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RESUMEN

Las microalgas son organismos fotosintéticos capaces de aprovechar la luz, el diéxido de
carbono y los nutrientes para producir biomasa rica en compuestos de interés bioldgico
como proteinas, lipidos, acidos grasos, carbohidratos, entre otros, ampliamente utilizados
en la alimentacion humana y animal, especialmente en la acuicultura. Hoy en dia, el
cultivo biotecnoldgico de microalgas ha dado paso al empleo de estrategias de cultivos a
traves de fotobiorreactores, los cuales permiten optimizar y controlar las condiciones de
cultivo de las microalgas, ;mejorar la produccién de biomasa y metabolitos, aprovechar
eficientemente la luz y los nutrientes, y favorecer el cultivo de microalgas al interior o al
exterior. En el presente estudio se evalué el crecimiento de la microalga Tisochrysis lutea
(T-Iso) en un fotobiorreactor tubular y columnas de burbujeo instalados en invernaderos
en la Estacion Experimental Las Palmerillas, Almeria, Espafia. La microalga empleada en
esta investigacién es una microalga marina flagelada ampliamente utilizada como
alimento vivo en la acuicultura y nutricién humana, debido a la presencia de compuestos
de alto valor agregado como proteinas, acidos grasos, carbohidratos, pigmentos y otros.
Para el cultivo de Tisochrysis lutea (T-Iso) en el fotobiorreactor tubular (PBR-T) y
fotobiorreactores de columna de burbujeo (PBR-BC) se empled un medio de cultivo
fertilizante en volumenes de aproximadamente 3000 L y 100 L respectivamente,
aprovechando la luz solar, control de pH a 8.0 y temperatura a 25 °C. Se monitored
principalmente la concentracion y productividad de biomasa, consumo de nutrientes,
fluorescencia de clorofilas, irradiancia promedio dentro del reactor (lav), composicion
bioquimica y acidos grasos presentes en la biomasa producida, entre otros parametros.
Los principales resultados obtenidos tras el cultivo de T-Iso en PBR-T muestran que la
microalga alcanzo en ~8 dias de cultivo concentraciones de biomasa (Cb) cercanas a ~1
g/L, una velocidad maxima de crecimiento 0.4 dias™, productividad de biomasa (Pb)
proxima a los 0.16 g/L-dia y valores de fluorescencia de las clorofilas (Fv/IFm) ~0.6 en Ia
modalidad batch. Sin embargo, tras el cultivo de la microalga en continuo se observaron
mejoras en la Cb y Pb, Fv/Fm, eficiencia fotosintética e incrementos en los valores de lav.
Se reportaron incrementos y las cantidades maximas de lipidos (~37%) y proteinas
(~45%) en continuo, en comparacion con el cultivo estatico o batch. Adicionalmente, se
detectaron incrementos en el contenido de acidos grasos saturados (SFA), e insaturados
(USFA) en cultivos continuos. Por otro lado, entre los principales resultados alcanzados
tras el cultivo de T-lso en PBR-BC se reporta que la microalga alcanzé en
aproximadamente 8 dias de cultivo concentraciones de biomasa (Cb) cercanas a ~0.8 g/L,
una velocidad maxima de crecimiento 0.1 dias™, productividades de biomasa (Pb)
proximas a los 0.1 g/L-dia y valores de fluorescencia de las clorofilas (Fv/Fm) cercanos a
los 0.6 en la modalidad batch. Sin embargo, se observaron mejoras en los valores de Cb y
Pb, Fv/Fm, eficiencia fotosintética e incrementos en los valores de irradiancia promedio
dentro del reactor (lav) cuando la microalga se cultivé en la modalidad semicontinuo
empleando tasa de dilucién en PBR-BC. Se reportaron incrementos en las cantidades
maximas de lipidos (~34%) y carbohidratos (~23%) en comparacién con cultivo estaticos
0 batch. Por otro lado, se detectaron incrementos en el contenido de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA), e insaturados (USFA) en cultivos semicontinuos. Estos
resultados demuestran el efecto de la modalidad de cultivo sobre el crecimiento de
Tisochrysis lutea (T-Iso), parametros de cultivo (FV/Fm, lav, otros), produccion de
biomasa, lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos grasos, siendo una herramienta de gran
utilidad para el aprovechamiento de la biomasa microalgal.
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CAPITULO 1. ASPECTOS GENERALES DE LA TESIS

1.1 Antecedentes del problema.

Existe un creciente interés global por nuevas fuentes alternativas de alimento que no
compitan con los existentes, con lo cual conlleva a enfocar nuestra atencion hacia
especies de organismos con potencial biotecnolégico y que pueda ofrecer mayores
beneficios. Entre el grupo de organismo capaz de hacerle frente a problemas actuales
estan las microalgas, debido a que poseen ventajas sobre otros organismos tales como
plantas (Hannon, Gimpel, Tran, Rasala y Mayfield, 2010), bacterias y hongos (Andrade
Dominguez y otros, 2012).

Las microalgas son catalogadas como una fuente prometedora de compuestos de interés
biolégico con diversas aplicaciones. Estas representan la primera base nutricional en la
cadena alimentaria acuatica, debido a su capacidad para utilizar luz solar, di6xido de
carbono y nutrientes para producir moléculas organicas de interés (Vinayak y otros, 2015;
Fuentes-Griinewald, Garcés, Alacid, Rossi y Camp, 2012). Actualmente, se conoce que
las microalgas contienen una amplia variedad de compuestos bioactivos, muchos de los
cuales tienen aplicaciones comerciales en productos farmacéuticos, cosméticos,
nutracéuticos, alimentos para humanos o animales (Kelman y otros, 2012). El uso de
microalgas para el consumo humano se ha incrementado en las ultimas décadas (Sun,
Wang, Guo, Pu y Yan, 2014), debido a su impacto positivo sobre la salud humana
(Rajasekaran, Sivagnanam y Xavier, 2008), lo cual se refleja en la tendencia de los
consumidores, que han intensificado el uso de productos derivados de microalgas
dirigidos a la promocion de la salud, asi como al tratamiento frente a enfermedades

cronicas (Bishop y Zubeck, 2012).

El cultivo de algas inicié aproximadamente en el afio 531, a partir de los primeros registros
de colecta de Porphyra (Pulz y Gross, 2004). Existen reportes que indican que las
microalgas fueron empleadas como alimento en México durante la civilizacion azteca
(Koru, 2012). Bernal Diaz del Castillo, miembro de las tropas de Hernan Cortez, recolectd
Spirulina del lago de Texcoco en México (Sanchez, Castillo, Rozo y Rodriguez, 2003). De
acuerdo con Hallmann (2007), alrededor de 10" toneladas de algas se cosechan cada afio
por las industrias de biotecnologia de algas para diferentes propésitos, y alrededor de 60

empresas comerciales estan vendiendo algas o productos de algas en todo el mundo, lo

-



que indica que las microalgas han ganado la atencién del mundo cientifico, como se
muestra en diversos estudios, por su capacidad bioquimica y fisiolégica (Barra,

Chandrasekaran, Corato y Brunet, 2014).

La mejora de las técnicas de cultivo de microalgas permitié la expansion y el desarrollo de
estas para su uso en la acuicultura (Stottrup y McEvoy, 2003). Las microalgas se utilizan
ampliamente en la acuicultura, en la produccion biotecnolégica de productos de alto valor,
para camarones y peces (Borowitzka, 1992). Se sabe que algunas especies de
microalgas que contienen alto contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos, son
considerados como ingredientes alimenticios de gran importancia (Sen Roy y Pal, 2015).
El contenido de proteinas y vitaminas es un factor importante que determina el valor
nutricional de las microalgas (Hemaiswarya, Raja, Kumar, Ganesan y Anbazhagan, 2011),
al igual que los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) derivados de microalgas, como por
ejemplo, acido docosahexaenoico (DHA), acido eicosapentaenoico (EPA), a-acido
linolenico (ALA) y acido araquidonico (AA), se han reportado que son esenciales para
diversas larvas (Hemaiswarya y otros, 2011; Sargent, McEvoy y Bell, 1997), sin embargo,
existen especies de microalgas que son ampliamente utilizadas en acuicultura debido a la
composicion de su biomasa. Dentro de las microalgas, se ha informado que las diatomeas
poseen un gran potencial biotecnolégico en la acuicultura, debido a la capacidad de
ciertas especies de sintetizar acidos grasos poliinsaturados omega 3 (por ejemplo, EPA vy
DHA) (Xing, Wang, Cao y Chang, otros, 2007; Guedes, Amaro y Malcata, 2011a). Se ha
encontrado que el EPA, juega un papel importante, como precursor de un grupo de
eicosanoides que son cruciales en el desarrollo y regulaciéon de muchos procesos

fisioldgicos (Hemaiswarya y otros, 2011).

Dada la situacion que atraviesa la poblacion mundial, existe un creciente interés por la
inclusién de recursos marinos en la dieta del hombre, por lo cual es necesario incrementar
la produccidn de éstos, a fin de suplir los requerimientos de la poblacion mundial (Garcia
Garcia, Rouco y Garcia, 2001). La pesca de captura y la acuicultura proporcionan a unos
3 000 millones de personas, cerca del 20 % de la ingestion media de proteinas de origen
animal per capita y a otros 1 300 millones de personas constituye el 15 % de su ingestion
per capita (HLPE, 2014). Recientes reportes indican que la proporcién de personas que
se dedicaban a la pesca de captura disminuyé del 83% en 1990 al 68% en 2016, mientras
que la de las personas que se dedicaban a la acuicultura aumenté en consecuencia del
17% al 32% (FAO, 2018).




