
(Hanson et al., 2003).

Por lo tanto, a pesar de que el CO: es limitante para que se presente una alta
tasa fotosintética, tipicamente no es limitante del crecimiento en plantas terrestres
y en microalgas (Spalding, 2008) debido a la existencia de mecanismos
concentradores de carbono y a que otros nutrientes pueden ser limitantes, como por

ejemplo luz, nitrégeno y/o fosforo.

AL comparar los tratamientos LA alta y LA baja (de igual masa total de N
alimentada a LA alta), se comprobé que no hubo diferencia significativa en la
concentracion de biomasa en peso seco desde el inicio hasta el dia 20 de cultivo,
es decir durante el periodo de alimentacion. Y al comparar los tratamientos LA
pulsos contra LA baja (de igual masa total de N alimentada a LA alta), se pudo notar
gue tampoco hubo diferencia significativa en la concentracion de biomasa en peso
seco, en este caso durante todo el periodo de cultivo. Esto nos indica que la
concentracion inicial de N, la concentracion de N mantenida en el medio, la masa
total de N y el modo de alimentacién no tienen un efecto directo sobre el crecimiento
en base a peso seco durante este tiempo. Solo puede observarse el efecto sobre el

crecimiento de los tratamientos al final del cultivo.

Para explicar esto es importante mencionar que generalmente se espera que
cuando se agrega mas sustrato, en este caso N, se obtenga mas crecimiento,
aclarando que esta aseveracion es verdadera sélo y solo si el sustrato que se
agrega es el unico limitante. Por lo tanto, con los resultados obtenidos queda claro
que el N deja de ser el nutriente limitante del crecimiento en cultivo por lote
alimentado, y se piensa que la interaccion del factor N con otros factores, por
ejemplo la cantidad de energia luminosa irradiada al fotobiorreactor, es la

responsable del resultado final observado en el peso seco.

En la figura 10c se puede observar que la concentracion de biomasa del
tratamiento en escala piloto LAG alcanz6 un valor maximo de 2.7 g/L, lo que
equivale a una cantidad de 68% de lo obtenido en el tratamiento LA pulsos en escala
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laboratorio. Aunque es importante resaltar que el tratamiento LAG ya contaba con
una concentracion de biomasa de 1.28 g/L al dia 15 de cultivo, esta cantidad de
biomasa se puede considerar alta y de magnitud similar a la del tratamiento LA

pulsos que al mismo tiempo de cultivo contaba con una concentracion de 1.48 g/L.

Los tratamientos implementados a la intemperie en verano LAGE y en otofio
LAGEO sdlo alcanzaron una concentracion de biomasa de 0.97 y 1.27 g/L,
respectivamente. Por lo que la cantidad de biomasa obtenida a la intemperie fue de
36 y 47% de lo obtenido en condiciones controladas de laboratorio en la misma
escala de cultivo.

Lo anterior indica que las condiciones variables de luz y temperatura que se
presentaron a la intemperie tuvieron un efecto negativo sobre el crecimiento en base
a peso seco y a numero de células, los cuales se pueden observar en las figuras 10
y 11.

Es de resaltar que el maximo crecimiento en base a peso seco determinado
en este estudio fue 4.63 g/L, 2 veces superior a lo reportado para Scenedesmus
obliquus de 2.12 g/L (De Morais y Costa, 2007), también es superior a las
concentraciones reportadas para Scenedesmus almeriensis de entre 0.7-2 g/L
(Acién et al., 2012) y a Desmodesmus sp. de 4.04g/L (Xie et al., 2013).

6.3.2. Productividad de biomasa

Las productividades volumétrica y por unidad de area de biomasa fueron

evaluadas durante los primeros 10 dias de cultivo (Tabla 10).

En cultivo por lote se obtuvo una productividad maxima de 0.12 g/(L d) en el
tratamiento Lote alta. Y se observé que la productividad de biomasa en cultivo por

lote fue mayor al incrementar la concentracion inicial de N.

En lote alimentado en escala laboratorio la productividad de biomasa fue de

0.1 a 0.125 g/(L d), y no se observo una relacion directa con el N.

En escala piloto condiciones controladas (LAG) se obtuvo una menor
productividad volumétrica que en los cultivos en escala laboratorio, pero la

productividad por unidad de area fue superior, esto se debe a la disposicion
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geométrica del fotobiorreactor. El reactor tenia una disposicion tubular vertical
permitiendo un mayor volumen en un &rea mas pequefia. Los cultivos
implementados a la intemperie tuvieron menor productividad, la cual fue de una
magnitud de entre 44-56% de la obtenida en condiciones controlada. Es decir, las
condiciones variables de luz y temperatura afectaron negativamente a la
productividad. Por ultimo, comparando los cultivos implementados a la intemperie,
hubo mayor productividad en verano que en otofio, tanto volumétricamente como
por unidad de area.

Tabla 10. Productividad maxima de biomasa de Scenedesmus incrassatulus.

Escala Tratamiento Productividad volumétrica Productividad por
(g/L d) unidad de area (g/m? d)
Lote baja 0.073 14.97
Lote media 0.078 15.91
Lote alta 0.124 25.26
LA baja 0.113 23.02
_ LA media 0.125 25.46
Laboratorio LA alta 0.107 21.8
LA baja

(igual masa 0.114 23.24

total a LA

alta)
LA pulsos 0.101 20.55
Piloto
(condiciones LAG 0.086 33.16
controladas)
Piloto
. . LAGE
(intemperie (verano) 0.050 19.32
verano)

Piloto (intemperie | \pq 0.038 14.92

otofio)

Productividades maximas calculadas para los primeros 10 dias de cultivo.

Comparando productividades de este estudio con un rango entre 0.05-0.12
g/(L d), vemos gque estas son bajas ya que para la cepa Scenedemus almeriensis
se han reportado productividades volumétricas de entre 0.3-0.7 g/(L d), equivalentes
a una productividad por unidad de area de 15-45 g/(m? d), en condiciones de

invernadero (Acién et al., 2012), mientras que para Scenedesmus obliquus se han
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reportado productividades de 0.004-0.74 g/(L d) y para Scenedesmus quadricauda
0.19 g/(L d) (Varfolomeev et al., 2011). Se ha reportado una productividad de 7.68
g/(m? d), en un fotobiorreactor tipo “facade” utilizando Chlorella vulgaris, lo que
corresponde a 25-30 toneladas de biomasa por hectarea por afio (Provust et al.,
2016). Aun asi las productividades volumétrica y por unidad de &rea determinadas
en este estudio sobre Scenedesmus incrassatulus, se encuentran en concordancia
y dentro del intervalo de las productividades reportadas para otras cepas de
Scenedesmus. También se vislumbra que con el uso de invernaderos (control de
temperatura y luz atenuada) y suministrando CO2 se pudieran aumentar las

productividades de la cepa S. incrassatulus.

6.3.3. En base a conteo celular

La concentraciéon de biomasa también fue evaluada a partir del conteo
celular. En cultivo por lote las méximas magnitudes de concentracion celular fueron
de 14.3, 19.9y 29.6 x 10° cél/mL, para los tratamientos Lote baja, Lote media y Lote

alta, respectivamente (Fig. 11a).

En lote alimentado las maximas concentraciones celulares fueron de 47, 40 y 82 x
108 cél/mL para LA baja, LA media y LA alta, respectivamente (Fig. 11b), las cuales
resultaron 1.58, 1.3 y 2.77 veces mayores, respectivamente, con respecto a la
concentracion celular maxima de Lote alta. El tratamiento LA baja (de igual masa
total de N a LA alta) presenté un valor maximo de 48.24 x 108 cél/mL, y no tuvo
diferencia significativa (p=0.05) con respecto a la concentracién celular del
tratamiento LA baja, ambos tratamientos presentaron una concentracion celular

inferior 1.66 veces a la del tratamiento LA alta.

Esto significa que la alimentacibn de medio dio como resultado altas
concentraciones celulares, e indica que mantener una concentracion superior de N
en el medio resulta en mayor division celular, lo que implica que deben existir
mecanismos de division celular que se encuentran relacionados con la
concentracion de N en el medio. Por una parte puede resultar benéfico para la
produccion de pigmentos carotenoides, ya que mas células significan mas aparatos

fotosintéticos que requieren una mayor cantidad de pigmentos para su
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funcionamiento eficiente; sin embargo, a mayor concentracion celular es mas
probable que ocurra limitacion de luz en el cultivo debido al efecto de
autosombreado de las células entre ellas. Esto ultimo se confirmé con el hecho de
que en el tratamiento LA pulsos (Fig. 11b y c) se obtuvo 76.8 x 10° cél/mL,
demostrando que los tratamientos LA alta y LA pulsos fueron en los que se obtuvo
la mayor concentracion celular, lo cual se puede atribuir a que estos tratamientos
tuvieron la mayor concentracion de N en el medio.

le+8 le+8
—e— Lote baja —O0— LA baja
—A— | ote media a —— LA media b
—&— Lote alta - —— LA alta
8e+7 1 €*7 7 —— LAbajaigual
masa total a LA alta
—#— LA pulsos
EI 6e+7 - —g’ 6e+7 -
o) ‘©
) o
S 4e+7 S 4e+7
2e+7 2e+7
0 T T T O T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
t(d) t(d)
le+8
—#B— LA pulsos
—v— LAG Cc
—v— LAGE Figura 11. Crecimiento en base a

8e+7 i
—&— LAGEO conteo celular, a) cultivo por lote;

b) cultivo por lote alimentado
escala laboratorio; c) cultivo por
lote alimentado por pulsos en
escala laboratorio y en escala
piloto en  condiciones de
laboratorio y a la intemperie.

No. cél/mL

40

t(d)

Por otra parte, en cultivo en escala piloto (Fig. 11c), la concentracion celular
alcanzada al final del cultivo del tratamiento LAG fue de 65.72 x 108 cél/mL, esta
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cantidad fue 85% de la cantidad obtenida en el tratamiento LA pulsos implementado

a menor escala.

Los tratamientos a la intemperie en verarno, LAGE, y en otofio, LAGEO,
presentaron una concentraciéon celular maxima de 23.4 y 14.4 x 10% cél/mL,
respectivaente; es decir, menores y siendo 35.6 y 22% de la cantidad obtenida en
condiciones controladas. Como estas cantidades fueron menores a las observadas
en condiciones controladas de laboratorio resulta evidente que tanto el crecimiento
en base a peso seco como el basado en conteo celular, se vieron afectados
negativamente por las condiciones variables de luz y temperatura que se

presentaron a la intemperie.

Se comparo6 la concentracion celular maxima obtenida en el presente estudio
con la concentracion celular méxima reportada por Garcia-Cafiedo (2009) de 77.6
x 108 cél/mL, donde se empled 1.5% de CO: en el aire de alimentacién, y no se
observd una diferencia significativa. Esto sugiere que la alimentacion de N

promueve una mayor division celular con o sin la presencia de COx.

Todas las concentraciones celulares maximas se observaron una vez que se
habia suspendido la alimentacién en todos los tratamientos en los que se
implement6 cultivo por lote alimentado. En algunos casos, inclusive ya que la
concentracion de N en el medio se habia agotado, por lo que el crecimiento superior
no puede asignarse Unicamente a la masa total de N ni a la concentracién de N
mantenida en el medio. Lo que confirma que los nutrientes (N y P) fueron
almacenados en la biomasa y usados posteriormente para la division celular y el

crecimiento del cultivo.

En condiciones naturales la concentracién celular alcanza normalmente 1 x
103 cél/mL. Pero en cultivos masivos de microalgas la concentraction celular
alcanzar valores de hasta 1 x 10° cél/mL (Wang et al., 2012). Gris et al. (2014)
reportaron que Scenedesmus obliquus alcanz6 concentraciones de 8 x 107 cél/mL
cultivadas en 1000 umol fotones/ (m? s), con tasas de crecimiento maximas a 150

umol fotones/ (m? s). Por lo tanto, en este trabajo se alcanzé un cultivo masivo de
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microalgas debido a que las concentraciones de 108 cél/mL son tres 6rdenes de

magnitud mayores a lo reportado en condiciones naturales.
6.3.4. Velocidad especifica de crecimiento

Las velocidades especificas de crecimiento (1) se evaluaron a partir de las
cinéticas de crecimiento de logaritmo natural del peso seco (Fig. 12), y se resumen

en las tablas 11y 12.

En cultivo por lote, la p fue mayor al emplear una concentracion superior de
nitrégeno inicial en el medio de cultivo (Tabla 11). El crecimiento del cultivo fue

exponencial entre los dias 0 al 10 del cultivo (Fig. 12a).

En todos los tratamientos en lote alimentado se identificaron 3 velocidades
especificas de crecimiento durante el periodo de cultivo (Tabla 12). En lote
alimentado, la velocidad especifica de crecimiento fue independiente de la
concentracion de N inicial, la concentracion de N mantenida en el medio y la masa
total de N.

Al igual que los tratamientos en escala laboratorio, los tratamientos en escala
piloto, LAG en condiciones controladas, y a la intemperie en verano LAGE y en
otoflo LAGEO, presentaron 3 velocidades especificas de crecimiento durante el
cultivo. El tratamiento LAGEO tuvo al final del cultivo un decrecimiento que pudo
deberse a condiciones ambientales adversas. En la Tabla 12 puede observarse que
aunque las velocidades especificas de crecimiento que se presentaron en los
tratamientos LAGE y LAGEO tuvieron un periodo de tiempo diferente resultando

finalmente en un menor crecimiento en base a peso seco.
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Figura 12. Cinéticas de crecimiento
en base a logaritmo natural (Ln) de
peso seco, a) cultivo por lote; b)
cultivo por lote alimentado escala
laboratorio; c¢) cultivo por lote
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Tabla 11. Velocidad especifica de crecimiento en cultivo por lote de Scenedesmus

incrassatulus.

Velocidad especifica

Tratamiento de crecimiento (d) Periodo (d)
Lote baja 0.266 0-10

Lote media 0.293 0-10
Lote alta 0.315 0-10
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Tabla 12. Velocidades especifica de crecimiento en cultivo por lote alimentado de
Scenedesmus incrassatulus. En escala laboratorio, escala piloto, en condiciones

de laboratorio y a la intemperie.

Velocidades especificas de crecimiento (d)

Escala Tratamiento 12 Pe(r(i;do 28 Pe(r(ijt;do 32 Pe(r(ij(;do
LA baja 0.814 0-5 0.04 8-20 0.041 20-35
LA media 0.772 0-5 0.044 5-20 0.04 20-35
LA alta 0.434 0-5 0.077 5-25 0.032 25-35
Laboratorio LA baja igual
masatotala 0.442 0-5 0.076 5-25 0.025 25-35
LA alta
LA pulsos 0.586 0-7 0.076 7-25 0.032 25-35
LAG 0.884 0-5 0.073 5-25 0.027 25-35
Piloto LAGE 0.592 0-5 0.086 5-15 0.023 15-35
LAGEO 0.534 0-5 0.058 7-30 -0.119 30-35

Debido a que la variacion de la p no presentd relacion con la alimentacion de
N, se piensa que el efecto de alimentar N al medio de cultivo hace que N deje de
ser limitante del crecimiento y ayuda Unicamente a prolongar el periodo de
crecimiento, lo cual concuerda con lo expuesto por Choi et al. (2003), quienes
afirman que la alimentacion de nitrato causa que el N deje de ser limitante. En todos
los tratamientos se presentd una p inicial alta que fue disminuyendo con respecto al
tiempo, pero a medida que transcurre el tiempo de cultivo también aumenta la
concentracion celular provocando una disminucion en la luz que puede penetrar al

centro de reactor.

Se puede especular que a medida que aumenta la concentracién celular la
luz no puede atravesar todo el fotobiorreactor y es absorbida en las capas externas
del mismo haciendo que la p disminuya. Lo que es evidente es que en cultivo por
lote el crecimiento depende del factor N, mientras que en lote alimentado la
velocidad especifica de crecimiento es independiente del nitrdgeno alimentado, ain
a diferentes escalas de cultivo. Por lo anterior se piensa que la interaccién de N con
otros factores, como pueden ser la luz, carbono y/o fésforo pudieran explicar la

velocidad de crecimiento en lote alimentado.
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Comparando nuestro estudio con otros reportados en la literatura
observamos que los valores de u del presente estudio se encuentran acorde a lo
reportado para otras especies del género Scenedesmus. Por ejemplo, para
Scenedesmus almeriensis se ha reportado una p 0.63-1.8 d* (Sanchez et al., 2008a
y b), para Scenedesmus obliquus p = 0.56 d?! (Martinez et al., 1999), para
Scenedesmus crassus se reporté una g desde 0.39 hasta 0.83 d* (Guerri et al.,
1981).

6.4. Paradmetros de fluorescencia

La cuantificacion de parametros que den cuenta de la eficiencia del uso de la
energia luminica y de la cantidad de energia que se disipa en forma de calor fue
importante, debido a que este proyecto se enfocé sobre la produccién de luteina y
a que se considera que los carotenoides primarios, como es el caso de la luteina,
ayudan a la eficiente captacion de la energia luminosa y a disipar el exceso de
energia luminosa en forma de calor. De esta forma, se cuantifico la eficiencia
fotosintética maxima (Fv/Fm), eficiencia fotosintética operacional (Fg'/Fm’), que
establecen la proporcion de energia luminosa que es utilizada para llevar a cabo la
fotosintesis, y el decaimiento no fotoquimico de la fluorescencia (NPQ) este ultimo
pardmetro se relaciona con la disipacion del exceso energia luminosa en forma de
calor. Los calculos de estos parametros se realizaron de acuerdo a las féormulas
publicadas por Baker (2008).

6.4.1. Eficiencia fotosintética maxima del fotosistema Il (Fv/Fm)

La comparacion de los tratamientos es mas sencilla cuando se comparan los

valores de méxima Fv/Fm y el dia cuando se presenta este valor maximo.

En cultivo por lote (Fig. 13a), se puede apreciar que al inicio del cultivo la
Fv/Fm aumenta hasta alcanzar un valor maximo para después disminuir hacia el
final del cultivo, en todos los casos. El valor de la Fv/Fm fue maxima al dia 5 para
los tratamientos Lote alta y Lote baja con un valor de 0.73 y 0.68, respectivamente.
Mientras que en Lote media la Fv/Fm maxima tuvo un valor de 0.66 el dia 10 de

cultivo.

