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RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo la optimizacion de las condiciones de
cultivo de un consorcio microbiano fotosintético (CM) con alta capacidad de
fijacion de nitrégeno, variando el flujo de alimentacion de aire a un fotobiorreactor
tipo air-lift de cara plana (FBR) de 150 L; el cual fue escalado utilizando como
criterio la relacion area iluminada / volumen del fotobiorreactor.

Una vez optimizadas las condiciones de operacion se disefié el bioproceso para la
produccion del CM bajo condiciones controladas de luz y temperatura, y a la
intemperie, operando dos FBR de diferente volumen por lote y lote secuencial.
Los mejores resultados de produccion de biomasa se obtuvieron operando en
cultivo por lote el FBR de 150 L a la intemperie con un flujo de aire de 80 L min™y
un inéculo del 33 % (v/v). En estas condiciones la productividad de biomasa fue
de 1.19 mg /L hy se obtuvo una actividad de nitrogenasa de 4814 nmoles eteno/
g peso seco h. Cuando este FBR se operd por tres ciclos en lote secuencial se
logré6 mantener una alta produccion de biomasa a la intemperie.

Dada la alta capacidad de fijacion de nitrégeno del CM se consideré su uso
potencial como biofertilizante, por lo que fue necesario llevar a cabo la
identificacion morfolégica y morfométrica de los microorganismos que lo
componen, asi como el estudio de otras propiedades importantes del CM como la
produccion de promotores de crecimiento y su capacidad de solubilizar fosforo.

Se lograron identificar 2 cianobacterias filamentosas fijadoras de nitrdgeno
Leptolyngbya sp. y Anabaena oscillarioides, dos microalgas unicelulares
Monoraphidium sp., Chlorella sp. y siete diatomeas Cyclotella meneghiniana,
Melosira varians, Cocconeis placentula, Achnanthidium chlidanos, Navicula

radiosa, Fragilaria ulna y Nitzschia sp. EI CM mostré capacidad para producir
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acido indol &cetico y una actividad de fosfatasa de 27 nmoles de pNP / mg

clorofila a h y 22 nmoles de bis-pNP / mg clorofila a h.
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ABSTRACT

In this work we carried out the optimization of culture conditions of a
photosynthetic microbial consortium (MC) with high capacity to fix nitrogen,
modifying the air flow supply to a flat-plate airlift photobioreactor (PBR) of 150 L,
which was scaled up using as criteria the relationship of illuminated area / volume
of photobioreactor. After that, the bioprocess was designed for the production of
MC under controlled conditions of light and temperature, and outdoor conditions,
operating two PBR in batch and sequential batch mode.

The best results for biomass production were obtained in the PBR of 150 L in
batch culture outdoors, with an air flow of 80 L min™* and an inoculum of 33% (v/v),
with these conditions the biomass productivity was of 1.19 mg / L h and a
nitrogenase activity of 4814 nmol ethylene / g dry weight h, when this PBR was
operated for three cycles in sequential batch culture, a high production of biomass
was obtained.

Given the high nitrogen fixing capability of the MC, its potential use as biofertilizer
was considered; so it was necessary to perform the morphological and
morphometric identification of the microorganisms that composed it, as well as the
study of other important properties of the MC as the production of growth
promoters and its capability to solubilize phosphorus.

Two nitrogen-fixing filamentous cyanobacteria Leptolyngbya sp., and Anabaena
oscillarioides, two unicellular microalgae Monoraphidium sp., and Chlorella sp. and
seven diatoms Cyclotella meneghiniana, Melosira varians, Cocconeis placentula,
Achnanthidium chlidanos, Navicula radiosa, Fragilaria ulna and Nitzschia sp. were

identified. The MC showed the capability to produce indole acetic acid and its



phosphatase activity was 27 nmol pNP / mg chlorophyll a h and 22 nmol bis-pNP /

mg chlorophyll a h.



1. INTRODUCCION

Las cianobacterias comprenden un grupo grande y heterogéneo de organismos
fotétrofos oxigénicos de naturaleza procariotica (Brock et al., 2004), poseen la
capacidad de sintetizar clorofila a, ficoeritrina y ficocianina como pigmentos
(Whitton y Potts, 2000). Las cianobacterias se pueden clasificar en diferentes
Ordenes, cuyas caracteristicas generales se presentan en la Tabla 1 (Whitton y
Potts, 2000; Komarek, 2010).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los Ordenes de cianobacterias

ORDEN | CARACTERISTICAS | EJEMPLOS
NO FILAMENTOSAS
Unicelulares; no forman agregados
filamentosos de células unidas por la pared . .
} U Anacystis nidulans,
externa; se reproducen por fision binaria en
Chroococcales Synechococcus sp.,

uno, dos o tres planos, también pueden Synechocystis sp., etc.

reproducirse por gemacién; raramente
forman aquinetos.
Unicelulares; no forman agregados

filamentosos de células unidas por la pared
externa; se reproducen por fisibn interna
multiple con produccién de células hijas mas
pequefias que la original, o por una mezcla
de fision mdltiple y binaria; raramente forman
aquinetos.

Dermocarpa sp.,

Pleurocapsales
Pleurocapsa sp., etc.

FILAMENTOSAS

Se reproducen por fisién binaria en un plano,

Oscillatoriales | dando lugar a un tricoma (cadena de células); gs_eu?oanabaena SP-,
los tricomas no forman heterocistos. pirulina sp., etc.
Se reproducen por fisién binaria en un plano
dando lugar a un tricoma (cadena de células); | Anabaena azollae,

Nostocales

los tricomas forman una o mas celulas
diferenciadas (heterocistos). Cuando la
concentracion de nitrégeno en el medio es

Calothrix sp., Nodularia
chucula, Nostoc sp.,
Scytonema sp., etc.

baja; algunos forman aquinetos.

Fuente: Whitton y Potts (2000)

Las cianobacterias viven en forma libre o0 como simbiontes con algun tipo de
planta, también en la naturaleza las podemos encontrar formando consorcios, que
consisten en un sistema de dos 0 mas miembros donde cada organismo realiza

algo en beneficio de otro (Brock et al., 2004). Los consorcios microbianos resultan




clave en los ciclos biogeoquimicos, lo que les confiere importancia ecolégica dada
la gran cantidad de estrategias metabdlicas que pueden desarrollar (Grewe y
Pulz, 2012). Desde el punto de vista tecnologico, los consorcios microbianos se
han utilizado para la remocion de metales pesados y de contaminantes organicos
(Mufioz et al., 2006) presentes en aguas residuales, para la obtencion de
biodiesel (Hena et al., 2015) y de energia eléctrica (Gajda et al., 2015), y para la
conversion de carbono y generacién de biogas (Vasseur et al., 2012); puesto que
han demostrado mayor eficiencia de sintesis de productos y conversiéon de
nutrientes a menor costo comparado con la utilizacién de cultivos puros (Mufioz

et al., 2006; Vasseur et al., 2012; Hena et al., 2015).
1.1 Distribucién e importancia de las cianobacterias

Las cianobacterias tienen una distribucion muy extensa en la naturaleza, en el
suelo y en el habitat marino. En general, son mas tolerantes a los ambientes
extremos que las algas eucariticas y a menudo son los Unicos organismos
fotosintéticos presentes en los manantiales de agua caliente, lagos salinos y otros
ambientes extremos. Se encuentran en la superficie de las rocas, o en el suelo;
en los desiertos permanecen en estado latente durante la mayor parte del afio y
crecen en el invierno (Brock, 1993; Kumar et al. 2011; Singh et al. 2016). Esta
distribucion amplia de las cianobacterias puede ser debido a la adaptacion
morfofuncional de las especies (Srivastava et al., 2007).

Las cianobacterias son de gran importancia ecoldgica y econémica (Brock, 1993;
Thajuddin y Subramanian, 2005), debido a que son productores primarios y un
gran namero de ellas son capaces de fijar nitrbgeno en ambientes acuéticos y
terrestres (Venkataraman, 1981), por lo que son ampliamente utilizadas como

biofertilizantes en paises tropicales, particularmente en cultivos de arroz (Goyal,



2002; Prasanna et al. 2015; Kantachote et al. 2016). También son importantes
porque constituyen un valioso recurso de aplicacion en las industrias de
alimentos, médica, de los energéticos, agricola y para combatir la contaminacion.
En los dltimos afios han habido grandes avances en la biotecnologia de
cianobacterias (Thajuddin y Subramanian, 2005), algunos ejemplos de
compuestos obtenidos de cianobacterias y microalgas se muestran en la Tabla 2

(Barbosa, 2003, Carvalho et al., 2006).

Tabla 2. Compuestos producidos por microalgas y cianobacterias

Microorganismo Producto Aplicaciones

Spirulina sp. Biomasa Alimentos funcionales vy
para la salud
Alimentacién animal
Acuacultura

Chlorella sp. Colorantes y antioxidantes: Alimentos

Hematococcus Xantodfilas (ej. astaxantina) Suplementos  alimenticios

pluvialis B-caroteno para animales

Dunaliella salina Luteina Cosméticos

Scenedesmus sp. Ficocianina

Spirulina platensis

Euglena gracilis
Isochrysis galbana
Crypthecodinium
cohnii
Phaeodactylum
tricornutum

Acidos grasos:

Acido araquidonico

Acido docosahexapentanoico
Acido eicosapentanoico

Suplementos alimenticios
Medicina

Gloeotrichia natans

Polimeros:
I?olisacéridos
Acido B-polihidroxibutirato

Cosmeéticos
Medicina

Fuente: Barbosa (2003), Carvalho et al. (2006)

Bajo ciertas condiciones de cultivo las cianobacterias pueden producir
exopolisacaridos (EPS por sus siglas en inglés); por ejemplo, en Gloeotrichia
natans, utilizada como biofertilizante, se ha descrito un incremento en EPS y de
su crecimiento cuando es cultivada a 38 °C, pH 8 y sin la adiciéon de carbono
inorganico al medio de cultivo. Sin embargo, el suministro de di6xido de carbono

(CO2) al medio en algunas cianobacterias produce un incremento de biomasa y

en ambientes acuaticos este incremento depende de muchos parametros que
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incluyen la baja velocidad de difusion del CO, en el agua, pH, turbulencia y
densidad celular (Morales et al., 2002). Para que estos organismos puedan ser
explotados a gran escala y con la finalidad de mejorar la tecnologia de cultivo, y
desarrollar protocolos nuevos economicamente factibles para la produccion de
in6culos de calidad, se han buscado alternativas como son: produccion de
biomasa bajo condiciones controladas en fotobiorreactores (FBR) cerrados,
optimizacién del medio de cultivo para mejorar el crecimiento del organismo a un
costo menor, y el disefio de FBR para favorecer el mezclado, pH y temperatura
optimos (Contreras et al., 2003, Innok et al., 2009).

Otra alternativa que se ha planteado para la generacion de productos de interés
biotecnolégico a gran escala a partir de cianobacterias, ha sido el uso de
consorcios microbianos ya que su produccion con frecuencia es mas factible que
el usar cultivos puros (Hoffner y Barton, 2014). Ademas, muchos microorganismos
en ambientes naturales no viven aislados, sino que forman parte de consorcios
gue tienen una dinamica poblacional interna siendo la competencia por los
recursos y la cooperacion entre los mismos lo que determina el éxito de su
desempefio biotecnoldgico (Subashchandrabose et al., 2011).

1.2 Fijacion de nitrogeno

Debido a que las plantas y los organismos eucariotas no son capaces de utilizar el
nitrogeno (N,) presente en la atmésfera de nuestro planeta para satisfacer sus
requerimientos bioldgicos, se auxilian en procesos mediante los cuales el N, es
convertido en especies quimicas que puedan ser facilmente absorbidas y
utilizadas por ellos (Thayumanavan y Parvathy, 2002).

Los procesos globales de fijacion de N, son: fijacion atmosférica, fijacion

industrial, expulsion volcanica de amoniaco (NH3z) y fijacion biologica


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444634337500080
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444634337500080

(Thayumanavan y Parvathy, 2002). Por ser el interés del presente estudio, a

continuacion se describe el Ultimo proceso.

1.3 Estrategias que tienen las cianobacterias para fijar nitrégeno:

desacoplamiento y heterocistos

La utilizacion de nitrégeno atmosférico se denomina “fijacion de nitrégeno” y es
una propiedad que poseen so6lo algunas bacterias y cianobacterias, actualmente
Nno se conoce organismo eucarionte capaz de realizar esta funcion. Existen
algunas bacterias llamadas simbidticas, que fijan N, s6lo cuando estan presentes
en los nddulos o en las raices de algunas plantas (Brock, 1993).
Los requerimientos basicos para la fijacion biolégica de nitrégeno son: un
complejo enziméatico denominado Nitrogenasa, un agente reductor, adenosin
trifosfato (ATP) y baja tension de oxigeno (O5).
1.3.1 Complejo Nitrogenasa
La reduccién de N, a amonio (NH,") es catalizada por el complejo enzimatico
nitrogenasa, el cual es muy similar en cuanto a composicion y funciéon en todos
los organismos procariéticos (Thayumanavan y Parvathy, 2002). Este complejo
consiste de dos proteinas: la ferro-proteina (Fe-proteina) y la molibdo ferro-
proteina (MoFe-proteina).

e Ferro-proteina (dinitrogenasa reductasa)
Esta proteina es extremadamente sensible al oxigeno, posee un peso molecular
de 60 kDa aproximadamente. Es un dimero con subunidades idénticas unidas
mediante un puente sencillo 4Fe:4S, cuya estructura dimérica mejora su
estabilidad mediante interacciones salinas o hidrofébicas.
La Fe-proteina tiene dos caracteristicas funcionales principales, una es su enlace

al ATP y la segunda un sitio funcional que es el grupo 4Fe:4S. La evidencia



disponible indica que la Fe-proteina esta involucrada en la hidrdlisis de ATP, que
es necesario para la transferencia de electrones en el proceso de fijacion de
nitrogeno (Thayumanavan y Parvathy, 2002).
e Molibdo ferro-proteina (MoFe-p)

La MoFe-proteina (dinitrogenasa) esta compuesta por dos cadenas polipeptidicas
diferentes; es un tetramero con un peso molecular total de aproximadamente 240
kDa; tiene dos grupos de centros metalicos: el grupo P y el grupo M (MoFe-
cofactor). El grupo M contiene 1Mo:7Fe:9S y una molécula de homaocitrato. El
grupo P contiene 4Fe:4S, los cuales estan conectados por el grupo tiol de la
cadena lateral de los residuos de cisteina y un enlace disulfuro entre dos grupos
de azufre inorganico. En la MoFe-p se lleva a cabo la unién del sustrato y la
reduccion del nitrogeno (Thayumanavan y Parvathy, 2002).
Las reacciones totales catalizadas por el complejo nitrogenasa son:

a. Sintesis de amonio
N+ 12ATP+6e +8H" > 2NH;+ 12 ADP + 12 Pi

b. Formacién de hidrégeno
AATP+2e +2H" > Hy+4 ADP + 4 Pi

Los requerimientos netos son:

N2+ 16 ATP+8e + 10 H" > 2 NH, + H, + 16 ADP + 16 Pi

Las cianobacterias filamentosas de los géneros Anabaena y Nostoc protegen su
complejo nitrogenasa por diferenciaciéon de aproximadamente el 5-10 % de sus
células vegetativas llamadas heterocistos (White, 2000). Los heterocistos se
encuentran distribuidos a lo largo del filamento o al final del mismo y su funcién es

proveer un ambiente anaerobio al complejo nitrogenasa, y suministrar nitrdgeno



combinado a las células vegetativas del resto del filamento (Adams y Duggan,
1999).

1.3.2 Heterocisto (estructuray funcién)

Los heterocistos son los sitios principales de fijacién de nitrégeno (Brock, 1993),
tienen conexiones intercelulares con las células vegetativas adyacentes y existe
un intercambio de materiales entre ellas que son producto de la fotosintesis. La
formacién de heterocistos es una caracteristica de cianobacterias que pertenecen
al Orden Nostocales.

En el heterocisto, el complejo nitrogenasa reduce N, a NH;', el cual es
incorporado a los aminoacidos y a otros compuestos nitrogenados a través de
glutamina por accion de la glutamina sintetasa. La glutamina entra en las células
vegetativas donde sirve como fuente de nitrégeno para el crecimiento. La célula
vegetativa fija CO, para producir carbohidratos mediante el ciclo de Calvin.
Algunos de los carbohidratos entran al heterocisto, donde sirven como fuente de
carbono y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH). El NADPH reduce
el complejo nitrogenasa via ferredoxina: NADP oOxido reductasa y ferredoxina. El
ATP se produce por fotofosforilacién ciclica en el heterocisto utilizando el
fotosistema | (White, 2000).

Los heterocistos tienen baja concentracién de ficobilina que es un pigmento
accesorio fotosintético y carecen de fotosistema Il, que es donde se produce
oxigeno. Debido a la naturaleza reductiva de la fijacion de nitrogeno y a la
sensibilidad del complejo enzimético nitrogenasa al oxigeno, parece probable que
el heterocisto, al mantener un ambiente anaerobio, haga posible la estabilizacion
del sistema fijador de nitrégeno en organismos que no son solo aerobios, sino

también productores de oxigeno. Asi mismo, es posible que algunas



cianobacterias filamentosas no heterociticas, produzcan nitrogenasa y fijen
nitrogeno en las células vegetativas normales si crecen en forma anaerobia
(Brock, 1993).

Para crear un ambiente anaerobio para el complejo enzimatico nitrogenasa, el
heterocisto adquiere mas capas en la pared celular, las cuales disminuyen la
difusién de gases incluyendo el oxigeno. Contiene tres capas extras en la pared
celular: la mas interna consiste en una capa laminada de glicolipidos, la siguiente
en una capa homogénea de polisacéarido y la externa es una capa fibrosa que
probablemente consiste de hebras del mismo polisacarido (Adams y Duggan,
1999).

El desarrollo de un heterocisto representa un gasto metabdlico considerable para
la célula y una pérdida de la capacidad de division, por lo que resulta esencial que
Unicamente las células vegetativas necesarias se diferencien en heterocistos.
Esto requiere flexibilidad en el proceso de desarrollo, por lo que se presenta una
etapa intermedia donde se forma un preheterocisto, el cual tiene la capacidad de
desdiferenciarse bajo las condiciones apropiadas. El desarrollo de preheterocistos
en cianobacterias como Anabaena y Nostoc creciendo en un medio libre de
nitrdgeno, toma aproximadamente de 12 a 15 h para diferenciar del 5 al 10% del
total de las células; el proceso de desarrollo de heterocistos maduros toma
aproximadamente un ciclo celular (25-30 h) (Adams y Duggan, 1999).

El gen mas importante y esencial en la regulacion del desarrollo del heterocisto es
el het R el cual fue identificado en cepas mutantes de Anabaena PCC7120 (Wolk,
1996). La presencia de multiples copias de het R en cepas silvestres, estimula la
formacion de heterocistos cuando el nitrato estd presente, mientras que la

formacion de agrupaciones de 2 a 5 heterocistos se lleva a cabo en su ausencia.



En presencia de nitratos, nitritos o0 amonio, la transcripcién del gen het R es baja y
al remover la fuente de nitrégeno del medio, inicia la induccion de het R después
de 2 h y hasta las 3.5 h su transcripcion aumenta. La expresion de het R requiere
de una proteina funcional Het R, lo que implica que el gen es autorregulado
positivamente. La proteina Het R actia como una serin proteasa que requiere
Ca'" in vivo, esta proteina degrada represores de genes que activan y activadores
de genes que apagan la diferenciacion del heterocisto.

La formacién de heterocistos contiguos en un mismo filamento puede ser inducido
por multiples copias de het R, het P, 7-azatriptéfano, B-2-trienilamina o
aminoacidos analogos, también por AMP ciclico o por la presencia de una baja
concentracion de rifampicina en un medio con agar (Wolk, 1996).

1.4 Fotobiorreactores

Una vez que se cuenta con la cepa de interés y se han definido los productos que
se desean obtener, se lleva a cabo el desarrollo de bioprocesos para establecer el
enlace entre el descubrimiento y la comercializacién de bioproductos. El disefio de
reactores y la optimizacion del bioproceso son pasos esenciales para que el
nuevo producto sea vendido.

Los sistemas de cultivo pueden variar dependiendo del producto deseado y de la
cepa (Barbosa, 2003); existen dos sistemas basicos para la produccion de
microorganismos fotoautotroficos (Grobbelar, 2000) y son:

1.4.1 Sistemas abiertos

En ellos el cultivo esta expuesto a la atmosfera, un ejemplo de éstos son las
lagunas abiertas, los sistemas inclinados, lagunas circulares y las de tipo carrusel

(Tredici, 2004).



La mayoria de los sistemas de produccion industrial de biomasa de microalgas
construidos antes de los afios 90, fueron esencialmente sistemas abiertos tipo
carrusel, constituidos por canales poco profundos en forma de circuito cerrado, en
los que el medio de cultivo se impulsa mediante paletas rotatorias. Estos sistemas
generalmente requieren de grandes areas de terreno (500-5000 m?), pero tienen
como ventaja su bajo costo de produccién de biomasa algal en algunas zonas
geograficas especificas. Algunas de las desventajas que presentan este tipo de
sistemas son: baja densidad celular, baja productividad, facil contaminacion,
recuperacion costosa del producto a partir de medios diluidos y dificultad para
controlar la temperatura (Contreras et al., 2003).

1.4.2 Sistemas cerrados (Fotobiorreactores)

En ellos, el cultivo tiene poco o ningln contacto con la atmdésfera, estos sistemas
han sido evaluados en sus diversas configuraciones con respecto a su potencial
de productividad y factibilidad econémica (Tredici, 2004).

Los fotobiorreactores se pueden construir con materiales transparentes como
vidrio y policarbonato, entre otros. En la Ultima década los fotobiorreactores
tubulares y de placas planas han recibido mucha atenciébn ya que permiten
obtener cultivos de alta densidad celular en comparacion con los sistemas
convencionales de carrusel. Lo anterior tiene ventajas como: la facilidad para
cosechar la biomasa, mantenimiento del cultivo sin contaminacion, mayor control
de las condiciones de cultivo y menor inversién de capital en la construccién y
operacion del fotobiorreactor (Contreras et al., 2003). En la Tabla 3 se mencionan
las tres configuraciones principales de fotobiorreactores reportadas en la literatura
y algunas ventajas y limitaciones que presentan para su operacion y construccion

(Ugwu et al., 2008).
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Tabla 3. Ventajas y limitaciones de los fotobiorreactores cerrados

Sistemas
de cultivo
(fotobiorreactor)

Ventajas

Limitaciones

Alta transferencia de masa,

buen mezclado con bajo | Pequefia &rea de superficie
esfuerzo de corte, bajo | iluminada, su construccion
Columna vertical consumo de energia, alto | requiere materiales caros,
potencial para escalamiento, | disminucion del area de superficie

utilizado para inmovilizacion de
algas, reduce la fotoinhibicion

iluminada al escalar el FBR

“Flat-plate”

Gran area de superficie
iluminada, adecuado para
cultivos al aire libre, buena
trayectoria de la luz (“light-
path”), buena productividad de
biomasa, relativamente barato,
facil de limpiar, baja
acumulacién de oxigeno

Su escalamiento requiere muchos
compartimientos 'y material de
soporte, control dificil de la
temperatura del cultivo, cierto
grado de crecimiento celular en la
pared, posibilidad de estrés
hidrodinAmico en algunas cepas
de algas

Tubular

Gran area de superficie
iluminada, adecuado para
cultivos al aire libre, buena
productividad de biomasa,

relativamente barato

Gradientes de pH, oxigeno disuelto
y CO, a lo largo del tubo, cierto

grado de crecimiento celular en la
pared, requiere gran espacio de
terreno para su escalamiento

Fuente: Ugwu et al. (2008)

La biotecnologia de microalgas ha progresado a un ritmo relativamente lento, a
pesar de su reconocida utilidad como fuente de compuestos de alto valor
agregado para las industrias alimentaria y farmacéutica (Barbosa et al., 2003). Un
factor limitante de dicho progreso, ha sido la poca eficiencia de las técnicas de
cultivo de microalgas a gran escala. Los requerimientos de las microalgas han
llevado a poner énfasis en el disefio de fotobiorreactores; sin embargo, para poder
desarrollar sistemas eficientes a gran escala y de bajo costo, se deben resolver
aun muchos problemas ingenieriles (Barbosa et al., 2003; Janssen et al., 2003).