Segun estadisticas recopiladas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, ONUAA, o mas conocida como FAO, en 2018, la produccién
mundial de pescado de la acuicultura alcanzé 82,1 millones de toneladas, 32,4 millones
de toneladas de algas acuaticas y 26 000 toneladas de conchas marinas ornamentales y
perlas ornamentales, lo que eleva el total a un maximo histérico de 114,5 millones de
toneladas (FAO, 2020). Este reporte informa en valores per capita, el consumo de
pescado comestible aumentdé de 9,0 kg (equivalente en peso vivo) en 1961 a 20,3 kg en
2017, a una tasa media de alrededor del 1,5% anual, mientras que el consumo total de
carne crecio un 1,1% por afio en el mismo periodo. Las estimaciones preliminares del

consumo de pescado per capita en 2018 se situan actualmente en 20,5 kg (FAO, 2020).

En Panama, la acuicultura constituye una practica que data de décadas y se percibe
como una actividad sostenible para la seguridad alimentaria y la nutricion. De acuerdo a
cifras preliminares del Instituto de Estadistica y Censo (INEC) de la Contraloria General
de la Republica de Panama en 2017, existian 22 fincas destinadas al cultivo de
camarones marinos en las provincias de Coclé (15), Herrera y Los Santos (4), Panama y
Veraguas (3). Segun el reporte, por motivos de confidencialidad estadistica no se pueden
separar los datos de las provincias de Herrera y Los Santos, Panama Oeste y Veraguas.
Adicionalmente este informe detalla la evolucién del sector acuicola en la Republica para
el 2017, reportandose un aumento de 85 % (9,376,733 kilos) en los camarones
cosechados en relacién con el 2015 (8,646,014 kilos). Las ventas fueron de 8,928,330
kilos, de los cuales el 13.2 % fueron locales y 86.8 % al exterior, mientras que el gasto
realizado en remuneraciones fue de 7,440,586 millones de USD y en otros gastos
41,529,962 millones de USD, lo que reflej6 un aumento de 1.2 % y 11.3 %,
respectivamente. Por otro lado, el cultivo de peces fue realizado por 54 fincas, de las
cuales se cosecharon 1,671,940 kilos de peces, la venta de los mismos fue de 907,602
kilos, correspondiente a 6.3 % a la venta local y 93.7 % a ventas al exterior. Los ingresos
obtenidos fueron de 12,696,948 millones de USD, lo que representd un descenso de 22.5

% con relacion al 2015.

En una entrevista realizada por Tejera (2019) a Flor Torrijos, administradora de la ARAP,
se sefiala que los efectos del cambio climatico y la sobrepesca han mermado el recurso
marino local, conduciendo a que la produccion pesquera registre, en lo que va del afio,
una caida del 40% y para revertir este descalabro en la actividad pesquera, la industria le

apuesta a la acuicultura. Segun este reporte, Panama tiene el agua perfecta para




desarrollar la maricultura y en los préoximos ocho afios, en el pais se invertiran mas de 55
millones de USD en el cultivo de cobia, bojala, tilapia, algas marinas, conchas perliferas,
atun aleta amarilla, pargo de la mancha y pampano, en granjas marinas. En marzo de
2020, la Autoridad de los Recursos Acuaticos de Panama (ARAP) informé que las
estadisticas de exportacién en la industria pesquera y en la acuicultura presentaron
resultados positivos en productos como camarones con 4.4 millores de USD con un
incremento del 45 %, harina y el aceite de pescado con 13.3 millones de USD con un
incremento del 200 % (Autoridad de los Recursos Acuaticos de Panama [ARAP], 2020).

La industria mundial de la acuicultura se ha convertido en una industria importante que
produce alimentos saludables y proporciona empleo e ingresos en muchos paises
desarrollados y en desarrollo (Olsen y Hasan, 2012). Segun estadisticas de la FAO en el
afio 2009, aproximadamente 66 millones de toneladas (70%) de los peces silvestres
recolectados se usaron directamente para el consumo humano, mientras que 23 millones
de toneladas (30%) se usaron para fines no alimentarios después de convertirse en harina
y aceite de pescado (FAO, 2011). La industria de alimentos para acuicultura generalmente
depende del uso de harina de pescado, ya que es una fuente importante de proteinas y
contiene importantes vitaminas, minerales y nutrientes (acidos grasos) (Dawood, Koshio,
Ishikawa y Yokoyama, 2015). Reportes indican que el precio mundial de la harina de
pescado oscilé entre 500 USD y 700 USD por tonelada durante el periodo 2000-2005
(Rana, Siriwardena y Hasan, 2009), pero desde 2002, el precio promedio se duplicé a
aproximadamente 1,200 USD por tonelada en 2009 (Olsen y Hasan, 2012). De acuerdo al
IndexMundi (2019) (Disponible en: www.indexmundi.com) la clasificacion de productores
de harina de pescado es liderada por Pert (890 TM = toneladas metricas), Vietnam (460
TM), la Unién Europea (UE-27) (450 TM), Chile (360 TM) y China (350 TM). Esta misma
direccion web reporta que el precio promedio mensual de la harina de pescado entre
noviembre de 2019 y abril de 2020 oscilé6 entre 1,360.00 y 1,390.00 USD por tonelada
meétrica, siendo la empresa peruana Tecnolodgica de Alimentos (TASA) la principal con una
produccion estimada de 230,000 toneladas por afio. Esta empresa reporta en su direccion
web (http://www.tasa.com.pe/) para Junio de 2020 una produccién acumulada de
3 743,581 TM de harina de pescado y 747,194 TM de aceite de pescado.

En nuestro pais, segun datos de la Contraloria General, el comportamiento de algunas

actividades economicas durante el primer semestre de 2017, en comparaciéon con el

mismo periodo de 2016 registra un decrecimiento en la produccién harina de pescado




(14.6%) y aceite de pescado (38.7%). Estos reportes mostraron para el primer semestre
2016 una produccién de 12,514 TM de harina de pescado y 5,675 TM de aceite de
pescado, mientras que para el primer semestre 2017 se produjeron 10,684 TM de harina
de pescado y 3,480 TM de aceite de pescado de las cuales se emplearon 56,806 TM y
44,867 TM de pescado para la obtencion de estos rubros. Resultados similares fueron
observados entre el 2014 y 2015, reportandose una disminucion en cuanto a la
produccion de harina de pescado (22.5 %) y aceite de pescado (38.5 %).

Se ha referenciado que el alimento para peces representa principalmente el 60% del
costo total del sistema de cultivo (Essa, Mabrouk y Zaki, 2004). Diversos estudios indican
que la produccion total de piensos compuestos para uso industrial aumenté mas de tres
veces, de 7.6 millones de toneladas en 1995 a 29.2 millones de toneladas en 2008, de los
cuales se estima que el sector de la acuicultura consumié 3.72 millones de toneladas de
harina de pescado (60.8 % de la produccién mundial de harina de pescado) y 0.78
millones de toneladas de aceite de pescado (73.8 % de la produccién mundial de aceite
de pescado) pero se espera que para el 2020 este consumo disminuya (Tacon, Hasan y
Metian, 2011). Estos autores sugieren que las razones de esta disminucién se asocian
principalmente a mayor uso de peces de alimentacién directamente para el consumo
humano y la disminucion en la captura de peces de alimentos dedicados debido a ajustes
de cuotas mas estrictos y controles mas estrictos sobre la pesca no regulada, asi como al

mayor uso de sustitutos de harina de pescado dietéticos mas rentables.

La alta demanda de la cantidad limitada de harina de pescado disponible junto con las
variaciones naturales en el suministro se ilustra en los aumentos de precios durante las
ultimas dos décadas (Olsen y Hasan, 2012). Los precios de los alimentos y los
ingredientes para piensos han aumentado y es probable que sigan subiendo debido a las
crecientes demandas de una poblacién en aumento, el desvio de algunos granos para su
uso en biocombustibles, el aumento de los costos de produccion, transporte y los cambios
en el comercio mundial debido a la demanda de alimentos y materias primas (Tacon y
otros, 2011). Numerosos grupos de investigacion de todo el mundo estan preocupados
porque se espera que la produccion acuicola continlie aumentando a corto plazo. Esto se
traducird en una mayor presiéon de la pesca sobre las poblaciones silvestres para
suministrar harina de pescado y aceite de pescado, lo que amenaza la sostenibilidad de la
actividad acuicola (Taelman, De Meester, Roef, Michiels y Dewulf, 2013). Algunos

estudios se han llevado a cabo con el uso de proteinas a partir de organismos como




bacterias, levaduras o microalgas para reemplazar la harina de pescado en la

alimentacion acuicola (Tacon, Hasan y Subasinghe, 20086).

La produccién a escala comercial de biomasa de algas podria ser una alternativa viable a
la harina de pescado y al aceite de pescado en la acuicultura ya que el principio de
alimentacion de pescado a pescado utilizado en la acuicultura es insostenible porque se
necesita mas de 1 kg de pescado para producir 1 kg de pescado criado en granjas
(Taelman y otros, 2013). Es en estos escenarios donde las microalgas juegan un papel
fundamental como una fuente de alimento vivo rica en diversos componentes de interés
como proteinas, carbohidratos, lipidos, pigmentos, antioxidantes, vitaminas, entre otros.
Las microalgas pueden producirse en serie mediante diversas tecnicas y la produccion
total se estima en alrededor de 10,000 toneladas por afio (Richmond, 2004). La
produccién de microalgas implica la utilizaciéon de sistemas de cultivos apropiados que
favorezcan la obtencion de biomasa. La mayoria de los sistemas de cultivo de algas se
pueden describir como fotobiorreactores (FBRs en espafnol, PBRs en inglés) abiertos o
cerrados, de los cuales los sistemas cerrados, por ejemplo, fotobiorreactores tubulares
(PBR-T), fotobiorreactores de panel plano (Flat-panel) y fotobiorreactores de columna
(PBR-BC) son los mas conocidos (Taelman y otros, 2013). En la actualidad se emplean
diversos sistemas de cultivos de microalgas, entre ellos se encuentran los sistemas de
cultivo abiertos (raceways), los cuales en comparacion con los fotobiorreactores cerrados,
representan una herramienta econdmica barata para la producciéon de biomasa de algas a
gran escala (Brennan y Owende, 2010). Generalmente, los reactores tubulares son
adecuados para cultivos al aire libre, son relativamente baratos, tienen una gran superficie
de iluminacion vy significativas productividades de biomasa (Ugwu, Aoyagi y Uchiyama,
2008). Por ello, la optimizacién de las condiciones de cultivo de las microalgas son
factores de mucha importancia, ya sea para su aplicacion a pequefia escala o a gran
escala, porque constituye un punto de gran relevancia para la produccion de biomasa de

calidad y alto perfil nutricional, para su empleo como alimento vivo en acuicultura.