78



0.8 —e— Lote baja a 0.8
—A— |ote media
—&— Lote alta

0.7 - 07 %
£ =
L L
L 06 L 06
—O— LA baja
—A— LA media
0.5 0.5 —{+— LAalta
—O— LA baja igual
masa total a LA alta
—&— LA pulsos
0.4 T T T T 0.4 T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
t(d)
Figura 13. Eficiencia fotosintética
maxima del fotosistema Il, a) cultivo
por lote; b) cultivo por lote alimentado
E escala laboratorio; c) cultivo por lote
T alimentado por pulsos en escala
H laboratorio y en escala piloto en
—m— LA pulsos condiciones de laboratorio y a la
057 —v— LAG intemperie
—7— LAGE
—— LAGEO
0.4 T T T T
0 10 20 30 40

t(d)

Los valores de eficiencia fotosintética maxima (Fv/Fm) al aplicar cultivo por
lote alimentado fueron muy estables en el tiempo como se puede observar en la
figura 13b. En cultivo por lote alimentado, tanto para LA media como para LA baja,
la Fv/Fm se obtuvo un valor maximo de 0.73 al dia 5 de cultivo, después de este

tiempo y hasta el dia 15 la Fv/Fm se mantuvo un rango entre 0.68 y 0.73.

El tratamiento LA alta presenté valores de Fv/Fm en un rango de entre 0.65
hasta 0.78, presentandose el valor maximo durante la alimentacion y el valor minimo
hasta el final del cultivo. El mismo comportamiento mostré el tratamiento LA baja

(de igual masa total de N a LA alta), pero con valores de Fv/Fm en un rango 0.68-
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0.76, presentando este ultimo tratamiento valores de Fv/Fm superiores a 0.7 durante
el periodo de alimentacion, una vez finalizada la alimentacion se presenta el valor
minimo de 0.68 y al final del cultivo se obtuvo un valor de 0.70. En el caso de LA
pulsos, la Fv/Fm presento valores de 0.73-0.76, durante la alimentacion del cultivo
pero una vez interrumpida la alimentacion al dia 12 de cultivo la Fv/Fm comenzé a

disminuir hasta llegar a un valor minimo de 0.56 al dia 25 de cultivo.

En lote alimentado en escala piloto (Fig. 13c) en condiciones controladas de
laboratorio, tratamiento LAG, los valores de Fv/Fm tuvieron un intervalo de entre
0.72 a 0.78, siendo el comportamiento del tratamiento en escala piloto similar al de
los tratamientos en escala laboratorio LA alta y LA pulsos. Cuando se implementé
el cultivo en escala piloto a la intemperie en verano LAGE y en otofio LAGEO el
cultivo se mantuvo en un rango de Fv/Fm entre 0.658 a 0.757, siendo este

comportamiento nuevamente similar al de otros tratamientos en lote alimentado.

Esto nos indica que en lote alimentado los valores maximos de Fv/Fm se
presentaron durante el periodo de alimentacion de medio. EI comportamiento
observado de la Fv/Fm en este estudio concuerda con lo reportado por Qi et al.
(2013) quienes concluyen que la sensibilidad de la Fv/Fm a las concentraciones de
nutrientes puede depender de las capacidades de las diferentes cepas de

microalgas de almacenar nutrientes.

Si se permite especular un poco, se puede inferir que la capacidad de la cepa
S. incrassatulus de acumular N en su biomasa ayuda a que los valores de Fv/Fm
en lote alimentado se mantengan altos a pesar de que el N en el medio ya se haya

agotado

Es importante recordar que el valor tedrico maximo de la eficiencia
fotosintética reportado es de 0.832 + 0.0004 de acuerdo a lo publicado por
Henriques (2009), el cual fue medido en plantas y microlgas cloroficeas.
Scenedesmus incrassatulus es un alga cloroficea y cuenta un aparato fotosintético
similar al de plantas superiores. Por lo tanto, este valor puede usarse como

referencia para la microalga objeto de este estudio.
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Normalmente, magnitudes cercanas a 0.83 son consideradas como de alta
eficiencia fotosintética, por lo que puede afirmarse que la aplicacion de lote
alimentado promueve una alta eficiencia fotosintética y ayuda a conservarla
inclusive después de que la alimentacion ha sido suspendida, en diferentes escalas

de cultivo e inclusive a la intemperie.
6.4.2. Eficiencia fotosintética operacional del fotosistema Il (Fq’/Fm’)

La eficiencia fotosintética operacional (Fq'/Fm’) nos indica la eficiencia con la

que el PSII funciona bajo las condiciones de luz utilizadas en el cultivo.

En cultivo por lote, en el tratamiento Lote alta se observo la mayor y menor
Fg'/Fm’ con valores de 0.61 y 0.35 los dias 5 y 25 del cultivo, respectivamente,
mientras que en Lote media los valores de Fq’/Fm’ variaron desde 0.53 al inicio del
cultivo hasta un valor minimo de 0.38 al dia 15. En el caso de Lote baja los valores
de Fq/Fm’ méximo y minimo fueron de 0.56 y 0.42, respectivamente,

presentandose el valor minimo al dia 10 del cultivo (Fig. 14a).

En la figura 14b observamos el comportamiento de la Fgq'/Fm’ en lote
alimentado en escala laboratorio. En los tratamientos LA baja y LA media se puede
observar que al inicio del cultivo de ambos tratamientos se presento6 un valor de 0.45
de la Fq'/Fm’, aumentando rapidamente al dia 6 de cultivo en LA baja a 0.58 y en
LA media a 0.55, posteriormente los valores de Fg/Fm’ oscilan en ambos
tratamientos entre 0.47-0.54 hasta el dia 15, finalmente en ambos tratamientos la
Fq’/Fm’ disminuye a un valor final de 0.43. El valor de Fg'/Fm’ de estos tratamientos
se mantuvo entre 0.48-0.58 durante el periodo de alimentaciéon del cultivo y al

finalizar ésta la Fq’'/Fm’ disminuyé a 0.43.

De manera similar, en el tratamiento LA alta se observaron valores de Fq'/Fm’
entre 0.38-0.47, durante el periodo inicial y de alimentacion. Posterior a la
suspension de la alimentacion la Fq'/Fm’ comienza a disminuir hasta finalmente
obtenerse una magnitud de 0.13 el dia 35 de cultivo. Por lo que este tratamiento fue
el que presento las menores magnitudes de FqQ’/Fm’, a pesar de haber tenido una

Fg'/Fm’ muy alta.
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En el caso del tratamiento LA baja (de igual masa total de N a LA alta), se

pudo apreciar que la Fg'/Fm’ aumentd inicialmente desde un valor de 0.48 hasta

0.69, al dia 6 de cultivo, posteriormente y hasta el final del cultivo la magnitud de

Fg'/Fm’ se mantuvo oscilando entre 0.58-0.66. Este fue el Unico tratamiento en el

cual la Fg'/Fm’ no disminuyd después de suspender la alimentacién de medio de

cultivo.

En LA pulsos la Fg'/Fm’ aumenté inicialmente desde un valor de 0.24 hasta

0.64, al dia 4 de cultivo, posteriormente la Fq'/Fm’ comienza a disminuir para

ubicarse en un intervalo entre 0.20-0.24 durante los dias 8-30, por lo que éste
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tratamiento presentd un pico en la magnitud de Fq’/Fm’ el dia 4 de cultivo, es decir,

durante la alimentacion.

El cultivo en escala piloto en condiciones controladas (LAG) no fue la
excepcion a la tendencia mencionada presentando valores de Fq’/Fm’ de 0.57 hasta
0.69 entre los dias 4-10 (Fig. 14c). En cambio, en los tratamientos a la intemperie
en verano LAGE y en otofio LAGEO la Fg’/Fm’ permanecié en un valor bajo de 0.10
a 0.25, entre el inicio del cultivo al dia 8 de cultivo, después del dia 8 y hasta el dia
20 se presentd un comportamiento oscilatorio entre valores de 0.07 a 0.40, y
finalmente a partir del dia 20 se estabilizé en un intervalo de entre 0.08 a 0.20.

La mayoria de los valores maximos de la Fq’/Fm’ coinciden con la fase de
crecimiento exponencial de los cultivos. Unicamente en Lote media y Lote baja el
valor maximo fue el inicial. En los tratamientos en lote alimentado en escala
laboratorio la maxima magnitud de la eficiencia fotosintética operacional (Fq'/Fm’)
se presentd entre los dias 4-6 del cultivo, es decir, durante el periodo de

alimentacion.

Una alta magnitud de Fq’/Fm’ significa que las células estaban aprovechando
la luz que recibian de una manera mas eficiente, se hace evidente al observar la
figura 14c que en la escala piloto a la intemperie el cultivo presentd un menor
aprovechamiento de la luz solar de manera operacional, esto posiblemente se debid
a que las condiciones variables de iluminacion que se presentan a la intemperie
pueden ser excesivas durante algunos periodos del dia. El principio fundamental
para el disefio y operaciéon de fotobiorreactores debe ser el uso eficiente de la
energia luminosa. Una alta eficiencia fotosintética puede resultar en una mayor
productividad y concentracion de biomasa, pero el aumento de la eficiencia también
implica un mayor costo debido a a energia necesaria para mezclar, enfriar y el costo

de construccion de disefios no comunes de fotobiorreactores (Dogaris et al., 2016).

Se ha reportado que la eficiencia fotosintética de Scenedesmus obliquus en
diferentes condiciones de luz, desde 10 a 150 ymol/ (m? s), fue casi constante.
Sugiriendo que en diferentes condiciones de cultivo toda la luz que llega a los
cultivos es aprovechada con la mayor eficiencia posible. Por otra parte, en
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condiciones de estrés por luz, mayor a 1000 ymol/ (m? s), las células son capaces
de generar biomasa, pero la luz es usada con una eficiencia fotosintética

operacional mas baja (Gris et al., 2014), como es el caso de este estudio.
6.4.3. Non photochemical quenching (NPQ)

La diferencia entre la magnitud de Fv/IFm y Fq/Fm’ indica que
operacionalmente una parte de la energia luminosa absorbida tuvo que ser disipada,
la cual se cuantific6 como el decaimiento no fotoquimico de la fluorescencia (NPQ,
non photochemical quenching en inglés). EI NPQ es un parametro de fluorescencia
relacionado con la disipacion en forma de calor de la energia luminosa absorbida

por los fotosistemas.

En cultivo por lote (Fig. 15a) se registré un valor maximo para Lote media de
0.83 y para Lote baja de 0.93, al dia 10 de cultivo. El valor maximo de NPQ para
Lote alta fue de 1.37 al dia 15 de cultivo. Cabe mencionar que no hubo diferencia
significativa (p=0.05) entre estos valores maximos de NPQ calculados. En la figura
15a se puede observar que el valor de NPQ disminuye hasta valores de 0.16 y 0.06,
en los tratamientos Lote media y Lote, respectivamente. Esto Ultimo sugiere que el
proceso y/o sistemas de disipacion de energia en forma de calor son estabilizados
por componentes nitrogenados, por lo tanto, cuando hay una concentracion mayor
de nitrégeno inicial, como es el caso de Lote alta, se presentan valores mayores de
NPQ hacia el final del tiempo de cultivo debido a que los sistemas de disipacion de
energia pueden seguir funcionando durante un periodo de tiempo mas prolongado.

Los datos del NPQ en lote alimentado se muestran en la figura 15b. En la
misma puede observarse que el valor de NPQ se mantiene por debajo de 0.79 en
los tratamientos LA baja y LA media antes del dia 15 de cultivo, y después del dia
15 el NPQ aumenta hasta un valor maximo de 2.08 y 1.73, respectivamente, para

estos tratamientos.

84



4 4
—&— Lote baja —O— LA baja
—&— |ote media a —A— LA media b
—&— Lote alta —— LAalta
34 3 4 —— LAbajaigual
masa total a LA alta
—— LA pulsos
o o
o 2 o
zZ zZ
1 -
O T T T
0 10 20 30 35
t(d)
4
—{— LAalta
—#— LA pulsos ¢
—v— LAG

—o— LAGE A Figura 15. Decaimiento no fotoquimico
(NPQ), a) cultivo por lote; b) cultivo por
lote alimentado escala laboratorio; c)
cultivo por lote alimentado por pulsos en
escala laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.

NPQ

t (d)

Desde el inicio del cultivo hasta el dia 15, en el tratamiento LA alta, el NPQ
muestra un comportamiento oscilatorio entre valores de 0.3-1. Posterior a este dia,
el NPQ aumenta hasta un valor de 2.73. Cabe resaltar que este fue el maximo valor
de NPQ observado en todos los tratamientos en lote alimentado en escala

laboratorio (Fig. 15b).

En el tratamiento LA baja (de igual masa total de N a LA alta), se presento un
valor de NPQ de 0.14 el dia 2 de cultivo, y empez6 a aumentar hasta un valor de
1.5 al dia 8 de cultivo, este valor se mantuvo estable hasta el dia 15. El aumento en
el NPQ y su estabilizacion coinciden en este tratamiento con el periodo de
alimentacion que fue del dia 2 al 15 de cultivo. Una vez finalizada la alimentacion,
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el valor de NPQ comienza a disminuir hasta llegar a una magnitud de 0.09, lo cual
confirma que el NPQ se encuentra relacionado con la cantidad de N en el medio, ya
que al igual que en cultivo por lote baja el NPQ disminuye rapidamente después de
qgue el N se agota del medio en este tratamiento, LA baja (de igual masa total de N
a LA alta).

En el tratamiento LA pulsos, el NPQ inicié con un valor de 0.73, disminuyendo
a 0.14 al dia 4, después de este tiempo y hasta el final del cultivo el valor de NPQ

empez0 a oscilar entre 0.26 a 0.7.

El comportamiento del pardmetro NPQ de los tratamientos en escala piloto
en condiciones controladas LAG, y a la intemperie en verano, LAGE, y en otofio,
LAGEO, se puede observar en la figura 15c. Desde el inicio y hasta el dia 20 se
registraron valores inferiores a 0.5 de NPQ para el tratamiento en escala piloto en
condiciones controladas, LAG. Lo valores aumentan después del dia 25 alcanzado
un valor de 3 hacia el final del cultivo. Esto puede deberse a que en condiciones
controladas la iluminacion utilizada fue insuficiente como para que se requiriera

mayor disipacion de la energia luminosa.

El tratamiento a la intemperie en verano, LAGE, presentd un valor alto de
NPQ desde 2 hasta 3 unidades, desde el inicio del cultivo hasta el dia 4. Estos
valores altos de NPQ al inicio del cultivo pueden ser atribuidos a la gran cantidad de
luz que se presentd a la intemperie, la cual obviamente tuvo que ser disipada por
medio de los mecanismos relacionados con el NPQ. Entre los dias 6 al 15 se
presenté un comportamiento oscilatorio, con valor minimo 0.57 y un valor maximo
de 1.94. Hacia el final del cultivo, la magnitud de NPQ comenzé a elevarse de nuevo
hasta un valor de 2.40, siendo este comportamiento final del NPQ del tratamiento
LAGE similar al de los tratamientos en condiciones controladas LAG y LA alta.

En el tratamiento a la intemperie en otofio LAGEO se registraron valores altos
de NPQ, superiores a 1 y de hasta 3 unidades de NPQ. Estas altas magnitudes de
NPQ pueden deberse a que en otofio el angulo del sol en el cielo es mas bajo por
lo que al usarse un fotobiorreactor con disposicion vertical el cultivo estuvo expuesto

a una mayor incidencia de irradiacion solar.
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El NPQ solo presenta una relacion con el factor N a bajas concentraciones
del mismo en el medio. Pero cuando la concentracién de N en el medio es superior,
como es el caso de los tratamientos en lote alimentado el NPQ es independiente de
la concentracion de N en el medio, lo cual queda confirmado con los datos
presentados en el presente reporte. Estos resultados se encuentran en

concordancia con lo reportado para la cepa Scenedesmus sp. (Pirastru et al., 2012).

La disipacion térmica del exceso de luz representa el principio basico de la
fotoproteccion en eucariotes. EI NPQ se basa generalmente en procesos
dependientes de xantofilas y otros procesos en las proteinas de las antenas
reguladas por luz, las proteinas actiian como sensores del pH del lumen o de la luz
y activan el NPQ a través de cambios conformacionales. En algas verdes, el NPQ
es controlado por el cambio de pH, el cual depende de la accion de xantofilas y
adicionalmente requiere de proteinas especificas de la antena como Lhcbm1 (Jhans
et al., 2012; Esteban y Garcia-Plazaola, 2014). La luteina especificamente
contribuye a la captacion de luz transfirieno la energia a la clorofila. La funcibn mas
importante de la luteina es inactivar tripletes de clorofila, lo cual requiere una
proximidad de luteina a la clorofila a. Sin embargo, en cualquier disipacion térmica
de clorofila se espera una disminucion en el Fv/Fm, y en la ausencia o la disminucion
de Fv/Fm se puee pensar que la luteina se encuentra inactivando tripletes de

clorofila y oxigeno singulete (Esteban y Garcia-Plazaola, 2014).

Debido a que se ha reportado que el NPQ puede ser usado como un
indicador de la acumulacién de carotenoides (Pirastru et al., 2012), se buscoé alguna
relacion del NPQ con los pigmentos carotenoides especificos; sin embargo, no se
encontré ninguna relacion directa entre el NPQ y la concentracién de luteina y/o de

otros pigmentos, como neoxantina o violaxantina, del ciclo de las xantofilas.

A pesar de que algunas publicaciones mencionan que una de las funciones
de los carotenoides es la de ayudar a disipar el exceso de energia absorbida en los
fotosistemas para evitar dafios en los mismos (DellaPenna, 1999), los carotenides

no son las Unicas vias de disipacion de la energia absorbida en exceso. Por lo que
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a continuacion se explicaran brevemente las vias alternas de disipacion de energia

y su relacién con el nitrogeno y las proteinas.

6.4.4. Rutas alternas al flujo de electrones, posible explicacion sobre los

resultados obtenidos de los pardmetros de fluorescencia en lote alimentado

Ademés de la ruta principal del flujo de electrones que se presenta en la
fotosintesis oxigénica, llamada flujo lineal de electrones o esquema Z, existen rutas

alternas para la transferencia de electrones que interaccionan con la ruta principal.

Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden ser evidencia de la
existencia de estas rutas auxiliares al flujo de electrones en la microalga
Scenedesmus incrassatulus y deja claro que el proceso y/o sistemas de disipacion
de energia en forma de calor dependen de las condiciones ambientales, asi como

también de componentes proteicos.