Para disefiar un fotobiorreactor se deben tomar en cuenta varias
recomendaciones, ademas de considerar diferentes configuraciones y tamafos
dependiendo del propésito del reactor e incluso, dependiendo de la disciplina de

investigacion en el cual serd empleado (Contreras et al., 2003; Posten, 2009).
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Recomendaciones:
1. Latrayectoria de la luz debe ser pequefia (2.5 cm)
2. Mantener una alta densidad celular (> 8-15 g L)
3. Aplicar un mezclado vigoroso para asegurar ciclos de luz/oscuridad (L/O)
de alta frecuencia
4. Usar tramos cortos de tuberia (20-30 m) para evitar inhibicion del
crecimiento por acumulacién de O, en los fotobiorreactores tubulares
5. Mantener temperatura y pH 6ptimos
En la figura 1 se muestra un diagrama esquematico de parametros importantes en

el disefio de un biorreactor (Posten, 2009).

=l — |0 Intensidad de luzincidente

AR Area de superficie del reactor VR Volumen del reactor
G, Conceriiracibnde biomasa | Pgr Productividad volumétrica
seca

Pg Productividad de area

Figura 1. Parametros de disefio de biorreactores (Fuente: Posten, 2009)

Donde:

Volumen del reactor [Vr (L)]: El volumen total de trabajo incluye las fases liquida
y gaseosa.

Area de superficie del reactor [Ag (m? o ha)]: El area de la superficie total de la
parte transparente del reactor determina la cantidad de luz que puede entrar

eventualmente al reactor.
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Productividad volumétrica [Pr (g L™* d™)]: Es la medida del producto formado
por volumen de reactor en un intervalo de tiempo. Los resultados de experimentos
a escala laboratorio se reportan en base volumétrica. La productividad volumétrica
es un valor importante para la produccion de compuestos de alto valor como
farmacos. El volumen de operacion contribuye al costo total del bioproceso.
Productividad de area [Ps (g m? d™)]: La productividad de area es el parametro
mas importante para evaluar plantas industriales de fotobiorreactores de mayor
capacidad. Este parametro puede ser utilizado como criterio para el escalamiento
de fotobiorreactores considerando la eficiencia de utilizacion de energia, para la
obtencion de biomasa o producto, a partir de la luz incidente al fotobiorreactor en
una cierta area.

Concentracion de biomasa seca [Cy (g L™)]: Cantidad de biomasa por unidad de
tiempo.

Irradiacion [lo (MLE m? s™Y)]: La irradiacién esta representada como densidad de
flujo foténico. Para el calculo de grandes areas, ej. para la viabilidad de estudios
de produccién de bio-energia, la irradiacion esta representada como densidad de
potencia (W m™). El indice cero (0) hace referencia al valor de la superficie. La
eficiencia de fotoconversion referida a la fraccion de energia solar que es
convertida a energia quimica en un fotobioproceso, tiene un valor teorico
reportado de 9% del total de la energia solar.

Mediante la biotecnologia de microalgas es posible lograr cultivos de alta
densidad celular si se emplea un disefio adecuado de reactor y se optimiza el
proceso. Por esta razon es importante poner énfasis en los parametros mas
criticos de escalamiento y operacion como son: la luz, transferencia de masa,

esfuerzo de corte y el mezclado. Estos parametros estan interrelacionados y
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determinan la productividad y eficiencia del sistema de cultivo (Fig. 2) (Barbosa,

2003).

TIEMPO DE CIRCULACION
DE LiQUIDO

ESCALAMIENTO
Y
OPTIMIZACION

ESTRES HIDRODINAMICO

TRANSFERENCIA DE MASA

Figura 2. Parametros de escalamiento y optimizacién de procesos en
fotobiorreactores (Fuente: Barbosa, 2003)
Para realizar la optimizacion de los sistemas de produccion de microalgas es
necesario considerar aspectos biolégicos y tecnoldgicos, tales como (Grobbelar,
2000):
1. El proceso de captura de energia y fotosintesis
2. Seleccion de la cepa
e Toleranciaa CO,
e Tolerancia a temperatura
e Facilidad de cultivar en biorreactores especificos
e Valor agregado (suplemento alimenticio, bioenergia, pigmentos, etc.)
¢ Requerimiento de macro y micronutrientes necesarios para el crecimiento
especifico de la cepa seleccionada
e Excrecién de autoinhibidores
e Cosechay procesamiento “down-stream”

e Potencial de manipulacion en términos de ingenieria genética
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3. Tipo de reactor y disefo

e Profundidad del cultivo

e Turbulencia o mezclado

e Contenido de nutrientes y suministro; incluyendo intercambio de gas (ej. el

suministro de CO5)
e Procedimiento de cultivo: lote, varios tipos de continuo o semi-continuo y
procesos multietapa

e Concentracion de biomasa y densidad
1.4.3 Fotobiorreactores flat-panel
Uno de los principales parametros considerados para el disefio de reactores es la
transferencia de la luz, para lo cual es necesario aumentar la relacion éarea
iluminada-volumen de operacion (A/V). Para cumplir con lo anterior, fueron
disefiados especificamente los fotobiorreactores de cara plana (flat-panel) que
favorecen el uso 6ptimo de luz por microalgas y cianobacterias; sin embargo, el
escalamiento utilizando este parametro aun presenta diversas limitaciones, ya que
no existe un criterio universal que determine las caracteristicas 6ptimas de este
tipo de reactores (Tredici et al., 1991; Pulz, 1992; Kumar et al., 2011). Entre los
criterios mas utilizados para escalar los fotobiorreactores de cara plana se
encuentran: el régimen de luz, la transferencia de masa, la relacion A/V vy el
tiempo de mezclado (Reyna-Velarde et al., 2010).
En la Tabla 4 se presentan algunos criterios de escalamiento reportados en la

literatura para fotobiorreactores flat-panel.

-15 -



Tabla 4. Criterios de escalamiento para fotobiorreactores flat-panel

Volumen

. .. . Cepa .
Tipo de FBR | Criterio de e_scala,mlento y Bioproducto Referencia
optimizacion
17y90L
Relacion del area de la HaemalocoCEUS
seccion transversal (Ad/Ar
“Flat-panel “ 0.4 ( ) pluvialis Issarapayup et
(0.4) Ei al., 2009
Velocidad superficial del | BP'0Masa
-1
gas (Usg) (0.4cms )
Columna 120 L Tetraselmis sp. L
anular “Light path” 5 cm Biomasa Zittelli et al., 2006
“Flat- panel” | 400L Chlorella sp. Doucha et al,
(thin layer) “Light path “0.6 cm Biomasa 2005
8.9L Synechocystis aquatilis
“Vertical flat- | Altura del liquido (56 y 94 S}’_z ystis aq Zhang et al.,
panel” cm) Biomasa 2002a
“Light path” (1.5- 2.5 cm)
“Vertical flat- | 500 a 1000 L g%ﬁggg'omps's > 4o | Chen-Wu et al,
panel” “Light path” (10 cm) . y. 2001
eicosapentanoico
« . 200 L Nannochloropsis sp. .
vertical flat- | jont path” (1.3a17cm) | Biomasa y  acido | Rhmond y
panel P . . Chen-Wu, 2001
Optimo 10 cm eicosapentanoico
192 L Synechocystis aquatilis
“Vertical flat- | “Light path” (1-3 cm) S?l—z y q Zhang et al.,
panel” Altura del reactor (94-165 Bi 2001
iomasa
cm)
146 L Arthrospira sp. .
Tubular “Light path” (10 cm) Biomasa Carlozzi, 2000
6-50 L Anabaena siamensis
“Flat inclined | “Light path” (1.3-10.4 cm) Spirulina platensis Hu et al.. 1996
modular” Inclinacion 30° y 60° brinda | Monodus subterraneus "

mayor A/V

Biomasa

Una estrategia desarrollada para favorecer la produccion de biomasa de

cianobacterias a gran escala y que sea econdmicamente factible es operar los

fotobiorreactores en régimen semicontinuo a la intemperie, sin embargo el ciclo

de luz no puede ser controlado en esta condicion, lo que afecta su productividad

(Chen et al. 2011). Este tipo de sistema de cultivo (cultivo semicontinuo del tipo

cultivo por lote secuencial o lote repetido) ofrece ventajas tales como obtener una
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proporcion elevada y constante de indculo, altas tasas de crecimiento, se
prolonga la operacion de los reactores y con ello se reducen los costos de
operacion (Reichert et al. 2006). Por lo anteriormente mencionado, diversos
autores han evaluado diferentes disefios de fotobiorreactores para asegurar el
uso eficiente de la luz a la intemperie en cultivo semicontinuo (Innok et al. 2009).

Existen actualmente pocos informes sobre el uso del cultivo semicontinuo a la
intemperie para la produccién de cianobacterias y microalgas, por lo que se
requiere llevar a cabo una mayor cantidad de estudios cientificos con la finalidad
de determinar las condiciones mas adecuadas para la produccion de biomasa

microalgal, y de otros productos de interés biotecnoldgico.

2. ANTECEDENTES

México presenta una gran diversidad de climas a lo largo del afio, lo que favorece
el cultivo de una amplia variedad de plantas, semillas y frutos, utilizados para
consumo humano, de ganado o como materia prima para diferentes industrias;
por tal motivo se han buscado diversas estrategias para mejorar la productividad
agricola, entre ellas el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas, pero el uso
indiscriminado de éstos ha traido consecuencias ambientales como son:
acidificacion de suelos, dafios a la salud, eutrofizacion de cuerpos de agua,
calentamiento global, etc. (Aguirre, 2001, Mufioz et al., 2004).

Por lo anterior, se han buscado alternativas de fertilizacion no perjudiciales y
amigables al ambiente como son los biofertilizantes, los cuales se definen como
una preparaciéon de microorganismos que adicionan, conservan y movilizan los
nutrimentos en el suelo (Goyal, 2002). Los biofertilizantes se pueden clasificar de

acuerdo a su accion en el proceso de crecimiento vegetal como (Kannaiyan,
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2002b): microorganismos solubilizadores de fosfato (PO.”), rizobacterias
promotoras del crecimiento, micorrizas y microorganismos fijadores de N..

Entre los microorganismos fijadores de nitrdgeno podemos incluir a las
cianobacterias, las cuales son microorganismos fotosintéticos de importancia
biologica y ecoldgica, que juegan un papel fundamental en la colonizacién y
establecimiento de la flora microbiana en el suelo, también pueden proveer
beneficios a la planta suministrando elementos esenciales como nitrégeno y
fésforo (Goyal, 2002). Estudios reportados en la literatura han demostrado que la
capacidad de fijacion de nitrégeno de las cianobacterias, no es el Unico factor que
contribuye al crecimiento y mejora de las caracteristicas fenoldgicas de la planta,
también la presencia de fitohormonas como auxinas, citocininas, acido abscisico,
giberelinas y etileno, tienen un papel importante en este proceso (Hashtroudi et
al., 2012); es por esto que la biomasa de cianobacterias es ampliamente utilizada
como biofertilizante.

Ejemplos de algunos sistemas biofertilizantes basados en cianobacterias se

mencionan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Sistemas biofertilizantes

Sistema Cultivo Aporte Referencia
Simbiosis Azolla-Anabaena Arroz Nitrdgeno Kannaiyan (1989)
In6culo compuesto de | Arroz Nitrdgeno Kannaiyan (1990)

cianobacterias

Cianobacterias inmovilizadas | Arroz Nitr6geno Kannaiyan (2002a)
Calothrix ghosei, Trigo Nitrégeno y | Karthikeyan et al.
Hapalosiphon intricatus vy promotores de | (2007)
Nostoc sp. crecimiento vegetal
Cultivo mixto de | Arroz Nitrégeno Pereira et al. (2009)
cianobacterias fijadoras de
nitrégeno
Cultivo mixto de | Trigo Nitr6geno y | Nain et al. (2010)
cianobacterias fijadoras de promotores de
nitrégeno crecimiento vegetal
Tolypothrix tenuis, Maiz Nitrégeno y | Osman et al. (2010)
Microchaete tenera y Nostoc promotores de
sp. crecimiento vegetal
Nostoc entophytum y | Chicharo | Nitrégeno y | Osman et al. (2010)
Oscillatoria angustissima promotores de

crecimiento vegetal
Chlorella  sorokiniana  y | Suelos Aumento de fertilidad | Trejo et al. (2012)
Anabaena brasilense aridos

A pesar de la reconocida utilidad de las cianobacterias y microalgas como
posibles biofertilizantes para diferentes cultivos agricolas, actualmente no existe
una empresa mexicana que se dedique a su produccion a gran escala, por lo que
se hace necesaria la busqueda de nuevas tecnologias para su desarrollo y
comercializacion.

Ante la necesidad mencionada previamente, en el grupo de trabajo de
Biotecnologia de Microalgas del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria

se aisld, propago y caracterizé un consorcio microbiano fotosintético (CM), aislado
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de suelo, agua de anegamiento y tallo de plantas en un campo arrocero ubicado
en la comunidad de Alpuyeca, Estado de Morelos, México (propiedad de la
Empresa Arrocera de Morelos S.A de C.V.). Se promovio el crecimiento de
organismos fijadores de nitrdgeno presentes en las muestras mediante su cultivo
en fotobiorreactores de diferentes escalas y geometrias, utilizando un medio
mineral sin fuente de nitrégeno (BG-11p), con la finalidad de su posterior
aplicacion como biofertilizante. EI CM seleccionado con base en su crecimiento y
capacidad de fijacion de nitrégeno, fue crecido en un fotobiorreactor tipo columna
de burbujas de 11 L a una temperatura de 21 °C, una cantidad de luz de 80 umol
fotones m? s™ y un flujo de aire de 1vvm (Reyna-Velarde, 2010).

Una vez establecido el CM en el fotobiorreactor de 11 L, se llevdé a cabo la
identificacion de los microorganismos que conforman el consorcio microbiano
fotosintético mediante el andlisis molecular de un fragmento del gen 16S rDNA,
analizando 44 clonas a partir de las cuales por analisis bioinformatico fue posible
identificar aproximadamente 12 microorganismos diferentes en el CM
pertenecientes a los phyla Proteobacteria (Rhodobacter sp., Devosia insulae,
Pedomicrobium americanum, Alpha proteobacteria, Aquaspirillum delicatum,
Methylibium petroleiphilum y Nannocystis sp.), Bacteriodetes (Flavobacterium sp.
y Flavobacterium aquatile), y Cyanobacteria (Aphanizomenon aphanizomenoides,

Leptolyngbya sp. y Anabaena oscillarioides) (Hernandez, 2009).
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3. JUSTIFICACION

Una vez establecido el CM y conocidos los organismos que lo conforman, se hace
necesario llevar a cabo la optimizacién de las condiciones para su cultivo, que
favorezcan el crecimiento de los organismos fijadores de nitrdgeno Anabaena
oscillarioides, Aphanizomenon  aphanizomenoides y Leptolyngbya, con la
finalidad de mejorar su produccion a gran escala.

4. HIPOTESIS

» La variacion del flujo de aire suministrado al fotobiorreactor tipo air-lift de
cara plana de 150 L, afectard la productividad y fijacién biolégica de
nitrogeno del CM.

» El cultivo por lote secuencial en un fotobiorreactor tipo air-lift de cara plana,
favorecera la productividad de biomasa y la fijacion biolégica de nitrogeno

del CM en comparacion con el cultivo por lote.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Optimizar las condiciones de cultivo que favorezcan la fijacion de nitrogeno del
CM, su posterior escalamiento y produccion en un fotobiorreactor tipo air-lift de

cara plana (FBR) de 150 L.

5.2 Especificos

¢ Identificar morfol6gicamente los componentes biolégicos del CM.

e Estudiar los parametros que afectan la fijacidbn de nitrdgeno en el CM
durante su crecimiento en lote.

e Escalar el fotobiorreactor de cara plana tipo air-lift de 50 L a un volumen de
150 L.

e Optimizar las condiciones de cultivo que favorezcan la fijacion de nitrdgeno
del CM.

e Disefiar el bioproceso a escala semi-piloto para la produccién del
biofertilizante.

e Producir el CM en un FBR de 150 L.
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6. PLAN DE TRABAJO

Mantenimiento e identificacion morfolégica del CM en un fotobiorreactor
tipo columna de burbuja de 11 L

-

[ Actividad metabdlica del CM }

-

[ Produccion en lote del CM en un FBR de 50 L }

-

Escalamiento ascendente y descendente del FBR de 50 L a un volumen
de150Lyde 16 L

-

Optimizacion de las condiciones de cultivo del CM en un FBR de 150 L
bajo condiciones controladas

-

Disefio del bioproceso para la produccion del biofertilizante a escala
semi piloto

-

Produccion del CM por lote y lote secuencial en un FBR de 150 L a la
intemperie
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 ETAPA 1. Mantenimiento e identificacion morfoldgica del CM

en un fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 11 L

La propagacion y mantenimiento del consorcio microbiano (CM) se realiz6 en un
fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 11 L de capacidad total, y se evalué
su desempefio bioldgico en cultivo por lote con una duracion de 14 dias, mediante
la determinacion de la cantidad de biomasa en base seca (Tredici et al., 1991) y la
actividad de nitrogenasa mediante el ensayo de reduccion de acetileno
(Venkataraman, 1981). Las condiciones del experimento fueron intensidad de luz
de 80 pmol fotones m? s, aireacién de 11 L min™ (1 vwm) y un inéculo de 4 L
aforando a un volumen total de 11 L con medio mineral sin fuente de nitrégeno
BG11, (Ripkka et al., 1979).

Se llevaron a cabo observaciones al microscopio 6ptico durante el cultivo en lote
del CM en el fotobiorreactor tipo columna de burbujas, para estudiar la posible
variacion de los organismos que lo conforman; Al final del cultivo, se tom6 una
muestra homogénea de 50 ml para llevar a cabo el analisis morfologico y la
determinacion de la abundancia relativa de cada componente del CM.

Para la identificacion morfoldgica de cianobacterias y organismos eucariotes que
componen el CM, se utilizaron muestras frescas y para las diatomeas se utilizaron
preparaciones fijas empleando la resina Naphrax ® (Rushforth et al., 1984). Todas
las muestras se examinaron y fotografiaron con un microscopio Optico BX51
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan) y una camara digital marca Nikon DXM1200
La identificacion de las especies de diatomeas se realizo de acuerdo a Krammer y
Lange-Bertalot (1986, 1988, 1991a, y 1991b) y de las cloroficeas de acuerdo a

Wehr y Sheath (2003).
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La abundancia relativa de cada componente microbiano en el CM se determiné a
partir de su identificacion morfolégica y se calculd6 de acuerdo a la siguiente

ecuacion (Franco et al., 2001):

N, (1)

donde:

pi=abundancia relativa de las especies i

S= namero total de especies en la comunidad

Ni= numero de individuos de la misma especie i

En el andlisis morfolégico se tomaron en cuenta todas las fotografias tomadas a
las microalgas verdes y cianobacterias presentes en el CM, ademas del nimero
de repeticiones (Ni) de cada uno de los cuatro géneros registrados. Se sigui6 el
mismo procedimiento para las diatomeas, cuyo total de fotografias fue S=81y el
namero de repeticiones (Ni) de cada uno de los siete géneros encontrados.

Una vez identificados los microorganismos que conforman el CM y conociendo la
capacidad de fijacion de nitrégeno del mismo, fue necesario estudiar otras
posibles actividades metabdlicas del CM como la capacidad de solubilizar fésforo
o de producir promotores de crecimiento como el acido indol acético (IAA), que
podrian mejorar el uso potencial del CM como biofertilizante.

7.2 ETAPA 2. Actividad metabdlica del CM

Para estudiar la capacidad del CM para solubilizar fésforo, se determiné la
actividad de fosfatasa (fosfomonoesterasa (PMEasa) y fosfodiesterasa (PDEasa))
(enzimas encargadas de realizar este proceso) en la muestra obtenida al final del

cultivo por lote, utilizando el método descrito por Whitton et al. (1999) para
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musgos y algas verdes en rios, este a su vez se basa en la metodologia
empleada por Grainger et al. (1989). (ANEXO II).

Para corroborar la capacidad del CM para solubilizar foésforo, asi como la
diversidad de organismos procariotes que lo conforman, a partir de la biomasa
obtenida al final del cultivo por lote se llevd a cabo un estudio microbiolégico
utilizando medios definidos tales como Pikovskaya (PVK), Rennie (MR) y Agar
nutritivo (AN). Se hicieron diluciones seriadas desde 10 hasta 107 y se plaque6
0.1 mL por extension con varilla codada; todas las siembras se realizaron por
triplicado en los medios mencionados previamente; las diluciones utilizadas para
cada medio asi como los tiempos y temperatura de incubacién se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 6. Andlisis microbiolégico del CM en diferentes medios de cultivo

Medio | Dilucién | Tiempo de incubacion (d) | Temperatura (°C)

PVK |10°-10° 7 28
MR | 10°-10° 3 28
AN | 10%-10" 3 28

El medio Pikovskaya se utiliza para la deteccion de microorganismos
solubilizadores de fosfato (Pikovskaya, 1948).

El medio Rennie se emplea para identificar organismos libres fijadores de
nitrégeno (Rennie, 1981).

El agar nutritivo se utilizo para el crecimiento en placa de las bacterias presentes
en el CM y a partir de ellas, se seleccionaron 21 colonias al azar correspondientes
a la dilucion 10® que se transfirieron a tubos de 5 mL con 1 mL de medio Luria-

Bertani (Bric et al., 1991). Se incubaron por 2 dias a 28 °C, para posteriormente
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realizar la determinacion de compuestos inddlicos como el acido indol acético
utilizando la técnica descrita por Glickmann y Dessaux (1995).

7.3 ETAPA 3. Produccion en lote del CM en un FBR de 50 L

La produccion del CM se llevé a cabo en un FBR tipo air-lift de cara plana de 52 L
de volumen total y 50 L como volumen util bajo condiciones controladas de luz y
temperatura. Se utilizaron 12 L de cultivo como inéculo proveniente de los
fotobiorreactores tipo columna de burbujas de 11 L y se aforé con 44 L de medio
mineral BG-11, (Rippka et al., 1979). La incubacion se llevo a cabo a una
temperatura de 21 + 2 °C, con un flujo de aire de 30 L min™ y una cantidad de luz
de 80 pmol fotones m? s®, proporcionada mediante l&mparas de luz blanca
orientadas hacia una sola cara del FBR (zona ascendente) (Reyna-Velarde,
2010). La intensidad luminica se evalu6 mediante un radibmetro Quantitherm
(Light Meter Thermometer) Hansatech Instruments LTD (QRT1) PE32 1JL.UK. El
vaciado del inoculo y la preparacion del medio de cultivo se llevd a cabo en
condiciones de esterilidad; ademas se mantuvieron condiciones asépticas dentro
del FBR de 50 L para el cultivo del CM, para ello el FBR se lavé con extran, agua
destilada e hipoclorito de sodio para su asepsia y posterior a la inoculacién se
sell6 por la parte superior con una placa de acrilico previamente sanitizada.

Se tomaron muestras cada 48 horas por 14 dias para evaluar el desempefio
bioldgico del cultivo e identificar diferentes parametros que pudieran afectar el

funcionamiento del CM (Tabla 7).
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Tabla 7. Metodologias analiticas para la evaluacién del desempefio biolégico del

consorcio microbiano

Determinacién Técnica Referencia
Crecimiento Peso seco Tredici et al.,1991
Clorofila a Pruebas espectrofotométricas a Brock et al., 2004

665, 666 y 750 nm

Actividad de Ensayo de reduccion de acetileno  Venkataraman, 1981

nitrogenasa

Cuantificacion de Método modificado de Taussky y Gonzalez y Pefalosa

fosforo inorganico Shorr et al., 2000

Cuantificacion de Meétodo de Brucina-Acido APHA, AWWA, WPCF,

nitratos (NOg) Sulfamico 1992

Produccién de NH," Método del fenato No.132 C APHA, AWWA, WPCF,
1971

pH Potenciometro

El procedimiento detallado para la realizacion de cada una de las técnicas se
describe en el ANEXO I. A continuacion se describe brevemente la importancia de
los parametros evaluados:

7.3.1 Peso seco

Este método nos permite conocer la concentracion de biomasa en un volumen
determinado de cultivo (Tredici et al., 1991). Considerando que el CM bajo estudio
tiene la capacidad de formar una matriz de exopolisacarido, la cuantificacion de
biomasa en peso seco equivale a todos los microorganismos que conforman el
CM mas el exopolisacéarido producido.