1.2 Situacidn Actual o estado actual del problema

1.2.1 Planteamiento del problema.

¢Como obtener una fuente altemativa de alimento vivo rica en proteinas y acidos grasos

esenciales para ser empleado en la acuicultura?




Actualmente, es indudable el impacto provocado por el cambio climatico en los distintos
ecosistemas. Esto se traduce en una respuesta directa de nuestro entorno a tales
condiciones no favorables al desarrollo y conservacién del mismo. La busqueda de
fuentes alternativas de recursos alimentarios y energéticos representa una de las grandes
tendencias en la actualidad. Desde hace varias décadas, se considera que el uso de
microorganismos con gran potencial biotecnolégico constituye una fuente alternativa para
los requerimientos actuales de la poblacién mundial, y es en este escenario donde surge
el papel determinante del uso de las microalgas. Tal vez para muchos poco conocidas, sin
embargo actualmente es innegable el rol que juegan este tipo de microorganismos
fotosintéticos en la solucién de problematicas globales. Se considera a las microalgas una
de las principales productoras de oxigeno del planeta, a la vez poseen la capacidad de
fijar gases de efecto invernadero tales como didxido de carbono de la atmoésfera. Estos
microorganismos son considerados una gran alternativa a las actuales limitaciones de

alimento para animales asi como para humanos.

En esa direccion, la produccién de microalgas para su uso como alimento vivo en
acuicultura es una realidad. Se conoce el potencial que ofrece la biomasa a partir de
microalgas en cuanto a composicién bioquimica y productos de alto valor agregado,
representando una variable en la produccion acuicola, debido a la importancia de
satisfacer los requerimientos nutricionales de la poblacion que se incrementa velozmente

y con ello, surge la necesidad de producir alimento de manera sostenible.

En el ambiente econémico, la acuicultura constituye un recurso de gran importancia,
debido a que se torna una fuente de empleo y divisas. La acuicultura tiene mucho
potencial de disminuir la sobrepesca y de dar ingreso y subsistencia a areas
empobrecidas (Samudio y Heckadon-Moreno, 2009), generando socioecondémicamente
un impacto positivo al pais. Por otro lado, la produccion de harinas y aceites de pescado
empleados para la nutricion animal (acuicultura) sufre hoy en dia una disminucién en la
produccion debido a las limitaciones que se encuentran a partir de la materia prima. Este
hecho ha provocado que diversas investigaciones se enfoquen en la busqueda de
recursos alternativos que no compitan con otros productos basicos de la poblacién como
lo son las microalgas. Hoy en dia se cuentan con sistemas de produccién de microalgas
eficientes como los son los fotobiorreactores que permiten la obtencidon de biomasa
microalgal libre de patogenos y con un gran potencial nutricional. Por tal razén, este

proyecto planted producir biomasa de microalgas en fotobiorreactores como una fuente




alimenticia rica en compuestos de gran potencial para su aplicacién futura en acuicultura
especialmente durante el desarrollo larvario de peces, crustaceos, moluscos u otros

organismos.

1.3 Supuesto (s) General (es) o Hipétesis.

¢Constituye la biomasa de Tisochrysis lutea producida en fotobiorreactores una fuente de
alimento vivo rica en proteinas, carbohidratos y acidos grasos con aplicaciones en la

acuicultura?

1.4 Objetivos

1.41 Objetivo General.
» Producir biomasa de Tisochrysis lutea en fotobiorreactores como una fuente de

alimento vivo para la acuicultura.

1.4.2 Objetivo (s) Especifico (s)

» Establecer las condiciones para el cultivo biotecnolégico de la microalga
Tisochrysis lutea.

» Evaluar la productividad, acumulacién de biomasa y parametros fotosintéticos de
la microalga en los fotobiorreactores.

» Valorar el efecto del empleo de tazas de dilucidn en la optimizacion y produccién
continua del cultivo de la microalga.

» Analizar el contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos presente en la biomasa
producida.

* Identificar los principales acidos grasos presentes en la biomasa microalgal por

cromatografia de gases/FID.

st



1.5 Delimitacion, Alcance o Cobertura.

El desarrollo de esta investigacién se llevd a cabo principalmente en la Estacién
Experimental Las Palmerillas, Universidad de Almeria, Espafia durante una estancia de
investigacion de tres meses (18 enero al 18 de abril de 2017). Dicha estancia fue
auspiciada por la SENACYT a través del proyecto APY-GC-2016-035 correspondiente al
programa de Generacion de Capacidades Cientificas y Tecnolégicas. El Dr. Francisco
Gabriel Acién Fernandez, catedratico de la Universidad de Almeria, supervisoé la pasantia.
Se realizaron cultivos de microalgas al exterior en fotobiorreactores tubulares y columnas
de burbujeo, con la finalidad de producir biomasa con potencial nutricional con
aplicaciones futuras en la acuicultura. Esta investigacién favorecié la obtencién de
conocimientos y transferencia de tecnologias lo que seria de gran utilidad para la

investigacion y el sector acuicola en Panama.

1.6 Restricciones y/o Limitaciones.

Este proyecto buscaba generar conocimientos y experiencias en la obtencién de un nuevo
producto de consumo animal en la acuicultura empleando microalgas, debido a que
constituyen una alternativa viable para la obtencién de productos potenciales. Sin
embargo, fue necesario desarrollar este proyecto dentro del marco de colaboracion entre
Instituciones que estén ensayando tecnologias para la produccién de microalgas, como es
el caso de la Universidad de Almeria, Espafia, que posee una gran trayectoria en el
cultivo de microalgas a gran escala empleando fotobiorreactores. En nuestro pais resulta
escaso encontrar una estacion experimental con diversos tipos de fotobiorreactores
(tubulares, raceways, capa fina, columnas de burbujeo entre otros) enfocados en la
produccion de microalgas a escala industrial, lo que representé una de las principales

limitantes de este proyecto.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 ;Qué son las microalgas?

Las microalgas son organismos fotosintéticos microscopicos que se encuentran tanto en
ambientes marinos como de agua dulce (Priyadarshani y Rath, 2012). Estas son
consideradas la base de la cadena alimentaria en los ecosistemas acuaticos y con la
ayuda de la energia solar, pueden utilizar el agua y didéxido de carbono para sintetizar
compuestos organicos, acumularlos y secretar muchos metabolitos de interés (Guedes,
Amaro y Malcata, 2011b; Tandeau-de-Marsac y Houmard, 1993; Leén, Martin, Vigara,
Vilchez y Vega, 2003). El mundo de las microalgas presenta una rica biodiversidad
caracterizada por diferentes rasgos biolégicos, ecoldgicos y funcionales (Barra y otros,
2014). Las microalgas combinan, de manera equilibrada, algunas propiedades tipicas de
las plantas superiores (fotosintesis, simples requerimientos nutricionales) con atributos
biotecnoldgicos (tasas de crecimiento rapido y capacidad de acumular o secretar

compuestos de gran importancia) (Guedes y otros, 2011a).

Las microalgas muestran un alto grado de biodiversidad y se consideran una de las
fuentes mas prometedoras para nuevos productos y aplicaciones (Pulz y Gross 2004).
Las grandes ventajas de las microalgas son que no requieren tierra fértil o alta calidad de
agua (Santos-Sanchez y otros, 2016). Ademas, las microalgas no compiten por los
alimentos o el agua destinados al consumo humano, ya que se pueden cultivar en agua
salobre (Demirbas, 2008) y agua de mar (Singh y Olsen, 2011). Sin embargo, al obtener
compuestos bioactivos, es preferible utilizar un medio de cultivo con una composicion
quimica definida y en ausencia de microorganismos que compitan por los nutrientes
(Santos-Sanchez y otros, 2016). Las microalgas pueden duplicar su biomasa entre 2 a 5
dias en promedio y alcanzar altos rendimientos sin la aplicacion de pesticidas, herbicidas
o fungicidas (Costa y de Morais, 2011). Estas a su vez contribuyen significativamente a
reducir el efecto invernadero debido a su capacidad de biofijacién de diéxido de carbono
(CO;) (Wang, Li, Wu y Lan, 2008; Brennan y Owende, 2010). Ademas pueden usar la
energia solar de manera eficiente para transformar las aguas residuales, el excedente de
CO:; y posiblemente algunos nutrientes adicionales en una biomasa verde rica en lipidos,
azucares, proteinas, carbohidratos y otros compuestos organicos valiosos (Batista,

Gouveia, Bandarra, Franco y Raymundo, 2013). Estos microorganismos convierten
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sustancias inorganicas como carbono, nitrégeno, fosforo, azufre, hierro y oligoelementos
en materia organica como verde, azul, rojo, marrén y otros colores de biomasa (Batista y
otros, 2013). Por lo tanto, las condiciones de crecimiento podrian optimizarse para
maximizar la produccion de las biomoléculas de interés (Batista y otros, 2013). Debido a
que las algas deben adaptarse rapidamente a las nuevas condiciones ambientales para
sobrevivir, producen una gran variedad de metabolitos secundarios con estructuras que
no se pueden encontrar en otros organismos (Gouveia, Marques, Sousa, Moura y
Bandarra, 2010). Dependiendo de las especies de microalgas es posible obtener a partir
de la biomasa microalgal una gran variedad de compuestos de alto valor agregado como
lo son pigmentos, polisacaridos, triaglicéridos, acidos grasos y vitaminas, que también se
utilizan comunmente como productos a granel y productos quimicos especializados en
diferentes sectores industriales (por ejemplo, productos farmacéuticos, cosméticos,
nutracéuticos, alimentos funcionales, acuicultura, biocombustibles) (Cuellar-Bermudez y
otros, 2014) (Cuadro 1).