Se piensa que cuando hay una mayor disponibilidad de nitrégeno, como es
el caso del lote alimentado, el N es acumulado y después usado para sintetizar
macromoléculas, en especifico proteinas requeridas en la fotosintesis (Hong et al.,
2011); algunas de estas moléculas participan en los sistemas de disipacion de
energia y en la captacion de luz, estabilizando la eficiencia fotosintética. Todo el
proceso finalmente ayuda a mejorar el aprovechamiento de la luz y a la disipaciéon
del exceso de energia (Bellafiore et al., 2005; Iwai et al., 2010). Algunos autores dan
evidencia de la existencia de mecanismos proteicos para la disipacion del exceso
de energia de la fotosintesis a los cuales han llamado rutas auxiliares al flujo de
electrones (Jans et al., 2008; Peltier et al., 2010). Por ejemplo, en cultivos de
Haematococcus pluvialis con limitacion de nitrégeno, la cadena de transporte
electrénico se ve seriamente dafiada debido a la reduccién significativa del complejo
cytochrome b6/f (Zhang et al., 2016). Por lo tanto, para prevenir la reducion de los

fotosistemas se requiere suplementar una cantidad adecuada de nitrégeno.

Sin embargo, los valores de estos parametros de fluorescencia junto con el
crecimiento, pueden ser interpretados como un indicativo de limitacion de luz, por lo
que ha surgido la duda: ¢pueden las rutas alternas al flujo de electrones estar

operando aun cuando haya una posible limitacion de luz? Especialmente debido a
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gue se piensa que las rutas alternas ayudan a disipar el exceso de energia para

proteger a los fotosistemas.

Se considera que las rutas alternas no sélo estan presentes cuando hay un
exceso de luz, sino que pueden ser una forma normal de operacién de los
fotosistemas. Endo y Asada (2008) argumentan que pueden estar en
funcionamiento incluso cuando hay condiciones benignas de crecimiento. Por lo
anterior, es conveniente realizar una breve discusion sobre las rutas alternas al flujo
de electrones, que son el ciclo agua-agua, el flujo ciclico de electrones en el PSI,
reaccion de Mehler y procesos proteicos que participan en el NPQ. Esto ayudara al

lector a entender mejor su participacion en el NPQ.

Las rutas alternas al transporte de electrones, como el transporte ciclico de
electrones en el Fotosistema | (PSI) y el ciclo agua-agua (Endo y Asada, 2008),
tienen una funcion dual: actuar como un inductor del gradiente de protones en el
PSIlI asi como generar el ATP adicional requerido para el ciclo de fijacion de CO:
(Heber y Walker, 1992). El ciclo agua-agua tiene la funcion adicional de eliminar las
especies reactivas de oxigeno (ROS) en los cloroplastos, ayudando a reducir las
ROS como superéxido y perdxido de hidrogeno, que se producen durante el

funcionamiento normal de la fotosintesis (Endo y Asada, 2008).

Los ciclos agua-agua y el flujo ciclico de electrones en el PSI reducen al
“pool” o reserva de plastoquinonas (PQ), disipando los electrones por lo que pueden
participar directamente en el NPQ, ayudando a balancear la cantidad de energia
disminuyendo la concentracion NADPH y aumentando la de ATP. La produccién
ATP y NADPH por medio de la fotosintesis es un proceso que requiere un balance
adecuado de ATP/NADPH para que se pueda utilizar la energia de manera efectiva
en la fijacion de COa. La relacion ATP/NADPH requerida para el ciclo de Calvin es

de 1.5 en plantas C3 y microalgas (Endo y Asada, 2008).

Se hace evidente la funcion de estas rutas alternas si se considera que el
flujo lineal de electrones no produce suficiente ATP para el ciclo de Calvin,
resultando en una sobreproduccion de NADPH (Endo y Asada, 2008).
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Esta condicion reductora (produccion excesiva de NADPH), puede
observarse a menudo cuando los organismos adaptados a baja luz o a la oscuridad
son repentinamente expuestos a una cantidad de luz alta (Cornic et al., 2000; Barth
et al., 2001), como puede ser el caso de las microalgas cuando se encuentran en
un cultivo con una gran concentracion celular, que es precisamente lo que sucede
en lote alimentado en el presente estudio. Una produccion adicional de ATP se
realiza por medio del transporte ciclico de electrones o el ciclo agua-agua, ayudando

a prevenir la reduccion excesiva de los acarreadores de electrones.

El flujo ciclico de electrones es dependiente de Fd (ferredoxina) y mediado
por una enzima llamada Fd-quinona reductasa (FQR). Mientras que el flujo ciclico
dependiente de la NADPH es mediado por la enzima NADPH deshidrogenasa
(NDH) (Endo y Asada, 2008). El ciclo agua-agua permite generar ATP, pero no
NADPH, por lo que es similar al flujo ciclico de electrones alrededor del PSI. La FQR
representa la ruta principal, mientras que la ruta NDH compensa la producciéon de
ATP cuando la ruta de FQR no puede operar (Endo y Asada, 2008).

Sin embargo, deben considerarse algunas diferencias entre estas rutas, el
“pool” o reserva de NADPH es mas grande que el de Fd reducida en los cloroplastos,
por lo que la ruta NDH tiene una mayor capacidad reductora cuando los
fotosistemas exponen repentinamente a la luz alta. La NDH puede generar un
gradiente de protones mas grande que la FQR. La ruta FQR es efectiva para
respuestas cortas mientras que la ruta NDH para respuestas de larga duracion
(Endo y Asada, 2008).

Ambos ciclos, el agua-agua y el flujo ciclico de electrones en el PSI, generan
un gradiente de protones a través de la membrana tilacoidal y producen ATP. En el
ciclo agua-agua, los electrones del PSII son utilizados para la reduccion de oxigeno
a aguay no son almacenados como equivalentes reductores en la forma de NADPH.
Por lo tanto, el rendimiento cuantico para la produccion de ATP es menor a la del
flujo ciclico de electrones en el PSI. En otras palabras, el ciclo agua-agua puede
disipar un exceso de electrones generados en el PSIl y disipar de forma efectiva el
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exceso de energia fotdnica, en comparacion con el flujo ciclico de electrones en el
PSI (Endo y Asada, 2008).

Aunque el flujo ciclico de electrones en el PSI y el ciclo agua-agua pueden
compartir funciones fisiologicas similares, es importante hacer notar que el primero
conserva la energia evitando que se absorba mas energia, mientras que el segundo

es un sistema de disipacion de energia (Endo y Asada, 2008).

Otra funcion primaria del ciclo agua-agua es desactivar de manera rapida y
efectiva a las ROS (por ejemplo ion superdxido y peréxido de hidrogeno) para evitar
su interaccién con moléculas que participan en el ciclo de Calvin. Se estima que
aungue el flujo de electrones sea bajo, la generacién de ROS por si misma pudiera
inhibir la fijacion de CO:2 por la inactivacion de enzimas del ciclo de Calvin (Asada,
1999). Mientras el ciclo agua-agua funcione adecuadamente, y pocas ROS puedan
liberarse, no se producirdn dafios criticos en los fotosistemas y enzimas del ciclo de
Calvin, ademas de que la energia en exceso podra ser disipada de manera efectiva
(Endo y Asada, 2008).

El que el ciclo agua-agua esté presente inclusive en cianobacterias, sugiere
que es muy efectivo para desactivar especies reactivas de oxigeno (ROS) y que fue
adquirido por los organismos fotosintéticos a muy bajas concentraciones de oxigeno
atmosfeérico, hace 3 000 millones de afios cuando las cianobacteras evolucionaron.
Sin este sistema, las cianobacterias no hubieran podido sobrevivir debido a que las
células hubieran sufrido dafios provocados por las ROS que ellas mismas producian
(Yamamoto et al., 1999; Asada 2000; Endo y Asada, 2008), ya que algunas enzimas
del ciclo de Calvin, como fructosa-1,6-bifosfatasa, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, ribulosa-5-fosfato quinasa y seudoheptulosa-1, 7-bifosfatasa son
inactivadas por peréxido de hidrégeno, una molécula que forma parte de las ROS,
gue provoca la oxidaciéon de los grupos sulfidrilos funcionales de estas enzimas
(Kaiser, 1976).

Aunque aun se debate la cantidad de ATP producida por el ciclo agua-agua
(Osmond y Grace, 1995; Asada, 1999, 2000; Heber, 2002), es claro que el ciclo es
indispensable para la eliminacion efectiva de ROS, lo que ayuda a proteger a las
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enzimas del ciclo de Calvin susceptibles a dafios por los mismos y proteger los
fotosistemas de la fotoinhibicién (Endo y Asada, 2008). Cuando el ciclo agua-agua
no puede operar en Arabidopsis, por la inactivacion de superoxido dismutasa una
enzima clave de este ciclo, el crecimiento y desarrollo se ven retrasados, ademas
de que esas plantas muestran sintomas de photoinhibicion tales como baja
capacidad de fijacion de CO2 y bajo contenido de clorofila, inclusive en condiciones
benignas de crecimiento (Rizhsky et al., 2003). Estas observaciones indican que el
ciclo agua-agua es esencial para proteger de la fotoinhibicién incluso bajo
condiciones normales de crecimiento donde no hay estrés por exceso de luz (Endo
y Asada, 2008).

Otra ruta auxiliar al flujo de electrones involucra la fotoreduccion de oxigeno
por medio de los aceptores de electrones del PSI, proceso también llamado reaccion
de Mehler (Mehler, 1951), en honor a su descubridor. La existencia de esta ruta se
confirmd in vivo en microalgas del género Scenedesmus (Radmer y Kok, 1976); sin
embargo, al llevarse a cabo esta ruta en el PSI no puede participar directamente en
el NPQ, ya que sélo se presenta cuando el sistema de fijacion CO2 no funciona
debido a la falta de ATP (Radmer y Kok, 1976).

Recientemente, Iwai et al., (2010) han demostrado la existencia de otro
proceso proteico que puede participar en el NPQ. Durante el proceso de fotosintesis
bajo condiciones de luz cambiantes (que se presentan a la intemperie o debido al
cambio en la concentracion celular), es importante un balance de energia entre los
dos fotosistemas, el “pool” o reserva de plastoquinonas (PQ), un acarreador de
electrones entre PSIl y PSI, “monitorea” las condiciones cambiantes de cantidad y
calidad (longitud de onda) de luz, activando una enzima kinasa que fosforila a las
proteinas que conforman el complejo antena captador de luz del PSII (LHCII),
formando fosfo-LHCII, la fosforilacién del LHCII induce la separacion del mismo del
PSII, disminuyendo el nivel de excitacién del PSII. Los LHCII desasociados forman
agregados, los cuales pueden patrticipar en el proceso de disipacion de energia,
eliminando de esta forma los efectos dafinos del exceso de luz. Algunas moléculas
de LHCII se incorporan al PSI completando lo que se conoce como estados de

transicion. De la misma forma las moléculas de LHCII pueden disociarse del PSI,
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formar agregados y regresar al PSII. Todo el proceso finalmente ayuda a mejorar el
aprovechamiento de la luz y la disipacion del exceso de energia (Bellafiore et al.,
2005; Iwai et al., 2010).

Por lo tanto, existen diversas rutas para la reduccion de plastoquinona, el
flujo ciclico de electrones en el PSI y el ciclo agua-agua, dependientes de
ferredoxina y por NADPH, e indirectamente la formacion de complejos fosfo-LHCII
que al incorporarse al PSl ayudarian a que se llevaran a cabo lo primeros dos ciclos
(Endo y Asada, 2008; Iwai et al., 2010; Peltier et al., 2010). A la luz de las nuevas
evidencias experimentales, es claro que las rutas alternas de electrones ayudan a
evitar un desbalance de produccién ATP/NADPH debido a la insuficiente produccién
de ATP, inactivar ROS que se producen durante el funcionamiento normal de la
fotosintesis, a disipar la energia en exceso y en conjunto todas estas funciones

ayudan a aumentar la eficiencia fotosintética.

Todas estas evidencias experimentales de diversos estudios que se han
descrito apoyan la idea de la existencia de estas rutas auxiliares al flujo de
electrones en la microalga Scenedesmus incrassatulus. Dejando en claro que el
proceso y/o sistemas de disipacion de energia en forma de calor dependen también
de componentes proteicos, enzimas, flujos ciclicos de electrones y la transicion de
los componentes de los LHC. También se piensa que las células de S. incrassatulus
pueden usar la reserva interna de N para sintetizar componentes macromoleculares,
incluso después de que el nitrato en el medio se ha agotado, esto ultimo se

encuentra en concordancia con lo reportado por Hong et al. (2011).

El llamado "modelo QA" brinda explicaciones sobre los comportamientos
observados de NPQ vy fluorescencia, y en este modelo se basan muchas de las
discusiones sobre los datos de fluorescencia. Pero los autores Stirbet y Govindjee
(2012) asi como Schansker et al., (2013), han realizado revisiones muy extensas
sobre evidencias que dan cuenta de que el modelo QA es insuficiente para explicar
la complejidad de las reacciones de la fotosintesis y sugieren que el modelo QA
debe de ser reevaluado debido a que: 1) las suposiciones basicas del mismo no son

validas o 2) existen factores adicionales deben tomarse en cuenta. Schansker et al.,
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(2013) inclusive mencionan que observaciones experimentales inconsistentes con
el modelo QA existen desde hace muchos afios pero que las interpretaciones
alternativas de estos no han ganado popularidad debido a que se carece de
mecanismos que expliquen sin lugar a dudas que las explicaciones alternativas son
las que dan cuenta de los comportamientos observados. Stirbet y Govindjee (2012)
también aceptan que existen observaciones experimentales inconsistentes con el
modelo QA, pero desde una perspectiva personal mencionan que el modelo QA es
la teoria mas creible.

El autor de la presente tesis piensa que las explicaciones alternativas que
involucran una participacion mas activa de los componentes proteicos de los
fotosistemas (Schansker et al., 2013) asi como las complejidades estructurales de
los mismos (Pagliano et al., 2013), aunado a las rutas alternas al flujo de electrones
como el ciclo agua-agua, el flujo ciclico de electrones en el PSI y procesos proteicos
que participan en el NPQ son las mas adecuadas para explicar los resultados

obtenidos en cultivo por lote alimentado de este estudio.
6.4.5. indice de desempefio fotosintético (PI)

La eficiencia fotosintética y el NPQ no son los Unicos parametros de
fluorescencia que pueden ser usados para monitorear el funcionamiento de los
fotosistemas. Durante el estudio se decidié que seria conveniente considerar el
comportamiento de otros parametros que pudieran evaluar el proceso fotosintético

en su conjunto, como el indice del desempefio fotosintético (PI).

De acuerdo a reportes de Kalaji et al. (2012), el indice de desempefio del
fotosistema Il (Pl) es el Unico parametro considerado como buen indicador de
efectos de los cambios de luz en la actividad del fotosistema I, inmediatamente
después de la aplicacion de algun estimulo (después de 1 dia). En contraste, la
maxima eficiencia del PSII (Fv/Fm) y los parametros fenomenoldgicos relacionados
a la absorcion de energia, atrapamiento y transporte electrénico calculados a partir
de la “prueba-JIP” en base a area transversal (CS) sufren cambios solo después de
7 dias de la aplicacion del estimulo. Por lo que Kalaji et al. (2012) no recomiendan

el uso de la Fv/Fm como un indicador de la deteccion temprana de estrés por luz
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debido a que los parametros que caracterizan la actividad del fotosistema Il cambian

de diferentes maneras.

El Pl evalta el funcionamiento de los sistemas fotosintéticos de manera

global. El Pl es un parametro compuesto por tres términos y se define mediante la

Plygs = (1 Zy) (1 fl();)P()) (1 z](1/)o>

El primer término representa la fuerza generada por los centros de reaccion

siguiente formula:

activos, o en otras palabras, la fuerza que genera el centro de reaccion con respecto

a la energia absorbida por la clorofila presente en la antena.

Y RC <F2ms - FSOus) 1 (i) CthC

1-vy - ABS - E Fy B Chlantena
dt

El segundo término representa la contribucion de las reacciones de la luz a

FM_FSOus

la fotoquimica primaria. El parametro Fv/Fo es la eficiencia del complejo liberador de

oxigeno en el lado donador del PSII (Kalaji et al., 2012)

» _ v _ TR
$ro =%, T aBs
_¢h  _ K
1-9Py F,

El tercer término se encuentra relacionado a la fuerza de las reacciones de
la oscuridad, o reacciones que suceden después de Qa™ que provocan la reoxidacion
de Qa, incluyendo el ciclo de Calvin.

l/JO _ FM_Fst _ ETO
1- 11}0 Fst - FSOus TRO - ETO

Donde en las anteriores formulas se describen los diferentes términos
RC=centro de reaccion.

ABS=eficiencia cuantica de absorcién de luz para llevar a cabo la fotoquimica

primaria y reducir Qa.
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RC/ABS = relacion de clorofilas del centro de reaccion con respecto a la

cantidad de clorofila de la antena del PSII.
Fsous= Fo, fluorescencia minima de los fotosistemas adaptados a la oscuridad.

F2ms= es la fluorescencia en el tiempo “J” de la cinética de fluorescencia, la

cual se relaciona con el estado de oxidacion de Qa (quinona A).

Fsoous= fluorescencia a los 300us, se usa para calcular la pendiente inicial de

la cinética de fluorescencia (MO).
Fv=Fluorescencia maxima de los fotosistemas adaptados a la oscuridad.

Fv=Fluorescencia variable, es la diferencia Fm - Fo de de los fotosistemas

adaptados a la oscuridad.

y = relacion de clorofilas del centro de reaccidén con respecto a la cantidad

total de clorofila del PSII durante el tiempo de 50us a 1s.
¢@Po= méximo rendimiento cuéntico de la fotoquimica primaria.

Wo= ETo/TRo, eficiencia con la cual un exiton atrapado puede mover un
electron después de Qa en la cadena transportadora de electrones. (Strasser
et al., 2004; Boureima et al., 2012).

Habiendo definido lo que representa el indice de desempefio fotosintético,
podemos pasar a los resultados y discusion del mismo. En cultivo por lote (Fig. 16a),
se puede observar que en todos los tratamientos hubo un PI maximo al dia 5 de
cultivo, es decir, cuando habia crecimiento exponencial de los cultivos. Los valores

maximos de PI fueron 1.02 para Lote baja y 1.92 para Lote media y Lote alta.

De los datos de PI de los tratamientos en lote alimentado realizados en
condiciones controladas en escala laboratorio (Fig. 16b), se puede observar que
también presentan un valor maximo de Pl al inicio del cultivo. En todos los
tratamientos en lote alimentado el valor de Pl maximo coincidié con el periodo de
alimentacion. Los tratamientos con mayor concentracion inicial y mayor
concentracion mantenida de N mediante la alimentacion, LA altay LA pulsos, fueron

los que presentaron valores maximos de Pl de 2.4, el cual fue posteriormente
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disminuyendo para alcanzar al final del cultivo un valor de 0.45 en ambos

tratamientos.