7.3.2 Actividad de nitrogenasa

La cuantificacion de la actividad de nitrogenasa, es una medida indirecta de la
capacidad de fijaciobn de nitrégeno del consorcio (Venkataraman, 1981). El
meétodo se basa en el hecho de que la enzima nitrogenasa también puede reducir
acetileno a eteno (etileno), el cual es posible cuantificar mediante cromatografia

de gases y relacionar su valor con la capacidad de fijacion de nitrégeno de la
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biomasa estudiada; cada 3 moles de eteno producidos corresponden a un mol de
nitrégeno fijado biolégicamente (Brock et al., 2004).

7.3.3 Clorofila a

La determinacion de clorofila a se utiliza para cuantificar de manera indirecta la
cantidad de organismos fotosintéticos presentes en una muestra (Whitton, 2000).
Al tener diferentes pigmentos, dos microorganismos no relacionados pueden
coexistir en un mismo habitat, por lo tanto, la diversidad en la pigmentacion tiene
significado ecoldgico (Brock et al., 2004).

7.3.4 Amonio

La cuantificacion de nitrégeno como amonio (NH;") producido por el consorcio, es
una medida indirecta de la cantidad de nitrégeno transformado; esta técnica esta
basada en la reaccion del amonio, fenol e hipoclorito, que da como resultado la
formacion de una molécula de indofenol, provocando una coloracion azul con una
absorbancia maxima a 640 nm (APHA, AWWA, WPCF, 1971).

Existen algunos agentes externos que pueden inhibir el complejo enzimatico
nitrogenasa como son: O,, N, NH;", NO3 vy ciertos aminoacidos que actian a
nivel transcripcional (Brock et al., 2004; Masukawa et al. 2014). Almon y Boger
(1988) y Li et al. (2010) reportaron que una concentracion de 1 mM de NH,;" y 20
mM de NOj3 inhibe completamente la actividad de la enzima nitrogenasa, por lo
tanto es necesario determinar durante el crecimiento la cantidad de estos
compuestos a través del tiempo.

7.3.5 Fosforo

La cuantificacion de PO,® es muy importante debido a que es uno de los

nutrimentos minerales esenciales para el crecimiento de organismos autétrofos ya
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que participa en la generacion de la energia (ATP) necesaria para realizar
diferentes procesos metabdlicos en la célula (Ashwani y Sharma, 2006).

7.3.6 pH

El seguimiento del pH a través del tiempo es importante debido a que el valor del
pH éptimo para que el metabolismo de los microorganismos que conforman el CM
funcione adecuadamente es diferente; ademas de que su variacién puede afectar
diversos parametros como la actividad enzimatica, el crecimiento celular, la
produccion de exopolisacaridos, etc. (Morales et al., 2002; Otero y Vincenzini,
2004).

La velocidad especifica de crecimiento (W) se calculé de acuerdo a la ecuacién 2:

_ In(N;) — In(N,)
e tz— 1y
2)
Donde N; y N, (mg L™) representan la concentracién de biomasa en base seca al
tiempo t;, y t, (d™}) (Issarapayup et al., 2009).
7.4 ETAPA 4. Escalamiento ascendente y descendente del FBR

de50L aunvolumende 150L yde 16 L

Para el escalamiento del FBR se conservd la geometria descrita por Reyna-
Velarde et al. (2010) aplicando como criterio de escalamiento ascendente y
descendente la relacién A/V (area iluminada/volumen de operacién) de 7.3 m™.
7.4.1 Escalamiento ascendente del FBR

Aplicando el criterio de escalamiento ascendente basado en la relacién A/V, se
construy0 un fotobiorreactor tipo air-lift de cara plana empleando placas de
acrilico translucidas sin color de 0.005 m de espesor (Acrisermex S.A de C.V.); las
especificaciones del disefio son las siguientes: volumen de trabajo 150 L, largo de

1.56 m, altura de 0.78 m, ancho (light-path) de 0.14 m, con una relacion del area
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de la seccion transversal de la zona “downcomer” con respecto a la zona “riser”
(Ad/Ar) igual a 1 (Fig. 3). La altura de la placa central fue 0.61 m y se colocé 0.04
m separada de la base del FBR. El aire se aliment6 al FBR por medio de un tubo
de acero inoxidable de 0.006 m de diametro externo, al que se hicieron 26 orificios
de 0.002 m de diametro cada uno, colocado a lo largo de la base del FBR, lo mas
cerca posible a la cara frontal del mismo. El flujo de aire se controld6 con un
rotametro con flotador de acero inoxidable (Stainless steel-float, Key instruments,
USA).

7.4.2 Escalamiento descendente

Aplicando el criterio de escalamiento descendente basado en la relacion A/V se
construyé un fotobiorreactor tipo air-lift de cara plana empleando placas de
acrilico translucidas sin color de 0.005 m de espesor (Acrisermex S.A de C.V.); las
especificaciones del disefio son las siguientes: volumen de trabajo 16 L, largo de
0.41 m, altura de 0.34 m, ancho (light-path) de 0.14 m, con una relacién del area
de la seccion transversal de la zona “downcomer” con respecto a la zona “riser”
(Ad/Ar) igual a 1 (Fig. 4). La altura de la placa central fue 0.24 m y se colocé 0.03
m separada de la base del FBR. El aire se aliment6 al FBR por medio de un tubo
de acero inoxidable de 0.006 m de didmetro externo, al que se hicieron 8 orificios
de 0.002 m de diametro cada uno, colocado a lo largo de la base del FBR, lo mas
cerca posible a la cara frontal del mismo. El flujo de aire se control6 con un
rotdmetro con flotador de carboloy (aleacion a base de tungsteno con cobalto o
niquel) (Carboloy-float, Cole-Parmer, USA).

Una vez construidos los FBR de 150 y 16 L, se llevo a cabo su caracterizacion

hidrodindmica y de transferencia de masa.
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También se llevé a cabo la caracterizacion hidrodinamica y de transferencia de

masa del FBR reportado por Reyna-Velarde et al. (2010) utilizando como modelo

de estudio el CM en el sistema trifasico.
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Figura 3. Diagrama del FBR de 150 L: (a) vista frontal, (b) vista lateral (Escalamiento
ascendente)
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Figura 4. Diagrama del FBR de 16 L: (a) vista frontal, (b) vista lateral (Escalamiento

descendente)
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7.4.3 Microorganismo y condiciones de cultivo

Para el sistema trifasico se utiliz6 como modelo de estudio el CM aislado y
caracterizado previamente en el grupo de trabajo (Reyna-Velarde et al., 2012). Se
llevaron a cabo cinéticas de produccién en cultivo por lote del CM en los tres FBR
(16, 50 y 150 L) utilizando para su propagacion el medio mineral sin fuente de
nitrogeno BG-11, (Rippka et al., 1979). Las condiciones de operacion de cada uno
de estos fotobiorreactores se describen a continuacion:

En el FBR de 16 L se utilizaron 5 L de in6culo de 336 h (14 d) de edad y se aforo
con 11 L de medio de cultivo. El flujo de aire suministrado al fotobiorreactor fue de
10 L min™? (equivalente a una velocidad superficial de gas de 0.0029 m s™). El
cultivo se mantuvo a una temperatura de 21 + 2°C con iluminacion en la placa
frontal por medio de un arreglo paralelo horizontal de 4 lamparas de luz blanca
(Silvania, USA) a una densidad de flujo foténico de 80 pmol fotones m? s™.

En el FBR de 50 L se utilizaron 16 L de indculo de 120 h (5 d) de edad y se afor6
con 34 L de medio de cultivo. El flujo de aire suministrado al fotobiorreactor fue de
25 L min™ (equivalente a una velocidad superficial de gas de 0.0042 m s™). El
cultivo se mantuvo a una temperatura de 21 + 2°C con iluminacion en la placa
frontal por medio de un arreglo paralelo horizontal de 6 lamparas de luz blanca
(Silvania, USA) a una densidad de flujo fotonico de 80 uymol fotones m? s™.

En el FBR de 150 L se utilizaron 50 L de inéculo de 336 h (14 d) de edad y se
afor6 con 100 L de medio de cultivo. El flujo de aire suministrado al fotobiorreactor
fue de 90 L min™ (equivalente a una velocidad superficial de gas de 0.0068 m s™).
El cultivo se mantuvo a una temperatura de 21 + 2°C con iluminacion en la placa
frontal por medio de un arreglo paralelo horizontal de 16 lamparas de luz blanca

(Silvania, USA) a una densidad de flujo foténico de 80 pmol fotones m? s™.
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El cultivo por lote alcanzé la fase estacionaria a los 5, 14 y 14 d en los FBR de 16,
50 y 150 L respectivamente; a estos tiempos se llevd a cabo la caracterizacion
hidrodindmica y de transferencia de masa de cada FBR. La concentracion de
biomasa en base seca en los tres FBR se determiné mediante la técnica descrita
por Tredici et al. (1991) durante el cultivo por lote. La densidad del liquido (p) en el
sistema bifasico y trifasico se determind mediante la técnica descrita por Mott
(2006).

7.4.4 Caracterizacion hidrodinamicay de transferencia de masa
Las caracteristicas hidrodinamicas y de transferencia de masa de los
fotobiorreactores utilizando un sistema bifasico (aire-agua) y un sistema trifasico
(microorganismo-medio de cultivo- aire), fueron medidas a 21+ 2 °C, a la presion
atmosférica de la Ciudad de México (585 mmHg).

7.4.4.1Tiempo de mezclado

El tiempo de mezclado (t,) es el tiempo necesario para alcanzar un 95 % de
mezcla completa (Sierra et al., 2008). Este parametro se determiné6 mediante el
método del trazador acido (Camacho et al., 2004)

7.4.4.2 Gas hold-up

El gas hold-up (¢) se evalu6 de acuerdo al método de expansion volumétrica
propuesto por Chisti (1989) (Ecuacién 3):

= HeHy (3)

Hg
Donde H, y Hg son la altura del liquido y gas+ liquido en el FBR respectivamente
7.4.4.3 Coeficiente volumétrico de transferencia de masa (k_a)
El k.a se evalu6 mediante el método dinamico propuesto por Kargi y Moo-Young

(1985) en el cual este parametro corresponde a la pendiente de la ecuacion 4:
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n(52) = ka(t—t,) @)

c*—C
Donde C* es la concentracion de saturacion de oxigeno disuelto (OD), Co es la
concentracion de OD al tiempo tg, y C es la concentracion de OD al tiempo t. El
OD se evalu6 empleando un medidor de OD Oakton DO100 (Oakton USA)
situado en el centro de cada zona (ascendente y descendente). Considerando
que las areas de la seccion transversal son iguales, el k.a global se calculo
promediando el k a de las zonas ascendente y descendente (Ecuacién 5) (Chisti

1989; Sanchez et al., 2000):

A+ Ag 5)
Donde A, es el area de la seccion transversal de la zona “riser”, k_a; es el k,a en la
zona “riser”, Aq es el area de la seccion transversal de la zona “downcomer”, k ag
es el k,a en la zona “downcomer”.
7.4.4.4 Potencia volumétrica (P/V)
La potencia volumétrica se calcul6 como una funcién de la densidad del liquido, la
velocidad superficial de gas y la relacion entre las areas de la seccidn transversal
de la zona ascendente (Ar) y descendente (Ad). Este pardmetro se determiné
mediante la ecuacion propuesta por Chisti (1989):
E: P gUs
V14 A,/A,

(6)
Donde P/V es la potencia volumétrica [W m™], p. es la densidad de liquido [kg m’
%, g es la aceleracién gravitacional [m s?], Ug es la velocidad superficial de gas [m

s'l] basada en el area total de la seccion transversal del FBR, A4 es el area de la

seccion transversal de la zona “downcomer” [m?], A, es el area de la seccién
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transversal de la zona “riser” [m?], siendo estas Ultimas iguales en los FBR

(Ag=A)), por lo que el denominador de la ecuacion 6 es igual a 2.

7.5 ETAPA 5. Optimizacién de las condiciones de cultivo del CM

en un FBR de 150 L bajo condiciones controladas

Para llevar a cabo la optimizacién de las condiciones de cultivo del CM se ultilizé
el FBR tipo air-lift de cara plana de 150 L previamente caracterizado en su
hidrodinamia y su transferencia de masa. Se ensayaron tres tasas de dilucion (12,
24 y 33%) variando el volumen de inéculo con una concentracién aproximada de
100 mg L™ de biomasa en base seca, proveniente del FBR de 50 L. Se realizaron
tres cultivos por lote bajo condiciones controladas de luz y temperatura, con un
tiempo de residencia hidraulico de 14 dias. En los experimentos se utilizé el medio
mineral BG-11o, una temperatura de 18 + 2 °C, un flujo de aire de 90 L min™ y una
intensidad luminica de 100 pmol fotones m?s™. Se tomaron muestras diarias a lo
largo de cada cultivo por lote, y se determin6é el desempefio biol6gico del CM
evaluandose los pardmetros mencionados en la Tabla 7.

Una vez seleccionado el porcentaje de in6culo, se llevé a cabo una comparacion
del desempefio biologico del CM en cada cultivo por lote variando el flujo de aire
suministrado al FBR de 150 L, evaluando los parametros mencionados en la
Tabla 7. Lo anterior se hizo con la finalidad de encontrar el mejor rendimiento de
biomasa y una alta fijacion de nitrégeno. Los flujos de aire seleccionados con
base en la caracterizacion hidrodinamica del FBR de 150 L fueron: 60, 70, 80, 90
y 100 L min™. No fue posible utilizar un flujo de aire inferior a 60 L min™ debido a
gue la potencia suministrada al fotobiorreactor no fue suficiente para alimentar
toda la linea de aire, lo que provocaba que la parte central quedara sin

movimiento. Al trabajar con un flujo de aire superior a 100 L min™ se produjo un
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flujo turbulento dentro del fotobiorreactor, ademas de una pérdida importante de
volumen de liquido por evaporacion.

Las condiciones de operacion de cada uno de los lotes de cultivo fueron: volumen
de trabajo de 150 L, medio mineral estéril sin fuente de nitrogeno (BG-11y),
intensidad luminica 100 pmol fotones m™? s™, temperatura 18 + 2 °C y un tiempo
de residencia hidraulico de 14 dias.

También se optimizaron las condiciones de cultivo del CM en el FBR de menor
tamafio (16 L) variando el flujo de aire suministrado al reactor. Se evalué el
desemperio biolégico del CM en cada cultivo por lote, a dos flujos de aire 10y 12
L min y el mismo porcentaje de inéculo del FBR de 150 L. Se realizaron dos
cultivos por lote con duracién de 14 dias cada uno, empleando como inéculo la
biomasa proveniente del fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 11 L. Se
afor6 con medio mineral BG-11,, trabajandose a una temperatura de 20 = 2 °C, y

una intensidad luminica de 80 pmol fotones m? s™.

Se tomaron muestras
diariamente en cada cultivo por lote y se determinaron los parametros
mencionados en la Tabla 7.

Una vez que se seleccionaron las condiciones mas adecuadas para el crecimiento
del CM en los FBR de 16 y 150 L, se llevo a cabo el escalamiento de la
produccion de biomasa de manera secuencial, realizandose cinéticas de
produccion por lote como se describe a continuacion:

En el FBR de 16 L se utilizaron 5 L de in6culo proveniente del fotobiorreactor tipo
columna de burbujas y se agregaron 11 L de medio de cultivo estéril sin nitrégeno.

Se suministré un flujo de aire de 10 L min™, la temperatura se mantuvo a 21 + 2°C

con iluminacién en la placa frontal por medio de un arreglo paralelo horizontal de
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4 lamparas de luz blanca (Silvania, USA) con una densidad de flujo foténico de 80
umol fotones m? s,

En el FBR de 50 L se emplearon 16 L de inoculo proveniente del FBR de 16 L y
34 L de medio de cultivo estéril para completar el volumen. El flujo de aire
suministrado al fotobiorreactor fue de 30 L min™; el cultivo se mantuvo a una
temperatura de 21 £ 2°C y se ilumind en la placa frontal por un arreglo paralelo
horizontal de 6 lamparas de luz blanca (Silvania, USA) con una densidad de flujo
foténico de 80 pmol fotones m? s™.

En el FBR de 150 L se utilizaron 50 L de inéculo proveniente del FBR de 50 L y se
adicionaron 100 L de medio de cultivo estéril. El flujo de aire suministrado al
fotobiorreactor fue de 80 L min™; el cultivo se mantuvo a una temperatura de 21 +
2°C y se iluminé en la placa frontal con un arreglo paralelo horizontal de 16
lamparas de luz blanca (Silvania, USA) con una densidad de flujo foténico de 80
umol fotones m? s,

El tiempo de residencia hidraulico de cada uno de los fotobiorreactores
mencionados fue de 5, 14 y 14 d respectivamente. Se tomaron muestras
diariamente a lo largo de cada cultivo por lote y se determinaron los parametros

mencionados en la Tabla 7.

7.6 ETAPA 6. Disefio del bioproceso para la produccién del

biofertilizante a escala semi piloto

Se llevé a cabo tomando en cuenta los pardmetros de crecimiento del CM
previamente determinados y se consideraron: un compresor de aire, tuberias, 4
bombas, un tanque para medio de cultivo, un tanque para cosecha, FBR de 16 L y

50 L para el in6culo y el FBR de 150 L para la produccion final del CM.
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7.7 ETAPA 7. Produccion del CM por lote y lote secuencial en un
FBR de 150 L a laintemperie

7.7.1 Produccion en cultivo por lote

Una vez seleccionadas las condiciones éptimas para la produccion del CM bajo
condiciones controladas de luz y temperatura en los tres FBR (16, 50 y 150 L), se
llevé a cabo un primer ensayo para evaluar la produccién del CM y su desempefio
biolégico en el FBR de 16 L a la intemperie en cultivo por lote. Las condiciones de
cultivo fueron: volumen de operacion de 16 L, se fij6 un porcentaje de indculo del
33 % (5 L) el cual provenia del fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 11 L
en condiciones controladas, 11 L de medio mineral BG-11, sin esterilizar, y un
flujo de aire de 10 L min™. La temperatura exterior e interior del FBR, asi como la
intensidad luminica, se midieron tres veces cada dia utilizando un termometro de
mercurio y un radidmetro Quantitherm (Light Meter Thermometer) Hansatech
Instruments LTD (QRT1) PE32 1JLUK respectivamente. Se coloc6 una base de
madera y malla sombra de metal de un calibre de aproximadamente 2 mm en la
parte inferior y superior del FBR respectivamente con la finalidad de regular su
temperatura interior. Se tomaron muestras diariamente por 14 dias y se
determinaron los parametros mencionados en la Tabla 7.

Una vez evaluado el desempefio biolégico del CM en el FBR de 16 L, se procedi6
a producir el CM en cultivo por lote en los tres FBR, de 16, 50 y 150 L y a
determinar su desempefio bioldgico de acuerdo a los parametros mencionados en
la Tabla 7. Los tres FBR a la intemperie se colocaron sobre una base de maderay
con malla sombra en la parte superior.

El escalamiento de la producciéon de biomasa se llevd a cabo de manera

secuencial en los tres FBR utilizando el mismo porcentaje de inéculo y los flujos
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de aire seleccionados. Se realizaron cinéticas de produccion por lote como se
describe a continuacion:

En el FBR de 16 L se utilizaron 5 L de in6culo provenientes del fotobiorreactor tipo
columna de burbujas y 11 L de medio de cultivo BG11l,. El flujo de aire
suministrado al fotobiorreactor fue de 10 L min™.

En el FBR de 50 L se utilizaron 16 L de in6culo provenientes del FBR de 16 Ly 34
L de medio de cultivo BG-11,. El flujo de aire suministrado al fotobiorreactor fue
de 30 L min™.

En el FBR de 150 L se utilizaron 50 L de in6culo proveniente del FBR de 50 L y
100 L de medio de cultivo BG-11y. El flujo de aire suministrado al fotobiorreactor
fue de 80 L min™.

El tiempo de residencia hidraulico de cada uno de los fotobiorreactores
mencionados fue de 10, 14 y 14 d respectivamente. La temperatura exterior e
interior de los FBR, asi como la intensidad luminica se midieron diariamente (tres
veces al dia) con los instrumentos mencionados previamente.

Para disminuir los costos de operacion, los FBR y el medio de cultivo no se
esterilizaron, ademas de que se operaron a la intemperie lo que implica un ahorro
de energia luminica. Los FBR se lavaron con extran, agua destilada e hipoclorito
de sodio para su asepsia. EI medio de cultivo se prepar6 con agua destilada. Una
vez inoculados los FBR se sellaron de la parte superior con una tapa de acrilico
transparente y silicon, dejando Unicamente una salida de aire para evitar su
presurizacion.

7.7.2 Produccion por lote secuencial

Una vez realizadas las cinéticas de produccion por lote en los tres FBR vy

habiendo evaluado el desempefio biolégico del CM en cada uno de ellos, se
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procedi6 a la produccién por lote secuencial del CM por tres ciclos en los FBR de
16 y 150 L con la finalidad de aumentar la productividad de biomasa a traves del
tiempo.

La produccién de biomasa se realizo bajo las condiciones de operacion (cantidad
de in6culo, medio de cultivo y flujo de aire) que se mencionaron previamente en
cultivo por lote a la intemperie en cada uno de los FBR. Cada vez que se alcanzo
el valor maximo de biomasa establecido, se realizaron recambios del 50 %
biomasa por medio fresco. Se tomaron muestras diariamente por 21 y 19 dias en
el FBR de 16 y 150 L respectivamente, y se determinaron los parametros
mencionados en la Tabla 7. De igual manera que en cultivo por lote a la
intemperie, los FBR se colocaron sobre una base de madera y malla sombra en la
parte superior. La temperatura exterior e interior de los FBR, asi como la
intensidad luminica se midieron tres veces al dia con los instrumentos antes

mencionados.
8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ETAPA 1. Mantenimiento e identificacién morfoldgica del CM

en un FBR tipo columna de burbujas de 11 L

En la figura 5 se presenta la cantidad maxima de biomasa en base seca al final
del experimento (dia 14), misma que fue de 0.305 g L™ con una productividad de
0.015437 g L™ d™. También es posible observar, que el CM present6 una fase de
adaptacion de 7 dias con una disminucion de la cantidad de biomasa cercana al 5
%. EIl crecimiento exponencial de la biomasa se presento del dia 8 al 14; en la
misma figura se aprecia que la actividad de nitrogenasa tuvo un comportamiento
oscilante, disminuyendo al dia 7 e incrementando posteriormente hasta 10,294

nmoles etileno g™ peso seco h™ al final del experimento. EI CM en cultivo por lote
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en el FBR de 11 L mostré una capacidad de fijacion de nitrdgeno cinco veces
mayor a la reportado por Kannaiyan et al. (1997) para las especies: Anabaena
variabilis Sao (2678 nmoles etileno g™ peso seco h™) y Nostoc muscorum DOH (2
237 nmoles etileno g™ peso seco h™) presentes en su cultivo; la importancia de
estas cianobacterias en cultivos agricolas (Anabaena y Nostoc) radica en su
capacidad para establecer simbiosis con plantas, asi como en su capacidad de
fijar nitrégeno en el suelo, por lo que su biomasa ha sido ampliamente utilizada

como biofertilizante en paises tropicales (Kannaiyan, 2002b).
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Figura 5. Evolucién temporal de la biomasa (g L-1) y la actividad de nitrogenasa de

un consorcio microbiano

El analisis microscépico de los morfotipos del CM registré un total de 11 taxones
(Tabla 8) donde, dos géneros fueron de cianobacterias filamentosas, Anabaena
oscillarioides (figura 6A y B) y Leptolyngbya sp. (figura 6C), ademas de nueve
taxa unicelulares integrados por las clorofitas Monoraphidium sp. (figura 6D y E),
Chlorella sp. (figura 6F) y las diatomeas Cyclotella meneghiniana (figura 6l),
Melosira varians (figura 6H), Cocconeis placentula (figura 6J), Achnanthidium
chlidanos (figura 6M), Navicula radiosa (figura 6K), Fragilaria ulna (figura 6L) y

Nitzschia sp. (figura 6G). En la figura 7 se muestra la abundancia relativa de los
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organismos que comprenden el CM analizando con los datos microscopicos,

donde se observan 4 especies mayoritarias, la cianobacteria filamentosa A.

oscillarioides, la microalga verde Monoraphidium sp. y las diatomeas Cocconeis

placentula, Fragilaria ulna y Nitzchia sp. (la mas abundante).