Cuadro 1

Especies de microalgas ricas en compuestos de alto valor y sus aplicaciones (Cuellar-
Bermudez y otros, 2014; Batista y otros, 2013; Borowitzka, 2013; Casal y otros, 2011;
Guedes y ofros, 2011a; Pulz y Gross, 2004; Spolaore y otros, 2006; Serensen y otros,
2013)

Especies

Producto

Areas de aplicacion

Chlorella vulgaris
Dunaliella salina
Haematococcus pluvialis
Isochrysis galbana
Nannochloropsis gaditana
Phaeodactylum
tricornutum

Pomphyridium cruentum

Scenedesmus almeriensis

Spirulina platensis

Biomasa y pigmentos
Carotenoides, B-caroteno

Carotenoides, astaxantina, cantaxantina,

luteina

Acidos grasos, carotenoides, fucoxantina
Acido eicosapentanoico (EPA)

Lipidos, acido eicosapentaenoico, acidos
grasos

Acido araquidénico (ARA), polisacaridos

Luteina, B-caroteno

Ficocianina, acido y-linolénico, biomasa rica
en proteinas

Comida sana, suplemento alimenticio

Alimentos saludables, complementos
alimenticios, piensos.

Alimentos  saludables, productos
farmaceéuticos, aditivos para piensos.

Productos farmacéuticos,
cosmeética, nutricion animal.

nutricién,
Productos farmacéuticos, nutricion.

Nutricién, produccién de combustible.

Productos fammacéuticos, cosmética,
nutricién.
Productos farmacéuticos, nutricién,
cosmeética.

Comida sana, cosmética.




2.2. Las microalgas: Fuente de nutracéuticos y alimento

Los nutracéuticos son nutrientes de los alimentos o productos alimenticios que no sélo
complementan la dieta, sino también facilitan la prevenciéon o tratamiento de
enfermedades y/o trastornos (Kalra, 2003). Hay méas de 470 productos alimenticios
nutracéuticos y funcionales disponibles en el mercado con beneficios para la salud (Eskin
y Tamir, 2006). Actualmente, se considera a este grupo de microorganismos un recurso
sin explotar, siendo una importante fuente de compuestos bioactivos de alto valor,
ademas de productos bioquimicos tales como pigmentos, antioxidantes, polisacaridos,
esteroles, acidos grasos y vitaminas (Mata, Martins y Caetano, 2010). Su alto contenido
proteico, aminoacidos, hidratos de carbono, pigmentos, acidos grasos de la familia de los
omega 3 y omega 6 y presencia de vitaminas esenciales (por ejemplo, A, B1, B2, B6, B12,
C, E, nicotinato, biotina, acido félico y acido pantoténico), hacen de las microalgas una
fuente no convencional que contribuiria a mejorar el estado nutricional de alimentos y por
lo tanto la salud de seres humanos y animales (Becker, 2004; Jin, Polle, Lee, Hyun y
Chang, 2003; Cornet, 1998; Soletto, Binaghi, Lodi, Carvalho y Converti, 2005).

Al ser una rica fuente de nutrientes esenciales, son considerados alimentos de gran
importancia, especialmente en los paises asiaticos como China, Japén y Corea
(Priyadarshani y Rath, 2012). Microorganismos tales como Spirulina, Chlorella, Dunaliella,
Haematococcus, y Schizochytrium son clasificados como fuentes de alimento debido a
que se incluyen como categoria GRAS (Generally Regarded as Safe, Generalmente
Considerado como Seguro) por la Administracion de Alimentos y Farmacos de Estados
Unidos (U.S. Food and Drug Administration-FDA) y cada dia van ganando una mayor
aceptacion en el mercado de alimentos saludables (Chacén-Lee y Gonzalez-Marifio,
2010). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha llamado a la Spirulina uno de los
mas grandes sUper alimentos de la tierra y la NASA la considera como una excelente
comida compacta para el viaje espacial, ya que en una pequefia cantidad de esta
biomasa es posible encontrar una amplia gama de nutrientes (Khan, Bhadouria y Bien,
2005). Es por ello que hoy en dia, se ha incorporado en galletas, barras nutricionales,
fideos, y otros productos alimenticios funcionales (Pulz y Gross, 2004). Por otro lado, se
ha reportado que células de Chlorella contienen 1,3-B-glucano, un inmunoestimulante
activo, que actia como agente depurador de radicales libres y reductor de lipidos en
sangre (Becker, 2004). De igual forma se han encontrado algunos polisacaridos

extracelulares que poseen actividad antitumoral (Sun, Wang y Zhou, 2012; lwamoto,




2004). Dunaliella es conocida por su capacidad de producir altas concentraciones de
carotenoides, especialmente [-caroteno, empleado como nutracéutico o ingrediente
alimentario (Vilchez y otros, 2011), debido a su actividad provitaminica A (Graham vy
Rosser, 2000), mientras que Haematococcus produce un carotenoide conocido como
astaxantina (Christaki, Bonos, Giannenas, Florou-Paneri, 2013), considerado un potente

antioxidante (Chacon-Lee y Gonzalez-Marifio, 2010).

2.3. Isochrysis o Tisochrysis

Las microalgas doradas son organismos flagelados unicelulares y al igual que las
diatomeas, producen altas cantidades de lipidos (Santos-Sanchez y otros, 2016). Estos
microorganismos se encuentran en cuerpos de agua dulce y salada, como rios, lagos y
estanques, y representan un grupo de aproximadamente 1000 especies divididas en 120

géneros (Khan, Rashmi, Hussain, Prasad y Banerjee, 2009).

Figura 1. Tisochrysis lutea CCAP 927/14, Coleccion de Cultivos de Algas y Protozoos
(Culture Collection of Algae and Protozoa-CCAP, Escocia, Reino Unido).

Isochrysis galbana es una de las especies de la orden [sochrysidales, perteneciente a la
division haptophyta (phylum) y fue identificada por primera vez por Bruce, Knight y Parke
en 1939, Isochrysis galbana es una célula ovoide bastante pequefia (2—5 pm; 40-50 pm?®)
con dos flagelos apicales lisos (Hubert y otros, 2017). Cepas de /sochrysis (T-Iso y Parke)
se describieron y estudiaron ampliamente reportando que [sochrysis affinis galbana,
comunmente designada como T-Iso, era un clon tahitiano co-especifico con /. galbana
Parke que se origina en las zonas templadas (Hubert y otros, 2017). En relacién con su

origen, T-Iso es capaz de adaptarse a un rango mucho mas amplio de condiciones de




temperatura y luz comparado con /. galbana Parke (Ewart y Pruder, 1981; Tzovenis, De
Pauw y Sorgeloos, 2003a). Bendif, Probert, Schroeder y Vargas (2013), emplearon genes
que codifican una pequefia subunidad ribosomal del ARN (SSU ARNr) como marcadores
filogenéticos moleculares, concluyendo que la distancia genética entre T-Iso y /. galbana
es suficiente para elevar a T-Iso como un nuevo género. Este género se llamé Tisochrysis
lutea en referencia al nombre anterior de la cepa y al color amarillo de las células (Hubert
y otros, 2017), al igual que en la misma area, Pseudoisochrysis paradoxa también fue
renombrada como /sochrysis galbana. Diversos autores han descrito para el caso de T-Iso
(Isochrysis aff. galbana Green) una cepa ampliamente reconocida en acuicultura (De
Pauw y Persoone, 1988; Benemann, 1992; Gladue y Maxey, 1994; Borowitzka, 1997)
debido a su biomasa que posee un perfil de lipidos deseados, ya sea para uso directo en
acuicultura o para la extraccion de lipidos para la industria quimica (Tzovenis, De Pauw y
Sorgeloos, 2003b). Resultados sugieren que particularmente /. galbana T-Iso, podrian ser
una fuente de biomoléculas para la industria farmacéutica y la produccion de aditivos
alimentarios funcionales debido a que pueden considerarse una alternativa ventajosa

frente a otras microalgas producidas actualmente (Custodio y otros, 2013).

2.4. Microalgas en acuicultura

Las aplicaciones comerciales de microalgas se han ampliado en los Ultimos afios para
incluir la producciéon de una amplia gama de moléculas como suplementos nutricionales,
antioxidantes, cosméticos, tintes naturales y &cidos grasos poliinsaturados (PUFA)
(Spolaore y otros, 2006) o biodiesel (Schenk y otros, 2008). Las microalgas son
beneficiosas en la acuicultura y su produccién para la alimentacién se divide en
monocultivo intensivo, para fases larvarias de los bivalvos, camarones, y algunas
especies de peces; y cultivos extensivos, empleados para alimentar otros estadios de
bivalvos, carpas y camarones (Priyadarshani, Saku y Rath, 2012). De igual forma las
microalgas también se emplean como alimento indirecto, en la produccién de zooplancton
(es decir, artemia y rotiferos) y alimento esencial para varias larvas carnivoras
(Welladsen, Kent, Mangott y Li, 2014). Esto refleja la importancia de las microalgas para
la nutricion de las larvas durante un breve periodo, ya sea para consumo directo en el
caso de los moluscos y camarones o indirectamente, como alimento vivo para larvas de

peces pequefos (Muller-Feuga, 2000).