El tratamiento en escala piloto en condiciones controladas LAG (Fig. 16c),
presentd un valor maximo superior en casi una unidad con respecto a los
tratamientos en escala laboratorio. La magnitud de Pl maxima 3.26 se registré al
dia 4 de cultivo en el tratamiento LAG. Después este valor fue disminuyendo hasta

un valor de 1.15 al final del cultivo.
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En el tratamiento la intemperie en otofio, LAGEO, también se observé un

comportamiento similar pero con magnitudes menores. El Pl aumento hasta 1.29,
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después se presentd un comportamiento oscilatorio con valores de Pl entre 0.63-
1.27, finalmente el valor de PI disminuy0 hasta un valor de hasta 0.29. En cambio,
el tratamiento realizado a la intemperie en escala piloto en verano, LAGE, presento
un comportamiento diferente, oscilatorio entre los dias 0 al 15 de cultivo con valores
entre 0.6 hasta 1.64 y a diferencia de otros tratamientos el Pl no disminuyé hacia el

final del cultivo, al contrario, aument6 hacia el dia final con un valor de 1.53.

Se pudo observar que el desempefio fotosintético fue mayor al emplear lote
alimentado. También podemos inferir que en cultivo a la intemperie los sistemas
fotosintéticos se encontraban trabajando sin fotoinhibicion debido a que los valores
de PI de los cultivos realizados a la intemperie se encuentran entre los registrados
para cultivo por lote y lotes alimentados realizados en condiciones controladas.
Ademas, se piensa que este parametro no disminuyd hacia el final del cultivo en
este ultimo tratamiento debido al crecimiento lento del cultivo, las condiciones de luz
en verano y la presencia de exceso nutrientes en el medio de cultivo de este

tratamiento.

6.4.5.1. Tamanfo relativo de la antena que sirve a cada centro de reaccion
(RC/ABS)

El primer término del indice de desempefio fotosintético fue analizado con
mayor detenimiento. EI RC/ABS puede ser también interpretado como el tamafio
relativo de las antenas que sirven a los fotosistemas con respecto al tamafo de los
centros de reaccion. Debido a que los pigmentos carotenoides, incluida la luteina,
se encuentran formando parte de los complejos antena de los fotosistemas, resulta
atil discutir este término (Fig. 17), el cual también representa la cantidad de centros
de reaccién por absorcion promedio de flujo foténico. También puede interpretarse
como una relacion de las moléculas de clorofila del centro de reaccion con respecto
a la clorofila presente en la antena. Un decremento en RC/ABS implica una
disminucién en el tamafio de la antena que sirve a cada centro de reaccion (Mathur
et al., 2011).

El valor de RC/ABS, al igual que el PI, presenta un valor maximo al inicio del

cultivo y después una disminucion. Los resultados obtenidos tanto en lote (Fig. 17a)
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como en lote alimentado (Fig. 17b y c¢) indican que los tamafos relativos de las

antenas de los fotosistemas no son constantes en el tiempo.
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Los valores maximos en cultivo por lote fueron 0.76 para Lote baja, 1.09 para
Lote mediay 1.02 en Lote alta, al dia 5 de cultivo. Los valores minimos se obtuvieron
al final de los cultivos con valores entre 0.25 y 0.34. Al expresar lo anterior como
porcentaje, podria decirse que el tamafio de la antena al final del cultivo es de entre
25-30% del tamafio maximo de antena alcanzado, y es menor cuando se usa menor

concentracion inicial de N en cultivo por lote.
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En cultivo por lote alimentado se obtuvieron valores maximos de RC/ABS de
1.07 para LA baja, 0.98 para LA media y 1.21 para LA alta. En el tratamiento LA
baja (de igual masa total de N a LA alta), se obtuvo un maximo de 1.01, lo cual es
muy similar en magnitud al de LA baja. En LA pulsos el valor méximo fue de 1.14.
En lote alimentado el tamafio final de la antena fue de aproximadamente 40-60%
del tamafio maximo de antena, es decir, en lote alimentado el tamafio de la antena

disminuy6 en menor proporcién que en cultivo por lote.

Los tratamientos en escala piloto en condiciones controladas LAG, y a la
intemperie en verano LAGE y en otofio LAGEO, tuvieron valores maximos de
RC/ABS de 1.35, 0.92 y 0.81. Este comportamiento de aumento inicial y posterior
disminucién se presenta en todos los tratamientos excepto en el cultivo a la
intemperie en verano, LAGE, que fue diferente al de los demés tratamientos, como
se puede observar en la figura 17c. En el tratamiento LAGE RC/ABS no disminuy6
hacia el final del cultivo presentando un valor de 0.92, mientras que los demas
tratamientos en lote alimentado presentaron valores finales entre 0.5-0.8. Este
comportamiento se ha adjudicado al hecho de que en LAGE al final cultivo no se
habia agotado el N en el medio.

Estos resultados indican que las células de S. incrassatulus ajustan el tamafio
de sus antenas dependiendo de la cantidad de N en el medio. Se puede suponer
que este ajuste en el tamafo es posiblemente con la finalidad de mejorar el
aprovechamiento de la luz y evitar dafio a los fotosistemas por exceso de luz,
favoreciendo tamafios grandes de antena al inicio del cultivo cuando el mismo es

menos denso y cuando hay mas disponibilidad de nitrégeno.

Es importante mencionar que una antena mas grande es capaz de disipar
una mayor cantidad de energia que una antena pequefia (Torzillo et al., 2003). Por
lo tanto, al inicio de cultivo, cuando todavia no hay una alta densidad celular, se
presenta una antena grande para favorecer la disipacion de la energia luminosa en
exceso, a la par que se favorece el crecimiento. El hecho de que se presenten

tamanos relativos de antena mas grandes cuando hay nitrogeno en el medio refleja
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la dependencia que tiene el proceso de captacion de luz con las proteinas que lo

conforman, que a su vez requieren N para su sintesis.

Sin embargo, no hubo alguna relacion directa entre el tamafio relativo de la
antena y pigmentos especificos, como la luteina. Por lo tanto, no se recomienda el

uso de este pardmetro para monitorear la concentracion y contenido de luteina.

6.4.5.2. Contribucion de las reacciones de la luz a la fotoquimica primaria del
PSII (Fv/Fo)

El segundo factor que compone al Pl se conoce como la contribucién de las
reacciones de la luz a la fotoquimica primaria Fv/Fo. El parametro Fv/Fo representa
la eficiencia del complejo liberador de oxigeno en el lado donador del fotosistema Il
(Kalaji et al., 2012).

Los resultados de este pardmetro se presentan en la figura 18. En cultivo por
lote (Fig. 18a) se observo que la Fv/Fo fue disminuyendo progresivamente desde un
valor inicial de 2.7 hasta un valor final minimo de 0.8, 1.15 y 1.3, para los
tratamientos Lote baja, Lote media y Lote alta, respectivamente. Como se puede

ver el valor final fue mayor al emplearse una mayor concentracion inicial de N.

En cultivo por lote alimentado en escala laboratorio (Fig. 18b), el
comportamiento de Fv/Fo fue oscilatorio con valores entre 1.4-3.32. Mientras que en
lote alimentado en escala piloto en condiciones controladas LAG (Fig. 18c) se
obtuvo el maximo valor de 3.63, este valor fue superior al de todos los demas
tratamientos, y nos indica que en el tratamiento LAG el complejo liberador de
oxigeno estaba muy activo. Al igual que en la escala laboratorio, en la escala piloto

hubo un comportamiento oscilatorio con valores de entre 1.61-3.63.

En los tratamientos en escala piloto a la intemperie en verano, LAGE, y en
otofio, LAGEO, el Fv/Fo no disminuyo al final del cultivo, posiblemente debido a que
en estos tratamientos la concentracion de N no se habia agotado, o tardd mas en

agotarse el N.

En general, los valores de Fv/Fo en lote alimentado fueron superiores a los de

cultivo por lote, por lo que puede decirse que el lote alimentado favorece una mayor
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eficiencia del complejo liberador de oxigeno del fotosistema Il. También se infiere

que la eficiencia del complejo liberador de oxigeno se mantiene al escalar el cultivo.
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Figura 18. Contribucion de las
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6.4.5.3. Fuerza de las reacciones de la oscuridad de la fotosintesis (Wo/(1-Wo)

El tercer término del calculo implicado en el indice de desempefio
fotosintético (PI) se refiere a la fuerza de las reacciones de la oscuridad. Es
importante resaltar que todos los valores maximos en lote alimentado se
presentaron durante el periodo de alimentacién. Se observdé nuevamente que se

presentd un comportamiento de aumento inicial hasta un punto maximo y una
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posterior disminucion hacia el final del cultivo en todos los tratamientos, excepto en

el tratamiento LAGE cuya magnitud final no disminuya.
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Figura 19. Fuerza de las reacciones de
oscuridad de la fotosintesis (yo/(1 - Wo)),
a) cultivo por lote; b) cultivo por lote
alimentado escala laboratorio; c) cultivo
por lote alimentado por pulsos en escala
laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.

La magnitud maxima en cultivo por lote (Fig. 19a) se presento el dia 5 de

cultivo en todos los tratamientos, con valores de 1.4, 2.12 y 2 para Lote baja, Lote

media y Lote alta, respectivamente. Sin embargo, no hubo relacion directa con la

concentracion inicial de N.

En lote alimentado en escala laboratorio (Fig. 19b), se tuvieron magnitudes

maximas de 1.2 para LA baja y LA baja de igual masa total de N a LA alta. En LA
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media se obtuvo 1.3, y en LA alta 1.4. Mientras que en LA pulsos se obtuvo una

maxima magnitud de 1.8.

En el tratamiento en escala piloto en condiciones controladas, LAG, la
méaxima magnitud de 2.13, fue la mayor registrada y fue hasta 1.77 veces superior
a la de otros tratamientos. Los tratamientos en escala piloto a la intemperie LAGE y

LAGEO presentaron magnitudes maximas de 1.5y 1.26, respectivamente.

El hecho de que los parametros de fluorescencia, eficiencia fotosintética
maxima (Fv/Fm) y operacional (Fq'/Fm’), indice de desempefio fotosintético (Pl),
tamafio relativo de la antena que sirve a cada centro de reaccion (RC/ABS),
contribucion de las reacciones de la luz a la fotoquimica primaria (Fv/Fo) y fuerza de
las reacciones de la oscuridad (Wo/(1-Wo)), presentaran en lote alimentado
magnitudes mayores a las de cultivo por lote nos indica que la implementacion de
lote alimentado autotréfico favorece el proceso de fotosintesis de manera integral,
desde la absorcion de la energia luminosa, la liberacion y el transporte de electrones
por los fotosistemas, hasta la fijacion del CO:2 en el ciclo de Calvin. Debido a esto

se piensa que el utilizar lote alimentado favorece una mayor eficiencia fotosintética.
6.4.6. Fluorescencia a 1ms normalizada con respecto a Fo y Fm

Las mediciones de fluorescencia proveen informacién adicional acerca del
comportamiento de los transportadores de electrones del fotosistema Il. El paso de
electrones en el fotosistema Il (PSII) requiere que se tranfieran electrones a través
de Qay Qg, esta tranferencia de electrones se refleja en la cinética de fluorescencia
en dos puntos de inflexion de la curva que se han denominado F; y Fi (Fig. 20)
(Henriques, 2009), F, ha sido asociado como el paso del primer electrén de Qa a Qs

mientras que Fi ha sido asociado como el paso de un segundo electron de Qa a Qs.

Figura 20. Cinética de fluorescencia tipica de
plantas y algas cloroficeas (Henriques, 2009).
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Realizando la cuantificacién de las cinéticas de fluorescencia a diferentes
tiempos de cultivo de la microalga Scenedesmus incrassatulus (Fig. 21), presentada
con una normalizacion con respecto a Fo y Fm para su mejor comparacion, se ha
podido observar que al tiempo de 1ms es donde se presentan las mayores
diferencias entre los diferentes tiempos de cultivo. Por lo que resultd conveniente
extraer los datos de fluorescencia normalizada a 1ms de todos los tratamientos a
diferentes tiempos de cultivo, tanto en lote como en lote alimentado, los cuales se

presentan en las figuras 22, 23 y 24.
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Figura 21. Cinética de fluorescencia tipica de Scenedesmus incrassatulus a
diferentes tiempos de cultivo (los nUmeros a la derecha representan los dias de
cultivo a los cuales se realiz6 la medicion).

Se ha colocado de manera arbitraria una linea de referencia a una magnitud
de 0.5. Estos valores han podido ser asociados con el crecimiento de manera
inversa. Los cultivos presentaron crecimiento exponencial cuando hay una magnitud
de la fluorescencia normalizada por debajo de 0.5, y cuando la magnitud es superior
a 0.5 se presenta la fase estacionaria. Como se puede observar en cultivo por lote
(Fig. 22) se presenta una magnitud de la fluorescencia normalizada menor a 0.5 al
inicio de todos los cultivos y después del dia 10 de cultivo se empiezan a alcanzar

valores superiores a 0.5, es decir, se instaura la fase estacionaria de crecimiento.
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Figura 22. Fluorescencia a 1ms normalizada con respecto a Fo y Fm en cultivo por
lote.

En la mayoria de los tratamientos en lote alimentado se presenta el mismo
comportamiento, pero existen algunos puntos en los que los cultivos estaban
creciendo exponencialmente y hubo magnitudes de la fluorescencia normalizada
por encima de 0.5. Lo que indica que en lote alimentado el comportamiento es mas
complejo y no sigue la misma tendencia que cultivo por lote, es decir, que en lote
alimentado este parametro no fue un buen indicador del crecimiento exponencial

del cultivo, y su relacion con otros parametros fue nula.

Aungue las mediciones de fluorescencia han resultado Uutiles e importantes
para describir el comportamiento, eficiencia y desempefio de los fotosistemas en los
diferentes tratamientos, es necesario ahora retomar la parte medular de este estudio
que es la produccién de pigmentos, por lo que a continuacion se presentan los

resultados de los mismos.
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Figura 23. Fluorescencia a 1ms normalizada con respecto a Fo y Fm en cultivo por
lote alimentado en escala laboratorio.
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Figura 24. Fluorescencia a 1ms normalizada con respecto a Fo y Fm (V1ms) en
cultivo por lote alimentado por pulsos en escala laboratorio y escala piloto, en
condiciones controladas y a la intemperie.
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6.5. Pigmentos

Los pigmentos que producen las microalgas Cloroficeas, como Scenedemus
incrassatulus, se requieren para la captacion de la energia solar. Existen dos tipos
de principales pigmentos en este tipo de microalgas: las clorofilas (a y b) y los
carotenoides totales, la luteina forma parte de este ulimo grupo. La clorofila a se
encuentra en el centro de reaccion, la clorofila b se encuentra en los complejos
antena. Los carotenoides se encuentran en los complejos antena y son
denominados pigmentos accesorios debido a que ayudan a la captacién de la
energia solar ampliando el espectro de energia solar captada, se requieren como
parte estructural de los fotosistemas y brindan protecién contra el exceso de
energia, a la que se ven expuestas las clorofilas a y b, y finalmente estabilizan los

fotosistemas.

Las clorofilas y los carotenoides forman parte de un sistema que trabaja en
conjunto de forma coordinada por lo que la discusién estaria incompleta si no
incluyéramos a todos los pigmentos y su comportamiento en los diferentes
tratamientos y escalas de cultivo empleadas. El orden en el que se presentan los
datos y su discusion es el siguiente: concentracidbn volumétrica, contenido
especifico, relacién Clorofila a/ Clorofila b, Carotenoides totales/ clorofila total,
contenido de luteina, y finalmente la productividad de pigmentos y su rendimiento

con respecto a los nutrientes.

6.5.1. Concentracion volumétrica de carotenoides totales, clorofila total,

clorofilaay clorofila b

El incluir los resultados obtenidos de todos los pigmentos permite visualizar
la importancia y efectos que tiene la aplicacion de lote alimentado sobre los mismos.
Empezaremos con los resultados y discusion de la concentracién de carotenoides
totales (Fig. 25).

Aumentar la concentracion inicial de N result6 en un aumento en la
concentracion volumétrica maxima de carotenoides totales en cultivo en lote, con la

tendencia Lote alta>Lote media>Lote baja. La concentracion volumétrica maxima
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del tratamiento Lote baja fue de 5.95 y Lote media de 6.84 mg/L, al dia 10 de cultivo.
En cambio, en Lote alta se alcanz6 un concentracién de 11.27 mg/L, al dia 25 de
cultivo. Esta dltima concentracion fue superior hasta 1.89 veces a la de los otros

tratamientos en cultivo por lote.

Por otra parte, en lote alimentado en escala laboratorio (Fig. 25b), se obtuvo
una concentracion maxima de carotenoides totales de 9.37, 9.53 y 18.29 mg/L en
los tratamientos LA baja, LA mediay LA alta, los dias 12, 35y 30, respectivamente.
Aunque estas concentraciones maximas no coincidieron en el mismo dia de cultivo,
se mantuvo la misma tendencia observada: aumentar la concentracion inicial de N
resulté en un aumento en la concentracién volumétrica maxima de carotenoides

totales en cultivo por lote alimentado.

Para verificar si fue la concentracion de N mantenida durante la alimentacion
o la masa total de N la que brindé este resultado, se implement6 el tratamiento LA
baja de igual masa total de N a LA alta. En este ultimo tratamiento se observé una
concentracion maxima de carotenoides totales de 16.59 mg/L al dia 35 de cultivo,
esta concentracion fue solamente 1.7 mg/L inferior a la del tratamiento LA alta. Este
resultado nos indica que la masa total de N tiene un efecto directamente

proporcional sobre la concentracidn maxima de carotenoides totales obtenida.

Esta ultima aseveracion fue confirmada al implementar el tratamiento LA
pulsos, el cual resulté en una concentracion méaxima de carotenoides totales de
16.74 mg/L, al dia 35 de cultivo. Por lo tanto, la masa total de N es la que mayor
influencia tiene sobre la concentracion de carotenoides totales debido a que en los
tratamientos, LA alta, LA pulsos y LA baja (de igual masa total de N a LA alta), se

obtuvieron concentraciones similares de carotenoides totales.