Tabla 8. Morfotipos presentes en el consorcio microbiano

chlidanos
(Hohn&Hellerman)
Novelo, Tavera&
Ibarra

Grupo Morfotipo Ubicacién
Cianobacterias Anabaena Figura 6A

oscillarioides Bory | y B

de Saint-Vincent

ex Bornet &

Flahault

Leptolyngbya sp. Figura 6C
Microalgas Monoraphidium Figura 6D
verdes sp. yE

Chlorella sp. Figura 6F
Diatomeas Nitzchia sp. Figura 6G

Melosira varians | Figura 6H

C. Agardh

Cyclotella Figura 6l

meneghiniana

Kitzing

Cocconeis Figura 6J

placentula

Ehrenberg

Navicula radiosa | Figura 6K

Kutzing

Fragilaria ulna | Figura 6L

(Nitzsch) Lange-

Bertalot

Achnanthidium Figura 6M
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Figura 6. Microfotografias de los morfotipos de cianobacterias, microalgas verdes y
diatomeas en el CM. A, Anabaena oscillarioides, filamento y heterocistos
intercalados. B, Anabaena sp., heterocisto y células vegetativas con abundante
granulacion. C, Leptolyngbya sp. D, Monoraphidium sp., célula vegetativa. E,
Monoraphidium sp., vacuolas o lipidos celulares. F, Chlorella sp. G, Nitzchia sp. H,
Melosira varians. I, Cyclotella meneghiniana. J, Cocconeis placentula. K, Navicula

radiosa. L, Fragilaria ulna. M, Achnanthidium chlidanos.

Abundancia relativa

Figura 7. Abundancia relativa de cada taxon encontrado en el CM tras el analisis
morfoldgico. a-cianobacterias, b-microalgas verdes, c-diatomeas
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Los andlisis morfolégico (presente estudio) y filogenético (reportado previamente
por nuestro grupo de investigacion (Hernandez, 2009)) mostraron elevada
abundancia relativa de las cianobacterias Anabaena  oscillarioides,
Aphanizomenon aphanizomenoides y Leptolyngbya sp., y de las bacterias
Rhodobacter sp. y Devosia insulae, las cuales han sido reportadas por Rivas et al.
(2002) y Li et al. (2010) como fijadoras de nitrégeno, por lo que es posible atribuir
la elevada eficiencia de fijacion de nitrdgeno del CM a la presencia de estas
especies.

A partir del analisis morfolégico fue posible identificar a los géneros
Monoraphidium sp. y Chlorella sp. como parte del CM. De acuerdo a reportes en
literatura estas especies tienen la capacidad de proveer diversos elementos
constitutivos a las plantas como el fésforo cuando se adicionan al suelo como
biofertilizantes (Megharaj et al.,1992) y cuando se utilizan como inoculantes,
aumentan la fertilidad de suelos aridos (Trejo et al., 2012). Por lo anterior y
considerando la alta abundancia relativa de las cianobacterias fijadoras de
nitrégeno que constituyen al CM es de esperarse el desempefio exitoso de éste
como biofertilizante. Ademas, de que los géneros de diatomeas identificados
pueden contribuir a los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno, silicio y
hierro, por lo tanto tienen un efecto positivo en el ambiente y en otros
componentes del CM (Amin et al., 2012). Adicionalmente, las diatomeas tienen la
capacidad de producir particulas transparentes de exopolisacarido que ayudan a
formar una matriz de diatomeas agregadas y bacterias heterotroficas que mejoran
la eficiencia de los consorcios microbianos (Gardes et al., 2011). Pedomicrobium
americanum y Nannocystis sp. contribuyen a la agregacion de los integrantes del

CM, mediante la formacién de una matriz extracelular de polisacaridos, que le
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protege contra organismos autoctonos del suelo donde se llegase a adicionar
como biofertilizante.

La diversidad tan amplia de microorganismos que conforman el CM, facilita la
interaccion de diferentes especies de organismos eucariotes y procariotes,
relacionados con ese microcosmos particular.

Bauer et al. (2008) realizaron estudios similares al presente trabajo y destacaron
la importancia de la identificacion e interaccion de los organismos que integran los
consorcios microbianos. Uno de sus hallazgos mas importantes, fue la presencia
de cianobacterias y bacterias heterotréficas, las cuales establecen relaciones
simbidticas entre si. De manera similar, las diatomeas frecuentemente se asocian
con bacterias epifitas en lagos de agua dulce (Paerl, 1990). La importancia de la
amplia diversidad de microorganismos que integran un consorcio microbiano en
un sistema natural o artificial como es el caso de los fotobiorreactores, radica en
el hecho de que existe un intercambio de metabolitos y factores de crecimiento
conforme transcurre el tiempo (Paerl y Pinckney, 1996). Estas asociaciones
(cianobacterias-bacterias-diatomeas) pueden tener diferentes aplicaciones
ambientales y biotecnoldgicas (Wartiainen et al., 2008).

8.2 ETAPA 2. Actividad metabdlica del CM

Para considerar al CM como un biofertilizante capaz de aportar diferentes
nutrientes a la planta se estudid la posible actividad metabdlica del mismo,
mediante la actividad de fosfatasa, un analisis microbiol6gico y la capacidad de

producir promotores crecimiento.
8.2.1 Actividad de fosfatasa

El fésforo es un elemento fundamental para el crecimiento vegetal, pero es uno de

los menos disponibles en el suelo debido a que se encuentra principalmente en
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formas no asimilables, por lo que se han buscado diversas estrategias para
resolver este problema, como lo es el uso de microorganismos capaces de
solubilizar fosfatos inorganicos, mediante la produccién de acidos organicos,
agentes quelantes, y de la liberacion de enzimas como fosfatasas, fitasas y
fosfonatasas (Alarcon y Ferrera, 2000). Entre los géneros bacterianos mas
estudiados por su capacidad para solubilizar fosfatos se encuentran
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Agrobacterium, Micrococcus,
Aerobacter, Flavobacterium, Azotobacter y Erwinia los cuales se han aislado de la
rizosfera de plantas (Rodriguez y Fraga, 1999).

La capacidad de solubilizar fésforo del CM se cuantific6 mediante la actividad de
las enzimas fosfomonoesterasa (PMEasa) y fosfodiesterasa (PDEasa) al producir
para nitrofenol (pNP) (Chrost y Krambeck, 1986).

Los valores obtenidos de la actividad de ambas enzimas al final del cultivo por
lote del CM fueron 27 nmoles de pNP mg™ clorofila a h™* (15482 nmoles de pNP
mg™ peso seco h™) para PMEasa y 22 nmoles de bis-pNP mg™ clorofila a h™
(20441 nmoles de bis-pNP mg™ peso seco h™) para PDEasa. En la Tabla 9 se
presenta la actividad de fosfatasa de diversas cianobacterias, diatomeas y
bacterias que han sido reportadas como organismos capaces de solubilizar
fésforo. El valor de actividad de fosfatasa del CM en funcién del peso seco de
biomasa resulto inferior de 4 a 15 veces para pNP y de 3 a 9 veces para bis-pNP
a lo reportado por Whitton et al. (1991), quienes caracterizaron la actividad de
fosfatasa de Anabaena sp. a partir de muestras de suelo y agua de anegamiento
de un campo arrocero utilizando un medio sin fosforo; pero resultan superiores de

130 a 190 veces a lo reportado por Banerjee y John (2005) para pNP y bis-pNP
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respectivamente de Rivularia, una cianobacteria utilizada como biofertilizante en

campos de arroz.

La mayor actividad de fosfatasa se ha reportado en condiciones de deficiencia de

fésforo biodisponible para el crecimiento del microorganismos (Hadas et al.,

2013). La actividad de fosfatasa reportada en el presente estudio es inferior a los

valores reportados en la literatura, debido a que el medio de cultivo empleado

para el crecimiento y propagacion del CM tiene suficiente K;HPO,4 disponible para

el crecimiento de los organismos que lo componen.

Tabla 9. Actividad de fosfatasa de diferentes microorganismos

Microorganismo Procedencia pNP Bis-pNP Referencia
Fitoplancton
compuesto por:
Anabaena sp. Lago Calado | 2.64x10" nmol Setaro
Nannocystis sp. (Cuenca del | pNP mg™ Chl a Melack 1984y
Anabaena helecoides | Amazonas) h* '
y Cystidium sp.
182 000
238 000 nmol | nmol bis- Whitton et al
Anabaena sp. Suelo PNP mg™* peso | PNP mg™ N
-1 1991
seco h peso
seco h'
78 000
68 000 nmol | nmol bis- .
Anabaena sp. Agua anegada en PNP mg™ peso | PNP mg Whitton et al.,
un campo arrocero i 1991
seco h peso
seco h
] 3x10° nmol
Rio Vaal 1 Kruskopf vy
Chlorella sp. (Sudafrica) E'}IP mg™ Chia Plessis, 2004
107 nmol
Campos de arroz | 118 nmol PNP | bis-PNP Baneriee
Rivularia de Uttar Pradesh | mg™ peso seco | mg™ J y
. 1 John, 2005
(India) h peso
seco h'
. 38x10°  nmol
Aphgnlzomenon Lago Kinneret PNP mg'l Chi Hadas et al.,
ovalisporum a ht 2013

La posibilidad de utilizar microorganismos solubilizadores de fosfato como

estrategia de fertilizacion biologica para los cultivos, ofrece grandes perspectivas
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de aplicacion agricola al disminuir costos en fertilizantes, ademas de que dichos

microorganismos intervienen directamente incrementando la capacidad de

crecimiento de las especies vegetales en las que son inoculados.
8.2.2 Andlisis microbiolégico
Los resultados del andlisis microbiolégico del CM en los diferentes medios de

cultivo se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Andlisis microbiolégico del CM en medios diferenciales

Fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 11 L
UFC UFC UFC UFC UFC
Medio diferencial | (Dilucion | (Dilucion (Dilucién | (Dilucion | (Dilucion

10 % 10 10 ) 10 10 "

Agar nutritivo incontables | incontables 4x10’ SC
Rennie 130x10" 8x10° sc sc
Pikovskaya SC SC SC SC
Prueba de auxinas Positiva en 15 de 21 colonias

UFC: unidades formadoras de colonia; SC: sin crecimiento

En los resultados que se muestran en la Tabla 10 es posible observar una
abundancia de microorganismos fijadores de nitrdgeno cuya presencia en el CM
se hizo evidente al final del cultivo por lote (dia 14). Lo anterior, debido a que en el
medio Rennie se obtuvo valores elevados de unidades formadoras de colonia en
las diluciones mas bajas. En el medio de culivo Pikovskaya no se observé la
formacion de halos hidroliticos en ninguna de las diluciones ensayadas, debido
probablemente a que el medio de cultivo utilizado para el crecimiento del CM
contiene suficiente fésforo inorganico, por lo que no es necesaria la activacion de
las enzimas que realizan el proceso de hidrélisis de fuentes de fésforo mas
complejas; o fuentes organicas de fésforo como las utilizadas para el ensayo de
actividad de fosfatasa, que resulté positivo aunque su valor fue bajo. Lo antes

mencionado ha sido previamente reportado en la literatura por Stihl et al. (2001),
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quienes demostraron la capacidad de diferentes cianobacterias para excretar
fosfatasas extracelulares cuando se encuentran sometidas a largos periodos de
limitacion de fosforo y que con frecuencia liberan fosfato inorganico a partir de
substratos organicos de fdsforo, ya que este tipo de complejos no pueden ser
transportados a traves de la membrana celular.

A partir de las colonias obtenidas en Agar nutritivo, se llevd a cabo la
determinacién cualitativa de la presencia de indoles totales posterior a su
crecimiento en LB utilizando el reactivo de Salkowski, obteniéndose resultados
positivos en 15 de las 21 colonias seleccionadas, mismas que presentaron una
coloracién rosa. Dentro de los indoles totales detectados por esta técnica se
encuentra el &cido indol acético (IAA), que ha sido reportado como uno de los
principales promotores del crecimiento de raices en diferentes cultivos agricolas
(Ludwig-Mdiller 2011). El efecto de la sintesis y liberacion del IAA por diferentes
bacterias y cianobacterias en cultivos de arroz y trigo, ha sido reportado para
cepas de Rhodobacter sp. (Rajasekhar et al., 1999; Gamal y Elbanna, 2011),
Anabaena (Hashtroudi et al., 2012; Rana et al., 2012; Prasanna et al., 2009)
Nostoc (Hashtroudi et al., 2012; Prasanna et al., 2009; Karthikeyan et al., 2007) y
Leptolyngbya sp. (Ahmed et al., 2010; Babu et al.,, 2013); estos organismos
conforman el CM bajo estudio.

Una vez conocidos los componentes eucariotes y procariotes que conforman el
CM y habiendo estudiado su potencial para solubilizar fosforo y producir
promotores de crecimiento, se considerd necesario llevar a cabo su produccion en
un fotobiorreactor tipo air-lift de cara plana de 50 L para evaluar diferentes

parametros que pudieran afectar su desempefio biolégico.
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8.3 ETAPA 3. Produccién en lote del CM en un FBR de 50 L

En la Tabla 11 y figura 8 se presentan los resultados globales del desempefio
biologico del CM en el FBR de 50 L a través del tiempo.

En la figura 8A se observa que partiendo de una concentracion inicial de biomasa
en base seca de 66 mg L™?, fue posible alcanzar al dia 14, un valor maximo de
152 mg L™, una productividad de 0.25 mg L™ h™ y una velocidad especifica de
crecimiento de 0.028 d™. En la figura 8B se muestra el contenido de clorofila a
respecto al tiempo y se observa un aumento exponencial a partir del dia 6
sostenido hasta el final del cultivo por lote para alcanzar al dia 14, una
concentracion final de 2.3 mg L™ Lo anterior indica un incremento de los

organismos fotosintéticos que conforman el CM, a lo largo del cultivo por lote.
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Figura 8. Crecimiento (A) y contenido de Clorofila a (B) vs tiempo en el FBR de 50 L
(n=3)
La concentracion final de PO, fue de 18 mg L™ al dia 14 en cultivo por lote en el

FBR de 50 L, con un consumo especifico de 0.00088 mg / mg biomasa h, lo que
indica que este nutriente no fue limitante para el crecimiento del CM en el FBR
(Tabla 11).

En la Tabla 11 se muestra la variacion del pH a través del tiempo en el FBR,
misma que oscild entre 7.7 y 7.9; estos valores se encuentran dentro del rango de
pH (6-10) para el crecimiento de cada uno de los microorganismos que conforman
el CM (Tabla 12). El pH del medio es un parametro importante ya que cada uno
de los organismos que conforman el CM funcionan de manera adecuada a
diferente pH; ademas de que su variacion a través del tiempo puede afectar el
metabolismo, la productividad de las cianobacterias y el funcionamiento de
algunas enzimas (Touloupakis et al. 2016). Tal es el caso del complejo enzimatico
nitrogenasa presente en las cianobacterias que conforman al CM, el cual debe
mantener un pH neutro para su correcto funcionamiento (Tsygankov et al. 1997;

Masukawa et al., 2014 )
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En la Tabla 11 se presenta la variacion de la concentracion de NOs y NH," en el
FBR de 50 L. Los valores de concentracién mas elevados fueron 0.1y 1.41 mg L™
de nitratos y amonio respectivamente, los cuales son inferiores a las
concentraciones reportadas en literatura, inhibitorias del funcionamiento del
complejo enzimético nitrogenasa (1240 mg L de NOs y 18 mg L™ de NH;")
(Almon y Boger, 1988; Li et al., 2010). La enzima encargada del proceso de
fijacion de nitrdgeno no se vio afectada por la presencia de estos elementos (NO3
y NH.") en el medio de cultivo.

El maximo valor especifico de actividad de nitrogenasa se obtuvo al dia 10 y fue
de 34817 nmol eteno / g peso seco h (Tabla 11); este valor es de 13 a 15 veces
superior a lo reportado en literatura para Anabaena variabilis Sao (2678 nmol
eteno g peso seco h™*) y Nostoc muscorum DOH (2237 nmol eteno g™ peso seco
h™) respectivamente (Kannaiyan et al., 1997; Kannaiyan, 2002b); lo que nos
indica una mayor eficiencia de fijacion de nitrégeno del CM respecto a cepas

puras.

Tabla 11. Resultados globales del desempefio biol6gico del CM en el FBR de 50 L

Concentracion Cﬂ;SqTo Variacion Variacion ApﬁWdadde ApﬂWdadde
final de PO, 4 NH.* NOs pH nitrogenasa nitrogenasa
(mg L) (mg / mg (mg LY (mg LY (nmol eteno/L | (nmol eteno /g
9 peso seco h) 9 9 h) peso seco h)

18 0.00088 0.15-1.41 0.03-0.1 7779 1983-4384 34817

Una vez que se analizaron los parametros que pudieron afectar el desempefio
biolégico del CM en el FBR de 50 L, se llevé a cabo su escalamiento y
produccion en fotobiorreactores de igual configuracidén pero de diferente volumen,
por lo que previo a su operacion con el CM se llevd a cabo su caracterizacion

hidrodindmica y de transferencia de masa.
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Tabla 12. Condiciones de cultivo reportadas en la literatura para cada uno de los

microorganismos que conforman el CM

Luz
Medio (umol Tempe
Organismo d(_a ( dHl) foto-_2 -ractura pH Vo(lrl:lT)en ail-slljgggednﬁo Retg;en
cultivo nes_lr)n (°C)
S
Anabaena sp. Chu 10 | 1.25 | 250 28-32 matraces | Lago Biwa | Nalewaj
de 250 (Japdn) ko y
Murphy,
2001
Anabaena sp. BG-11 | 0.09 | 110 28-30 | 6-10 | matraces | Coleccion Morales
0.02 de 250 microbiana | etal.,
(Espafia) 2002
Anabaena BG-11, 50-55 28 7.5 Matraces | Instituto de | Chaudh
oscillarioides de 250 Investiga- ary et
RPANG69 cion al., 2012
Agricola
(India)
Aphanizomenon | BG-11, | 0.52 | 150 20 6.9- matraces | Lago De
flos-aquae 7.4 de 1000 Brielse Nobel et
Meer al., 1997
(Paises
Bajos,
Europa)
Aphanizomenon | Z8 0.36 | 80 28 matraces | Lago Mehnert
aphanizomenoi | modifi- de 250 Heiliger etal.,
des cado See 2010
(Alemania)
Aphanizomenon | BG-11 | 0.2- | 40-100 | 26-30 | 7-9 matraces | Lago Hadas
ovalisporum 0.3 de 150 Kinneret et al.,
(Israel) 2013
Leptolyngbya wcC 0.4 35+5 |25 7 matraces | Sedimentos | van der
foveolarum modifi- de 100 del rio Rhin | Grinten
cado (Alemania) | etal.,
2005
Leptolyngbya BG-11 125- 22-40 | 8-11 | Matraces | Laguna Taton et
BL0902 500 de 250 abierta al., 2012
(Valle
Imperial,
EUA)
Leptolyngbya Basal 0.23 | 310- 2512 7-8 Matraces | Lago Silaban
sp. de 400 de 2000 College et al.,
Bold (Louisiana) | 2014
Chlorella sp. BG-11 | 0.33 | 16.3 18 matraces | Rio Vaal Kruskopf
de 200 (Sudafrica) |y
Plessis,
2004
Chlorella sp. fl2 0.6 300 26 Fotobiorre | Instituto de | Chiu et
modific actor de Investiga- al., 2008
ado 800 cion
Pesquera
(Taiwan)
Chlorella Basal 0.23 | 310- 25+2 7-8 Matraces | Lago Silaban
vulgaris de 400 de 2000 College etal.,
Bold (Louisiana) | 2014
Monoraphidium | COM- 100 25 7-7.2 | matraces | Agua dulce | Patel et
sp. BO de 250 (Alemania) | al., 2012
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Tabla 12. Continuacién

Monoraphidium | BG-11 | 0.15 | 70 25 matraces | Lago Yu et al.,
sp. de 1000 Fuxian 2012
(China)
Monoraphidium | WC 0.75 | 80 20-32 matraces | Universidad | Lirling
minutum de 250 de etal.,
Konstanz 2013
(Alemania)
Cyclotella wcC 0.78 | 100 20 matraces | Lago Ohrid | Tilmany
meneghiniana modifi- de 500 (Yugosla- Kilham ,
cado via) 1976
Cyclotella Schlés | 0.95 | 125 25 matraces | Rio Shafik et
meneghiniana ser's de 500 Danubio al., 1997
modifi- (Unién
cado Europea)
Cyclotella WH 0.92 | 130 20 7.4- Botellas Agua dulce | Roubeix
meneghiniana 8.4 de 2000 de estuario |y
(Francia) Lancelot
,2008
Melosira wcC 0.63 | 100 7.6 Placa de | Agua dulce | Tuiji,
varians modifi- multiples | Loras 2000
cado pozos College
Freshwater,
Coleccion
de cultivos
de
diatomeas
(EUA)
Melosira wcC 50 20 7 matraces | Sedimento | Van der
varians modifi- de 1000 del rio Grinten
cado Waal et al.,
(Paises 2004
Bajos,
Europa)
Melosira COM- solar 27-32 Botellas Planckton Clarson
varians BO Nalgen de | del rio Ohio | et al.,
modifi- 250 (EUA) 2009
cado
Cocconeis wcC 0.59 | 100 7.6 Placa de | Aguadulce | Tuiji,
placentula modifi- mdltiples | Loras 2000
cado pozos College
Freshwater,
Coleccion
de cultivos
de
diatomeas
(EUA)
Cocconeis Agua solar 8.3- 6.1-8 | Matraces | Agua Kovacs
placentula corrien 16.3 de 250 corriente etal.,
-te (Suecia) 2006
Cocconeis Agua 15 6.8- Placas de | Rio Tota Abuha-
placentula de rio 7.5 petri de (Colombia) |taby
20 Donato ,
2012
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Tabla 12. Continuacién

Achnanthidium | Agua solar 7 Matraces | Agua Kovacs
clidanos corrien de 250 corriente et al.,
-te (Suecia) 2006
Navicula CHU- 0.5 100 25 6.4 matraces | Coleccion Chali-
pelliculosa 10 de 250 microbiana, | foury
modifi- Universidad | Juneau,
cado de 2011
Cambridge
(Reino
Unido)
Nitzschia wcC 065 |35+5 |25 7 matraces | Sedimentos | van der
perminuta modifi- de 100 del rio Rhin | Grinten
cado (Alemania) | etal.,
2005
Nitzschia Czarne solar 27-32 matraces | Lago Clarson
cki de 100 Cumberl et al.,
CR1 (EUA) 2009
Nitzschia sp. D1 40 22 matraces | Agua dulce, | Zhang et
modifi- de 500 Coleccion al., 2013
cado de cultivos
de algas
del Instituto
de
Hidrobiolo-
gia
(China)
Rhodobacter Biebly | 1.05 | 150 — 32 7 Fotobio- Coleccion Koku et
sphaeroides Pfe- 6 250 rreactor microbiana, | al., 2003
0.U. 001 nnig tipo Universidad
modifi- columna de
cado de 400 Osmania
(India)
Rhodobacter RCV 3.36 26-34 Reactor Coleccion He et
capsulatus de 1000 microbiana | al., 2006
Rhodobacter SB 1.48 | solar 32 7-10 | Fotobio- Coleccion Eroglu
sphaeroides modifi- rreactor microbiana | etal.,
0.U.001 (DSM cado flat panel | dela 2008
5864) de 6500 Universidad
de
Osmania
(India)
Devosia insulae | Agar 10-31 | 6.5- Placas de | Suelo de Yoon et
nutriti- 7.5 petri de Dokdo al., 2007
VO 20 (Corea)
Methylibium Medio 30 6.5 Placas de | biofiltro Nakatsu
petroleiphilum mine- petri de (Los etal.,
ral 20 Angeles, 2006
(MSM) EUA)
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8.4 ETAPA 4. Escalamiento ascendente y descendente del FBR

de50L aunvolumende 150L yde 16 L

En la figura 9 se muestran las imagenes de los FBR de 150 L (A) y 16 L (B)

respectivamente.