El suministro de microalgas vivas es esencial en la acuicultura de mariscos, ya que aun
no se ha encontrado una alternativa para la sustitucion total de dietas vivas (Marchetti y
otros, 2017). En consecuencia, los piensos se suministran como dietas de algas mixtas
para proporcionar una dieta equilibrada estimada que cumple con los requisitos
nutricionales (Marchetti y otros, 2017). La manipulacion de algas puede ser una forma
relativamente simple de alterar la composicién del alimento sin cultivar varias especies, lo
que permite al cultivador de algas centrarse en las especies de algas que se sabe tienen
altas tasas de ingestion y digestion por bivalvos (Marshall, McKinley y Pearce, 2010) y
que son faciles de cultivar. La viabilidad econdmica de los sistemas de criadero de peces
depende en gran medida del conocimiento mejorado de los requisitos dietarios de las
larvas, como los de los acidos grasos poliinsaturados n-3 (PUFA) (Sorgeloos, Dehasque,
Dhert y Lavens, 1995). La importancia de dichos PUFAs en la alimentacién de larvas de
peces marinos se ha racionalizado (Sargent, Bell, Bell, Henderson y Tocher, 1994; Robin,
1995) sobre la base de la incapacidad de éstos para convertir 18:3 n-3 en 20:5 n-3 a tasas
suficientemente altas. Como es sabido que el 20:5 n-3 promueve el crecimiento regular y
altas tasas de supervivencia de larvas (Volkman, Jeffrey, Nichols, Rogers y Garland,

1989), se insta a su inclusidn en la dieta diaria como requisito nutricional estandar.

De acuerdo con Marshall y otros (2010), la nutricion es el principal factor que influye en la
supervivencia y el crecimiento de las bivalvas larvales. Actualmente, el suministro
constante de microalgas vivas sigue siendo la unica fuente de alimento para la cria de
larvas de bivalvos en condiciones controladas, ya que no se han desarrollado alimentos
sustitutos (Muller-Feuga, Robert, Cahu, Robin y Divanach, 2003; Spolaore y otros, 2006).
Los criterios para seleccionar una dieta algal adecuada para larvas de bivalvos se basan
en la morfologia (especialmente el tamafo), la facilidad de cultivo, la ausencia de
toxicidad y la capacidad de las larvas para atrapar, ingerir, digerir y asimilar las algas
(Marshall y otros, 2010). La cantidad y calidad de los lipidos tienen fuertes efectos sobre
las larvas de bivalvos y el rendimiento postlarvario en términos de supervivencia y
crecimiento (Powell, Bochenek, Klinck y Hofmann, 2002; Delaunay, Marty, Moal y Samain,
1993; Nevejan, Courtens, Hauva, Gajardo y Sorgeloos, 2003).

Actualmente, las microalgas se consideran no solo como fuentes de PUFA para la
acuicultura, sino también como fuentes importantes de estos micronutrientes para la
nutricion humana (Custédio y otros, 2013). Actualmente, las principales fuentes dietéticas

humanas de acidos grasos omega-3 y omega-6 son los aceites de pescado y vegetales,
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respectivamente (Simopoulos, 2008). Sin embargo, la disminucién de las poblaciones de
peces ha aumentado la demanda de fuentes alternativas, y las microalgas pueden ser un
suplemento viable de PUFA para la nutricion humana (Custodio y otros, 2013). La
mayoria de los animales acuéticos de granja tienen requisitos dietéticos para los acidos
DHA, EPA, ARA, linoleico (C18:2 n-6) y a-linolénico (C18:3 n-3) (Glencross, 2009) debido
a que estos acidos grasos son considerados de gran importancia para el desarrollo de

estos organismos.

2.5. La luz como nutriente esencial

La luz es la fuente de energia durante la fase de crecimiento fotoautotréfico en la que los
- organismos utilizan el diéxido de carbono para convertilo en compuestos organicos,
especialmente azucares (Juneja, Ceballos y Murthy, 2013). En los cultivos de microalgas
fotoautotréficos, la luz es un factor esencial que afecta la fotosintesis de las microalgas
(Posten, 2009), ademas de estar directamente relacionada con la productividad de los
metabolitos derivados de las microalgas (Kim, Park, Ryu y Lee, 2017). La disponibilidad
de luz dentro de un fotobiorreactor es a menudo el cuello de botella en el cultivo de
microalgas (Barbosa, Hoogakker y Wijffels, 2003). Estos mismos autores indican que la
intensidad de la luz incidente, la trayectoria de la luz y la concentracion de la biomasa
determinan el grado de auto-sombra, lo que conduce a un gradiente de luz dentro del
reactor que determina la productividad del reactor. El proceso de fotoadaptacion-
fotoaclimatacién en algas conduce a cambios en las propiedades celulares segun la
disponibilidad de luz y un aumento en la eficiencia fotosintética (Dubinsky, Matsukawa y
Karube, 1995). Mock y Kroon (2002) afirman que las algas superan la limitante de la luz,
mediante la desaturacion de las membranas de cloroplastos, sin embargo un aumento de
la intensidad de la luz por encima de los limites de saturacion provoca la fotoinhibicién
(You y Barnett, 2004; Gordillo, Goutx, Figueroa y Niell, 1998) que conduce a la
inactivaciéon de las enzimas involucradas en la fijacién de didxido de carbono (Igbal y
Zafar, 1993). Estos hechos afirman el impacto de la luz como nutriente, que afecta el
crecimiento de las microalgas asi como los procesos fotosintéticos que se asocian a la
acumulacion de ciertos metabolitos. Se ha reportado que la composicion de acidos grasos
se ve afectada por el nivel de irradiancia (Guihéneuf, Mimouni, Ulmann y Tremblin, 2008),
en donde las condiciones de luz que favorecen la mayor proporcion de acidos grasos

esenciales son especificas de cada especie (Thompso, Harrison y Whyte, 1990).




2.6. Nutrientes y composicion bioquimica de las microalgas

El carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno, fésforo, azufre, potasio y magnesio son
elementos necesarios para el crecimiento de las microalgas (Juneja y otros, 2013).
Elementos traza o micronutrientes como el hierro, manganeso, cobalto, zinc, boro, cobre y
molibdeno se requieren en pequefas cantidades entre 2.5 a 30 ppm (Walker, 1954).
Deficiencias en la cantidad micronutrientes pueden limitar el crecimiento de algas,
mientras que altas concentraciones de metales (por encima del umbral de toxicidad)
pueden inhibir el crecimiento, deteriorar la fotosintesis, agotar los antioxidantes y dafiar la
membrana celular (Juneja y otros, 2013). Numerosos estudios indican que la
disponibilidad de nutrientes puede regular el crecimiento y la composicion biogquimica de
las algas (Qin y Culver, 1996; Johansson y Graneli, 1999). Elementos como nitrégeno (N)
y el fosforo (P) son considerados componentes principales que limitan la productividad de
biomasa (Villar-Argaiz y Sterner, 2002). Estos son considerados elementos esenciales
para el metabolismo de las algas, ya que su deficiencia puede afectar la sintesis
bioquimica en algas (Kilham, Kreeger, Goulden y Lynn, 1997), especialmente el contenido
de lipidos (Sharma, Schuhmann y Schenk, 2012). La composicioén bioguimica y de acidos
grasos de una especie dada de fitoplancton puede modificarse segun su fase de
crecimiento (Brown, Garland, Jeffrey, Jameson y Leroi, 1993), sistema de cultivo (Ponis y
otros, 2006) y condiciones de crecimiento, es decir, nutrientes, temperatura, irradiancia y
calidad de luz (Sukenik y Wahnon, 1991; Mortensen, Borsheim, Rainuzzo y Knutsen,
1988; Wikfors, Twarog y Ukeles, 1984). La tasa de crecimiento y la composicién
bioquimica de los cultivos de microalgas pueden modificarse, dependiendo de la especie
de microalga (Correa-Reyes, Sanchez, Siqueiros y Flores, 2001), la técnica de cultivo
(Andersen, 2005), tiempo de cultivo (Liang, Beardall y Heraud, 2006) y los factores
ambientales, incluidas la irradiancia de la luz y las caracteristicas espectrales (Dubinsky y
otros, 1995; Tzovenis y otros, 2003a), nutrientes (Lourengo, Barbarino, Mancini, Schnke y
Aidar, 2002; Reitan, Rainuzzo y Olsen, 1994), salinidad (Ranga Rao, Dayananda, Sarada,
Shamala y Ravishankar, 2007) y temperatura (Renaud, Luong-Van, Lambrindi y Parry,
2002).

Los principales grupos organicos presentes en la biomasa microalgal son las proteinas,
carbohidratos y lipidos (Markou, Angelidaki y Georgakakis, 2012). El contenido de
proteinas varia segun las diferentes especies de microalgas del 15 al 71% del peso seco

(Ren, 2014). Segun investigaciones recientes, la proteina algal se considera una fuente
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6ptima para la alimentacién animal, ya que se ha estimado que la proteina algal tiene un
perfil considerable de aminoacidos (Gross, 2013). Los carbohidratos de las microalgas se
pueden encontrar en forma de almidon, celulosa y otros polisacaridos, como productos de
almacenamiento o componentes de la pared celular (Batista y otros, 2013). El contenido
tipico en peso seco de carbohidratos en algas varia de 20% a 40% de la masa celular
total (Hu, 2004). Los carbohidratos de microalgas pueden ser utilizados por varias
tecnologias de conversién de biomasa para la produccién de biocombustibles (Markou y
otros, 2012). El contenido de lipidos es variable en especies de microalgas que varian de
aproximadamente 20 a 50% del peso seco en condiciones de crecimiento o6ptimas
(Brennan y Owende, 2010), mientras que algunas especies de microalgas pueden
acumular lipidos hasta un 75% del peso cuando se cultivan bajo ciertas condiciones de

estrés (Mata y otros, 2010).