Se puede afirmar que la concentracion de N mantenida no tiene ningun efecto
sobre la concentracion méaxima de carotenoides totales. Como la concentracion de
N mantenida en el medio fue la misma en los tratamientos LA alta y LA pulsos, la
cual fue mayor con respecto al tratamiento LA baja (de igual masa total de N que
LA alta).
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Figura 25. Concentracion volumétrica de
carotenoides totales, a) cultivo por lote; b)
cultivo por Ilote alimentado escala
laboratorio; c) cultivo por lote alimentado
por pulsos en escala laboratorio y en
escala piloto en condiciones de
laboratorio y a la intemperie.

lote

alimentado en escala piloto (Fig. 25c) fue de 14.25, 9.36 y 5.44 mg/L para los
tratamientos en condiciones controladas LAG, y a la intemperie en verano LAGE y

en otofio LAGEO, respectivamente, al dia 35 para los primeros dos tratamientos

mencionados y el dia 30 para LAGEO. Esto nos indica que en condiciones

controladas de laboratorio (LAG) se obtuvo mayor concentracion que en los

tratamientos implementados a la intemperie. En este mismo orden de ideas, se

puede afirmar que al implementar el cultivo a la intemperie la concentracion de

carotenoides totales fue mayor en verano que en otofio.
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Debido a que en verano hay mas horas de luz que en otofio, se puede pensar
qgue la mayor cantidad de horas luz en el dia en verano ayudo a que se presentara
ese resultado superior; sin embargo, el que se presenten menos horas de luz en
otofio también va asociado con mas horas a la temperatura menor registrada (la
cual se presento en la seccidn de condiciones de luz y temperatura a la intemperie),
por lo que el resultado obtenido puede ser el efecto combinado de la luz,
temperatura y concentracion de nutrientes que se presentan a la intemperie. Por lo
que el estudio de cultivos a la intemperie es mas complejo y puede ser estudiado

como una linea de investigacion.

La concentracion de clorofila total también fue registrada. En la figura 26a
observamos que en cultivo por lote se presentd la maxima concentracion
volumétrica de clorofila total al dia 10, con una magnitud de 5.98, 9.46 y 26.89 mg/L
para Lote baja, Lote media y Lote alta, respectivamente. Es decir, en Lote baja se
obtuvo el resultado mas pequefio, pero al aplicar Lote media, es decir aumentar la
concentracion inicial de N casi al doble, aumenté 1.58 veces la concentracion
méaxima de clorofila total. Y al aplicar Lote alta, con una concentracion inicial de N
de aproximadamente 4 veces superior con respecto a Lote baja, se obtuvo una
concentracion de clorofila total 4.5 veces mayor con respecto al tratamiento Lote
baja. Por lo tanto, se puede afirmar que la concentracibn maxima de clorofila total
tiene una relacién directamente proporcional con la concentracion inicial de N, en

cultivo por lote.

En cambio, en lote alimentado en escala laboratorio (Fig.26b) no hubo
diferencias en la concentracion de clorofila total desde el inicio hasta el dia 10 de
cultivo. Después del dia 10 de cultivo se empezaron a ver las diferencias entre los
tratamientos. En LA baja se obtuvo una concentracion maxima de 45.23 mg/L, al
dia 12 de cultivo, es decir al final de la alimentacién. Mientras que en LA media se
obtuvo una concentracion maxima de 39.37 mg/L, al dia 25 de cultivo. En los
tratamientos LA alta, LA pulsos y LA baja (de igual masa total de N a LA alta), se
obtuvo una concentracion de clorofila total de 67.41, 67.81 y 58.05 mg/L, los dias
20, 25y 30 de cultivo, respectivamente. Es importante mencionar que en el caso de

LA baja (de igual masa total de N a LA alta), se present6 una concentracidon maxima
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de clorofila total de 80.6 al dia 15 de cultivo, es decir al final del periodo de

alimentacion.
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Figura 26. Concentracion volumétrica
de clorofila total, a) cultivo por lote; b)
cultivo por lote alimentado escala
laboratorio; ¢) cultivo por lote
alimentado por pulsos en escala
laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.

Es evidente al comparar los tratamientos LA alta con LA baja que una mayor

masa total de N favorecié una concentracion superior de clorofila total, ya que un

aumento de la masa total de N en 1.26 veces aumento la concentracion de clorofila

total 1.49 veces. También los resultados indican que la concentracién mantenida de

N no tuvo ningun efecto ya que LA alta, LA pulsos y LA baja de igual masa total de

N, presentaron resultados similares sin diferencias significativas entre ellos.
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En el tratamiento en escala piloto en condiciones controladas, LAG, se obtuvo
una concentracion de clorofila total de 70.90 mg/L. Se puede observar en la figura
26¢, que los tratamientos en escala laboratorio, LA pulsos, y en escala piloto, LAG,
presentaron durante todo el periodo de cultivo concentraciones similares de clorofila

total.

Al implementar lote alimentado a la intemperie se observé un efecto negativo
sobre la concentracion de clorofila total ya que en los tratamientos a la intemperie
en verano LAGE y en otofio LAGEO se obtuvo una concentracion méaxima de
clorofila total de 40.27 y 18.57, respectivamente. Por lo que la concentracion de
clorofila total al igual que los carotenoides totales fue superior en verano que en

otofo.

Las microalgas cloroficeas, como es el caso de Scenedesmus incrassatulus,
tienen clorofila a y clorofila b, las cuales sumadas nos brindan la cantidad de clorofila
total. Gracias a que se implementd la extraccion de pigmento con acetona, se
pudieron evaluar las concentraciones de la clorofila a y clorofila b por separado (Fig.
27 y 28). Tanto la concentracion de clorofila a como la de clorofila b tienen el mismo
comportamiento observado y discutido para la clorofila total.

Por lo anterior, todas las afirmaciones hechas para la concentracion de
clorofila total son aplicables para las concentraciones de clorofila a y clorofila b. Es
decir, que en cultivo por lote tanto la concentracion de clorofila a como la de clorofila
b fue en mayor en Lote alta que en Lote media y Lote baja. Concluyendo que
aumentar la concentracion inicial de N aumento la concentracion de las fracciones

de clorofila.
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Figura 27. Concentracion volumétrica de
clorofila a, a) cultivo por lote; b) cultivo por
lote alimentado escala laboratorio; c)
cultivo por lote alimentado por pulsos en
escala laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.

Por otra parte, en lote alimentado una masa total de N mayor favorecié una

concentracion superior de clorofila ay b, y la concentracion mantenida de N no tuvo

ningun efecto ya que LA alta LA pulsos y LA baja (de igual masa total de N)

presentaron resultados similares sin diferencias significativas. En los cultivos en

escala piloto se obtuvo una concentracion mayor de pigmentos en condiciones

controladas que a la intemperie. Finalmente, la concentracion de clorofila ay b de

los cultivos implementados a la intemperie fue superior en verano que en otofio.
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6.5.2. Contenido especifico de carotenoides totales, clorofilaay clorofilab

El contenido especifico de pigmentos es la cantidad de pigmentos que hay
por unidad de biomasa. Debido a que el crecimiento autotréfico depende del
proceso fotosintético, el cual depende, a su vez, del contenido intracelular de
pigmentos, es muy importante conocer su variacion en el tiempo, ya que su
variacion da cuenta de cuan grandes son los fotosistemas que captan la energia

solar.

En cultivo por lote (Fig. 29a), se puede observar que los tratamientos Lote

baja y Lote media tuvieron un contenido de carotenoides totales maximo de 7.53 y
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8.24 mg/g peso seco, al dia 10 de cultivo, respectivamente. Mientras que Lote alta
tuvo un contenido de 10.54 mg/g peso seco al dia 25 de cultivo, este ultimo valor
fue mayor en magnitud al de los otros tratamientos realizados en cultivo por lote. Es
decir que el contenido especifico de carotenoides totales fue mayor hasta 1.4 veces
en el tratamiento de mayor concentracion inicial de N, aunque con una
concentracion de N casi 4 veces mayor. Por lo tanto, aumentar la cantidad de N 4
veces en cultivo por lote, s6lo aumenta la cantidad de carotenoides totales
contenidos en la biomasa en un 40%, por lo que el empleo de cantidades mayores
de N en cultivo por lote no serian recomendables, ya que un aumento muy grande
en la cantidad de N produciria un aumento modesto en el contenido de carotenoides

totales, ademas de que el mismo se obtiene en un mayor periodo de tiempo.

En cultivo por lote alimentado en escala laboratorio (Fig. 29b), hay mayor
homogeneidad entre los tratamientos, observandose diferencias so6lo después del
dia 10 de cultivo. En este caso destacan los tratamientos LA media, LA alta, LA
pulsos y LA baja (con igual masa total de N a LA alta), con contenidos de
carotenoides totales hacia el final del cultivo en un rango de 10.3-11.99 mg/g peso
seco; sin embargo, es importante aclarar que no hubo diferencias significativas entre

estos tratamientos con los mas altos contenidos de carotenoides totales.

Por otra parte, en lote alimentado en escala piloto (Fig. 29c) destacaron los
tratamientos en condiciones controladas, LAG, y a la intemperie en verano, LAGE,
que al final del tiempo de cultivo tuvieron un contenido de carotenoides totales de
11.13 y 14.93 mg/g peso seco, respectivamente. Mientras que el tratamiento a la
intemperie en otofio, LAGEO, llegé a presentar un contenido de 9.3 mg/g peso seco
solamente. Es decir que en el tratamiento en lote alimentado en escala piloto a la
intemperie implementado durante el verano (LAGE), se logré obtener un contenido
de carotenoides totales mayor al de todos los demas tratamientos, el cual fue
aproximadamente 30% mayor al maximo obtenido en escala laboratorio en

condiciones controladas.
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Figura 29. Contenido especifico de
carotenoides totales, a) cultivo por lote;
b) cultivo por lote alimentado escala
laboratorio; c) cultivo por lote alimentado
por pulsos en escala laboratorio y en
escala piloto en condiciones de
laboratorio y a la intemperie.

Al comparar el contenido de carotenoides totales observado en este estudio

con el reportado en otros estudios (Tabla 13), se puede afirmar que en el presente

estudio se han obtenido contenidos de carotenoides totales mayores a los

reportados para otras cepas de microalgas.

Pasando ahora al contenido especifico de clorofila a (Fig. 30), se pudo

observar que fue 4 veces superior en el tratamiento Lote alta que el maximo

encontrado en el tratamiento Lote baja y 2.68 veces superior al de Lote media. El

contenido maximo de clorofila a de 21.8 mg/g peso seco en cultivo por lote se

obtuvo en el tratamiento Lote alta (Fig. 30a).
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Al igual que con el contenido de carotenoides totales, en el contenido de
clorofila a en cultivo por lote alimentado en escala laboratorio (Fig. 30b) no hubo
diferencias en los diferentes tratamientos durante el periodo de alimentacion. Sin
embargo, destacan los tratamientos LA media y LA baja (de igual masa total a LA
alta) que presentaron un contenido de clorofila a de aproximadamente 39 mg/g peso
seco, aunque los tratamientos LA baja, LA alta y LA pulsos también tuvieron
magnitudes maximas altas de 26.2, 31.54 y 30.47 mg/g peso seco, respectivamente.
Lo anterior nos indica que en escala laboratorio todos los tratamientos en lote

alimentado presentaron un mayor contenido de clorofila a que en cultivo por lote.

Tabla 13. Contenido de carotenoides totales en diferentes microalgas.
Contenido de

Cepa carotenoide totales Ref.
(mg/g biomasa seca)
Botryococcus braunii 2.10£0.07 a
Chaetoceros calcitrans 2.33+%0.14 a
Chlorella spp. 0.71+0.08 - 3.04+0.20 a
Haematococcus pluvialis 1.89+0.05 a
Isochrysis sp. 7.75+£0.13 a
Nannochloropsis sp. 2.17+0.03 a
Phaeodactylum tricornutum 6.14+0.16 a
Scenedesmus obliquus 0.44+0.06 a
Scendesmus almeriensis 6.90 b
Scenedesmus incrassatulus 10.54+0.64 Lote
Scenedesmus incrassatulus 11.99+0.85 Lote AIimentadq, escala
laboratorio
Lote Alimentado, escala piloto,
Scenedesmus incrassatulus 11.13+0.43 condiciones controladas de
laboratorio
Scenedesmus incrassatulus 14.93+1.33 Lote Alimentado, escala piloto,

a la intemperie

4Goiris et al., 2012; "Sanchez et al., 2008a

Por otro lado, en cultivo por lote alimentado en escala piloto (Fig. 30c) se
obtuvo un contenido maximo de clorofila a de 45.6, 50.52 y 22.7 mg/g peso seco,
en los tratamientos en condiciones controladas LAG, y a la intemperie en verano

LAGE y en otofio LAGEO, respectivamente. Esto nos indica que a la intemperie en
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verano fue donde se obtuvo un mayor contenido de clorofila a. La posible

explicacion a este comportamiento es el hecho de que en otofio a la intemperie se

cuenta con menor cantidad de horas luz y temperaturas mas bajas. Asimismo las

condiciones de luz a la intemperie en verano promovieron un contenido especifico

de clorofila a mayor al observado en condiciones controladas de laboratorio.
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Figura 30. Contenido especifico de
clorofila a, a) cultivo por lote; b) cultivo
por lote alimentado escala laboratorio; c)
cultivo por lote alimentado por pulsos en
escala laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.

El comportamiento del contendido de clorofila b fue similar al de la clorofila a.

El maximo contenido de clorofila b observado en cultivo por lote (Fig. 31a) fue en el

tratamiento Lote alta, con un valor de 16.29 mg/g peso seco. En Lote baja y Lote

media se obtuvo un contenido de 3.2 mg/g peso seco.
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En lote alimentado en escala laboratorio no hubo un efecto debido a la

concentracion de N y la masa total de N sobre el contenido de clorofila b. Esto

debido a que no se registraron diferencias significativas entre los contenidos de

clorofila b que presentaron los diferentes tratamientos durante la alimentacion (Fig.

31b), con magnitudes de hasta 10.63 mg/g peso seco. En cultivo por lote alimentado

el contenido de clorofila b fue mas estable durante el tiempo de cultivo.
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Figura 31. Contenido especifico de
clorofila b, a) cultivo por lote; b) cultivo
por lote alimentado escala laboratorio; c)
cultivo por lote alimentado por pulsos en
escala laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.

Por otra parte, el contenido maximo de clorofila b de los tratamiento en escala

piloto LAG fue de 9.8 mg/g peso seco, mientras que en los tratamientos a la

intemperie en verano LAGE y en otofio LAGEO, fue de 14.4 y 9.03 mg/g peso seco,
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respectivamente (Fig. 31c). Por lo que nuevamente en el tratamiento implementado

a la intemperie en verano fue donde hubo un mayor contenido de pigmento.

6.5.3. Relacion de pigmentos Clorofila a/Clorofila b y Carotenoides

totales/Clorofila total

Las relaciones de clorofila a/ clorofila b y de carotenoides totales son
importantes indicadores del funcionamiento de los fotosistemas captadores de luz,
los cuales son esenciales para el crecimiento autotréfico de microalgas. Como se
puede observar en las figuras 32 y 33, las relaciones clorofila a/clorofila b y
carotenoides totales/clorofila total fueron mas variables en cultivo por lote. Mientras
que en cultivo por lote alimentado las magnitudes de estas relaciones fueron mas

estables en el tiempo.
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Figura 32. Relacién clorofila a / clorofila b,
a) cultivo por lote; b) cultivo por lote
alimentado escala laboratorio; c) cultivo
por lote alimentado por pulsos en escala
laboratorio y en escala piloto en
condiciones de laboratorio y a la
intemperie.
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Una relacion mayor de clorofila a con respecto a clorofila b nos indica que
hay una mayor cantidad de centros de reaccion ya que la primera se encuentra
principalmente en estos. Mientras que una magnitud mayor de carotenoides totales
con respecto a la cantidad de clorofila total nos indica que los fotosistemas estan
perdiendo su estabilidad, y empiezan a darse desequilibrios que conducen al

desensamble de los fotosistemas.

En base a los resultados de las figuras 32 y 33, se puede interpretar que la

implementacion de lote alimentado favorece la estabilidad de los fotosistemas, lo
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cual ayuda a que se mantengan altas eficiencias fotosintéticas maximas (tal como

se mostro y discutié en secciones anteriores).

Estos indicadores confirman lo que se habia discutido en la seccion de
eficiencia fotosintética maxima, y dejan claro que la alimentacion favorecio la
estabilidad de los fotosistemas y el crecimiento autotrofico de los cultivos
implementados, lo cual resultd en un mayor crecimiento en lote alimentado en

comparacion con cultivo por lote (en escala laboratorio).
6.5.4. Concentraciéon volumétrica de luteina

Antes de continuar con los resultados de luteina, es importante aclarar que
se realizé la cuantificacion de la misma con diferentes tipos de estandar: uno de
cantaxantina y otro de luteina. Pero como en la industria de pigmentos se utiliza
comunmente el estdndar de cantaxantina, las discusiones sobre luteina se basaran

en el calculo con este estandar.

En la tabla 14 se resumen los resultados de concentracion volumétrica
maxima de luteina calculada a partir de los estandares de luteina y cantaxantina
utilizados. Es importante mencionar que la tendencia de la concentracion de luteina
fue la misma sin importar si el calculo de la concentracion se realizé con el estandar
de luteina o con el de cantaxantina, y en el caso del estandar de luteina la tendencia
se mantuvo sin importar si se consideré la concentracion del estandar especificada

por el fabricante o calculada utilizando el coeficiente de extincién de luteina.

En cultivo por lote se pudo observar que la concentraciéon maxima de luteina
se obtuvo al dia 10 de cultivo en todos los tratamientos, y fue mayor en el tratamiento
Lote alta. Es decir, la concentracion volumétrica maxima de luteina aumento al
aumentar la concentracion inicial de N empleada en cultivo por lote. En cultivo por
lote, incrementar la concentracion de N inicial en el medio de 24 a 41 mg/L resultd
en un aumento de la concentracion de luteina 2.91 veces, mientras que un aumento

de 41 a 82 mg/L provocd un aumento de 2.55 veces en la concentracion de luteina.

Se debe resaltar el hecho de que en todos los tratamientos implementados
en cultivo por lote alimentado, se obtuvo una concentracion maxima de luteina
superior a la obtenida en cultivo por lote, tanto en escala laboratorio como en escala
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piloto a diferentes dias de cultivo, como se muestra en la tabla 14. También es
importante mencionar que la concentracion volumétrica maxima de luteina coincide
con la concentracion minima de N en el medio, tanto en cultivo por lote como en lote
alimentado, en escala laboratorio.

Tabla 14. Concentracion volumétrica de luteina determinada a partir de los
cromatogramas utilizando estandar de luteina y de cantaxantina como referencia.