B

Figura 9. Fotobiorreactor tipo air-lift de cara plana de 150 (A) y 16 L (B)

La productividad en los FBR de 16, 50 y 150 L fue de 0.79, 0.25y 0.36 mg /L h
respectivamente. La densidad del liquido en el sistema trifasico fue de 999 Kg m™
para los tres FBR al finalizar el cultivo por lote.

8.4.1 Tiempo de mezclado

La figura 10 muestra la relacién entre la velocidad superficial del gas y el tiempo
de mezclado en un sistema bifasico en los FBR de 16 y 150 L, misma que
presenta un cambio de pendiente a una Ug de 0.0029 y 0.0068 m s™*
respectivamente. Los tiempos de mezclado en las velocidades superficiales de
gas mencionadas previamente fueron 52.5 s para el FBR de 16 L y 103.8 s para
el de 150 L; la diferencia de valores entre ambos FBR dependi6é del volumen, el
flujo de aire y la altura del reactor, parametros que determinan el tiempo necesario
para llevar a cabo la distribucién de nutrientes, disipacién del calor generado

dentro del FBR, ademas de que facilitan el movimiento de las células dentro y
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fuera de la parte iluminada del FBR y mejoran la transferencia de masa (Ogbonna
et al., 1996). El valor del tiempo de mezclado encontrado en el presente estudio
para el FBR de 150 L fue 2 veces inferior a lo reportado por Sierra et al. (2008),
quienes caracterizaron un fotobiorreactor de cara plana de 250 L, utilizando una
velocidad superficial de gas de 0.0076 m s en un sistema bifasico para la
produccion de microalgas. Ademas, Hsieh y Wu (2009) reportaron un tiempo de
mezclado de 110 s con una velocidad superficial de gas de 0.0020 m s™ para un
fotobiorreactor con céamaras rectangulares transparentes de 18 L, de
configuracion semejante a la del presente trabajo donde utilizaron una relacién
A/V igual a 7.17 m™ y un recorrido luminico de 0.14 m para su disefio. El valor del
tiempo de mezclado reportado por estos autores fue 2 veces superior a lo
obtenido en el presente trabajo para el FBR de 16 L.

Por lo anterior, se sugiere que los FBR propuestos para la produccién del
consorcio microbiano fotosintético, fueron capaces de distribuir de manera
homogénea los nutrientes dentro del sistema en menor tiempo, utilizando
velocidades superficiales de gas similares a lo reportado en la literatura.

No fue posible determinar con precision el tiempo de mezclado en el sistema
trifasico, debido a que el pH del medio de cultivo del CM se mantuvo en un rango
de 9 a 10 durante el cultivo por lote, lo que causo interferencia en la estabilizacion
del acido y la base utilizados en la determinacion del tiempo de mezclado por el
método del trazador acido. Sin embargo, dado que no existen cambios
significativos en la densidad del liquido en el sistema trifasico y bifasico, se
esperaria que el tiempo de mezclado no presentara grandes diferencias respecto

al tiempo entre ambos sistemas (Camacho et al., 2004).
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Figura 10. Ug vs tm en los FBR de 16 y 150 L en un sistema bifasico

8.4.2 Gas hold-up (¢)

En la figura 11 se muestra la relacion entre la velocidad superficial de gas (Ug) y
el gas hold-up en los FBR en un sistema bifasico y trifasico, y se observa un
aumento directamente proporcional de ¢ al aumento en el flujo de aire
suministrado al fotobiorreactor. Los valores de € donde se muestra un cambio de
pendiente respecto a Ug para el sistema bifasico en los FBR de 16 y 150 L fueron
0.025 y 0.046 respectivamente; los valores de Ug donde encontramos el cambio
de pendiente para ¢ en estos dos FBR coinciden con los mencionados
anteriormente para el tm.

La tendencia al incremento de ¢ posterior al cambio de pendiente, se debio
probablemente a la coalescencia de las burbujas de gas de aire en el FBR, la cual
se incrementa a valores superiores de 0.0020 y 0.0068 m s donde se observa el
punto de inflexiébn. Ya que el agua es un medio coalescente, el tamafio y la
velocidad de ascenso de las burbujas se incrementan, por lo tanto el tiempo de
residencia del gas en el liquido disminuye teniendo un efecto negativo sobre el

valor de ¢.
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Para el sistema trifasico se determind este parametro en los tres FBR utilizando
como modelo de estudio el CM y se encontraron cambios de pendiente a valores
de Ug de 0.0029, 0.0042 y 0.0068 m s™ para los FBR de 16, 50 y 150 L
respectivamente. Los valores de ¢ en estos puntos fueron de 0.034, 0.020 y 0.048
para cada uno de los FBR mencionados anteriormente. La cuantificacion de ¢ es
importante debido a que de manera general, la expansion volumétrica de gas en
fotobiorreactores permite caracterizar fendmenos de transporte en sistemas de
agitaciéon neumatica.

El gas hold-up se ve afectado por altas presiones y la presencia de particulas en
el liquido, y generalmente aumenta con el incremento de la velocidad superficial
de gas (Ug) (Chisti y Moo, 1988a; Luo et al.,, 1997). En el presente estudio se
mostré un comportamiento similar en la relacion Ug vs € en los tres FBR, al
incrementarse el valor de € en el sistema trifasico por la presencia de la tercera
fase (CM), la cual probablemente ayuda a disminuir el tamafio de burbuja y evita
la coalescencia de las mismas, disminuyendo asi su potencia de propulsion hacia
la superficie (Chisti y Moo, 1988a; Luo et al., 1997). Ademas, el CM mostro
previamente la capacidad de formar agregados celulares agrupados por una
matriz de exopolisacarido producida por el cultivo. Estos aglomerados celulares
disminuyen en proporcién y tamafio al aumentar la escala del FBR, debido
probablemente al esfuerzo de corte generado en cada uno de ellos, al aumentar
el flujo de aire suministrado. EI FBR de 16 L presentd una mayor cantidad de
agregados celulares comparado con los FBR de mayor escala (50 y 150 L); estos
agregados pueden llegar a retener mas tiempo en el liquido a las burbujas de aire,
probablemente por la adherencia de las mismas a su superficie, aumentando asi

el tiempo de residencia de las burbujas dentro del FBR y por lo tanto
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incrementando el valor de ¢ (Galaction et al., 2010). Por lo anterior, los valores de
¢ fueron superiores en este FBR en el sistema trifasico, comparado con los FBR
de 50y 150 L.

En el presente estudio, los valores de ¢ en los puntos de inflexion para el sistema
bifasico en los FBR de 16 y 150 L fueron de 1 a 2 veces superiores a lo reportado
por Reyna-Velarde et al. (2010) y aproximadamente 2 veces inferiores en el
sistema trifasico para el FBR de 50 L, trabajando con la misma Ug. Debido a que
el CM utilizado para la tercera fase presentdé una menor concentracion celular y un
tamafio de particula diferente al de Spirulina sp., cambiaron las propiedades
reologicas del sistema bajo estudio comparado con lo reportado por Reyna-
Velarde et al. (2010). Sin embargo la propiedades reoldgicas en el FBR de 150 L

en el sistema bifasico y trifasico fueron similares entre ellas.
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Figura 11. Ugvs € en los FBR de 16, 50 y 150 L en un sistema bifasico y trifasico
8.4.3 Coeficiente volumétrico de transferencia de masa
En la figura 12 se muestra la relacion entre Ug y k.a para los FBR de 16 y 150 L
en un sistema bifasico y trifasico, y para el FBR de 50 L en un sistema trifasico,

observando los mismos cambios de pendiente en los valores de Ug (0.0029,
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0.0042 y 0.0068 m s para el FBR de 16, 50 y 150 L respectivamente)
mencionados previamente para ¢ en el sistema bifasico y trifasico en los tres FBR.
La relacion volumen de aire por volumen de medio por minuto (vwm) y el k.a para
los tres FBR en un sistema bifasico vy trifasico utilizando el CM como modelo de
estudio, presenta cambios de pendiente en un rango de 0.5-0.6 vwm (Fig. 13), lo
gue demuestra que aunque el volumen de los FBR sea diferente, al conservarse
la configuracion se favorece que las caracteristicas hidrodinamicas y de
transferencia de masa sean similares entre los FBRs. Lo anterior puede ayudar al
escalamiento de la produccién del CM. En los FBR de 16 y 150 L no se observo
una diferencia significativa de los valores de ki a entre el sistema bifasico y
trifasico, lo anterior se debié probablemente a que la densidad del liquido entre
ambos sistemas fue similar ya que en el CM utilizado como modelo, no se
presentd una alta densidad celular y por lo tanto las propiedades reoldgicas del
sistema probablemente no cambiaron significativamente a través del tiempo. De
acuerdo a la figura 10 posterior al punto de inflexibn mostrado para los FBR de 16
y 50 L se observo una fase asintética indicando que no existe un aumento
significativo del k a con respecto al incremento de la velocidad superficial del gas.
Lo anterior se debi6 probablemente a que en este tipo de reactores a Ug
superiores al cambio de pendiente, se incrementa el nimero de burbujas en el
fluido favoreciendo la coalescencia de las mismas. Al tener burbujas mas grandes
en el liquido, se origina un incremento de ¢ tal como se muestra en la figura 9 y
probablemente una disminucion del valor del é&rea interfacial (a) para la
transferencia de masa, lo que evita un aumento del k a (Chisti y Moo, 1988b).

En el FBR de 150 L se observé un incremento del valor de ki a con respecto a Ug

posterior al cambio de pendiente, presentando un régimen turbulento a partir de
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una velocidad superficial de gas de 0.0076 m s™, lo que puede provocar una
disminucién de la velocidad de crecimiento de los microorganismos debido al
aumento excesivo del esfuerzo de corte y del estrés hidrodinamico, lo que
provoca dafo celular en las microalgas (Issarapayup et al., 2009; Pulz, 2001),
ademas de que se requiere un alto consumo de energia para el suministro de aire
al FBR (Contreras et al., 1998), tal como se puede observar en la figura 14, donde
posterior al cambio de pendiente el valor de P/V aumenta un 40 % lo que implica
un mayor gasto de potencia, por lo que no se recomienda operar este FBR a
velocidades superficiales de gas superiores al cambio de pendiente mostrado en
la figura 12.

En la Tabla 13 se muestran diferentes valores de k_a reportados en la literatura
para diferentes configuraciones de fotobiorreactores y su comparacién con los
valores encontrados en el presente estudio. Los valores de k a encontrados para
los FBR de 16 y 150 L en el sistema bifasico resultaron 1.5 a 2 veces superiores a
lo reportado por Babcock et al. (2002) quienes trabajaron con un fotobiorreactor
tubular tipo air-lift de 220 L, pero inferiores de 1 a 2 veces a lo reportado por
Reyna-Velarde et al. (2010) y Sierra et al. (2008), quienes trabajaron con
fotobiorreactores de cara plana tipo air-lift; a pesar de que la configuracién
presentada por estos ultimos dos autores es similar a la del presente estudio, los
valores oOptimos de k,a que ellos reportan fueron encontrados a velocidades
superficiales de gas de 1 a 2 veces superiores a las reportadas en el presente
trabajo, lo que representa un mayor gasto de potencia suministrada al
fotobiorreactor.

El coeficiente de transferencia de masa en el sistema trifasico para el FBR de 16

L resultdé 8 veces inferior a lo reportado por Hu et al. (1996), quienes
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caracterizaron un fotobiorreactor modular inclinado de cara plana utilizando
Spirulina platensis como tercera fase y una velocidad superficial 10 veces superior
al presente estudio. Ademas, los valores de kia en los FBR de 50 y 150 L
resultaron 1.3 a 1.6 veces inferiores a lo reportado por Reyna-Velarde et al.
(2010) para un sistema trifasico, quienes caracterizaron un fotobiorreactor de
configuracion semejante al del presente estudio, utilizando una velocidad
superficial de gas de 0.0051 m s*; la variacion de k.,a en sistema trifasico en
fotobiorreactores de diferente configuracion incluyendo los cara plana, depende
de la tercera fase utilizada. En el presente estudio se utilizé6 el CM como fase
bioldgica (tercera fase), el cual tiene una gran diversidad de microorganismos
ademas de la capacidad de formar aglomerados celulares por accion de la matriz
de exopolisacarido secretada, por lo tanto, las propiedades reoldgicas del fluido a
caracterizar son diferentes comparadas con la fase biolégica empleada por
Reyna-Velarde et al. (2010), quien utilizé cultivo puro de Spirulina sp. que es un
organismo filamentoso. Ademéas Kaewpintong et al. (2007) mencionan que los
valores de k,a en funcibn de la velocidad superficial de gas varian
considerablemente dependiendo de la escala y geometria del fotobiorreactor, asi

como de la cepa de estudio.
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Figura 12. Ug vs k,a en los FBR de 16, 50 y 150 L en un sistema bifasico y trifasico
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Figura 13. vvm vs k,a en los FBR de 16, 50y 150 L en un sistema bifasico y trifasico
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Tabla 13. kLa en diferentes fotobiorreactores

Tipo Ug (ms™) kca (h™) Sistema Referencia
fotobiorreactor
FBR de cara 0.0029 10.62 Bifasico Presente
plana tipo air-lift trabajo
de 16 L
FBR de cara 0.0068 12.96 Bifasico Presente
plana tipo air-lift trabajo
de 150 L
FBR de cara 0.0051 18 Bifasico Reyna-Velarde
plana tipo air-lift et al, 2010
de 50 L
Fotobiorreactor 0.0076 22.68 Bifasico Sierra et al.,
de cara plana 2008
tipo air-lift de 250
L
Fotobiorreactor 0.03 7 Bifasico Babcock et al.,
tubular tipo air-lift 2002
de 220 L
FBR de cara 0.0029 9.72 Trifasico (CM) Presente
plana tipo air-lift trabajo
del16L
FBR de cara 0.0042 17.48 Trifasico (CM) Presente
plana tipo air-lift trabajo
de 50 L
FBR de cara 0.0068 14.4 Trifasico (CM) Presente
plana tipo air-lift trabajo
de 150 L
FBR de cara 0.0051 24.1 Trifasico Reyna-Velarde
plana tipo air-lift (Spirulina sp.) et al., 2010
de 50 L
Fotobiorreactor 0.02916 80 Trifasico Hu et al., 1996
modular inclinado (Spirulina
de cara plana platensis)
(FIMP) de 16 L

8.4.4 Potencia volumeétrica (P/V)

La relacion de ki a y P/V se muestra en la figura 14 donde es posible observar que
el comportamiento de ambos sistemas en los tres fotobiorreactores fue similar al
mostrado para la relacion k,a vs vwm (Fig. 13) con los mismos cambios de
pendiente mencionados previamente a Ug igual a 0.0029, 0.0042 y 0.0068 m s™
que corresponden a 14.2, 20.5 y 33.6 W m™ respectivamente. Lo anterior sugiere
no operar los FBR por encima de los puntos de inflexion ya que de hacerlo,

implicaria un gasto de potencia innecesario por que el valor de k,a no aumenta
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significativamente mas alla del punto de inflexion en los FBR de 16 y 50 L.
Adicionalmente, en el FBR de mayor volumen (150 L) utilizar una velocidad
superficial de gas superior a la mencionada previamente, genera turbulencia
dentro del sistema y provoca ruptura celular de las cianobacterias filamentosas

gue conforman el CM.
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Figtjra 14. P/V vs k,aen los FBR de 16, 50y 150 L en un sistema bifasico y trifasico

Una vez conocida la hidrodinamia y la transferencia de masa de los FBR de 16 y
150 L, se llevé a cabo la optimizacion de las condiciones de cultivo para aumentar
la productividad y fijacion de nitrdgeno del CM. Para ello, se utiliz6 como variable
el flujo de aire suministrado al fotobiorreactor y se observé que la cantidad de aire
alimentado mejor6 la distribucion de los nutrimentos en el medio de cultivo,
evitando la sedimentacion del mismo, sin afectar el coeficiente de transferencia de
masa, el cual indica la cantidad de CO, y oxigeno disponible para los
microorganismos que conforman el CM. Asi mismo, favorecié la frecuencia
luz/oscuridad que incide en la productividad asi como la eficiencia fotosintética
(Grobbelar, 2000). Un suministro elevado de aire a un FBR puede dar como
resultado una baja eficiencia de utilizacion de CO,, e indicar que el proceso es

poco eficiente y costoso para la produccion comercial a gran escala; por lo que
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fue necesario optimizar las condiciones de aireacion con la finalidad de mejorar la
productividad de biomasa y la eficiencia de utilizacion de CO, (Zhang et al.,
2002a). Con base en lo anterior se llevé a cabo la evaluacion del desempefio

bioldgico del CM en cada uno de los flujos de aire seleccionados.

8.5 ETAPA 5. Optimizacion de las condiciones de cultivo del CM

en un FBR de 150 L bajo condiciones controladas

La primera variable que se optimiz6 en el FBR de 150 L fue el volumen de in6culo
ncesario para iniciar los cultivos por lote, y provino de la biomasa final obtenida en
el FBR de 50 L. Los voliumenes de in6culo utilizados fueron 18 L (12 %), 36 L (24
%) y 50 L (33 %). En la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en cada
cultivo por lote a diferentes porcentajes de inéculo.

En la Tabla 14 se observa que la productividad de biomasa aumenté conforme se
incrementd el porcentaje de indculo utilizado para llevar a cabo la produccion en
lote. Cada cultivo por lote tuvo una duracion de 14 dias, obteniendo al dia 14 en
todos los casos el valor maximo de biomasa igual a 53, 90 y 124 mg L*
correspondientes a cada porcentaje de inoculo estudiado 12, 24 y 33 %
respectivamente. Los resultados obtenidos indican que el aumento de la
produccion de biomasa estuvo directamente relacionado con el volumen de
in6culo utilizado; debido probablemente a una mejor adaptacion de los
organismos a las condiciones de operacion del FBR, lo que se vio reflejado en la
productividad de biomasa obtenida al final de cada uno de los cultivos por lote.

El incremento del contenido de clorofila a durante el cultivo por lote indica la
predominancia de los organismos fotosintéticos presentes en el CM. En la Tabla
14 se observa un incremento del contenido de clorofila a conforme aumenta el

porcentaje de inoculo, obteniendo la concentracidon mas elevada de clorofila a en
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el cultivo por lote donde se utilizo un 33 % de inoculo, alcanzando una
concentraciéon de 1.8 mg L™ al dia 14.

El consumo especifico de fosfatos se vio afectado por la concentracion de
biomasa obtenida al final de los cultivos por lote y fue en el tercer cultivo (33 %
indculo) donde se presenté el mayor consumo con un valor de 0.0022 mg mg™
peso seco h™' y la mayor productividad, obteniéndose una concentracién residual
de fosfato de 13 mg L™ al dia 14, por lo que no llega a ser un nutriente limitante
para el crecimiento del CM (Tabla 14).

En la Tabla 14 se observa que no existid una variacion significativa del pH en los
cultivos por lote, cuyos valores oscilaron entre 7.3 y 7.9 mismos que no afectaron
el desempefio biolégico del CM.

Conocer la variacion de la concentracion de nitratos y amonio en los cultivos por
lote fue importante porque concentraciones elevadas de estos compuestos
pueden inhibir el funcionamiento del complejo enzimatico nitrogenasa, encargado
de llevar a cabo la fijacién bioldgica de nitrégeno. En la Tabla 14 se presenta la
variacion de la concentracion de NOs'y NH;" en el FBR de 150 L a los diferentes
porcentajes de indculo. Los valores més altos fueron 0.39, 0.45 y 0.14 mg L™ de
nitratos, y 1.6, 1.3 y 1.3 mg L™ de NH," para cada cultivo por lote respectivamente,
los cuales son inferiores a las concentraciones reportadas en literatura como
inhibitorias del funcionamiento del complejo enzimético nitrogenasa (1240 mg L™
de NO3 y 18 mg L™ de NH4") (Almon y Boger, 1988; Li et al., 2010). De lo anterior
se considerd0 que el funcionamiento de la enzima no se vio afectado por la
presencia de estos compuestos en el cultivo.

La variacion de la actividad volumétrica de nitrogenasa se presenta en la Tabla

14, observandose una pequefia variacion entre los cultivos por lote, lo que indica
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probablemente la adaptacion del CM a las condiciones de operacion dentro del
FBR. El maximo valor de actividad especifica de nitrogenasa se obtuvo a los dias
14, 3 y 8 en los diferentes cultivos por lote y fueron de 373451, 213128 y 85506
nmol eteno g peso seco h™ respectivamente. El valor de actividad especifica de
nitrogenasa disminuyé conforme se incrementd la concentracion de biomasa en
los cultivos al aumentar el volumen de in6culo. Estos valores fueron de 1 a 5
veces superiores a lo reportado por Reyna-Velarde (2010) y Hernandez (2009)
(93380 nmoles eteno g™ peso seco h y 75211 nmoles eteno g* peso seco h™)
quienes trabajaron con el CM en un FBR de 50 L.

Tabla 14. Resultados globales del desempefio biolégico del CM en el FBR de 150 L

con diferentes tasas de diluciéon

Variacion Consugno Actividad
. de PO, Variaciéon | Variacion de
0,
inééoulo Pro((rjnuc/'ﬂvrit)jad Clorofila (mg/mg NH," NO;3 pH | nitrogenasa
9 a peso (mg/L) (mg/L) (nmol
(mgl/L) seco h) eteno/L h)
12 0.06 0.2-0.5 0.0009 0.3-1.6 0.27-0.39 77?3 4444-19916
0.007- 7.3-
24 0.16 0.5-1.5 0.0013 0.1-1.3 0.45 79 1458-15629
33 0.35 0.4-1.8 0.0022 0.3-1.3 0.14 773;3 2720-10292

De acuerdo a los resultados anteriores, el mejor porcentaje de in6culo para llevar
a cabo la propagacion del CM en el FBR de 150 L bajo condiciones controladas
es del 33.33 %.

Una vez seleccionado el porcentaje de inoculo a utilizar, se procedio a optimizar la
segunda variable correspondiente a la variacion del flujo de aire suministrado al
FBR en cultivo por lote y se estudiaron los valores de 60, 70, 80, 90 y 100 L min™.
En la Tabla 15 se muestran los resultados globales en cada lote experimental y en
la figura 15 se presenta la variaciéon de biomasa en peso seco para cada lote con

los diferentes flujos de aire seleccionados. El cultivo por lote operando con un flujo
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de aire de 60 L min
mg L*, alcanzando el valor maximo de biomasa al dia 14 de 180 mg L™?, una
productividad de 0.34 mg L™* h™ y una velocidad especifica de crecimiento de
0.065 d*. El cultivo por lote operando con un flujo de aire de 70 L min™ inicié con
una concentracién de biomasa en base seca de 23 mg L™ alcanzando al dia 8 el
maximo de biomasa con 87 mg L™; este valor correspondié al término de la fase
exponencial hasta donde se obtuvo una productividad de 0.24 mg L™ h™ y una
velocidad especifica de crecimiento de 0.046 d™. El cultivo por lote operando con
un flujo de aire de 80 L min™ inici6 con una concentracién de biomasa en base
seca de 53 mg L™ obteniendo la concentracién maxima de biomasa al dia 14 igual
a 155 mg L™ con una productividad de 0.30 mg L™ h™. En la misma figura 15
podemos observar un crecimiento ascendente y constante a partir del segundo
dia y hasta el final del cultivo con una velocidad especifica de crecimiento de
0.048 d™. El cultivo por lote operando con un flujo de aire de 90 L min™ inicié con
una concentracién de biomasa en base seca de 22 mg L™ alcanzando al dia 12 el
valor maximo de biomasa con 125 mg L™. La productividad obtenida al final de la
fase exponencial fue de 0.35 mg L™ h™ y la velocidad especifica de crecimiento
fue de 0.074 d™. El cultivo por lote operando con un flujo de aire de 100 L min™ no
mostré resultados favorables debido a que inici6 con una concentracién de
biomasa de 42 mg L™y finalizé al quinto dia de cultivo con una concentracion de
58 mg L™ lo anterior debido a que a partir del tercer dia como se observa en la
figura 15, disminuyd la concentracion de biomasa del CM, y se presentd una
coloracion amarilla y adherencia de la biomasa a las paredes del FBR lo que hace
suponer que se presento la muerte celular del cultivo misma que se corroboré con

observaciones al microscopio optico de filamentos rotos debido probablemente al

-72-



estrés hidrodinamico generado dentro del fotobiorreactor al operarse con flujos

elevados.
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Figura 15. Crecimiento del CM en un FBR de 150 L tipo air-lift de cara plana con
diferentes flujos de aire (n=3)
La variacion del contenido de clorofila a se muestra en la Tabla 15, donde es

posible observar que los valores maximos se obtuvieron al final de la fase
exponencial y correspondieron a 2.4, 0.7, 3.2, 1.8 y 0.3 mg L™ en cada cultivo por
lote respectivamente. Ademas de que el mayor incremento de clorofila a se
obtuvo en los lotes operando con flujos de aire de 60 y 80 L min™.