2.7. Lipidos en microalgas

Los lipidos microalgales han atraido el interés particular de la industria debido a su amplia
gama de aplicaciones que van desde suplementos en nutricién humana y animal (Tredici,
Biondi, Ponis, Rodolfi y Zitelli, 2009), como bioplasticos (Hempel y otros, 2011) hasta
fuente para biodiesel (Schenk y otros, 2008). Las microalgas pueden producir muchas
clases de lipidos, los cuales, segun la estructura quimica y la polaridad, pueden dividirse
en lipidos polares y neutros (Gong y Jiang, 2011). Entre los lipidos microalgales mas
conocidos y estudiados presentes en la biomasa se encuentran los acidos grasos, los
cuales son componentes basicos de los lipidos, pero no se distribuyen por igual entre las
diferentes clases de lipidos (Hulatt, Wijffels,Bolla y Kiron, 2017). Estos son compuestos
organicos que contienen un grupo carboxilo hidréfilo unido a una cadena de hidrocarburo
que varia de 6 atomos de carbono a 32 atomos de carbono con un grupo metilo terminal

adicional (Zarate, el Jaber-Vazdekis, Tejera, Pérez y Rodriguez, 2017).

Los acidos grasos generalmente se pueden clasificar en dos categorias segun la
polaridad del grupo de la cabeza: (i) lipidos neutros que comprenden acilgliceroles y
acidos grasos libres y (ii) lipidos polares o lipidos anfipaticos que pueden ser
subcategorizados en fosfolipidos y glicolipidos (Cuellar-Bermudez y otros, 2014). Los
acilgliceroles estan formados por ésteres de &cidos grasos unidos a un esqueleto de

glicerol y, seglin su numero de Aacidos grasos, se clasifican en triacilglicéridos (TAG),




diacilgliceroles, monoacilgliceroles (Halim, Gladman, Danquah y Webley, 2011). Sin
embargo, los acidos grasos también pueden clasificarse de acuerdo al nimero de
carbonos y el numero de insaturaciones en la cadena de acilo. Los 4cidos grasos que
contienen dobles enlaces en la cadena de acilo se denominan &cidos grasos insaturados;
si poseen un doble enlace son denominados monoinsaturados (MUFA), si contiene dos o
mas dobles enlaces se llama acido graso polinsaturado o PUFA, mientras que los acidos
grasos saturados no contienen dobles enlaces en la cadena de acilo (Sala-Vila, Miles y
Calder, 2008).

La biosintesis de acidos grasos se lleva a cabo mediante la conversion de acetil coenzima
A (acetil-CoA) en malonil-CoA, catalizada por la enzima compleja acetil-CoA carboxilasa,
donde una de las principales vias bioquimicas para la produccién de acetil-CoA proviene
del 3-fosfoglicerato (3-PG), producto primario de la fijacion del didoxido de carbono
(Cuellar-Bermudez y otros, 2014). En la actualidad se han referenciado ampliamente las
rutas de biosintesis, sustratos, intermediarios y enzimas involucradas en la biosintesis de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFA) ya que éstos son conocidos
por sus aplicaciones. En la ruta de biosintesis de los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga, actuan enzimas conocidas como desaturasas y elongasas que por lo
general utilizan acidos grasos de 18 carbonos y 20 carbonos como sustratos (Wang y
otros, 2013). La sintesis de novo de PUFAs en microalgas es en gran parte a través de
una via aerébica que involucra la adicién secuencial de dobles enlaces a &cidos grasos
saturados, principalmente 18:0 y 16:0, a través de las desaturasas A9 y A12 para producir
18:2n-6 (4cido linoleico, LA), que luego puede ser desaturado adicionalmente por A15
desaturasa para dar 18:3 n-3 (acido a-linolénico, ALA) (Guschina y Harwood, 2006). El
acido linoleico (LA, n-6) y acido alfa-linolénico (ALA, n-3) son considerados acidos grasos
esenciales debido a que no son sintetizados de novo por los humanos vy, por lo tanto,
deben ser proporcionados por la dieta (FAO, 2010). Se ha reportado que los &cidos
grasos omega-3 y omega-6 son competitivos hacia las desaturasas y elongasas para la
adicion de carbonos o dobles enlaces en sus cadenas, respectivamente (Lee y otros,
2016). LA y ALA se convierten en acido gamma-linolénico (GLA, 18:3 n-6) y &cido
estearidonico (SA, 18:4 n-3), respectivamente, por la enzima delta-6 desaturasa. Por
elongacion de dos carbonos, GLA y SA se metabolizan a acido dihomo-gamma-linolénico
(DGLA, 20:3n-6) y &cido eicosatetraenoico (ETA, 20:4 n-3), respectivamente. Estos acidos
grasos posteriormente pueden metabolizarse al acido araquidénico (ARA, 20:4 n-6) y
acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3). ARA y EPA son alargados a acido adrenico




(ADA, 22:4 n-6) y omega-3 acido docosapentaenoico (D-3 DPA, 22:5 n-3) (Lee, Lee, Kang
y Park, 2016) y posteriormente al acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3). Los acidos
grasos omega-3 representan un importante componente estructural de las membranas
celulares humanas, en particular las células neuronales (Brunner, 2006). Se ha
demostrado que el consumo de suplementos de EPA y DHA previene afecciones
cardiovasculares, del sistema nervioso e inflamatorias (Sijtsma y de Swaaf, 2004).
Adicionalmente los PUFAs tienen actividades biolégicas que actuan para influir en la
funcién y la capacidad de respuesta de las membranas celulares y el metabolismo de los
tejidos, a las sefiales hormonales y otras (Zarate y otros, 2017). Estas actividades
biolégicas pueden agruparse como la regulaciéon de la estructura y funcién de la
membrana, la regulacién de las vias de sefializacion intracelular, la actividad del factor de
transcripcion junto con la expresion génica y la regulacion de la producciéon de mediadores

de lipidos bioactivos.

2.8. Fotobiorreactores (PBR)

El empleo de fotobiorreactores para el cultivo biotecnolégico de microalgas permite el
empleo de variaciones en las condiciones de cultivo para producir rapidamente biomasa y
biomoléculas a gran escala (Sanchez y otros, 2008a). La produccion de biomasa de
microalgas puede realizarse tanto en sistemas abiertos como sistemas cerrados. En
ambos sistemas de cultivo de microalgas, interiores o exteriores, la fuente de luz y la
intensidad de la luz son factores criticos que afectan el rendimiento de éstos (Mata y
otros, 2010). En la actualidad se emplean diversos sistemas de cultivos de microalgas,
entre ellos se encuentran los raceways. Los estanques de canales de conduccién o
comunmente llamados Raceways, en general se construyen en hormigdn, concreto,
estanques o fosas en la tierra compactados con plastico blanco. En este tipo de sistema
de cultivo es de gran relevancia, la movilidad del cultivo de microalgas, ya gue en un ciclo
de produccion continua, el cultivo y los nutrientes son impulsados a lo largo del raceway a
fin de facilitar la agitacion del medio y evitando sedimentacion (Brennan y Owende, 2010).
En comparacién con los fotobiorreactores cerrados, los estanques abiertos representan el
método mas barato de la produccién de biomasa de algas a gran escala. A continuacion,
se muestran las ventajas y limitaciones entre ambos, los sistemas abiertos vy

fotobiorreactores.




Cuadro 2
Ventajas y limitaciones de los sistemas de produccién abiertos y fotobiorreactores
(Brennan y Owende, 2010)

Sistema de produccion Ventajas Limitaciones
Relativamente barato Limitadas productividades de biomasa
Fécil de limpiar Gran superficie de tierra requerida
Raceways No utiliza tierra de la agricultura Limitado a una pocas cepas de algas
Entradas de baja energia Baja mezcla, luz y utilizacién de CO;
Facil mantenimiento Los cultivos se contaminan faciimente

Cierto grado de crecimiento de la pared
Abordaje
Requiere espacios amplios de terreno
Gradientes de pH, oxigeno disuelto y
CO; a los largo de los tubos

Amplia superficie de iluminacion
Apto para cultivos al aire libre
Relativamente barato
Buena productividad de biomasa

Fotobiorreactor tubular

Los sistemas de cultivo cerrados o fotobiorreactores, pueden clasificarse de acuerdo al
disefio y modo de operacion (Mata y ofros, 2010). Los disefios de PBR cerrados comunes
son de placa plana, tubular, columna de burbujas y elevacion por aire (Bitog y otros, 2011;
Posten, 2009; Wang, Lan y Horsman, 2012). Los sistemas cerrados son mas caros que
los estanques abiertos en términos de construccién, mantenimiento y requisitos
energeticos, pero permiten el control de parametros abioticos, como la temperatura, el pH
y la inyeccion de CO; (Fuentes-Griinewald y otros, 2012). En consecuencia, la biomasa
obtenida es de mayor calidad y concentracion volumétrica (Carvalho, Meireles y Malcata,
2006b). Los sistemas abiertos tienen menores costos de construccion, requieren menos
mantenimiento y tienen menos requisitos de energia, pero la productividad de la biomasa
es menor y existen problemas relacionados con la evaporacion y la contaminaciéon por
otras especies de microalgas, hongos y protozoos (Benemann, 2008). Los
fotobiorreactores resultan ser mas controlables que los estanques abiertos y benefician el
crecimiento de microalgas y la produccion de lipidos (Ma, Chen, Yang, Liu y Chen, 2016).
Por ejemplo, un fotobiorreactor tubular es el sistema comercial mas utilizado, con
generalmente 20 cm o menos de diametro (Chisti, 2007). Normalmente estan hechos de
materiales transparentes, probablemente polipropileno acrilico o policloruro de vinilo con
un grosor de unos pocos milimetros, lo que permite una adecuada absorcién de la luz
(Safi, Zebib, Merah, Pontalier y Vaca-Garcia, 2014; Briassoulis y otros, 2010). La mezcla y
agitacion del cultivo se realiza utilizando burbujas que forman bombas de aire, y la
iluminacion se puede obtener de la luz solar o luz artificial (Briassoulis y otros, 2010). Los
fotobiorreactores cerrados, tales como placa plana (PBR-FP), columna de burbujeo (PBR-

BC) y el reactor tubular (PBR-T), por lo general exhiben un mejor rendimiento en la




produccion de biomasa, ya que son faciles de controlar, proporcionan una alta relacién
superficie-volumen (S/V) para una mejor exposicién a la luz y podrian eliminar los

problemas de contaminacion (Posten, 2009).