Concentracién volumétrica de luteina (mg/L)

Estandar de referencia

Luteina Cantaxantina

Luteina

coeficiente de

(concentracion

estipulada por

(concentracion

i4 u u
concentracion calculada a calculada a
calculada a partir de partir de

partir de concentracion concentracion

estipulada por

extincion) el fabricante del el fabricante del
Escala Tratamiento estandar) estandar)
Lote baja 1.3447 (10) 0.9051 (10) 0.7627 (10)
Lote media 3.3838 (10) 2.2505 (10) 2.2202 (10)
Lote alta 8.2327 (10) 5.4506 (10) 5.6771 (10)
LA baja 10.4848 (10) 6.9507 (10) 7.1298 (10)
Laboratorio LA media 10.9277 (20) 7.2643 (15) 7.2095 (15)
LA alta 16.1952 (15) 10.7025 (15) 11.3882 (15)
LA baja igual
masa total a LA 10.6018 (20) 7.0095 (20) 7.4179 (20)
alta
LA pulsos 17.4939 (15) 11.5727 (15) 12.1688 (15)
LAG 11.9332 (20) 7.90585 (20) 8.1711 (20)
Piloto
LAGE 10.2575 (25) 6.784 (25) 7.154 (25)

() entre paréntesis se muestra el dia de cultivo en el cual se obtuvo la concentracion maxima
de luteina en ese tratamiento.

En la tabla 14 se observa que las mayores magnitudes de concentracion

volumétrica maxima de luteina se obtuvieron en los tratamientos LA alta y LA pulsos
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al dia 15 de cultivo. En estos tratamientos la concentracion maxima de luteina fue

hasta 2.1 veces mayor a la obtenida en el tratamiento Lote alta.

Comparando en base a la masa total de N utilizada se vio que la masa total
de N empleada en cultivo por Lote alta fue 147.6 mg con respecto a la empleada en
el tratamiento LA pulsos, de 320 mg; se puede ver que la misma fue 2.1 veces
superior en LA pulsos. Por lo tanto, un aumento en la cantidad de masa total de N
de 2.1 veces resultdé en un aumento de 2.1 veces en la concentracion volumétrica
méaxima de luteina, y este aumento se observé en solo 5 dias adicionales de cultivo,
ya que en Lote alta se alcanz6 al dia 10 mientras mientras que en lote alimentado

se alcanz6 al dia 15.

Al comparar el tratamiento La baja contra LA baja de igual masa total de N a
LA alta, se puede observar que ambos tuvieron una concentracibn maxima de
luteina aproximadamente igual. Pero al comparar los tratamientos LA alta, LA pulsos
y LA baja (de igual masa total de N a LA alta) se pudo constatar que los dos primeros
tuvieron una concentracibn maxima de luteina mayor al del dltimo tratamiento
mencionado. Por lo tanto, se puede inferir que en lote alimentado, al implementar el
cultivo con una concentracién de N superior, resultdé en una mayor concentracion
volumétrica maxima de luteina. Por lo tanto, en los tratamientos en lote alimentado
implementados con la misma masa total de N, incrementar la concentracion de N
mantenida 3.4 veces, produjo un aumento de 1.65 veces en la concentracion

maxima de luteina.

Generalmente se considera la luz como el factor limitante de la produccion
de pigmentos carotenoides en microalgas. Sin embargo, la irradiacion de luz fue la
misma para todos los tratamientos en escala laboratorio, es por esto que se piensa
que la cantidad de luz irradiada no pudo haber sido el Unico factor que afectara la
produccion de luteina de ningun tratamiento, debido a que la concentracion celular
de LA alta fue superior a los demas tratamientos. Los resultados indican que la

interaccion de luz y nutrientes son los factores a considerar.

En los datos mostrados en la tabla 14 se puede observar que la

concentracion volumeétrica maxima de luteina fue superior en los tratamientos LA
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alta y LA pulsos. A partir de un analisis de varianza de los dos tratamientos
mencionados, se pudo constatar que no hubo diferencia significativa entre los
mismos. Debido a esto se decididé que los tratamientos implementados en escala
piloto fueran alimentados por pulsos, debido a que la alimentacién mediante pulsos

es mas sencilla.

Por otra parte, al implementar el cultivo por lote alimentado en escala piloto
en condiciones controladas (LAG), se obtuvo una concentracion volumétrica de
luteina menor y fue 67.1% de la cantidad obtenida en escala laboratorio. Esta
cantidad menor obtenida en escala piloto también requiri6 de 5 dias adicionales
para ser obtenida, en comparacion con el cultivo en escala laboratorio. De la misma
forma, al implementar el cultivo por lote alimentado en escala piloto a la intemperie
se obtuvo una cantidad menor que fue 87.55% de la cantidad obtenida en escala
piloto en condiciones controladas. Por lo que el implementar el cultivo a la

intemperie tuvo un efecto negativo sobre la concentracion volumétrica de luteina.

Algunos autores especulan que las proteinas intracelulares pueden ser
degradadas y usadas como fuente de nitrégeno para mantener las funciones
metabdlicas. También proponen la idea de que eso explicaria el por qué las
concentraciones de pigmentos son bajas durante el inicio y final del cultivo, mientras
gue los valores maximos de concentracion de pigmentos se alcanzan durante la

fase de crecimiento exponencial (Xie et al., 2013; Dineshkumar et al., 2015).
6.5.5. Contenido especifico de luteina

En cuanto al contenido especifico de luteina (Tabla 15), se pudo observar la

misma tendencia de los resultados sin importar el estdndar de referencia usado.

En cultivo por lote, al aumentar la concentracion inicial de N aumenta el
contenido especifico de luteina. Por lo que se puede decir que el tratamiento Lote
alta fue el mejor tratamiento en cultivo por lote. El tratamiento de Lote alta present6
un contenido especifico de luteina que fue 4.5y 1.63 veces superior al obtenido en
Lote baja y Lote media, respectivamente. Lo anterior indica que el contenido
especifico de luteina en cultivo por lote es directamente proporcional a la

concentracion inicial de N empleada, debido a que aumentar aproximadamente 4
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veces la concentracion inicial de N resulté en un aumento de 4.5 veces en el

contenido especifico de luteina.

Tabla 15. Contenido especifico maximo de luteina determinado a partir de los
cromatogramas utilizando estandar de luteina y de cantaxantina como referencia.

Contenido especifico de luteina (mg/g biomasa)

Estandar de referencia

Luteina Cantaxantina

Luteina (concentracion  (concentracion

(concentracion calculada a calculada a
calculada a partir de partir de

partir de concentracion concentracion

coeficiente de estipulada por estipulada por

extincién) el fabricante del el fabricante del

Escala Tratamiento estandar) estandar)
Lote baja 1.7021 (10) 1.1457 (10) 0.9655 (10)
Lote media 4.0768 (10) 2.7115 (10) 2.6749 (10)
Lote alta 6.3573 (10) 4.209 (10) 4.3839 (10)
LA baja 9.1972 (10) 6.0971 (10) 6.2542 (10)
Laboratorio LA media 9.2818 (15) 6.1669 (15) 6.1596 (15)
LA alta 9.64 (15) 6.3706 (15) 6.7787 (15)
LA baja igual
masa total a LA 6.2501 (10) 4.138 (10) 4.3100 (10)
alta
LA pulsos 12.7722 (10) 8.4585 (10) 8.7813 (10)
LAG 11.6288 (10) 7.7321 (10) 7.6528 (10)
Piloto

LAGE 13.6172 (15) 9.0126 (15) 9.4229 (15)

() dia de maximo contenido de luteina

Por otra parte, en los tratamientos en lote alimentado LA baja, LA mediay LA
alta, el contenido especifico de luteina fue de 1.4-1.5 veces superior al del
tratamiento Lote alta. En todos los tratamientos en lote alimentado se present6 un
contenido especifico de luteina significativamente (p=0.05) superior al de Lote alta,
con excepcion del tratamiento LA baja (de igual masa total de N a LA alta), el cual
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tuvo un contenido especifico de luteina aproximadamente igual al de Lote alta.
Debido a que el contenido especifico de luteina de los tratamientos LA baja, LA
media y LA alta fue muy similar, se puede decir que la cantidad de masa total de N

no tiene ningun efecto sobre el contenido especifico de luteina en lote alimentado.

El méximo contenido especifico de luteina se obtuvo entre los dias 10-15 de
cultivo, independientemente del modo de cultivo, de la concentracion inicial de N,

de la concentracién de N mantenida en lote alimentado y de la escala.

Es importante resaltar que LA alta y LA pulsos, fueron los tratamientos que
presentaron la mayor magnitud en el contenido especifico de luteina de todos los
tratamientos en escala laboratorio, por lo que se puede afirmar que implementar lote
alimentado con una alta concentracion de N mantenida en el medio favorece una
mayor acumulacion de luteina en la biomasa. En LA pulsos se obtuvo un contenido

de luteina 1.3 veces superior al observado en LA alta.

Asimismo, en los tratamientos en escala piloto implementados tanto en
condiciones controladas de laboratorio como a la intemperie, también se observaron

contenidos especificos de luteina superiores al observado en el tratamiento LA alta.

En el tratamiento en escala piloto en condiciones controladas (LAG), se
obtuvo un contenido especifico de luteina menor al del tratamiento LA pulsos,
siendo 87.1% de lo obtenido en este ultimo. Pero en el tratamiento en escala piloto
a la intemperie en verano (LAGE) se obtuvo un contenido de luteina 7.3% mayor
con respecto al del tratamiento LA pulsos. Esto nos indica que la iluminacion
superior que se presenta a la intemperie favorece la mayor acumulacion de luteina,
ya que en el tratamiento implementado a la intemperie fue donde se obtuvo el mayor

contenido de luteina de todos los tratamientos.

También se realizo una verificacion del contenido de luteina en una muestra
de cultivo en la cual se obtuvo un contenido de 9.3 mg de luteina/g peso seco. Este
resultado es superior al reportado para otras especies de microalgas consideradas

como altamente productoras de luteina (Tabla 16).

El efecto positivo que se observa sobre el contenido especifico de luteina al
implementar el cultivo a la intemperie, puede deberse a que la geometria y los

128



materiales empleados en el fotobiorreactor en escala piloto provocaron condiciones
de iluminacién diferentes dentro del fotobiorreactor a las que se presentaron dentro
del fotobiorreactor en escala laboratorio. El disefio y materiales del fotobiorreactor
favorecieron ciclos de luz/oscuridad durante el movimiento del cultivo por el
fotobiorreactor, y al presentarse a la intemperie una mayor iluminacion aunada al
disefio especifico del fotobiorreactor empleado, dieron como resultado que

aumentara la acumulacion de pigmentos a la intemperie.

Tabla 16. Contenido especifico de luteina de diferentes especies de microalgas en
diferentes sistemas de cultivo.

. Condiciones de cultivo Contenido de luteina
Microalga Ref.
(mg/gPSs)
Laboratorio 4.3 a
Muriellopsis sp.
Laguna abierta de 100L 4-6 b
Scenedesmus Sistema de 4000L en modo 45 c
almeriensis continuo en invernadero )

Sistema de 4L operando en

Desmodesmus sp. lote alimentado 55 d
Sistema de 2L escala Este trabaio
laboratorio en condiciones 8.7 J

(verificado con
estandar de
cantaxantina a
9.3 474nm)

Scenedesmus controladas operado en lote
incrassatulus
Sistema de 40L operando en
lote alimentado

aDel Campo et al., 2001; "Blanco et al., 2007; ‘Fernandez-Sevilla et al., 2010; %Xie et al.,
2013.

6.5.6. Productividad de luteina

Las hipétesis planteadas para este proyecto de doctorado se hicieron en base
a la productividad volumétrica de luteina. Aunque también se ha determinado la
productividad de luteina por unidad de area. Es importante dejar en claro que la
tendencia de los resultados de productividad volumétrica de luteina no se vio
afectada por el estandar de referencia empleado para los calculos. La discusion de
los datos se centrara en el estandar de cantaxantina usado debido a que cuando se

utilizé el estdndar de luteina no se obtuvo el mismo tiempo de retencion porque la
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columna ya estaba degradada. La productividad volumétrica de luteina de los
diferentes tratamientos se muestra en la tabla 17 y la productividad por unidad de

area en la tabla 18.

En cultivo por lote, la magnitud de la productividad de luteina del tratamiento
Lote alta fue de 0.55 mg/(L d) (Tabla 17). Esta magnitud fue 8 y 2.5 veces superior
a la de los tratamientos Lote baja y Lote media, respectivamente. Es decir, el
aumento en la concentracion inicial de N resulté en un aumento en la productividad
de luteina. Aumentar la concentracion inicial de N de 24 a 41 mg/L resulté en un
aumento en la productividad de 3.1 veces, pero al incrementar la concentracion
inicial de N de 41 a 82 mg/L se obtuvo un aumento de sélo 2.5 veces en la
productividad de luteina. Por lo tanto, no seria recomendable aumentar la
concentracion inicial de N en cultivo por lote ya que se tiene una tendencia en la
que un aumento en la concentracion inicial de N producira un aumento cada vez

menor en la productividad de luteina.

En cultivo por lote alimentado se observé que la productividad volumétrica de

luteina fue casi 2 veces mayor en LA alta que en LA media y LA baja.

De los tratamientos en lote alimentado en escala laboratorio, sobresalieron
LA alta y LA pulsos con una productividad de luteina de 0.78 y 0.92 mg/(L d),
respectivamente. O en otras palabras, sobresalieron los tratamientos que tuvieron
la mayor concentracion inicial de N, mayor masa de total de N y la mayor
concentracion de N mantenida en el medio. Los resultados de productividad
volumétrica de luteina de los tratamientos LA alta y LA pulsos fueron 1.4 y 1.68
veces superiores a la del tratamiento Lote alta. Esto nos indica que el lote
alimentado favoreci6 una mayor productividad volumétrica de luteina en
comparacion con cultivo por lote. Ademas, la productividad en lote alimentado se
mantuvo durante un periodo de tiempo mas prolongado, ya que en cultivo por lote
alimentado las productividades se mantienen altas durante 15 dias, mientras que
en cultivo por lote las productividades s6lo se mantienen durante 10 dias. Esto
altimo nos indica que se produce mas luteina durante mas tiempo al implementar

cultivo por lote alimentado.
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Al comparar los resultados de la productividad volumétrica de luteina de los

tratamientos LA alta, LA pulsos y LA baja (de igual masa total de N a LA alta), se

puede observar que los dos primeros tratamientos presentaron una productividad

mayor. A partir de estos resultados se puede afirmar que mantener una mayor

concentracion de N en el medio tiene el efecto de aumentar la productividad

volumétrica de luteina. Como todos estos tratamientos tuvieron la misma masa total

de N, se puede decir que la misma no tiene efecto alguno sobre la productividad, ya

que de lo contrario todos estos tratamientos deberian tener una productividad de

luteina equivalente.

Tabla 17. Productividad volumétrica de luteina determinado a partir de los
cromatogramas utilizando estandar de luteina y de cantaxantina como referencia.

Productividad volumétrica de luteina (mg/L d)

Estandar de referencia

Luteina Cantaxantina
Luteina (concentracién  (concentracion
(concentracién calculada a calculada a

calculada a partir de partir de

partir de concentracion concentracion

coeficiente de estipulada por estipulada por

extincion) el fabricante del el fabricante del

Escala Tratamiento estandar) estandar)
Lote baja 0.1199 0.0905 0.0687
Lote media 0.3240 0.2251 0.2146
Lote alta 0.7724 0.5097 0.5506
LA baja 0.4880 0.3236 0.3304
LA alta 1.0984 0.7248 0.7846
LA baja igual
masa total a LA 0.4229 0.2789 0.3040
alta
LA pulsos 1.2892 0.8502 0.9268
_ LAG 0.9917 0.6593 0.6527
Piloto

LAGE 0.5475 0.3629 0.3727

Para facilitar la comparacion de los resultados, todas las productividades corresponden a

un periodo de 10 dias de cultivo.
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En los tratamientos en escala piloto en condiciones controladas LAG y a la
intemperie LAGE, se obtuvo una productividad volumétrica de luteina menor a la
obtenida en el tratamiento LA pulsos implementado en escala laboratorio. Por lo
tanto, el escalamiento tuvo un efecto negativo sobre la productividad volumétrica de
luteina ya que el tratamiento LAG presentd una productividad de luteina que fue de
una magnitud 70% a la obtenida en LA pulsos. Mientras que la magnitud de la
productividad de luteina a la intemperie fue 57% de la obtenida en escala piloto en

condiciones controladas de laboratorio.

En otros estudios publicados en la literatura, reportan productividades
volumétricas de luteina en un rango de entre 0.44 - 4.77 mg/(L d) (Xie et al., 2013),
por lo que se puede afirmar que los resultados obtenidos en este estudio se
encuentran dentro de lo reportado para otras especies de microalgas. Para el caso
de un estudio en lote alimentado sobre la cepa Desmodesmus sp. se han reportado
productividades de 3.56 mg/(L d), utilizando lote alimentado con N y con CO:2 bajo
demanda. Es por esto que se piensa que la productividad de la cepa Scenedemus
incrassatulus debe seguir estudiandose con alimentacion de N y uso de COz, con el
objetivo de alcanzar las productividades reportadas para otras especies de

microalgas.

Los resultados de productividad volumétrica de luteina obtenidos en este
estudio indican que al igual que la cepa puede adaptarse a la irradiacién de luz,
adaptacion que se denomina “historial de luz” (Grobbelaar, 2000 y 2010), también
puede existir un “Historial de N”, es decir, que la cepa se adapta a las
concentraciones de N en el medio y que la respuesta posterior depende de lo que
se ha denominado de manera analoga “Historial de N”, esto ultimo concuerda con
lo reportado por Hong et al. (2011), quienes establecieron que la actividad
enzimatica de microalgas puede reflejar la concentracién previa de N en el medio,
en lugar de la presente, y el nitrégeno es almacenado en forma de nitrato que
después es usado para la sintesis de macromoléculas, en nuestro caso las
macromoléculas sintetizadas pueden ser en su mayoria las relacionadas al
crecimiento y division celular, asi como las relacionadas con la fotosintesis que

requieren de pigmentos para su correcto funcionamiento.
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La productividad de luteina por unidad de area (Tabla 18) mostré en la escala

laboratorio la misma tendencia que la productividad volumétrica de luteina.

Pero en escala piloto la productividad de luteina por unidad de area fue
superior, teniendo una magnitud maxima de 252.27 mg/(m? d) y dependié en mayor
parte de la distribucidbn geométrica del fotobiorreactor, la cual fue tubular vertical. La
disposicion de fotobiorreactor tubular de manera vertical, albergando un mayor
volumen en un area menor, tuvo como consecuencia que la productividad de luteina
por unidad de area en escala piloto fuera 1.3 veces mayor en comparacion con la
escala laboratorio.

Tabla 18. Productividad de luteina por unidad de area determinada a partir de los
cromatogramas utilizando estandar de luteina y de cantaxantina como referencia.