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 15, el PO4* no resulté un
nutriente limitante para el desarrollo del CM, debido a que la concentracion al final
de los lotes experimentales fue de 6, 15, 10, 13 y 19 mg L™ correspondientes a
los flujos de aire de 60, 70, 80, 90 y 100 L min™ respectivamente. Lo anterior
representa un consumo especifico de PO, de aproximadamente 0.0004, 0.0022,
0.0009, 0.0022 y 0.001 mg/mg peso seco h, el cual vario dependiendo de la

concentracion de biomasa obtenida al final de cada cultivo por lote.
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En la Tabla 15 se muestran los valores de pH registrados a lo largo de los cultivos
por lote, los cuales oscilaron entre 7.2 y 8.5, notandose el mayor incremento en el
lote operado con un flujo de aire de 60 L min™. En general los valores de pH
registrados se encuentran dentro del rango Optimo para el crecimiento de cada
uno de los microorganismos que conforman el CM (Tabla 12).

Adicionalmente, se estudio la variacion de la concentracion de NOs y NH4" en los
cultivos por lote, ya que estos dos compuestos en concentraciones elevadas de
20 mM (1240 mg L") y 1 mM (18 mg L™) (Almos y Boger, 1988; Li et al., 2010)
respectivamente, pueden inhibir el funcionamiento del complejo enziméatico
nitrogenasa encargado de llevar a cabo la fijacién biolégica de nitrogeno. En la
Tabla 15 se muestra el intervalo de variacion de NOs y NH;" mostrando las
concentraciones mas elevadas del primero en los cutivos por lote con flujos de
aire de 60y 70 L min™ cuyos valores fueron de 1.6 y 0.45 mg L™ respectivamente
y para el amonio en los cultivos por lote con flujos de aire de 60 y 100 L min™, los
valores fueron de 6.3 y 3.7 mg L™ respectivamente, mismos que no llegar a inhibir
el funcionamiento de la enzima nitrogenasa de acuerdo a lo mencionado
anteriormente.

La variacién de la actividad volumétrica de nitrogenasa se presenta en la Tabla
15, donde se observa una variacion entre los cultivos por lote, lo que
probablemente indica la adaptacion y dinamica de poblaciones de los
microorganismos que conforman el CM bajo las distintas condiciones de
operacion dentro del FBR. También se observdé un aumento de la actividad de
nitrogenasa conforme se incremento el flujo de aire suministrado al FBR, con los
mayores valores a un flujo de aire de 80 L min™®. Los maximos valores de

actividad especifica de nitrogenasa se obtuvieron a los dias 3, 13, 2, y 8 en los
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cultivos por lote con flujos de aire de 60 , 70, 80 y 90 L min™, y fueron iguales a
46339, 138943, 153851 y 85506 nmol eteno g™ peso seco h™ respectivamente;
observandose un aumento del valor de actividad especifica conforme se
incrementd el flujo de aire. Los valores mencionados resultan superiores
aproximadamente 5 a 60 veces a lo reportado por Prabaharan et al. (2010) para
Leptolyngbya valderiana BDU20041 (9000 nmol eteno g* peso seco h™) y por
Kannaiyan, (2002b) para Nostoc muscorum DOH (2237 nmol eteno g™ peso

seco h).

Tabla 15. Resultados globales del desempefio biol6gico del CM en el FBR de 150 L

a diferentes flujos de aire

Flujo . Consumo AcﬂWdad
Variacion -3 L L de nitroge-
de L PO, Variacion | Variacion
. Productividad ) de il + 2 nasa
aire | " mgLthY | (dY) | Clorofilaa | (M9 MY NHa | NOs | PH (nmol
(L (mg L™ peso seco (mg L) (mg L) eteno Lt hr
min’) 9 h?) )
60 0.34 0.065 0.9-24 0.0004 0.1-6.3 0-1.6 %% 93-4153
0.007- 7.2- 3992-
70 0.24 0.046 0.5-0.7 0.0022 0.7-1.6 0.45 74 10806
7.4- 2547-
80 0.30 0.048 0.4-3.2 0.0009 0-2.1 0.01-0.07 77 13248
7.3- 2720-
90 0.35 0.074 0.3-1.8 0.0022 0.3-1.3 0.14 78 10292
100 | | e 0.6-0.3 0001 | 000737 | 002011 | 7 | 2146-1003

De acuerdo a los resultados mencionados anteriormente, se selecciond el flujo de
aire de 80 L min™ ya que presenta el mayor valor de actividad especifica de
nitrogenasa, una alta productividad de biomasa y la concentracion mas elevada
de clorofila a.

Una vez optimizadas las condiciones de cultivo del CM en el FBR de 150 L, se
establecieron las condiciones de operacion del FBR de 16 L, el cual fue disefiado

para incrementar la produccién de inéculo a utilizarse en los experimentos en el
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FBR de 50 L ademas de validar el criterio de escalamiento utilizado para el FBR
de 150 L.

A patrtir de la caracterizacion hidrédinamica y de transferencia de masa del FBR
de 16 L reportada en el apartado 8.4, se realizaron dos cinéticas de produccion
del CM en cultivo por lote durante 14 dias cada una, utilizando los flujos de aire de
10 y 12 L min?, y un porcentaje de inéculo del 33 % proveniente del
fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 11 L. En la figura 16 y Tabla 16 se
muestran los resultados del desempefio biolégico del CM en el FBR de 16 L.

El primer cultivo por lote trabajando con un flujo de aire de 10 L min™ inici6 con
una concentracién de biomasa en base seca de 226 mg L™ alcanzando al dia 4 el
maximo de biomasa con 323 mg L™; una productividad de 1 mg L™ h™ con una
velocidad especifica de crecimiento de 0.092 d*, estos valores corresponden al
final de la fase exponencial. En la figura 16 A después de éste punto se observa
la fase de muerte celular. En el segundo cultivo por lote operando con un flujo de
aire de 12 L min, la concentracién inicial de biomasa en base seca fue de 163
mg L™, y su valor maximo al dia 7 fue de 232 mg L™; la productividad al final de la
fase exponencial fue de 0.41 mg L* h* con una velocidad especifica de
crecimiento de 0.055 d™ (Fig. 16 A).

En la figura 16 B se observa que la concentracidbn de clorofila a aumenta
conforme al tiempo obteniendo su valor mas alto en el primer cultivo por lote al dia
4 con 5.13 mg L™; pasado este tiempo, el contenido de clorofila a disminuy6 lo
gue coincide con la cinética de produccion de biomasa mostrada en la figura 16 A;
en el segundo cultivo por lote al dia 13 se alcanzé el valor maximo de clorofila a
que fue de 4.46 mg L™, lo que indica un aumento de organismos fotosintéticos a

lo largo del cultivo por lote.
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Figura 16. Crecimiento (A) y contenido de Clorofila a (B) vs tiempo en el FBR de 16
L (n=3)

En la Tabla 16 se presenta el consumo especifico de fosfato de 0.00015 mg mg™
peso seco h™! para el primer cultivo por lote, alcanzando al final del cultivo una
concentracién de 10 mg L™. En el segundo cultivo por lote el consumo especifico
de fosfato fue de 0.00016 mg mg™ peso seco h™ y al dia 14 la concentracién final
de fosfato fue de 13 mg L™, lo que prueba que este nutriente no llegdé a ser
limitante para el funcionamiento del CM.

En la Tabla 16 se presentan los valores de pH registrados a lo largo del cultivo por
lote, los cuales oscilaron entre 6.8 y 7.7; los valores de pH mas bajos se

obtuvieron en el primer lote cuando la concentracién de biomasa alcanzé su valor
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maximo. Pasado este punto el pH aumenté de 7 a 7.4 aproximadamente,
manteniéndose asi hasta el final del experimento. En el segundo lote el pH se
mantuvo entre 7.4 y 7.7 a lo largo de la cinética, lo que favorecio el crecimiento
del CM por mas tiempo, aunque no se llegé a obtener la misma productividad de
biomasa del primer cultivo por lote.

En la Tabla 16 se muestra el intervalo de concentraciones de NO3" y NH," en los
cultivos por lote, y se observa que las concentraciones mas altas se presentaron
los dias 0 y 4 para el primer cultivo por lote con valores de 0.45 mg L™ de nitratos
y 2.1 mg L™ de amonio respectivamente, y a los dias 0 y 9 para el segundo cultivo
por lote con 0.13 mg L™ de nitratos y 2.1 mg L™ de amonio, los cuales no son
superiores a lo reportado en literatura, por lo que el complejo enzimético
aparentemente no se vio afectado por la presencia de estos dos elementos en el
CM.

En la Tabla 16 se presentan los valores de actividad volumétrica de nitrogenasa y
se aprecia que el mayor fue para el primer cultivo por lote con 32792 nmol eteno
L™ h* el cual corresponde a una actividad especifica de nitrogenasa de 106933
nmol eteno g™ peso seco h™. En el segundo cultivo por lote la actividad especifica
de nitrogenasa fue de 33987 nmol eteno/g peso seco h. Estos valores de
actividad especifica de nitrogenasa fueron aproximadamente de 3 a 29 veces
superiores a lo reportado por Prabaharan et al. (2010) para Leptolyngbya
valderiana BDU20041 (9000 nmol eteno g* peso seco h) y Kannaiyan et al.

(1997) para Anabaena azollae SK6 (3571 nmol eteno g™ peso seco h).
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Tabla 16. Resultados globales del desempefio biol6gico del CM en el FBRde 16 L a

diferentes flujos de aire

Flujo o Consumo POs™ | \/ariacién | Variacion Actividad de
de aire | Productividad 1] NH.* NOY H nitrogenasa
(L (mgL*h™) | @h (mgmg ™ (m 1.1) i E-1) P (nmol eteno L™
min™) peso seco h™) 9 9 h™)
10 1.0 0.092 |  0.00015 0.9-2.1 005045 | 5% | 543132702
12 0.41 0.055 |  0.00016 1421 | 0017013 | 7% 512-7590

De acuerdo a los resultados mostrados previamente, se seleccioné el flujo de aire
de 10 L min™ para operar el FBR de 16 L en condiciones controladas, tomando
como base la productividad y fijacion de nitrdgeno mostrada por el CM a lo largo
de las cinéticas del cultivo por lote.

Una vez seleccionadas las condiciones 6ptimas para la producciéon del CM en los
FBR de 16 y 150 L en condiciones controladas de luz y temperatura, se llevd a
cabo la propagacion del consorcio en los fotobiorreactores tipo air-lift de cara
plana de 16, 50 y 150 L cuya geometria es semejante. La operacion fue
secuencial, utilizando como inéculo la biomasa obtenida al final de cada uno de
los cultivos por lote (Fig. 17).

FBR 150 L

FBR 50 LL
FBR 16 L

Fotobiorreactor 041 067
tipo columna de
burbuja de 11 L

Figura 17. Esquema conceptual del escalamiento para la produccién del consorcio

microbiano fotosintético en los fotobiorreactores
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En la figura 18 y Tabla 17 se muestran los resutados globales del desempefio
bioldgico del CM en los tres FBR utilizados.

El cultivo por lote en el FBR de 16 L inicié con una concentracion de biomasa en
base seca de 240 mg L™?, alcanzando al dia 3 el valor maximo de biomasa con
260 mg L™ (Fig. 18), posterior a este punto se observa una fase de muerte celular,
por lo que se decidioé detener el cultivo por lote al dia 4, con la finalidad de que la
biomasa se encontrara en condiciones Optimas para ser utilizada como indculo
para el siguiente FBR de mayor volumen. La productividad obtenida al final de la
fase exponencial del cultivo por lote fue de 0.27 mg L h' y la velocidad
especifica de crecimiento de 0.037 d* (Tabla 17). El FBR de 50 L inici6 con una
concentracién de biomasa en base seca de 71 mg L™, presentando una variacién
del 10 % de la concentracion de biomasa a través del tiempo a partir del dia 5,
con un valor maximo de biomasa al dia 14 igual a 148 mg L™ (Fig. 18). La
productividad obtenida al final del cultivo por lote fue de 0.23 mg L h y una
velocidad especifica de crecimiento de 0.113 d* al término de la fase exponencial
(Tabla 17). El cultivo por lote en el FBR de 150 L inicié con una concentracion de
biomasa en base seca de 53 mg L™, y se observé un incremento constante del
contenido de biomasa en base seca a través del tiempo, que al dia 12 alcanzé su
valor méaximo de 113 mg L™ (Fig. 18), con una productividad de 0.21 mg L h*y
una velocidad especifica de crecimiento de 0.090 d. En los tres fotobiorreactores
se observé una productividad similar con velocidades especificas de crecimiento
que aumentaban conforme se incrementaba el volumen del FBR a operar, siendo
semejante en los FBR de 50 y 150 L, lo que probablemente indica una adaptacion
del CM a las condiciones de operacion de los tres FBR, ademas de que la

concentracion de indculo utilizado para el crecimiento del CM en cada uno de los
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FBR fue la adecuada y se encontraba en Optimas condiciones para su
propagacion en un volumen mayor. Los datos anteriores indican que la estrategia

de produccion del CM a gran escala utilizando reactores de geometria semejante

resulté adecuada para este proceso.

350

300 —e—FBR 16 L
—e—FBR 50 L

250 FBR 150 L

200

Peso seco(mg /L)

01234567 8091011121314
t (d)

Figura 18. Crecimiento vs tiempo en los tres FBR en condiciones controladas (n=3)

En la Tabla 17 se muestra la variacion del contenido de clorofila a en los tres
FBR, los valores maximos registrados se obtuvieron al final de los cultivos por
lote; el valor maximo de clorofila a se obtuvo en el FBR de 16 L con 4.6 mg L™ al
dia 4, en los FBR de mayor volumen el contenido de clorofila disminuyé conforme
se aumento el volumen de operacion, lo que nos indica una adaptacion de los
organismos fotosintéticos a las condiciones hidrodinamicas y de transferencia de
masa de cada FBR.

El consumo especifico de fosfatos en los tres FBR se muestra en la Tabla 17,
donde se aprecia un incremento de su valor al aumentar la velocidad especifica
de crecimiento, asi como el tiempo de operacion de los mismos. El contenido de

fosfatos al final de cada cultivo por lote fue de 17, 13 y 15 mg L™ en los FBR de
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16, 50 y 150 L respectivamente, por lo que tampoco este nutriente llegé a ser
limitante para el crecimiento del CM.

El pH oscilé entre 7 y 8.5 en los tres FBR (Tabla 17), estos valores se encuentran
dentro del rango de pH Optimo para el crecimiento de cada uno de los
microorganismos que conforman el CM (Tabla 12).

Debido a que el NO3 y el NH;" en concentraciones elevadas pueden inhibir el
funcionamiento del complejo enzimético nitrogenasa (Almon y Boger, 1988; Li et
al., 2010), se evaluo la variacion de su concentracion respecto al tiempo. En la
Tabla 17 se muestran los resultados de estos ensayos en cada cultivo por lote y
se aprecia que la concentracion de NH," mas elevada se obtuvo en el FBR de
150 L y fue de 1.86 mg L™ y de NO3 en el FBR de 50 L con 0.42 mg L. Ambos
valores resultan inferiores a los reportados en la literatura como inhibidores, por lo
que el complejo enzimatico no fue afectado por la presencia de estos dos
compuestos.

El valor de actividad volumétrica de nitrogenasa se muestra en la Tabla 17 donde
se observa un incremento de aproximadamente 10 % al aumenta el volumen del
FBR de 50 a 150 L; los maximos valores especificos de actividad de nitrogenasa
se obtuvieron al dia 3, 14 y 7 con 32231, 50612 y 96824 nmol eteno g™* peso seco
h en el FBR de 16, 50 y 150 L respectivamente. Dichos valores son superiores
aproximadamente de 3 a 27 veces a lo reportado en literatura para Leptolyngbya
valderiana BDU20041 (9000 nmol eteno g* peso seco h™) (Prabaharan et al.,
2010) y Anabaena azollae SK6 (3571 nmol eteno g™ peso seco h™) (Kannaiyan et

al., 1997).
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Tabla 17. Resultados globales del desempefio biol6gico del CM en los tres FBR

bajo condiciones controladas

L Consumo S
- VEEGIE PO,*® Variacién | Variacién AEVIEEL G
FBR Producylwgllad K de. (mg mg™ NH.* NOs pH nitrogenasa
(mgL™h™) (d™) | Clorofilaa €S0 Seco (mg LY (mg LY (nmol eteno
mgL? | P b 9 9 LTh
16 L 0.27 0.037 3.8-4.6 0.0002 0.3-1.03 0.07-0.22 774% 5919-8369
50L 0.23 0.113 0.9-24 0.0005 0-0.91 0-0.42 77% 1419-7507
150 7.8
L 0.21 0.090 0.5-1.5 0.0006 0.14-1.86 | 0.02-0.17 85 2175-9969

Una vez optimizadas las condiciones de cultivo en los tres fotobiorreactores bajo
condiciones controladas de luz y temperatura, se llevdo a cabo el disefio del

bioproceso para la produccion del CM a la intemperie.

8.6 ETAPA 6. Disefio del bioproceso para la produccion del

biofertilizante a escala semi piloto

En la figura 19 se muestra el esquema general del bioproceso, donde se incluyen
los tres FBR (16, 50 y 150 L), asi como el compresor de aire, el tanque para la
preparacion del medio de cultivo y el tanque de almacenamiento para la biomasa
cosechada.

En el Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria se construyé un area
denominada Unidad Experimental de Cultivo de Algas (UECA) donde se
colocaron los tres FBR (16, 50 y 150 L) para la producciéon del CM a la intemperie,
los cuales estan conectados al compresor de aire del departamento. Para regular
el flujo de aire suministrado a cada uno de los FBR se colocaron valvulas
reguladoras de presion, asi como rotametros en la entrada de aire de cada FBR.

En las figuras 20 y 21 se muestran imagenes de la UECA.
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FBR 50 L

FBR16 L .

FBR 150 L

20/12741/ /26

Tonque Amscensmento
1mL
Producio

Figura 21. Area semi piloto parala produccién del CM (vista frontal)
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Construida y equipada la UECA, se llevé a cabo la produccion a la intemperie en

lote y lote secuencial del CM en el periodo marzo-mayo de 2013.

8.7 ETAPA 7. Produccion del CM por lote y lote secuencial en un
FBR de 150 L a laintemperie

8.7.1 Produccion en cultivo por lote (FBR 16 L)

La produccion y evaluacion del desempefio biolégico del CM se llevé a cabo en el
FBR de 16 L a la intemperie por 14 dias, la temperatura promedio registrada en el
interior del FBR fue de 23 £+ 8 °C (minima 11 °C, méaxima 34 °C) y la temperatura
ambiente de 24 + 6 °C (minima 12 °C, maxima 34 °C); la intensidad luminica
promedio durante el experimento en cultivo por lote fue de 281 pmol fotones m?s’
! con un minimo de 29 pmol fotones m?s™® y un maximo de 1080 pmol fotones m™
s, En la Tabla 18 se muestran los resultados globales del desempefio biolégico
del CM.

La concentracion inicial de biomasa en base seca fue de 113 mg L™, el cultivo
presenté una fase de adaptacion a las condiciones ambientales de temperatura e
intensidad de luz de aproximadamente 7 dias, pasado ese tiempo, inicio la fase
exponencial de crecimiento que se mantuvo hasta el dia 14 en la cual el valor
méximo de biomasa fue de 275 mg L™, con una productividad de 0.48 mg L* hy
una velocidad especifica de crecimiento al final de la fase exponencial de 0.44 d™.
La concentracion de clorofila a durante el experimento presentd un
comportamiento similar al crecimiento obteniendo su valor maximo al dia 14 con
2.21 mg L™ (Tabla 18).

El consumo especifico de fosfato fue de 0.0003 mg mg™ peso seco h?, la
concentracion inicial de este elemento fue de 14.6 mg L™ y la concentracién

remanente al final del cultivo fue de 7.5 mg L™, con un porcentaje de consumo de
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aproximadamente el 48 %, lo que indica que este nutriente no llegd a ser limitante
para el crecimiento del CM (Tabla 18).

En la misma Tabla 18 se presenta el comportamiento del pH durante el cultivo por
lote, y se observa que oscil6 en el ntervalo de 7.3-8.8. En este intervalo se
encuentran los valores O6ptimos para el crecimiento de cada uno de los
microorganismos que conforman el CM (Tabla 12).

En la Tabla 18 se presenta la variacién de la concentracion de NOs y NH;" a lo
largo del cultivo por lote, los valores mas altos registrados fueron 31 mg L™ de
NH," y 1 mg L de NOs a los dias 7 y 11 respectivamente. El valor de amonio
presentado al dia 7 es superior a lo reportado en literatura por Almon y Boger
(1988) y Li et al. (2010), lo que puede causar una inhibicion del funcionamiento
del complejo enzimatico nitrogenasa. A partir del dia 8 y hasta el final del lote la
concentracién de amonio disminuyé hasta alcanzar un valor de 1.06 mg L. La
regulacion del contenido de NOs y NH;" en el cultivo, se lleva a cabo
probablemente mediante la asimilacién de estos elementos por las bacterias que
conforman al consorcio, tales como Methylibium petroleiphilum y Aquaspirillum
delicatum.

La variacion de la actividad de nitrogenasa a lo largo del cultivo por lote se
muestra en la Tabla 18, donde se observa que el valor méas bajo igual a 45 nmol
eteno L' h? se presentdé cuando la concentracion de amonio aumentd
significativamente en los dias 6, 7 y 8. El maximo valor de actividad de
nitrogenasa se registré al dia 14 de cultivo con 2277 nmol eteno L™* h™ el cual

corresponde a un valor especifico de 8988 nmol eteno g™ peso seco h™.
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Tabla 18. Resultados globales del desempefio biol6gico del CMen el FBRde 16 L a

la intemperie

Sl Actividad de
L Variacion de PO, Variacion Variacion .
Productividad i " -l + 2 nitrogenasa
(m L h'l) (d'l) Clorofila a (mg mg NH4 NO3 pH (nmol eteno L2
9 (mg L™ pesosecoh” | (mg LY (mg L™ h)
)
0.48 0.44 0.35-2.21 0.0003 0.19-31 0.24-1 78:; 45-2277

Para tratar de reducir el tiempo de adaptacion del CM en el FBR de 16 L, se
colocd un indculo a la intemperie por 28 dias, con un flujo de aire de 1vvm en un
fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 10 L, en el cual se emplearon 3 L de
cultivo como inéculo, provenientes de un fotobiorreactor del mismo disefio pero
de 11 L operando en condiciones controladas y 7 L de medio mineral BG-11, sin
esterilizar; se realizaron dos resiembras del cultivo por lote, determinando asi el
tiempo de residencia hidraulico del cultivo igual a 14 dias. La productividad
obtenida en el segundo cultivo por lote después de 28 dias de operacion del
fotobiorreactor fue de 0.86 mg L™ h™ con un valor de actividad de nitrogenasa
igual a 3280 nmol eteno L™ h™* (10061 nmol eteno g* peso seco h™).