2.9. Modalidades de cultivo

Las modalidades de cultivo de las microalgas se han reportado que poseen cierto impacto
sobre el crecimiento celular y la composicién bioquimica de la biomasa (Han y otros,
2013). Se conoce ampliamente que la modalidad de cultivo batch es un tipo de cultivo
discontinuo o estatico, debido a que se colocan de una sola vez y son cosechados
completamente después que la produccion algal alcanza un nivel apropiado, determinado
a traves del crecimiento celular o produccién de biomasa. Estudios reportan que el modo
de cultivo estatico comunmente denominado batch ha sufrido ciertas modificaciones
convirtiéndolo en otra modalidad de cultivo nombrada semicbntinuo que consiste en
retirar rapidamente una fraccidén del volumen de trabajo y reemplazar este volumen con
medio de cultivo fresco que posee los nutrientes (Hsieh y Wu, 2009). Con la finalidad de
desarrollar modalidades de cultivo continuo fue necesario realizar comparaciones entre
estas estrategias y las discontinuas (batch) exactamente en las mismas condiciones de
cultivo (por ejemplo, disefio del reactor, régimen de cultivo) (Benvenuti, Bosma, Ji
Lamers, Barbosa y Wijffels, 2016). De acuerdo con Hsieh y Wu (2009) se han evaluado
distintas concentraciones de nutrientes y tasas de renovacién para mejorar la
productividad de los lipidos. Por otro lado, Ippoliti y otros (2016); San Pedro, Gonzalez-
Lépez, Acién y Molina Grima (2014), comprobaron que cambios en las tasas de dilucién
tiene como consecuencia cambios en la composicion bioquimica de las microalgas sobre
todo en las cantidades de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos grasos, lo que deja en
evidencia el impacto de las modalidades de cultivo en la produccion de biomasa
microalgal. Por otro lado, los procesos de produccién de algas se pueden clasificar en tres
clases generales de regimenes de crecimiento segun la fuente de energia y el modo de

utilizacion; y estos son: fototréfico, heterotrofico y mixotrofico (Juneja y otros, 2013).

» El cultivo fototréfico se produce cuando las microalgas utilizan luz, como la luz
solar, como fuente de energia, y el carbono inorganico (por ejemplo, didxido de
carbono) como fuente de carbono para formar energia quimica a través de la
fotosintesis (Huang, Chen, Wei, Zhang y Chen, 2010).




e El cultivo heterotrofico involucra el empleo de carbono organico como fuente de
energia en ausencia de luz (Chojnacka y Marquez-Rocha, 2004).

¢ El cultivo mixotréfico se produce cuando las microalgas se someten a la
fotosintesis y utilizan compuestos organicos y carbono inorganico (CO,) como
fuente de carbono para el crecimiento (Chen, Yeh, Aisyah, Lee y Chang, 2011).

2.10. Analisis econémico de la produccion de microalgas a gran escala

La produccion a gran escala de microalgas podria proporcionar recursos valiosos para la
ecologia industrial futura, aportando resultados ambientales como la reduccion del uso de
combustibles fosiles, la mitigaciéon de las emisiones de gases de efecto invernadero, un
mejor uso de la tierra y una mejora en la seguridad alimentaria, sin embargo, para lograr
la viabilidad comercial, aun se necesitan varias soluciones tecnoldgicas innovadoras para
superar los problemas relacionados con el desarrollo de cepas de microalgas, sistemas
de cultivo, proteccion de cultivos, cosecha, procesamiento, riesgos ambientales y gestién
de recursos (Brasil, Silva y Siqueira, 2017). Segun Oostlander, van Houckeb, Wijffels y
Barbosa (2020), la mayoria de los estudios disponibles en la literatura sobre microalgas
para aplicaciones de acuicultura se centran Unicamente en el valor nutricional de las
algas, y dejan de un lado el analisis de costos. Estos autores indican que una reduccion
del costo de proeduccion de microalgas podria mejorar la rentabilidad y, por lo tanto, la
viabilidad de las empresas/criaderos acuicolas. Acién Fernandez, Fernandez-Sevilla y
Molina-Grima (2019), reportaron un estudio comparativo en cuanto al costo de produccion
de biomasa para aplicaciones agricolas y acuicolas en reactores Raceway de 4.5
Euros/kilogramo €/kg empleando agua dulce, fertilizantes y CO, como fuentes de
nutrientes, mientras que al emplear reactores en cascada de capa delgada (Thin-layer), el
costo de produccion de biomasa de microalgas se redujo a 2.3 €/kg (ver Anexos, Cuadro
8). Estos valores estan cerca del valor de 4.15 €/kg calculado para fotobiorreactores
tubulares cerrados (PBR-T) a gran escala, 100 ha (Norsker, Barbosa, Vermué y Wijffels,
2011). Acién, Fernandez, Magan y Molina (2012), reportaron un analisis de costos del
proceso produccion de biomasa, donde el 94% del costo correspondio a la depreciacion y
la mano de obra, de la cual esta ultima puede reducirse con la implementacion de una
automatizacion (Acien y otros, 2017). Sin embargo, el acoplamiento de la produccion de

biomasa de microalgas con el tratamiento de residuos, incluidos los gases de combustion




y las aguas residuales, mejora la sostenibilidad del proceso y permite la produccién de
biomasa adecuada para su uso en la acuicultura (Acién y otros, 2012). Bajo estas
condiciones, el costo de produccion de biomasa se reduce a 3.6 y 1.4 €/kg cuando se
usan ambos tipos de biorreactores (ver Anexos, Figura 28), sin embargo, para alcanzar el
valor critico de 1.0 €/kg, la tecnologia también debe mejorarse, maximizando la
productividad de la biomasa, reduciendo el costo de los reactores / tecnologia y
minimizando la mano de obra requerida para el funcionamiento de la instalacién (Acién

Fernandez y otros, 2019).

2.11. Parametros de importancia en los cultivos de microalgas
Medicion de fluorescencia

La eficacia maxima del fotosistema Il (PSIl) es empleado durante los experimentos como
una medida de la actividad fotosintética de las células (Benvenuti y otros, 2014). Las
mediciones de fluorescencia (Fv/Fm) tienen la ventaja de ser rapidas, sensibles y
minimamente invasivas por lo que son particularmente Utiles en la determinacion del
rendimiento cuéntico maximo basado en la fluorescencia del PSIl (Parkhill, Maillet y
Cullen, 2001). La fluorescencia de las clorofilas se utiliza ampliamente en muchos
estudios de laboratorio como una herramienta para entender el proceso basico de la
fotosintesis, asi como el efecto de diferentes factores ambientales sobre la capacidad
fotosintética (Lichtenthaler y Rinderle, 1988). Estudios previos han sugerido que Fv/Fm es
un buen indice para detectar el estado fisiolégico de las algas (Parkhill y otros, 2001). Una
disminucion en Fv/Fm es una caracteristica significativa de la inhibicion fotosintética
(Herlory, Richard y Blanchard, 2007), y se toma generalmente como el indicador de la
inhibicion fotosintética (Beardall, Young y Roberts, 2001a). Valores entre 0.6 - 0.7 indican
buen estado del fotosistema Il y son valores maximos realistas para microalgas (Cosgrove
y Borowitzka, 2010).

Irradiancia promedio, lav

La irradiancia promedio, lav puede definirse como el promedio de los valores de
irradiancia dentro del cultivo de microalgas (Acién, Fernandez y Molina Grima, 2013).
Segun Molina Grima y otros (1994a) es la cantidad de luz recibida por las células que se

mueven aleatoriamente dentro del cultivo. El concepto de irradiancia promedio permite
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promediar la disponibilidad de luz dentro de cultivos densos a partir de los cuales se
produce una tasa neta de fotosintesis, lo que resulta en la fotosintesis para todo el
volumen de cultivo (Acien Fernandez y otros, 2013). Se ha descrito que la intensidad de
luz promedio en el interior del reactor dependera directamente de la concentracién celular
y de su coeficiente de absorciéon especifico (Barbosa y otros, 2003), por lo que
incrementos en la concentracién de biomasa reduce la energia luminosa disponible para
las células de microalgas individuales y afecta la tasa de crecimiento especifico (Zijffers y
otros, 2010).

La determinacién rigurosa de la irradiancia promedio dentro de un cultivo requiere la
determinacién de (1) la radiacion incidente total en la superficie del fotobiorreactor, (2) la
radiacion a cualquier profundidad dentro del cultivo por la ley Beer-Lambert en funcion de
la concentracion celular y propiedades optica, y (3) la integracion de los valores locales
sobre el volumen total de cultivo (Molina Grima, Fernandez, Sanchez y Garcia, 1996a). La
irradiancia promedio de un cultivo de microalgas, lav (WUE/m?s), se ha descrito por Molina
Grima, Sanchez, Garcia, Ferndndez y Acién (1996b) como una funcién de la
disponibilidad de radiacién solar en el area del reactor, lo (WuE/m?s), la trayectoria de la luz,
el diametro del tubo, p (m); la concentracion de biomasa, Cb (kg/m®); y el coeficiente de

extincion de biomasa, Ka (m?/kg) (Molina Grima y otros, 1994a) (Ecuacion 1):

I 0 a (=K cy) Ecuacién 1
R S R = EXpl—=itg P *
(Ka*p*cb) r .
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CAPITULO 3. MARCO DE ASPECTOS METODOLOGICOS

3.1 Tipo de Investigacion

La investigacion desarrollada fue de tipo experimental ya que se basd principalmente en

el estudio y empleo del método cientifico para la obtencion de los datos.