Productividad de luteina por unidad de area (mg/m?
d)

Estandar de referencia

Luteina Cantaxantina
Luteina (concentracion  (concentracion
(concentracion calculada a calculada a

calculada a partir de partir de

partir de concentracion concentracion

coeficiente de estipulada por estipulada por

extincién) el fabricante del el fabricante del
Escala Tratamiento estandar) estandar)
Lote baja 24.4248 18.4357 13.9948
Lote media 66.002 45.8551 43.7161
Lote alta 157.3456 103.8309 112.1627
LA baja 99.4104 65.9205 67.3057
L aboratorio LA media 139.6839 92.5658 95.5603
LA alta 223.7550 147.6490 159.8308

LA baja igual
masa total a LA 86.1489 56.8147 61.9278
alta
LA pulsos 262.6229 173.1942 188.8086
Pilot LAG 383.3019 254.8260 252.2750
iloto

LAGE 211.6142 140.2644 144.0522

Esto nos indica que se puede aumentar la productividad de luteina por unidad

de area aumentando el tamafio del fotobiorreactor de manera vertical, pero esta
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estrategia puede generar una mayor presién de la columna de agua que se
encuentre contenida en el fotobiorreactor, lo que puede, a su vez, repercutir en los
costos de los materiales de construccion y en la potencia necesaria para lograr la
aireacion del cultivo. Esto nos brinda un incentivo para disefiar y operar
fotobiorrectores con alta productividad de biomasa y eficiencia de conversion de luz.
En futuros disefios de deben considerar los factores que pueden afectar el
desemperiio de los fotobiorreactores, como el tipo de fotobiorreactor, medio de
cultivo, temperatura, pH, cepa a usar, transferencia de masa de CO2 y acumulacién
de O2, mezclado, intensidad de iluminacién y ciclos de luz/oscuridad. Entre estos
factores, los principales que limitan el crecimiento de microalgas son la
disponibilidad de luz y la transferencia de masa dentro del fotobiorreactor (Gao et
al., 2015).

Considerando el mismo volumen de operacion, un reactor operando en lote
alimentado produciria una mayor cantidad de luteina que un cultivo operando en
lote en el mismo periodo de tiempo. O dicho de otra forma, un reactor operando en
cultivo por lote con el doble del volumen produciria la misma cantidad de luteina que
un reactor operando en cultivo por lote alimentado, siy sélo si su disefio es vertical

como el usado en este estudio.
6.5.7. Productividad de xantofilas totales

Antes de empezar con la discusion de la productividades volumétricas de
xantofilas totales, es importante dejar en claro que las mismas son aproximaciones,
ya que se determinaron a la longitud de onda de maxima absorcion de la luteina, y
debido a que entre las xantofilas totales se encuentran pigmentos cuya longitud de
onda de maxima de absorcion no corresponde con la de luteina, por lo que no se
puede determinar de manera exacta el contenido de estos pigmentos con la
metodologia empleada y la concentracion de los mismos puede estar subestimada.
Aln asi, las cantidades mostradas pueden ser consideradas como una buena

aproximacion del valor real.

En la tabla 19 se puede observar que en cultivo por lote la magnitud de la
productividad de xantofilas del tratamiento Lote alta fue 0.793 mg/(L d), la cual fue
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mayor 6.7 veces a la de Lote bajay 2.2 veces a la de Lote media. Esto nos indica
que la productividad volumétrica de xantofilas totales fue mayor en Lote alta que en
los tratamientos Lote media y Lote baja. Es decir que aumentar la concentracion
inicial de N en cultivo por lote resulté en un aumento de la productividad de xantofilas
totale; sin embargo, el aumento fue cada vez menor a medida que se aumento la
concentracion inicial de N.

Tabla 19. Productividad volumétrica de xantofilas determinada a partir de los
cromatogramas utilizando estandar de luteina y de cantaxantina como referencia.

Productividad volumétrica de xantofilas
totales (mg/L d)

Estandar de referencia

Cantaxantina

Luteina (concentracion
(concentracion calculada a partir de
calculada a partir de concentracion
coeficiente de estipulada por el
extincion) fabricante del
Escala Tratamiento estandar)
Lote baja 0.3013 0.1176
Lote media 0.6732 0.3594
Lote alta 1.3111 0.793
LA baja 0.5754 0.3933
Laboratorio LA media 1.0056 0.6038
LA alta 1.8858 1.2945
LA baja igual masa total a 0.7447 0.4946
LA alta
LA pulsos 1.7561 1.2319
] LAG 1.6611 1.0545
Piloto
LAGE 0.9498 0.5787

En lote alimentado, los tratamientos LA alta y LA pulsos fueron los que
presentaron las mayores magnitudes de productividad volumétrica de xantofilas,
1.29y 1.23 mg/(L d), respectivamente. Es importante sefialar que entre los valores
de productividad volumétrica de xantofilas y luteina de los tratamientos LA altay LA
pulsos, no hubo una diferencia significativa, y que los valores que presentaron estos

tratamientos fueron desde 1.6 hasta 11 veces superiores a los de otros tratamientos
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en escala laboratorio de este estudio. Esto nos confirma que en lote alimentado los
tratamientos que tuvieron la mayor concentracion inicial de N, mayor masa de total
de N y la mayor concentracion de N mantenida en el medio fueron los que

presentaron las productividades mas altas.

Sin embargo, al comparar la productividad de xantofilas de los tratamientos
LA alta, LA pulsos y LA baja (con igual masa alimentada de N), se hace evidente
gue la masa total de N no tuvo efecto. Los tratamientos LA alta y LA pulsos tuvieron
una productividad de 2.5-2.61 veces superior a los de LA baja (de igual masa total
de N a LA alta). Estos resultados indican que la productividad volumétrica de
xantofilas en lote alimentado se encuentra relacionada con la concentracion inicial

de N y con la concentracién de N mantenida en el medio.

A escala piloto en condiciones controladas, el tratamiento LAG present6 una
productividad volumétrica de xantofilas de una magnitud de 81.4% de la
productividad volumétrica observada en el tratamiento LA alta. Esto nos indica que
el escalamiento tuvo un efecto negativo sobre la productividad volumétrica de
xantofilas. En escala piloto implementado a la intemperie (LAGE), también se vio
afectado negativamente ya que fue de una magnitud de 55% de la obtenida en el

tratamiento LAG.

Por otra parte, la productividad de xantofilas por unidad de area (Tabla 20)
en escala laboratorio presentdé las mismas tendencias mencionadas para la

productividad volumétrica de xantofilas.

La productividad de luteina por unidad de area de la cepa Scenedemus
incrassatulus es comparable en magnitud con la reportada para las cepas
consideradas altamente productoras, Muriellopsis sp. y Scenedemus almeriensis
(Tabla 21). A partir de estos resultados puede afirmarse que la cepa Scenedesmus

incrassatulus es altamente productora de luteina.

Es decir, aumentar la concentracion inicial de N resulté en un aumento de la
productividad de xantofilas totales por unidad de area, en cultivo por lote. En lote

alimentado la productividad por unidad de area se encuentra relacionada con la
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concentracion inicial de N y con la concentracion de N mantenida en el medio,

teniendo la masa total de N un efecto nulo.

Tabla 20. Productividad de xantofilas por unidad de area determinada a partir de
los cromatogramas utilizando estandar de luteina y de cantaxantina.

Productividad de xantofilas totales por unidad de area (mg/m2 d)

Estandar de referencia

Cantaxantina (concentracion
calculada a partir de
concentracion estipulada por

Luteina (concentracion calculada
a partir de coeficiente de

Escala Tratamiento extincion) el fabricante del estandar)
Lote baja 61.3778 23.9562
Lote media 137.1375 73.2133
Lote alta 267.0841 161.5420
LA baja 117.2147 80.1191
Laboratorio LA media 204.8507 123.0001
LA alta 384.1563 263.7025
"Atggf‘;gl_‘f'arrt‘:sa 151.7028 100.7549
LA pulsos 357.7351 250.9503
I LAG 642.0317 407.5747
LAGE 367.1071 223.6733

Tabla 21. Productividad por unidad de area de luteina de diferentes especies de
microalgas y sistemas de cultivo.

. Productividad de .
Microalga luteina (mg m-2 d1) Comentario Ref.

Intemperie, sistema tubular,

] . 180 sistema continuo, 55 L A
Muriellopsis sp. ) _
100 Intemperie, tanque abierto, B
semicontinuo, 100 L

Scenedesmus Invernadero, sistema tubular,

. . 290 - ) C
almeriensis sistema continuo, 4000 L
112.16 Condiciones de laboratorio, sistema

tubular, lote, 2L

- . . Este trabajo
Condiciones de laboratorio, sistema !

Scenedesmus 188.8 tubular, lote alimentado 2L (productividades
incrassatulus L ) calculadas empleando
Condiciones de laboratorio, lote estandar de cantaxantina
252.27 . . \
alimentado, escala piloto (40L) como referencia)
114 Intemperie, lote alimentado, escala

piloto (40L)

aDel Campo et al., 2001; "Blanco et al., 2007; ‘Fernandez-Sevilla et al., 2010.
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Asimismo, en escala piloto la productividad de xantofilas totales por unidad
de area del tratamiento LAG fue de 407.57 mg/(m? d), y fue superior a la de los
tratamientos en escala laboratorio, gracias al disefio vertical del fotobiorreactor

empleado.

Las productividades de xantofilas por unidad de &rea de los tratamientos LA
alta y LA pulsos presentaron magnitudes de 263.7 y 250.9 mg/(m? d),
respectivamente. Pero la productividad de xantofilas por unidad de area en la escala
piloto en condiciones controladas de laboratorio fue 54% mayor a las anteriormente
mencionadas. Esto nos indica que la productividad de xantofilas por unidad de area
fue favorecida por el disefio tubular vertical. Sin embargo, al implementar el cultivo
en escala piloto a la intemperie se vio un efecto negativo sobre la productividad de
xantofilas por unidad de area, siendo su magnitud 55% de la obtenida en

condiciones controladas.
6.5.8. Productividad de carotenoides totales extraidos con acetona

Al calcular las productividades de carotenoides totales, volumétrica y por
unidad de area (Tabla 22), extraidos empleando acetona al 100%, se pudo verificar
que las tendencias discutidas en las secciones anteriores para luteina y xantofilas
totales se mantuvieron. Es decir, sin importar la metodologia de extraccion
empleada, los comportamientos fueron los mismos. Aumentar la concentracién
inicial de N en cultivo por lote resulté en un aumento de la productividad de
carotenoides totales, tanto volumétrica como por unidad de area. En lote alimentado
en escala laboratorio, la productividad se encuentra relacionada principalmente con
la concentracion inicial de N y con la concentracion de N mantenida en el medio, no
presentando la masa total de N efecto sobre las productividades de carotenoides
totales.

Asimismo, la productividad de carotenoides totales por unidad de area en la
escala piloto en condiciones controladas de laboratorio fue 1.74 veces mayor a la
maxima obtenida en escala laboratorio. Lo cual confirma que la productividad de
carotenoides totales por unidad de area se ve favorecida por el disefio tubular

vertical.
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Al implementar el cultivo en escala piloto a la intemperie se vio un efecto
negativo sobre la productividad de carotenoides totales por unidad de area, siendo
su magnitud 65% de la obtenida en condiciones controladas. Por dltimo, la
productividad de carotenoides totales fue superior en aproximadamente un 50% en
verano que en otofio.

Tabla 22. Productividad maxima de carotenoides totales, volumétrica y por unidad
de area determinada a partir de las extracciones con acetona

Productividad Productividad de
, volumétrica de carotenoides totales
Escala Tratamiento ) . .
carotenoides totales por unidad de area
(mg/L d) (mg/m? d)
Lote baja 0.5751 117.1536
Lote media 0.6616 134.7745
Lote alta 0.6913 140.8247
LA baja 0.6315 128.6428
Laboratorio LA media 0.6960 141.7821
LA alta 0.7930 161.5420
LA baja igual
masa total a LA 0.6118 124.6297
alta
LA pulsos 0.8482 172.7868
LAG 0.7981 308.4736
Piloto LAGE 0.4798 185.4474
LAGEO 0.2297 88.7813

Aungue existen algunas diferencias en las magnitudes de las
productividades, se puede llegar a las mismas conclusiones, lo cual es de suma
importancia y hace robustos los resultados y conclusiones encontradas en este
trabajo, debido a que las tendencias de los resultados no dependen de la

metodologia de extraccién.
6.6. Rendimientos de biomasay pigmentos con respecto a nitrogeno y fosforo.

Para comparar la cantidad de biomasa o producto generada en los diferentes

modos de cultivo, escalas y en condiciones controladas contra las condiciones a la
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intemperie, resulta Gtil calcular los rendimientos en base a nitrdgeno y fésforo, que

para biomasa se denominan Yxp y Yxn.

La acumulacion de nutrientes en la biomasa afecta los rendimientos con
respecto a N y fosforo. Los rendimientos de biomasa se presentan en la tabla 23.
Para la mejor comparacion de los rendimientos de biomasa obtenidos en cultivo por
lote, se calcularon al dia 10 de cultivo para todos los tratamientos, cuando los
rendimientos fueron maximos. Mientras que en cultivo por lote alimentado fueron
calculados al final del tiempo de cultivo.

Tabla 23. Rendimientos de biomasa con respecto a nitrogeno y fosforo de
Scenedesmus incrassatulus en diferentes modos de cultivo, escala y en cultivo a

la intemperie.
Rendimientos de biomasa
Escala Tratamiento Yxip (9 YxiN (9
biomasa/ gP) biomasa/ gN)
Lote baja 129.67 31.72
Lote media 140.4 19.73
Lote alta 228.42 15.7
LA baja 70.38 15.19
Laboratorio LA media 57.49 11.55
LA alta 114.43 20.11
LA pulsos 103.03 17.57
LAG 89.26 14.77
Piloto LAGE 35.89 7.12
LAGEO 53.30 8.47

En cultivo por lote, el aumento de la concentracion inicial de N resulté en un
decremento en del Yxn. Al contrario, el aumento en la concentracion inicial de N
incremento el Yxp, esto significa que el Yxr es afectado por la concentracion inicial
de N. Los resultados de rendimientos de biomasa se encuentran en concordancia
con reportes previos donde se establecid que el minimo contenido de P en la

biomasa resulta en el maximo rendimiento (Yxr) (Wu et al., 2012). El cultivo por lote
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tuvo valores mas altos de Yxr, es decir, en este modo de cultivo se logra un mejor
aprovechamiento del fosforo del medio. Los resultados indican que en cultivo por
lote debe existir una concentracion de N y P Optimas, en las que se pueden obtener

altos rendimientos para ambos nutrientes.

En cultivo por lote alimentado, en el tratamiento LA alta se obtuvieron los
mayores valores de rendimientos, Yxr Y Yxn. No hubo una tendencia clara de los
rendimientos en el modo de cultivo por lote alimentado, debido a que el tratamiento
LA media presento valores inferiores de Yxr y Yxn a los obtenidos en el tratamiento
LA baja.

Sin embargo, comparando los rendimientos del tratamiento LA baja contra
los de LA alta 'y LA pulsos observamos que aumentar la concentracién de N resulté
en un aumento de Yxp y Yxn, ¥y no sélo de Yxp como en cultivo por lote. Ahora
comparando los tratamientos LA alta, La pulsos y LA baja (de igual masa total de
N), observamos que aunque Yxp es menor en el ultimo tratamiento mencionado, el
YxnN es similar en magnitud al del tratamiento LA pulsos, es decir el Yxn no
disminuye al usar una concentracion mayor de N en el medio y utilizar la misma
masa total de N. Finalmente, en lote alimentado se obtienen Yxp inferiores a los
obtenidos en cultivo por lote. Pero los resultados indican que ambos rendimientos,
Yxp y Yxin, pueden aumentarse simultaneamente al emplear cultivo por lote

alimentado.

Los rendimientos de biomasa obtenidos en escala piloto en condiciones
controladas (LAG) fueron inferiores, Yxp fue 13.3% menor y Yxn fue 16% menor a
los obtenidos en el tratamiento LA pulsos. Alun asi, se puede afirmar que los
rendimientos en la escala piloto (LAG) fueron altos y similares en magnitud a los de
los tratamientos LA baja y LA baja (de igual masa total de N a LA alta).

Por ultimo, los rendimientos de los tratamientos que se realizaron a la
intemperie fueron los menores de todos los tratamientos, lo que nos indica que las
condiciones variables de temperatura e irradiacion de luz de la intemperie tienen un

efecto negativo sobre los rendimientos de biomasa, Yxr y YxN.
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En cuanto a los rendimientos de pigmentos, clorofila a (tabla 24), clorofila b
(tabla 25) y carotenoides totales (tabla 26), mostraron algunas tendencias diferentes
qgue el rendimiento de biomasa. En el caso de los rendimientos de la clorofila a en
cultivo por lote, tanto el rendimiento en base a fésforo (Ycni ap) como el rendimiento
en base a nitrégeno (Ycn an), aumentan al aumentar la concentracion inicial de N
del medio.

Tabla 24. Rendimientos de clorofila a con respecto a nitrégeno y fésforo de
Scenedesmus incrassatulus en diferentes modos de cultivo, escala y en cultivo a

la intemperie.
Rendimientos de clorofila a
Escala Tratamientos Yohlap Yenlan
(g clorofila a/ (g clorofila a/
gP) gN)
Lote baja 0.55 0.136
Lote media 1.14 0.161
Lote alta 2.24 0.195
LA baja 1.14 0.250
Laboratorio LA media 0.83 0.168
LA alta 1.46 0.250
LA pulsos 1.22 0.210
LAG 1.94 0.322
Piloto LAGE 1.11 0.247
LAGEO 0.55 0.088

Sin embargo, en lote alimentado al comparar los resultados de los
tratamientos LA baja con LA alta se observa que al aumentar la concentracion de N
mantenida en el medio aumenté Unicamente el rendimiento en base a fosforo (Ycni
aP), mientras que el rendimiento en base a nitrégeno (Ych an) permanecio sin
cambios. Los mayores valores de Ychiar Y Ycn an S€ obtuvieron en el tratamiento
LA baja (de igual masa total de N a LA alta), esto nos indica que los rendimientos

de clorofila a son independientes de la masa total de N y de su concentracion en
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lote alimentado, ya que de lo contrario se esperaria que los tratamientos LA alta y

LA pulsos tuvieran los mayores rendimientos.

El escalamiento del cultivo tuvo un efecto positivo sobre los rendimientos en
base a fésforo y nitrdgeno, Ycniar Y Ych an, debido a que en el tratamiento LAG se
se obtuvieron mayores rendimientos que en los tratamientos en escala laboratorio.
Sin embago, al implementar el cultivo a la intemperie hubo un efecto negativo sobre
los rendimientos de clorofila a, pero este efecto negativo fue mayor en otofio que en

verano.

El rendimiento de clorofila b (Tabla 25) con respecto a fosforo, Ychibp, €n
cultivo por lote, aumenta al aumentar la concentracion inicial de N del medio. La
tendencia del rendimiento Ycn bn nO es clara debido a que el rendimiento del

tratamiento Lote media es menor al de Lote baja y Lote alta.