La figura 22 muestra una imagen del fotobiorreactor tipo columna de burbujas de
10 L colocado a la intemperie, y la figura 23 imagenes del CM después de la
segunda resiembra, a los 28 dias de operacion del mismo fotobiorreacor. En la
figura 23 (a) se puede observar una gran cantidad de cianobacterias filamentosas
agrupadas en la matriz de exopolisacarido producida por este consorcio, las
cuales forman microagregados celulares, y en la figura 23 (b) se muestran
filamentos suspendidos en el medio de cultivo que tenian de 4 a 6 heterocistos

cada uno.
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Figura 22. Fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 10 L de capacidad a la
intemperie (dia 28)

Figura 23. CM creciendo en el fotobiorreactor tipo columna de burbujas de 10L ala
intemperie (dia 28) (40 X)
Una vez adaptado el indculo a la intemperie se procedié a la produccion del CM

en los tres fotobiorreactores tipo air-lift de cara plana de 16, 50 y 150 L de
capacidad y se realiz6 un escalamiento secuencial por lote. La biomasa obtenida
al final de cada cultivo se utiliz6 como inéculo del siguiente FBR con mayor
volumen de operacion (Fig. 17) y se evaluo el desempefio biolégico del cultivo en

cada FBR.
8.7.2 Produccion en cultivo por lote (FBR 16,50y 150 L)

En la Tabla 19 y figuras 24 y 25 se presentan los resultados globales del
desempefio biologico del CM obtenidos en los tres FBR operando en cultivo por

lote.
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La concentracion inicial de biomasa en base seca del cultivo en el FBR de 16 L
fue de 131 mg L™ . Al dia 10 se alcanzé el valor maximo de biomasa que fue igual
a 374 mg L™ (Fig. 24), la productividad obtenida al final del cultivo fue de 1.01 mg
L™ h y la velocidad especifica de crecimiento al término de la fase exponencial
fue de 0.005 h™* (0.12 d™).

Se detecté un perfil similar de produccién de biomasa del CM en base seca
durante el cultivo por lote en los FBR de 50 y 150 L (Fig. 24). La fase de
adaptacion fue de aproximadamente 7 dias y posteriormente inicio la fase
exponencial de crecimiento hasta alcanzar la concentracion maxima de biomasa
al dia 14 de cultivo (385 y 600 mg L* para el FBR de 50 y 150 L
respectivamente), lo que probablemente indica la adaptacién del cultivo a las
condiciones hidrodinamicas previamente determinadas (tiempo de mezclado, gas
“hold-up”, etc.) dentro de los FBR, asi como a la distribucion de nutrientes y de
luz. Asimismo, los resultados anteriores indican que al conservar la configuracion
geométrica de los FBR es factible escalar el proceso a un mayor volumen sin
afectar la produccion de biomasa, resultado que se refleja en el aumento de la
productividad de biomasa observado (0.77 y 1.19 mg L™ h™ para el FBR de 50 y
150 L respectivamente), conforme se aumentod la capacidad del FBR, sin verse
afectado por las condiciones ambientales presentadas a la intemperie (luz y
temperatura). Las velocidades especificas de crecimiento presentadas en cada
uno de los FBR fueron 0.005 y 0.007 h™* para el de 50 y 150 L respectivamente.
La temperatura promedio registrada en el interior de los FBR de 50 y 150 L
operando en lote, fue de 24 £ 5°C y 23 + 4°C respectivamente, y el promedio de
luz incidente en cada FBR fue de 214 y 210 umol fotones m™2+s™ respectivamente.

La productividad de biomasa en los tres FBR resultdé similar, lo que
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probablemente indica una adaptacion del CM a las condiciones de operacion de
los FBR asi como a las condiciones ambientales de luz y temperatura registradas
en este periodo de cultivo

La adaptacion de cultivos de microalgas para su produccién en fotobiorreactores a
la intemperie ha sido previamente reportada por Li et al. 2015, quienes llevaron a
cabo la produccion de Scenedesmus obliquus y Chlorella sorokiniana.en un
fotobiorreactor de cara plana de 48 L. También Slegers et al. (2011) estudiaron la
produccion de Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira pseudonana en
fotobiorreactores de cara plana de diferente tamafio en diferentes regiones del
mundo, lo que les permitid encontrar las condiciones Optimas de luz, temperatura
y orientacion de los fotobiorreactores para su produccion.

El escalamiento secuencial del cultivo a la intemperie favorecié la produccion de
biomasa en el FBR de 150 L en el cual se registré la maxima productividad y la
velocidad especifica de crecimiento mas alta.

En la Figura 25 se muestra la variacion del contenido de clorofila a en el CM en
los tres FBR, y se observa en el FBR de 16 L un aumento constante del contenido
de clorofila a del cultivo con un valor final de 5 mg L™,

Durante la cinética en cultivo por lote se observé que la concentracion de clorofila
a se mantuvo practicamente constante los primeros 7 dias de incubacion en los
FBR de 50 y 150 L, lo que sugiere que se presentd una fase de adaptacion de los
organismos fotosintéticos presentes en el CM durante estos dias (Fig. 25);
posteriormente en el FBR de 150 L el contenido de clorofila a aumenté de manera
exponencial hasta finalizar el experimento con una concentracién de 4.1 mg L™
En contraste, en el FBR de 50 L a partir del dia 7 y hasta el dia 11 del cultivo por

lote, se observa un aumento de la concentracién de Chl a respecto al tiempo para
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posteriormente disminuir del dia 12 al 14, estos tiempos coinciden con el cambio
en el comportamiento mostrado para la produccion de biomasa, lo que indica
probablemente el inicio de la desaceleracion del crecimiento microbiano (Fig. 24).
La mé&xima concentracién obtenida en este FBR fue de 3.7 mg L™. Los perfiles de
clorofila a descritos anteriormente probablemente se deban a la adaptacion de
cada microorganismo que conforma el CM a las diferentes escalas e
hidrodindmica de los FBR, asi como a las condiciones ambientales (luz y

temperatura) ya que los experimentos se hicieron a la intemperie.
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Figura 24. Crecimiento vs tiempo en cultivo por lote en tres FBR a la intemperie
(n=3)
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Figura 25. Clorofila a vs tiempo en cultivo por lote en tres FBR a la intemperie (n=3)

El mayor valor del consumo especifico de fosfato (Tabla 19) fue de 0.00075 mg
mg™ biomasa h™ en el FBR de 16 L, y su concentracion final de fosfato en cada
lote fue de 10, 2 y 0.25 mg L™ en los FBR de 16, 50 y 150 L respectivamente. Lo
anterior demuestra que este compuesto no llegd a convertirse en un nutriente
limitante para el crecimiento del CM en los tres FBR.

En la Tabla 19 se presenta la variacion del pH a través del tiempo en cada FBR, y
se observo que oscilo entre 7.1-9.9; estos valores se encuentran dentro del rango
de pH (7-10) adecuado para el crecimiento de cada uno de los organismos
presentes en el CM y que se presentan en la Tabla 12, ademas de que su
variacion a través del tiempo puede afectar el metabolismo, la productividad de
las cianobacterias y el funcionamiento de algunas enzimas (Touloupakis et al.
2016).

La variacion de la concentraciéon de NO3” y NH;" en los tres FBR se muestra en la
Tabla 19; los valores méas elevados fueron 0.67, 0.66 y 0.24 mg L™ de nitratos y
3.96, 358 y 3.23 mg L' de amonio en los FBR de 16, 50 y 150 L

respectivamente. Como se mencioné previamente en el apartado 8.5 estudiar la
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variacion de estos dos nutrientes es importante debido a que en concentraciones
elevadas pueden inhibir el funcionamiento del complejo enzimatico nitrogenasa
(Almon y Boger, 1988; Li et al.,, 2010). Los valores mostrados para estos dos
compuestos en los tres FBR son inferiores a lo reportado en literatura donde se
menciona que dichas concentraciones no afectaron el proceso de fijacion de
nitrégeno.

Los maximos valores de actividad de nitrogenasa se obtuvieron al final de cada
cultivo por lote en los tres FBR, y fueron de 1686 nmol eteno L™ h™* (4506 nmol
eteno g™ peso seco h™), 1190 nmol eteno L™ h™(3093 nmol eteno g* peso seco h’
1y 2335 nmol eteno L™ h™ (4814 nmol eteno g™ peso seco h™), para los FBR de
16, 50 y 150 L respectivamente (Tabla 19). Los valores anteriores son 2 veces
superiores a lo reportado en literatura para Anabaena variabilis Sao (2678 nmol
eteno g peso seco h™*) y Nostoc muscorum DOH (2237 nmol eteno g™ peso seco
h™') (Kannaiyan et al., 1997; Kannaiyan, 2002a).

Tabla 19. Resultados globales del desempefio bioldgico del CM en los tres FBR a la

intemperie
Consumo PO4 Variacién Variacion Actividad de
Productividad | p 3 " - nitrogenasa
FBR Al il & -1 NH4 NOs pH 5.
(mg L™ h™) d™) (mg mg (mg LY (mg LY (nmol eteno L™ h
biomasa h™) 9 9 b
16 L 1.01 0.12 0.00075 0.41-3.96 0.53-0.67 79:;?_- 678-1686
50L 0.77 013 |  0.00035 052358 | 020066 | Lo 922-1190
lEo 1.19 0.16 0.00016 1.71-3.23 0.17-0.24 79%21- 568-2335

Una vez que se adapto el inoculo a la intemperie en el fotobiorreactor tipo
columna de burbujas de 11 L y conociendo las condiciones de operacion para
cada FBR, se procedio a la produccion por lote secuencial del CM durante tres
ciclos en los FBR de 16 y 150 L, y se evaluo el desempefio biologico del cultivo.

Los resultados se presentan en los apartados siguientes.
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8.7.3 FBR 16 L lote secuencial

En la Tabla 20 y figuras 26-28 se presentan los resultados globales del
desempefio biolégico del CM durante tres ciclos en lote secuencial en el FBR de
16 L.

El primer ciclo consistié en un cultivo por lote del CM por 10 dias, tiempo que se
determindé de acuerdo a la cinética de cultivo presentada anteriormente en el
mismo FBR. El experimento inicié con una concentracion de biomasa en base
seca igual a 140 mg L™?, y al dia 10 la concentracién fue de 425 mg L™. Al
finalizar el lote, se llevé a cabo un recambio del 50 % (cultivo en suspensién por
medio de cultivo fresco) para iniciar el segundo ciclo con una concentracién de
biomasa de 242 mg L™ que al dia 6 fue de 500 mg L™. Posteriormente se realiz6
el segundo recambio al 50 % iniciando asi el tercer ciclo de cultivo, con una
concentracién de biomasa de 273 mg L™y una final de 450 mg L™ al dia 5. Los
valores de productividad en cada ciclo de cultivo fueron 1.19, 1.79y 1.47mg/L h
respectivamente.

En la figura 26 se puede observar que el tiempo de residencia hidraulico entre
cada ciclo fue disminuyendo hasta obtener el maximo de biomasa establecido,
asimismo, se observd un aumento de la velocidad especifica de crecimiento por
ciclo de cultivo (Tabla 20). Lo anterior pudo deberse a que el in6culo ya estaba
adaptado a las condiciones ambientales e hidrodinamicas en el fotobiorreactor, lo
gue permitié6 mejorar la productividad de biomasa a través del tiempo, ademas de
gue la concentracién inicial de in6culo de cada ciclo fue mayor a la del lote inicial
y se encontraba en la fase exponencial de crecimiento (Reichert et al., 2006).

El propésito de realizar diferentes ciclos en lote secuencial fue mejorar la

productividad de biomasa en el sistema de cultivo microbiano para asegurar la
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cosecha constante de biomasa con alta fijacion de nitrégeno, que resultan de
utilidad como biofertilizante para diferentes plantas. El sistema de cultivo por lote
secuencial o semicontinuo ha sido reportado por varios autores para la produccion
de microalgas en fotobiorreactores de diferente disefio (Zheng et al., 2011;
Issarapayup et al., 2009; Travieso et al., 2001). Los autores mencionados
anteriormente reportaron incremento en la productividad de biomasa de la
microalga en estudio, utilizando un cultivo semicontinuo comparado con un cultivo
por lote; situacién que también se presentd en el presente estudio. Reichert et al.,
(2006) mencionan que algunas de las ventajas de trabajar en lote secuencial
pueden ser la obtencién de una proporcion elevada y constante de indculo, altas
tasas de crecimiento, ademas de ayudar a prolongar la operacion de reactores a

gran escala.
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Figura 26. Crecimiento vs tiempo por tres ciclos en lote secuencial en el FBR de 16

L alaintemperie (n=3)
En la figura 27 se observa el comportamiento del contenido de clorofila a a través

del tiempo en los diferentes ciclos por lote secuencial en el FBR; los valores mas

altos se obtuvieron al final de cada ciclo y fueron de 4.3, 53 y 3.5 mg L™
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respectivamente; el valor mas alto se presentd en el segundo ciclo y coincidié con
el maximo de biomasa mostrado en la figura 26. EI aumento en el contenido de
clorofila a a través de los diferentes ciclos nos indica la presencia y aumento de

los organismos fotosintéticos que conforman el CM.

3 s
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Figura 27. Clorofila a vs tiempo por tres ciclos en lote secuencial en el FBR de 16 L

alaintemperie

En la figura 28 se muestra la variacion de la actividad de nitrogenasa del CM a
través del tiempo en cada ciclo donde se observa un aumento del valor final entre
cada ciclo de cultivo; los valores obtenidos a los dias 10, 16 y 21 corresponden a
los recambios y fueron de 2998, 6630 y 4173 nmol eteno L™ h™ respectivamente,
y equivalen a 7056, 13260 y 9275 nmol eteno g™ peso seco h™ para cada ciclo.
Los valores anteriores son de 2 a 5 veces superiores a lo reportado en literatura
para Anabaena variabilis Sao (2678 nmol eteno g* peso seco h™) y Nostoc
muscorum DOH (2237 nmol eteno g* peso seco h™) (Kannaiyan et al., 1997;
Kannaiyan, 2002a) y 1.5 veces superior en el segundo y tercer ciclo de cultivo a lo
reportado para Leptolyngbya valderiana BDU20041 (9000 nmol eteno g* peso

seco h™) (Prabaharan et al., 2010). De igual manera, los valores de actividad de
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nitrogenasa reportados para el cultivo por lote secuencial del CMen el FBR 16 L a
la intemperie son superiores de 1.5 a 3 veces a lo mencionado previamente en

cultivo por lote en el mismo fotobiorreactor.
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Figura 28. Actividad de nitrogenasa vs tiempo por tres ciclos en lote secuencial en
el FBR de 16 L alaintemperie (n=3)

En la Tabla 20 se presenta el consumo especifico de fosfato en cada ciclo por lote
secuencial, cuyo mayor valor fue de 0.00058 mg mg™ biomasa h™ en el primer
ciclo. La concentracion final de fosfatos en cada ciclo fue de 7.9, 6.1y 7.6 mg L™
respectivamente, sin que llegase a ser un nutriente limitante para el crecimiento
del CM en el fotobiorreactor a través de los diferentes ciclos de cultivo.

En la Tabla 20 se muestra la variacion del pH a través del tiempo en cada ciclo de
cultivo y se observa que su valor oscild entre 7.7-9.5, en este intervalo se
encuentra el valor de pH adecuado para el crecimiento de los microorganismos
gue conforman el CM enlistados en la Tabla 12.

En la Tabla 20 se presenta la variacion de la concentracion de NOs y NH," en el
fotobiorreactor a través del tiempo en los tres ciclos de cultivo. Los valores mas

altos fueron 0.04, 0.79 y 0.22 mg L™ de nitratos y 2.4, 2.9 y 2.6 mg L™ de amonio
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para cada ciclo respectivamente. Los valores obtenidos resultaron inferiores a lo
reportado en literatura como inhibitorio para estos dos compuestos, por lo que no
interfirieron con la actividad de la enzima encargada del proceso de fijacion de
nitrégeno (Almon y Boger, 1988; Li et al., 2010).

Tabla 20. Resultados globales del desempenfio biolégico del CM por tres ciclos en

lote secuencial en el FBR de 16 L a la intemperie

Productividad i Consumo PO, (m Variacion Variacion t
FBR16L | (mgL'hh) | (@Y o biomasa h—l)g NH." NOs PH | @)
(mg L") (mg L")

primer 1.19 0.098 ) 7.7-

ciclo 0.00058 0.84-2.4 0.04 91 10
segundo 1.79 0.11 8.9-

ciclo 0.00031 1.82-2.9 0.34-0.79 95 6

tercer ciclo Lar 0.12 0.00039 12626 | 004022 | 5% | 5

8.7.4 FBR 150 L lote secuencial

Para mejorar la productividad de biomasa del CM a gran escala, se llevo a cabo
una cinética de produccién de biomasa en cultivo semicontinuo empleando el FBR
de 150 L por tres ciclos. Se monitored la variacion de la concentracion de biomasa
en base seca a lo largo del tiempo de incubacion durante este régimen de cultivo
(Fig. 29). El sistema inicié con un cultivo por lote que oper6 durante 14 dias hasta
alcanzar una concentracion de biomasa de 600 mg L' en base seca,
posteriormente, se cambié al modo de cultivo semicontinuo con un recambio del
50 % (volumen del cultivo por medio fresco) para los tres ciclos (Fig. 29). La
productividad de biomasa en cada ciclo (1°, 2° y 3°) del cultivo semicontinuo fue
de 1.82, 1.75y 2.82 mg L™ h™ respectivamente, observandose un aumento en la
velocidad especifica de crecimiento tras cada ciclo de cultivo (0.0035, 0.0042 y
0.0063 h™* para el 1°, 2°y 3* ciclo respectivamente). Un comportamiento similar
fue reportado previamente por Fuentes-Grinewald et al. (2015), quienes
concluyeron que algunas de las ventajas de trabajar en un sistema semicontinuo

son mantener una cantidad de indculo constante y una alta velocidad especifica
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de crecimiento. Asimismo, Henrard et al. (2011) aumentaron la produccion de
biomasa y la velocidad especifica de crecimiento de Cyanobium sp. operando en
cultivo semicontinuo un fotobiorreactor tubular vertical de 2 L, con una tasa de
recambio del 50 % por 10 ciclos.

La productividad de biomasa del CM obtenida en cultivo semicontinuo en el FBR
de 150 L a la intemperie fue aproximadamente dos veces superior a lo obtenido
en cultivo por lote empleando el mismo FBR. Este comportamiento ha sido
reportado por diversos autores, quienes han estudiado la produccion de
microalgas en fotobiorreactores de diferentes escalas y geometrias, operando en
cultivo semicontinuo, donde lograron mejorar la produccion de biomasa
comparada con el cultivo por lote (Reichert et al. 2006; Sun et al. 2009; Bezerra et
al. 2011).

La temperatura promedio registrada en el interior del FBR de 150 L durante el
cultivo semicontinuo fue de 20 + 4°C y el promedio de luz incidente fue de 233
umol fotones m™? s™. Estos valores fueron similares a los obtenidos en cultivo por

lote en el mismo FBR.
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Figura 29. Crecimiento vs tiempo por tres ciclos en lote secuencial en el FBR de
150 L a laintemperie (n=3)
Los resultados de concentracion de Chl a obtenidos al final de cada ciclo de

cultivo, fueron de 5.9, 6.1 y 6.2 mg L™, respectivamente (Fig. 30). Con cada
cambio de ciclo se incremento el contenido de Chl a aproximadamente un 5%, lo
gue indica una adaptacion de los organismos fotosintéticos que conforman al CM
a la escala del FBR y a las condiciones de luz y temperatura registradas a lo largo

del cultivo semicontinuo (19 d).

Clorofila a{mg /L)

o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
t (d)

Figura 30. Clorofila a vs tiempo por tres ciclos en lote secuencial en el FBR de 150

L alaintemperie (n=3)
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La variacion de pH a lo largo del cultivo semicontinuo en los diferentes ciclos se
presenta en la Tabla 21, y se observa que los valores fueron similares a los
obtenidos previamente en cultivo por lote en el mismo FBR (150 L) y que son
adecuados para el crecimiento de los organismos que integran al CM.

Con la finalidad de detectar si los niveles de nitrato y amonio residuales podrian
afectar la actividad de nitrogenasa en el sistema de cultivo semicontinuo, se
determind la concentracion de estos compuestos a lo largo de los ciclos
estudiados y se encontrd que los maximos valores registrados fueron 0.79 y 3.19
mg L™ respectivamente, los cuales no son superiores a los mencionados por
Almon y Boger (1988) y Li et al. (2010) como inhibidores del funcionamiento de la
enzima. Asi mismo, se midio la variacion de la actividad de nitrogenasa del CM en
los tres ciclos y se encontrd que los valores maximos al final de cada ciclo fueron
4963, 5366 y 5689 nmol eteno g™ peso seco h™* (Fig. 31), superiores a lo obtenido
en el cultivo por lote en el mismo FBR y a lo reportado en la literatura (Kannaiyan
et al. 1997, Kannaiyan 2002). Los resultados muestran que al operar el FBR de
150 L en cultivo semicontinuo se mejora la produccion de biomasa sin afectar la
fijacion de nitrégeno del CM en estudio. Resultados semejantes fueron obtenidos
por Moreno et al. (2003), quienes estudiaron la produccion de Anabaena sp.
ATCC 33047 en un estanque a la intemperie en un régimen semicontinuo, y
demostraron que en el intervalo de temperatura de 21 a 34 ° C en verano se
favorece el crecimiento de la cianobacteria sin afectar el proceso de fijacion de

nitrégeno.
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Figura 31. Actividad de nitrogenasa vs tiempo por tres ciclos en lote secuencial en
el FBR de 150 L a laintemperie (n=3)

De igual manera, en la Tabla 21 se presenta el consumo especifico de fosfato en
cada ciclo, el cual alcanzé el valor maximo de 0.00038 mg mg™ biomasa h™ en el
tercer ciclo, donde la productividad de biomasa y velocidad especifica de
crecimiento fue mayor y su concentracion final en cada ciclo fue de 0.8, 6.0y 7.1
mg L™ respectivamente. Con base en los resultados anteriores se puede asegurar
gue el fosfato no llegé a ser un nutriente limitante para el crecimiento del CM en el
fotobiorreactor en ninguno de los ciclos de cultivo.

Tabla 21. Resultados globales del desempenfio bioldgico del CM por tres ciclos en

lote secuencial en el FBR de 150 L a la intemperie

H ) Consumo Variacion
FBR 150 L | Productividad PO4'3 NH.* Variacion NOz H t
(mg L h) (mg g™ (mg LY (mg L) )
biomasa h™) 9

primer 1.82+0.049 0.0035 . ] 7.7~
ciclo 0.00017 1.35-1.74 0.16-0.47 95 7
segundo 1.75+0.194 0.0042 0.00016 0.98-3.19 0.16-0.79 7.9- 7

ciclo 9.2
tercer ciclo 2.82+0.119 0.0063 0.00038 0.85-1.51 0.17 718 5

Los resultados obtenidos en la produccion del CM en los FBR tanto en

condiciones controladas como a la intemperie, muestran una variacion importante
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en la concentracion de biomasa al final de cada cultivo por lote, asi como en la
actividad de nitrogenasa.

La variacion de las condiciones ambientales como luz y temperatura favorecio la
produccion de biomasa del CM en el FBR de 150 L a la intemperie, pero afectaron
la fijacion de nitrogeno de este cultivo y aumentaron el pH del cultivo dentro del
reactor. Existen numerosos reportes en la literatura que plantean diversas
explicaciones de lo que probablemente sucedio con el CM creciendo en el FBR de
150 L, y que permitiran aclarar las variaciones mencionadas previamente.

Algunas de ellas se mencionan a continuacion:

1. El incremento de la biomasa fotosintética del CM se favorecid por la variacion
de luz incidente en el FBR a la intemperie, lo que provoco el aumento de la
eficiencia fotosintética y por lo tanto de la concentracion de oxigeno dentro del
FBR. Dicho aumento aunado al efecto negativo de los cambios de pH,
temperatura y/o la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS), afectaron
la actividad del complejo enzimatico nitrogenasa (Moisander et al., 2002; Berman
et al., 2003).

la. Produccidon de ROS- Singh et al. (2010) mencionan que la radiacién UV al
entrar en contacto con el oxigeno y otros compuestos organicos genera ROS y
provoca un estrés oxidativo en el alga.

1b. Efecto de la temperatura- Dilworth (1993) estudi6 el efecto de la temperatura
sobre la actividad del complejo enzimatico nitrogenasa de Azotobacter
chroococcum y demostré que la temperatura Optima para que la enzima lleve a
cabo correctamente su funcion de reduccion de nitrogeno es de 30 °C, esta
temperatura depende de cada organismo. Gallon et al. (1993) demostraron que

en un rango de temperatura de 20 a 30 °C y 0.1 atm de O, el complejo enzimatico
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nitrogenasa de Anabaena cylindrica realiza correctamente su funcion; a valores
superiores a este rango de temperatura, se reduce su funcionamiento hasta en un
75 %. Lo anterior debido a que en alta temperatura (> 40 °C) cambia la
permeabilidad de la membrana permitiendo la difusion del oxigeno hacia el interior
del heterocisto, afectando asi el funcionamiento de la enzima.

1c. Efecto del pH- Prosperi et al. (1993) demostraron que un pH neutro favorece
el funcionamiento del complejo enzimatico nitrogenasa de Anabaena variabilis, y
que un pH de 10 inhibe por completo su funcion. Pham y Burgess (1993)
estudiaron la actividad del complejo enzimético nitrogenasa de Azotobacter
vinelandii en un rango de pH de 6 a 9.5, y que el 6ptimo de actividad se presenta
a un pH de 7.5. Lo anterior demuestra que el funcionamiento de la enzima se
afecta conforme el pH se acerca a los valores extremos del rango estudiado.

2. El valor de pH a lo largo de los cultivos por lote en los FBR pudo verse influido
por el incremento de la biomasa fotosintética del CM y el suministro constante de
aire al reactor. Shapiro (1997) demostré que el suministro constante de CO, al
medio de cultivo incrementa el pH hasta valores de 9 y 10, lo que mejora el
crecimiento de las cianobacterias al favorecerse la actividad fotosintética. Zhang
et al. (2002a) asociaron el incremento de pH hasta 9.5 en un fotobiorreactor flat
panel con el consumo acelerado de CO, provocado por la fotosintesis de las
células microalgales.

Con base en lo mencionado anteriormente se puede concluir que cuando existe
una variacion tan amplia de condiciones ambientales para el crecimiento de
microorganismos fotoautotrofos a la intemperie, tiene lugar una competencia por

la energia necesaria para cubrir los requerimientos fotosintéticos y la fijacion de
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nitrogeno; por lo que en ocasiones este Ultimo proceso se ve limitado por la
energia disponible para realizar la reduccién (Lindstrome, 1984).

Para poder demostrar lo mencionado anteriormente es necesario realizar estudios
detallados de la actividad fotosintética del CM en los FBR creciendo a la
intemperie, asi como dar un seguimiento estrecho de cada una de las variables
(pH, temperatura, irradiacion, etc.) durante el dia y todos los dias del cultivo por
lote, para correlacionarlos con la actividad de nitrogenasa del CM.

8.8 Analisis de costos del bioproceso

El costo de produccién del CM en el FBR de 150 L en condiciones controladas y a
la intemperie se detalla a continuacion. En la Tabla 22 se presenta el costo de
cada uno de los consumibles utilizados en el proceso por lote y lote secuencial.
Para realizar el andlisis de costos del bioproceso se realizaron las siguientes
consideraciones:

e El costo de recuperacion de los equipos (inversion en FBR y compresor de
aire) se calculé considerando 8 afios de operacion continua y una tasa de
inflacion del 20 %.

e El costo del medio de cultivo se calculé considerando el costo del garrafon
de agua destilada ($20) y el costo de las sales minerales por litro de medio
de cultivo ($ 0.88).

e EIl costo de la energia se calculé considerando el costo del kilo watt hora
igual a $ 0.774 de acuerdo a la Comision Federal de Electricidad (CFE)

(2013).
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Tabla 22. Costo de consumibles parala produccion del CM en el FBR de 150 L por

lote y lote secuencial

Consumibles Costo de operacion ($) Costo de operacién ($)

(14 d) (19 d)

Fotobiorreactor tipo air-lift de cara 286.078 388.24

plana

Compresor de aire tipo tornillo 2200.6 2986.52

Medio de cultivo 111.11 277.77

Energia consumida por lamparas de 693 | e

40 W

Energia consumida por el compresor 70.10 95.13

de aire

Nota: 14 d de produccién en lote, 19 d de produccion en lote secuencial

Se estimO un costo aproximado para las diferentes formas de cultivo del CM (lote
y lote secuencial), el cual se presenta a continuacion:

Produccion en cultivo por lote (14 d) de 10.584 g de CM en condiciones
controladas de $ 2674.00 M.N.

Produccion en cultivo por lote (14 d) de 59.976 g de CM a la intemperie de $
2667.00 M.N.

Produccion del CM en lote secuencial (tres ciclos 19 d) de 91.206 g de CM a la
intemperie de $ 3747.00 M.N.

Para hacer una comparacion real del costo de produccion del biofertilizante
(biomasa del CM) en el FBR de 150 L y los fertilizantes comerciales, es necesario
realizar una evaluacion de la efectividad del consorcio en campo, la cual
dependera del tipo de plantas que se cultiven para poder definir la cantidad de CM

necesario para biofertilizarlas.
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9. CONCLUSIONES

» El andlisis morfolégico resultd una herramienta util para identificar la
diversidad de organismos procariotes y eucariotes que conforman el CM, la
cual estuvo dominada por las cianobacterias fijadoras de nitrégeno.

» La alta capacidad de fijacién de nitrogeno del CM y de producir IAA y
solubilizar fosforo, lo vuelven idéneo para su uso como biofertilizante.

» La relacion A/V utilizada como criterio de escalamiento resultd
determinante para aumentar la produccion de biomasa.

» La variacion del flujo de aire afecto la productividad de biomasa y la fijacién
de nitrégeno del CM.

» El cultivo semicontinuo a la intemperie favorecio la produccién de biomasa

si afectar la fijacion de nitrdgeno del CM en los FBR de 16 y 150 L
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10. RECOMENDACIONES

v Estudiar la actividad fotosintética del CM creciendo en los FBR en
condiciones controladas y a la intemperie.

v' Estudiar la actividad de nitrogenasa, muestreando por periodos cortos
(cada hora) a lo largo del cultivo por lote en los FBR, en condiciones
controladas y a la intemperie.

v' Realizar una dinamica de poblaciones a lo largo de los cultivos por lote en
cada uno de los FBR estudiados, en las distintas condiciones de operacion
(controladas e intemperie).

v' Realizar pruebas de biofertilizacion con el CM producido en los FBR en
diferentes cultivos agricolas en campo.

v' Realizar un analisis costo-beneficio de la aplicacion y produccion del CM en

cultivos agricolas establecidos en campo.
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ANEXO |

Composicion del medio de cultivo BG-11, (Rippka et al., 1979)

NacCl 0.023 2.3
K;HPO,. 3H,0 0.04 4.0
MgSO,. 7H,0 0.075 7.5
CaCl,. 2H,0 0.036 3.6
Ac. Citrico 0.006 0.6
Citrato férrico 0.006 0.6
EDTA (sal disédica) | 0.001 0.1
Na,CO3 0.02 2.0

Sol.

_ ImL/L
Oligoelementos*
o 1000
Agua desionizada
mL

*Solucién de oligoelementos del medio BG-11,

H3BO5 0.286
MnCl,. 4H,0 0.181
ZnSO,. 7H,0 0.0222

Na;MoO,. 2H,0 0.0390
CuSO,. 5H,0 0.0079

Co(NO3) ,. 6H,0 0.00494

METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA LA EVALUACION DEL DESEMPENO
BIOLOGICO DEL CM
Determinacion de peso seco. Tredici et al. (1991).
Procedimiento:
e Se toma un volumen de 15 mL de suspensién del cultivo

e Se colectan las células mediante filtracion
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e Se utilizan membranas de nitrocelulosa de 5um, las cuales se colocan a
peso constante a 105°C por 24 h
e Calcular el peso seco de la biomasa, reportando como mg biomasa / mL

Actividad de nitrogenasa mediante ensayo de reduccion de acetileno.
Venkataraman (1981).

Procedimiento:

o Se lleva a cabo en viales de 25 mL de capacidad

o Colocar 10 mL de suspension del consorcio

o Se reemplaza 1 mL de la atmésfera interior por 1 mL de acetileno 1%

. Se incuba por 192 h con iluminaciéon de 80 pmol fotones m? s* y un

fotoperiodo 12:12 horas luz:oscuridad y una temperatura de 21 °C

o Se analiza la fase gaseosa en cromatégrafo de gases (Varian CP3380
FID) en busca de eteno, bajo las siguientes condiciones: T columna = 60°C, T
inyector = 200 °C, T detector = 250°C, Columna: Carbowax 1540/Porapak Q 1/8”
x 6 ft, acarreador: N gas, 15 psi y un flujo de 600 mL/min.

Cuantificacion de pigmentos (Brock et al., 2004)

Procedimiento:

e Colocar 5 mL del cultivo en un tubo

Centrifugar a 3000 rpm por 15 min

e Retirar el sobrenadante

e Adicionar 5 mL de Metanol al 90 %

e Calentar a bafio maria por 10 min a 70 °C tapando la boquilla del tubo con
parafilm

e Guardar en refrigeraciéon en oscuridad por 24 h

e Transcurrido el tiempo, centrifugar a 3000 rpm por 15 min

-132 -



e Leer el sobrenadante en una celda de plastico en un espectrofotometro a
666, 653y 470 nm
e Se calcula el contenido de clorofila a con las siguientes ecuaciones y se

hace un promedio de los resultados obtenidos:

Clorofila a mg/ L = 13.9 (Abs 665 nm- Abs 750nm)

Clorofilaamg /L = 15.68 (Abs 666 nm) — 7.34 (Abs 653 nm)

Cuantificacion de fésforo inorganico (Pi) (Gonzéalez y Pefialosa 2000)
Reactivos
1. Sol. Molibdato de amonio al 16% en H,SO4 1.0 N.
2. Reactivo de color: Preparar cada vez que se utilice. Mezclar 4 mL de
molibdato de amonio al 16% en H,SO,4 10 N, 36 mL de agua desionizada y
2 g de FeSO47H,0.
3. Acido tricloroacético (TCA) 0.5 N
4. Sol. patron de KH,PO, 1mM
Método
1. Ala muestra que contiene hasta 0.7 ymoles de Pi, agregar TCA 0.5 N
hasta que el volumen sea de 2 mL y mezclar.
2. Agregar 1 mL de reactivo de color y mezclar.
3. Preparar blanco de reactivo con 2 mL de TCA 0.5N y 1 mL de reactivo de
color.
4. Alos 10 min, leer la absorbancia a 660nm. El color es estable 30 min a

temperatura ambiente.
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5. Muestra problema: Para el caso del medio PCG, tomar 1 ml del filtrado de
células + 1 ml de TCA (0.5N) + 1 ml de reactivo de color y procesar igual
que el punto 4.

Curva patrén (0-0.6 pmoles)

Tubos
Reactivos (mL) 1 2 3 4 5 6 7
Patréon de KH,PO, 1mM | O 01]/02]03|04|05|0.6
Agua bidestilada 1.0/09|08|0.7/06|05|04
TCA 0.5N 10|10|10|10|120(210]1.0
Reactivo de color 10|10|10|10|120(210]1.0

Cuantificacién de nitratos: Método de Brucina-Acido Sulfamico (APHA,
AWWA, WPCF, 1992)
Reactivos:
1. Sol. Madre de NO3 1mg/L * (pesar 721.8 mg KNOg3 y aforar a 1 L agua
desionizada)
2. Sol. Patron de KNO3 0.01mg/L (Dilucién 1:100 sol. Madre) * (Iml = 1ug
NO3)
3. Sol. NaCl 30% (es necesario dejarla en agitacion toda la noche para que la
sal se disuelva completamente)
4. Sol. H;SO,4 (una dilucién 1:1.25 del reactivo en hielo, es necesario hacerlo
en cama de hielo, reaccion altamente exergonica).
5. Reactivo de Brucina-acido Sulfamico *

*almacenar en refrigeracion a 4°C
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Curva Patron y muestra problema:

Tubos

Reactivos (mL) [1 2 3 4 5 6 Problema
H,0 (desionizada) 3 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0

KNO; 0.01mg/L 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

NaCl 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6
Brucina 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Problema (diluir 1:30) 3.0

H,SO, 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

1.Incubar tubos a 95°C en bafio maria 20 min.

2. Enfriar a temperatura ambiente

3. Tomar lectura de absorbancia a 410 nm (calibrar el espectro
con el tubo 1)

Determinacién de NH4;" (Método del fenato 132 C) (APHA, AWWA, WPCF,
1971)

Reactivos:

a. Acido hipocloroso (hipoclorito): A 40 mL de agua destilada adicionar 10 mL de
cloro (CLOROX) comercial al 5 %. Ajustar el pH de la mezcla a 6.5-7 con HCI
concentrado. Este reactivo debe prepararse cada semana.

b. Sulfato Manganoso 0.003 M: Disolver 50 mg de MnSO4 H,O en 100 mL de
agua destilada

c. Fenato: Disolver 2.5 g de NaOH y 10 g de fenol (CgHsOH) en 100 mL de agua
desionizada. Este reactivo debe prepararse cada semana.

Stock de Amonio: Disolver 381.9 mg de cloruro de amonio anhidro (NH4CI),
secado previamente en la estufa a 100 ° C y disolverlo en 1 L de agua
desionizada

Estandar de amonio: Disolver 1.25 mL del stock de amonio en 250 mL de agua

desionizada. Este reactivo debe prepararse cada semana.
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Curva

MONH; [0.1/02]03]|04/05|/06|0.7/08]09]1 152 3 |4 5

Volumen |0.1/0.3|04|06(08|09|11|13|14|16|24|3.2|49|6.5]8.
de la|6 |3 |9 |6 (2 |8 |5 (1 |8 |4 |6 |8 |2 |5 |2
solucién
estandar

Volumen | 9.8 |96 (95]93(9.1|9088|86[85[83|75|6.7 50|34
de agua | 4 7 1 4 8 2 5 9 2 6 4 2 8 5
desioniz
ada

© P

Procedimiento
e A unvolumen de 10 mL adicionar los reactivos en el siguiente orden:
b- con 0.05 mL
a- con 0.5 mL
c-con 0.6 mL
e Mezclar con vortex después de la adicion de cada uno de los reactivos
e Se observa una coloracion azul después de 10 min y es estable 24 horas
e Leerla absorbancia a una longitud de onda de 630 nm
Nota. El material a utilizar debe estar lavado con extran, agua destilada y agua

desionizada para evitar interferencias
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ANEXO I

Técnica para la limpieza de las diatomeas con acido nitrico (Rushforth et al.,

1984)

Procedimiento:

1.

2.

10.

11.

Colocar 2 mL de muestras en vasos de precipitado de 50 mL

Adicionar 20 mL de agua destilada y 10 mL de acido nitrico

Calentar lentamente y se deja hervir la muestra hasta que disminuya el
liquido a 20 mL evitando un calentamiento que provoque que la muestra se
salpique

Adicionar aproximadamente 50 mg de dicromato de potasio y se hierve por
5 minutos mas

La muestra se deja enfriar a temperatura ambiente y después se colocan
12 mL en tubos Falcon, se centrifugan por 10 min a 500 rpm

Se elimina el sobrenadante hasta un volumen de 2 mL con pipeta pasteur
Resuspender la muestra con agua destilada hasta un volumen de 12 mL

La centrifugacion, la resuspension y el decante se realiza seis veces; en el
altimo lavado se llena hasta un volumen de 10 mL

Desechar el sobrenadante y en el Ultimo lavado se guardan 2 mL de la
muestra para hacer las preparaciones

Tomar 200 pL de los 2 mL, los cuales se colocan en el area central de un
cubreobjetos de 18 mm diametro y se dejan secar en una parrilla a 100 °C
(cada muestra por triplicado)

Se monta el cubreobjetos sobre el portaobjetos, al cual previamente se le

ha agregado unas gotas de Naphrax® (previamente disuelto en tolueno)
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12. Calentar hasta que el Naphrax® hierva de 3 a 10 segundos, cuidando

homogeneizar la muestra presionando el portaobjetos con pinzas

13. Dejar secar las preparaciones un dia para su posterior observacion al

microscopio

14. El resto del sobrenadante se guarda en tubos eppendorf

Técnica para la limpieza de las diatomeas con Peréxido de hidréogeno

(Rushforth et al., 1984)

Procedimiento:

1.

2.

Colocar 2 mL de muestras en vasos de precipitado de 50 mL

Adicionar 20 mL de pero6xido de hidrogeno y 10 mL de agua destilada
Calentar lentamente y se deja hervir la muestra hasta que se concentre el
liquido a 20 mL

Adicionar 10 mL de HCI y dejar hervir hasta alcanzar nuevamente un
volumen de 20 mL

La muestra se deja enfriar a temperatura ambiente y después se colocan
12 mL en tubos Falcén, se centrifuga por 10 min a 500 rpm

Eliminar el sobrenadante hasta un volumen de 2 mL con pipeta pasteur
Resuspender la muestra con agua destilada hasta un volumen de 12 mL

La centrifugacion, la resuspension y el decante se realiza seis veces; en el
ultimo lavado se llena hasta un volumen de 10 mL

Desechar el sobrenadante y en el dltimo lavado s6lo se guardan 2 mL de la

muestra para hacer las preparaciones

10. Tomar 200 pL de los 2 mL, los cuales se colocan sobre toda el area central

de un cubreobjetos de 18 mm diametro y se secan en una patrrilla a 100 °C

(cada muestra por triplicado)

-138 -



11.Se monta el cubreobjetos sobre el portaobjetos, al cual previamente se le
ha agregado unas gotas de Naphrax® (previamente disuelto en tolueno)

12.Calentar hasta que el Naphrax® hierva de 3 a 10 segundos, cuidando
homogeneizar la muestra presionando el portaobjetos con pinzas

13. Secar las preparaciones un dia para su posterior observacion al
microscopio

14.El resto del sobrenadante se guarda en tubos eppendorf

Determinacion de Actividad de Fosfatasa (Whitton et al., 1999)
Los sustratos de fosforo organico utilizados son para-nitrofenil fosfato (pNPP) y
bis para-nitrofenil fosfato (bis-pNPP):

para-nitrofenil fosfato (pNPP) ------- enzima fosfomonoesterasa (PMEasa)

bis para-nitrofenil fosfato (bis-pNPP) ----enzima fosfodiesterasa (PDEasa)
En ambas reacciones la actividad de las enzimas se mide mediante la produccién
de para nitrofenol (pNP) (Chrést y Krambeck, 1986).
Procedimiento:
1. Preparacion del material
Todo el material empleado en estos ensayos se debe lavar previamente en el
laboratorio con HCI al 10% y sumergirlo maximo 30 minutos en esta solucion.
Después se enjuagan 4 veces con agua destilada para eliminar cualquier resto de
fésforo y HCI.
Para preparar el HCI| al 10% se agregan 10 ml de HClI 1 N a 90 ml de agua

destilada. ElI HCI al 10 % se puede reutilizar pero no mas de 10 veces o antes de
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gue adquiera un color amarillento. Es recomendable tener un almacén de material
lavado con HCI al 10%: probetas, matraces Erlenmeyer, tubos, puntas de pipetas,
vasos de precipitados, etc.

2. Preparacion de reactivos (substratos y terminador).

Para-nitrofenil fosfato (pNPP), para la actividad PMEasa (enzima

fosfomonoesterasa) a 50 uM de concentracién final, se prepara una solucién de
1,5 mM.
Stock de 3 mM=0.1113 g pNPP disueltos en 100 ml de Medio Chu

Para el ensayo 1,5 mM =tomar 50 ml del stock de 3 mM + 50 ml de Medio Chu

Bis-para-nitrofenil fosfato (bis-pNPP), para medir la actividad PDEasa (enzima

fosfodiesterasa) a 50 uM de concentracion final, se preparan alicuotas con una
concentracion de 1,5 mM.

Stock de 3 mM= 0.1087 g bis-pNPP disueltos en 100 ml de Medio Chu. Para el
ensayo 1,5 mM = tomar 50 ml del stock de 3 mM + 50 ml de Medio Chu

Se toman de 2 a 3 alicuotas de 5 ml por substrato, se colocan en tubos Falcon
tapados con papel aluminio y se mantienen congeladas hasta el momento del
experimento. Los tubos se marcan con la concentracion final y el nombre del
sustrato.

Nota: El medio de ensayo que se ocupa en la elaboracion de los substratos es sin
estabilizador de pH (HEPES) ni ajuste de pH.

Solucion terminadora (Terminador B)

La solucion para detener la reaccion enzimatica de la fosfatasa o terminador B,
se prepara lo mas cercano al momento de salir al campo, se guarda en tubos de

Falcon de 10 ml cubiertos con papel aluminio y rotulados. Los tubos se mantienen
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a 4 °C hasta el momento de su uso. La solucién terminadora se prepara con 3
reactivos disueltos en 100 ml de H,O destilada, los cuales deben agregarse en el
orden de la Tabla 23 para evitar que precipiten:

Tabla 23. Compuestos requeridos para preparar la solucién terminadora

Compuesto | Cantidad (g) | Concentracion final por tubo
NaOH 4.4 100 mM

EDTA 1.023 2.5mM

K,HPO, 9.57 50 mM

Después de preparar el terminador verificar que el pH se encuentre alrededor de
11.6-11.8. EIl terminador detiene la actividad enzimatica de las fosfatasas al
aumentar el pH. Un pH mayor a 12 puede producir la hidrélisis del sustrato pNPP
(Para-nitrofenil fosfato).

3. Ensayo de la actividad fosfatasa

El ensayo consiste en medir la actividad de las enzimas fosfatasas a partir de la
produccion de pNP (para-nitrofenol) por las enzimas fosfomonoesterasa
(PMEasa) y fosfodiesterasa (PDEasa). La duracion del experimento es de 30 min,
tiempo que empieza a contar después de haber afladido la muestra biol6gica al
primer vial. La absorbancia del pNP se mide con el espectrofotometro a la longitud
de onda de 405 nm vy su concentracion se calcula en el laboratorio a partir de la
curva de calibracion de pNP. Los datos de expresan como pmol pNP liberados
mg™ clorofilaa h™.

El volumen de cada réplica para medir la absorbancia estara en funcion de la
capacidad de los viales del espectro, por lo que es importante mantener la
concentracion de los substratos y el terminador.

4. Ensayo de pNPP a 50 uM concentracion final
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Antes de iniciar el ensayo es muy importante marcar bien todo: viales del ensayo,

viales eppendorf con las muestras bioldgicas, tubos para el filtrado, etc. Se
preparan 6 viales por cada muestra (4 réplicas minimo, un blanco, un control). El
volumen final de todos los viales es 15 ml. Cada réplica lleva medio de ensayo
(ME), substrato (S) y muestra biologica (MB)

El Control (C) lleva ME + MB, se utiliza para eliminar de la lectura la produccion
natural de para-nitrofenol (pNP) llevado a cabo por parte de la cianobacteria.

El Blanco (B) lleva ME+ S pero no MB, sirve para ajustar los resultados y eliminar
la posible degradacion del sustrato durante el tiempo del ensayo. El terminador y

el substrato deben estar descongelados antes de agregarlos a cada vial.

Actividad de fosfatasa (Contenido y volumen (mL) de cada vial).

Réplical | Réplica 2 | Réplica 3 | Réplica 4 | Blanco | Control
Medio CHU10 14,5 14,5 14,5 14,5 14,5 15
Sustrato [1,5 mM] 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 NO
Material Biolégico Sl Sl Sl Sl NO Sl
Terminador 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25

NOTA: Es importante recordar que se debe preparar un lote de viales donde el substrato
a agregar es el pNPP y otro lote para el bis-pNPP. El terminador se agrega después de
gue han transcurrido los 30 min necesarios para detener las reacciones enzimaticas de

las fosfatasas.

REACTIVO SALKOWSKI (Departamento de Edafologia del Colegio de
Posgraduados)

Para preparar 100 mL mezclar:

e 35 mL de acido perclorico
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e 2mL de FeCl;

e 63 mL de H,O destilada
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