Tabla 25. Rendimientos de clorofila b con respecto a nitrégeno y fésforo de
Scenedesmus incrassatulus en diferentes modos de cultivo, escala y en cultivo a

la intemperie.
Rendimientos de clorofila b
Escala Tratamientos Yeniop (g Ychibn (9
clorofila b/ gP)  clorofila b/ gN)
Lote baja 0.42 0.104
Lote media 0.46 0.065
Lote alta 1.90 0.131
LA baja 0.26 0.058
Laboratorio LA media 0.21 0.042
LA alta 0.40 0.070

LA baja de igual masa

total de N a LA alta 0.41 0.097

LA pulsos 0.38 0.064

LAG 0.42 0.070

Piloto LAGE 0.29 0.065
LAGEO 0.22 0.035

En lote alimentado el rendimiento de clorofila b con respecto a fésforo (Ychi

b/P) Se incrementa al aumentar la masa total de N y fue mayor en los tratamientos
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con la mayor masa total de N empleada. El rendimiento de clorofila b con respesto
a nitrégeno (Ycni o) en lote alimentado en escala laboratorio tampoco mostré una
tendencia clara y tuvo una mayor magnitud en el tratamiento LA baja (de igual masa
total a LA alta).

El rendimiento Ycn e Se mantuvo en la escala piloto por lo que el
escalamiento no tuvo ningun efecto sobre este rendimiento. Sin embargo, en la
escala piloto al implementar el cultivo a la intemperie, el Ycn bp disminuye en un
31% en verano y en un 48% en otofio con respecto al cultivo realizado en
condiciones controladas. El rendimiento en base a nitrégeno, Ych win, €n lote
alimentado en escala laboratorio en condiciones controladas de laboratorio, fue de
0.70, pero al implementar el cultivo a la intemperie hubo una disminucion de sélo
7.2% en verano y una de 50% en otofio, por lo que la implementacion de cultivo a
la intemperie tiene un efecto negativo sobre el Ychiwn, pero este efecto negativo es

mas notorio en otofo.

Por ultimo, pero no por eso menos importante, el rendimiento de carotenoides
totales en base a fosforo (Ycarp) en cultivo por lote fue superior al aumentar la
concentracion inicial de N en el medio. Mientras que el rendimiento de carotenoides
totales en base a nitrégeno (Ycarn) mostré una relaciéon inversamente proporcional
a la concentracion inicial de N en el medio. Es decir, a mayor concentracion inicial

de N en el medio, menor rendimiento.

En lote alimentado en escala laboratorio, el Ycarr fue mayor en los
tratamientos LA alta y LA pulsos que tuvieron la mayor concentraciéon de N

mantenida en el medio junto con la mayor masa total de N.

El tratamiento en escala piloto en condiciones controladas LAG, presento un
Ycarp de igual magnitud al del tratamiento LA alta, por lo que se puede afirmar que
el escalamiento no tiene ningun efecto sobre este rendimiento. Nuevamente, la
implementacion del cultivo a la intemperie tuvo un efecto negativo sobre el Ycarp,
gue fue 28 y 53% en verano y otofo, respectivamente, con respecto al tratamiento
LAG.
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En lote alimentado en escala laboratorio, el rendimiento de carotenoides
totales con respecto a N, Ycann, fue mayor en los tratamientos que tuvieron la mayor
masa total de N.

Tabla 26. Rendimientos de carotenoides totales con respecto a nitrégeno y fésforo

de Scenedesmus incrassatulus en diferentes modos de cultivo, escala y en cultivo
a la intemperie.

Rendimientos de carotenoides

Escala Tratamientos totales
Ycarp (g car Ycann (g car

tot/ gP) tot/ gN)

Lote baja 0.97 0.239

Lote media 1.16 0.163

Lote alta 1.99 0.137

LA baja 0.29 0.064

Laboratorio LA media 0.23 0.046
LA alta 0.47 0.083

LA pulsos 0.44 0.075

LAG 0.47 0.078

Piloto LAGE 0.34 0.069
LAGEO 0.22 0.036

En el tratamiento en escala piloto LAG se observé un Ycann Similar en magitud
al del tratamiento LA pulsos realizado en escala laboratorio, por lo que se puede
afirmar que el escalamiento no afecta el rendimiento de carotenoides totales con
respecto a N. Sin embargo, al implementar el cultivo en escala piloto a la intemperie,
hubo una disminucion del Ycarn de 12% en verano y de 54% en otofio, con respecto

al rendimiento del tratamiento LAG.

Esto nos permite concluir que todos los rendimientos de biomasa, clorofila y
carotenoides totales se ven afectados negativamente por las condiciones

cambiantes de luz y temperatura que se presentan a la intemperie.
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7. CONCLUSIONES

La hipdtesis que dice “La productividad volumétrica de luteina de
Scenedesmus incrassatulus en cultivo por lote alimentado se mantendra constante
al incrementar la escala del cultivo” es falsa. La productividad volumétrica no se

mantiene constante al incrementar la escala de cultivo.

La hipotesis que dice “La productividad de luteina de Scenedesmus
incrassatulus en cultivo por lote alimentado posterior a su escalamiento sera
superior en condiciones controladas de laboratorio que a la intemperie” es

verdadera.

El sistema de cultivo por lote alimentado, permite obtener una mayor cantidad
de biomasa comparado con cultivo por lote, tanto en peso seco como en cantidad

de células por mililitro.

El efecto de la concentracion final de nitrégeno en el medio de cultivo sobre

la produccién de pigmentos carotenoides fue nulo.

El nitrégeno no es el factor limitante del crecimiento en lote alimentado,
debido a que en este modo de cultivo la velocidad especifica de crecimiento es

independiente de la concentracion mantenida de nitrégeno en el medio.

En cambio, el nitrégeno es limitante en cultivo por lote ya que en este modo
de cultivo la velocidad especifica de crecimiento aumenta al aumentar la

concentracion inicial de nitrégeno.

La velocidad de consumo acumulado de nitrdgeno aumenta al aumentar la

concentracion inicial en cultivo por lote.

En cultivo por lote alimentado, la velocidad de consumo acumulado de
nitrogeno se incrementd al aumentar la cantidad de masa total de nitrégeno que se

suministré al cultivo.

Alimentar nitrégeno al medio de cultivo estabilizé la eficiencia fotosintética

maxima en una magnitud cercana a la maxima teorica.
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Los valores de NPQ en cultivo por lote alimentado no tienen relacion directa
con la concentracion de luteina y/o de otros pigmentos carotenoides, como

neoxantina o violaxantina del ciclo de las xantofilas.

En cultivo por lote alimentado se obtuvieron valores superiores de
concentracion volumétrica de xantofilas, concentracion volumétrica de luteina,
contenido especifico de luteina, productividad volumétrica de luteina y productividad

de luteina por unidad de area que en cultivo por lote.

En lote alimentado aumentar la masa total de nitrégeno y la concentracién de

nitrégeno en el medio aumenta la concentracién volumétrica méaxima de luteina.

El perfil de xantofilas de Scenedesmus incrassatulus durante el periodo de
crecimiento exponencial fue independiente del modo de cultivo y de la escala del

mismo.

Los rendimientos de biomasa y carotenoides con respecto a fosforo

aumentan al aumentar la concentracion inicial de nitrégeno en cultivo por lote.

El rendimiento de biomasa con respecto a nitrdgeno disminuye al aumentar

la concentracion inicial de nitrégeno, en cultivo por lote.

En lote alimentado, al aumentar la concentracion inicial y la concentracion de
nitrogeno mantenida en el medio, aumentan los rendimientos de biomasa y

carotenoides totales con respecto a fésforo y nitrégeno.

Los rendimientos obtenidos de biomasa, clorofila a, clorofila b y carotenoides
totales en cultivo en escala piloto en condiciones controladas de laboratorio fueron
similares en magnitud a las obtenidas en cultivo implementado en escala

laboratorio.

Los rendimientos de clorofila a y b con respecto a nitrégeno y fésforo,

aumentan al aumentar la concentracion inicial de N en el medio en cultivo por lote.

Los rendimientos de biomasa, clorofila a, clorofila b y carotenoides totales de
la cepa Scenedemus incrassatulus cultivada en lote alimentado a la intemperie,

fueron inferiores a los obtenidos en condiciones controladas.
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La cepa Scenedesmus incrassatulus es altamente productora de luteina.

8. RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion sobre lote alimentado con una metodologia
exploratoria sobre las posibles variantes de implementacion y resultados que
hasta el momento se desconocen.

Secuenciar el genoma de la cepa Scenedesmus incrassatulus para
establecer relaciones gen/proteina que se expresan en el modo de cultivo de
lote alimentado. Entender que partes del genoma de la microalga es de suma
importancia para mejorar rendimientos en futuras investigaciones.
Establecer perfiles proteicos de la cepa Scenedesmus incrassatulus para
observar cambios relacionados con la implementacién de cultivo por lote
alimentado. Los perfiles proteicos Entender que partes del genoma de la
microalga es de suma importancia para mejorar rendimientos en futuras
investigaciones.

Determinar el efecto de la aplicaciéon de cultivo por lote alimentado sobre
otros parametros de fluorescencia de la clorofila a. Se desconoce si algun
otro parametro que no se utilizé en la presente investigacion tiene alguna
relacion con los rendimientos y/o productividad de biomasa y pigmentos
Continuar la investigacion en cultivo a la intemperie. Contar con datos de
cultivo a la intemperie durante un tiempo de 2 o méas afios hace mas factible
la posible transferencia tecnoldgica.

Implementar cultivos de la cepa Scenedesmus incrassatulus en invernadero.
Los resultados indican que las condiciones controladas tienen mejores
rendimientos y productividades de luteina. Pero aln se desconoce en que
rango deben de controlarse las variables de luz y temperatura.

Evaluar diferentes disefios de fotobiorreactores. El disefio vertical de
fotobiorreactor implementado es sé6lo uno de muchos posibles disefios y se
desconoce si otros disefilos pueden brindar mejores resultados en
productividad de biomasa y carotenoides.

Desarrollar métodos de monitoreo de nutrientes y del cultivo que sean

rapidos, poco costosos y sensibles.
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10. ANEXO 1. Anédlisis de varianza de las productividades de luteina en escala
laboratorio y escala piloto en condiciones controladas de laboratorio y ala
intemperie.

One Way Analysis of Variance
Data source: Productividad volumétrica productividad de luteina con estandar
Normality Test: Passed (P =0.758)

Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Group Name N Missing  Mean Std Dev SEM

LA pulsos 2 0 0.927  0.107 0.0755

LAG 2 0 0.653  0.000801  0.000567

LAGE 2 0 0.373  0.0244 0.0173

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 2 0.307 0.154 38.437 0.007
Residual 3 0.0120  0.00399

Total 5 0.319

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =0.007).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.986
All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method):
Overall significance level = 0.05

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?
LA pulsos vs. LAGE 0.554 8.768 0.003 0.017 Yes
LAG vs. LAGE 0.280 4.431 0.021 0.025 Yes
LA pulsos vs. LAG 0.274 4.337 0.023 0.050 Yes
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11. ANEXO 2. Perfil de xantofilas de Scenedesmus incrassatulus

A patrtir de los espectros de absorcion de los pigmentos detectados se ha
podida realizar la identificacion de los mismos comparando las maximas longitudes
de onda de absorcion detectadas con las reportadas en la literatura para los
diferentes pigmentos (Tabla 27). Los pigmentos con (*) son los que no pudieron ser
identificados plenamente debido a que sus absorbancias maximas diferianen 1 0 2
unidades de las absorbancias maximas reportadas para ese pigmento, por lo que la
identificacion es aproximada, y existe la posibilidad de que estos sean isémeros del

pigmento asignado.

Tabla 27. Absorbancias maximas caracteristicas de carotenoides.

Carotenoide Absorbancias maximas Ref.
(nm) reportadas

414, 438, 466; 327, 416, Nakayama et al., 2006; de

9'-Z-neoxantina

439, 468 Faria et al., 2009
9-cis-violaxantina 328, 414, 438, 466 Cortés et al., 2004
Violaxantina 418, 442, 470 Nakayama et al., 2006
Anteraxantina o 423, 448, 475 o %%r;-Eglert y Kosakowska,

9-cis luteina 421, 443, 471
Delgado-Vargas y

. . e .
cis luteina Zégls—lutelna 423, 449, Paredes-Lopez, 1996

Nakayama et al., 2006;
Mendes-Pinto et al., 2004

Epoxido de luteina 444, 468 Ping y Gwendoline, 2006

Ston-Egiert y Kosakowska,
2005; de Faria et al., 2009

All-trans-p-Caroteno 451, 478 de Faria et al., 2009

All trans luteina 448, 476; 447, 476

All-trans-a-caroteno 446, 475; 445, 473

De esta forma, en cultivo por Lote baja (Fig. 34) se identificaron los pigmentos
9-cis-violaxantina®, violaxantina, luteina y [-caroteno* con tiempos de retencion
4.704, 5.016, 7.626 y 9.234 min, respectivamente. En cultivo por Lote media (Fig.
35) se identificaron los pigmentos 9’-Z-neoxantina, 9-cis-violaxantina, violaxantina,
luteina y B-caroteno con tiempos de retencion 4.126, 4.684, 5.019, 7.633 y 9.260
min, respectivamente. En el tratamiento Lote alta (Fig. 36) se detecto un pigmento

gue no pudo ser identificado con un tiempo de retencién 4.255 min y se identificaron
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los pigmentos 9’-Z-neoxantina, 9-cis-violaxantina, violaxantina, luteina y 3-caroteno

con tiempos de retencién 4.597, 4.810, 5.125, 7.682 y 9.449 min, respectivamente.
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Figura 34. Perfil de xantofilas totales de S. incrassatulus en cultivo por lote, Lote baja.
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En lote alimentado (Fig. 37-41) en la mayoria de los tratamientos se pudieron
identificar los pigmentos 9’-Z-neoxantina, 9-cis-violaxantina, violaxantina, luteina y
B-caroteno. Aungue en el tratamiento LA baja Gnicamente se pudieron identificar los
pigmentos luteina y cis-luteina. En algunos tratamientos en lote alimentado se ha
podido observar que all-trans luteina puede eluir acompafiada de zeaxantina y en
ciertas ocasiones de cis-luteina. Es importante mencionar que se considera que la
cis-luteina detectada en algunos tratamientos se genera de la degradacién no
enzimatica de all-trans luteina debido a la inestabilidad inherente de la forma all-
trans la cual al degradarse puede formar la forma cis-luteina; la estabilidad de las
formas isoméricas en orden de mas inestable a menos inestable es el siguiente: all-
trans > 9-cis > 13-cis > 15-cis (Guo et al., 2008; Khoo et al., 2011). Por lo tanto, la

presencia de cis-luteina puede atribuirse a la degradacion de all-trans luteina.

El perfil de xantofilas del tratamiento en escala piloto en condiciones
controladas de laboratorio (LAG), se muestra en la figura 42. Este perfil fue similar
al obtenido en los tratamientos en menor escala LA alta y LA pulsos. El perfil de
xantofilas del cultivo en escala piloto a la intemperie (Fig. 43) fue también similar al

de otros cultivos en lote alimentado realizados en condiciones controladas de
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laboratorio. Esto nos indica que el perfil de xantofilas de S. incrassatulus detectado
en escala laboratorio se conservo en la escala piloto e inclusive cuando el cultivo

fue implementado a la intemperie.

En todos los tratamientos pudo identificarse a all-trans luteina como el
pigmento mayoritario. Los otros pigmentos detectados en orden descendente de
cantidad detectada fueron B-caroteno, violaxantina y 9’-Z-neoxantina, los cuales
forman parte de los pigmentos que se requieren para el correcto funcionamiento de
los fotosistemas. Algunos reportes establecen que la variedad de xantofilas en los
complejos captadores de luz del fotosistema Il (LHCII, por sus siglas en inglés) es
necesaria para obtener el nivel de eficiencia 6ptima de la fotosintesis, asi como el
control de la misma, en cuanto a disipacion de energia. La variedad de tipos de
xantofilas puede reflejar el papel que desempeiian las xantofilas cuando se forma
la estructura del LCHII y, por lo tanto, la eficiencia de los procesos de captacion de
luz en ambientes especificos de luz (Ruban y Johnson, 2010) y nutrientes. Por lo
tanto, se puede decir que los perfiles detectados, sobre todo en lote alimentado, son
los que promueven las mas altas eficiencias de captacion y aprovechamiento de luz,
asi como la estabilidad de los fotosistemas.

Cis-luteina Luteina

DAD1 A, Sig=474,4 Ref=off (CI VES\CRISOOOTD‘ /
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Figura 37. Perfil de xantofilas totales de S. incrassatulus en cultivo por lote alimentado,

LA baja.
9'-Z-n<e6xantina 9-cis-violaxantina Violaxantina Anferaxahtfna* " Luteina
D1 A, Sig=474,4 Refoff (CINVES\CRIS01§9.D)
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Figura 38. Perfil de xantofilas totales de S. incrassatulus en cultivo por lote alimentado,

LA media.
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Figura 39. Perfil de xantofilas totales de S. incrassatulus en cultivo por lote alimentado,
LA alta.
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Figura 40. Perfil de xantofilas totales S. incrassatulus en cultivo por lote alimentado, LA

baja de igual masa total de N a LA alta.
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Figura 41. Perfil de xantofilas totales de S. incrassatulus en lote alimentado, LA pulsos

pulsos.
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Desconocido 9'-Z-neoxantina  9-cis-violaxantina vjjglaxantina Luteina
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Figura 42. Perfil de xantofilas totales de S. incrassatulus en lote alimentado por
pulsos en escala piloto en condiciones controladas de laboratorio.
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Figura 43. Perfil de xantofilas totales de Scenedesmus incrassatulus en lote
alimentado por pulsos en escala piloto a la intemperie.
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12. ANEXO 3. Diagrama de fotobiorreactor tubular vertical de 40L.
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MATERIALES DE CONSTRUCCION
TUBO DE VIDRIO 4”
CODO 4” 90° CON SALIDA LATERAL DE
2”7 90°
TUBO PVC 4~
TUBO PVC 2”

12 Bem

DIAMETROS TUBERIAS
INTERIOR TUBO VIDRIO 9.4 CM
EXTERIOR TUBO VIDRIO 10 CM

INTERIOR PVC 4” 10.5 CM
EXTERIOR PVC 4” 11CM
INTERIOR PVC 2” 4.5 CM

EXTERIOR PVC 2” 5 CM
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REQUERIDAS:
SOPORTE INTERIOR DE MADERA DE 14
X125X170CM
AIRE
LAMPARAS
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