3.1.1 Definicion

La investigacién experimental es un tipo de investigacion basada en principios del método
cientifico que se utiliza generalmente en ciencias como la sociologia y la psicologia, la
fisica, la quimica, la biologia y la medicina, entre otras. La investigacion experimental
consiste en la manipulacién de una (o mas) variables no comprobada(s), en condiciones
rigurosamente controladas, con el fin de describir de qué modo o por qué causa se

produce una situacion o acontecimiento particular.

3.1.2 Justificacion

Se empled la investigacion experimental ya que a través de ésta es posible obtener datos
verificables y reproducibles empleando el método cientifico, el cual representa una gran
ventaja al aplicar una serie de pasos ordenados, lo que permite la obtencion del

conocimiento cientifico valido.

3.2 Definicion, conceptual, instrumental y operacional de variables.

Se evaluaron distintas variables como lo fueron peso seco, absorbancia, fluorescencia,
composicion bioquimica, acidos grasos. Estas variables fueron definidas en el capitulo

anterior.




3.3 Poblacioén

La poblacion en la cual se enfoco este estudio fueron cultivos de la microalga Tisochrysis

lutea en fotobiorreactores.

3.3.1 Muestra y tipo de muestreo

La microalga empleada en esta investigacion fue Tisochrysis lutea obtenida de de la
Universidad de Santiago de Compostela. Los cultivos biotecnoldgicos de Tisochrysis lutea
se llevaron a cabo en fotobiorreactores tubulares y columnas de burbujeo. Diariamente se
monitoreo el crecimiento de la microalga tomando por triplicado muestras de cultivo
provenientes de los reactores. Tras finalizados los experimentos, la biomasa microalgal se
cosecho por centrifugacion y se liofilizé para analizar la composicion bioquimica y el

contenido de acidos grasos.

3.4 Métodos e instrumentos de investigacion

3.4.1 Meétodos

a) Establecimiento de las condiciones para el cultivo biotecnolégico de la

microalga Tisochrysis lutea en fotobiorreactores.

Indculos de la microalga Tisochrysis lutea se escalaron en botellones de 10 L en la
camara de cultivo con aireacion constante, bajo iluminacion continua de 100 ymol fotones
mZs™ y a una temperatura de 25 °C. Tales cultivos se emplearon para inocular
columnas de burbujeo de 100 L ubicadas en el invernadero, irradiada por luz solar. Se
empleé un medio fertilizante para el cultivo de la microalga constituido principalmente por
30 g/L sal marina, 800 mg/L Ca (NOs),, 100 mg/L KH,PO,, 350 mg/L MgSQ,, 0.02 mL/L
WelgroMix, 0.02 g/L Karentol, 0.1 mL/L oligoelementos y 0.1 mL/L de vitaminas.

Las instalaciones de produccion de microalgas se encuentran localizadas dentro de un
invernadero en la Estacion Experimental Las Palmerillas propiedad de la Fundacion

CAJAMAR (Almeria, Espafia). Las instalaciones poseen diez fotobiorreactores tubulares




construidos como se describié previamente (Fernandez, Acién, Berenguel y Guzman,
2014).

Cada fotobiorreactor tubular (PBR-T) tenia un volumen de 3000 L, estaba provisto por un
tubo de 400 m de largo, 0.09 m de didametro con 3.5 m de alto y una columna de burbujeo
de 0.4 m para intercambio de gases y calor. El reactor poseia una sonda de oxigeno
disuelto (OD5120, Crison, Espafa), pH y temperatura (pH 5083T, Crison, Espafa),
localizadas al final del lazo y conectados a un multiparametros (MM44, Crison, Espania), a
su vez conectado a la unidad de control de PC, permitiendo el completo monitoreo y
control. La radiacién solar recibida en las instalaciones fue monitoreada con un
piranémetro termoeléctrico conectado a un adaptador AC-420 (LP-02, Geodnica S.A.,
Espafia) y a la unidad de control. Cada reactor fue burbujeado con aire a una velocidad de
flujo constante de 200 L/min, mientras que el pH se mantuvo en 8 mediante inyeccion a
demanda de CO, puro a 3 L/min. La temperatura del cultivo se controlé por debajo de 30
°C pasando agua de enfriamiento a 1500 L/h (cuando sea necesario, segun lo determine
el software de control) a través de un intercambiador de calor interno ubicado en la

columna de burbujas de cada fotobiorreactor.

El volumen de inéculo suministrado al reactor al comienzo del experimento fue de 10% del
volumen total de cultivo en el reactor, con el fin de lograr una concentraciéon baja de
biomasa y evaluar correctamente la curva de crecimiento. Una vez inoculado el reactor,
se controld, midiendo diariamente la concentracion de biomasa y la fluorescencia de las
clorofilas. Al final del experimento, una vez que la concentracion de biomasa alcanzé la
fase estacionaria, se recogid el cultivo a través de un proceso de centrifugacion,
almacenandose la biomasa para un posterior andlisis adicional de la composicion

bioquimica y acidos grasos.

Experimentos con fotobiorreactores de columna de burbujeo (PBR-BC) de
aproximadamente 100 L se llevaron a cabo en estos invernaderos. Las condiciones de
cultivo de Tisochrysis lutea ensayadas fueron las mismas que las reportadas para los
reactores tubulares empleando aireacion y un suministro de CO, a demanda para

mantener el pH en 8 a través de los mismos sistemas de control.
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b) Determinacion de la concentracién de biomasa

La concentracion de biomasa en términos de biomasa seca (Cb) se midié diariamente
filtrando entre 50 a 100 mL de cultivo a través de filtros de 1 um, los cuales fueron lavados
con formiato de amonio y secados a 80°C en un horno durante un periodo de 24 horas. La
productividad de la biomasa se calculdé como el producto de la concentracion de biomasa

por la tasa de crecimiento medida cada dia.

c) Determinacion de la irradiancia promedio (lav)

La absorbancia en el intervalo visible (400-800 nm) se midi6 diariamente usando un
espectrofotdmetro Genesis 10S Marca ThomaScientific de doble haz. Se establecieron
relaciones entre la absorbancia medida directamente de los cultivos y el peso seco a fin
de obtener una correlacién que nos permitiera monitorear la evolucion de los cultivos en
términos de concentracion de biomasa (Cb). La concentracion de biomasa de una
muestra desconocida se determiné comparando la absorbancia medida de una muestra
diluida apropiadamente con la curva de calibracién apropiada (Chatsungnoen y Chisti,
2016).

Adicionalmente se calculd el coeficiente de extincion (Ka) dividiendo el valor de
absorbancia medio por la concentracion de biomasa (Cb) y la trayectoria de luz de la

cubeta (Ecuacion 2).

e Abs Ecuacion 2
“ (Cy*p)

La irradiancia promedio in situ del cultivo (lav) fue calculada como una funcién de la
irradiancia en la superficie (lo), el coeficiente de extincion de la biomasa (Ka), la
concentracion de la biomasa (Cb) y el paso de luz incidente en el reactor (p) (Ecuacion 3).
Los valores promedio de irradiancia diarios fueron considerados durante el periodo de luz
fue usado como la irradiancia en la superficie del reactor para calcular la irradiancia
promedio diaria.

I, o
PR, JEIET T Ecuacion 3
(Ka * p i Cb)




El rendimiento cuantico (Pg) fue definido como la cantidad de biomasa generada por

unidad de radiacion (usualmente un mol de fotén) absorbido por el cultivo. Puesto que
representa la relacién entre la generacion de biomasa y el flujo de fotones absorbidos,
puede calcularse mediante la Ecuaciéon 4 (Molina Grima, Garcia, Sanchez, Acién y
Fernandez, 1997). El flujo de fotones absorbido a través del volumen del reactor (Fvol) se
calcula a partir de la irradiancia media en base al volumen de cultivo utilizando la ecuacion
5 (Molina Grima y otros, 1997).

Py Ecuacion 4
¢ —
E Fuol
Foor = lap * Ko * €y Ecuacién 5

La eficiencia fotosintética (PE) es la fraccién de energia fijada en la biomasa en funcion
del calor de combustién de la biomasa que se consideré constante (Qb = 20 MJ/kg)
(Ecuacion 6) (Molina Grima y otros, 1997).

- M Ecuacion 6

PE
Fval

d) Mediciones de fluorescencia

El estado de las células se verificd diariamente midiendo la relacién de fluorescencia de
clorofila (Fv/Fm) con un fluorometro (AquaPen AP 100, Photon System Instruments,
Republica Checa). Se tomaron muestras de aproximandamente 3 mL provenientes de la
muestra extraida de los reactores y se adaptaron a la oscuridad durante 5 minutos antes

de las mediciones.
e) Analisis de la composicion bioquimica a la biomasa producida

Los analisis de la composicién bioquimica en especial de proteinas, lipidos, cenizas y
carbohidratos se llevaron a cabo cada uno por triplicado a partir de la biomasa liofilizada
del final de los cultivos. Los lipidos se determinaron gravimétricamente a partir de un
extracto obtenido con cloroformo: metanol (2:1) (v/v) (Kochert, 1978). El contenido de
proteina se determiné utilizando el método de Lowry modificado (Gonzalez Lopez y otros,
2010). El contenido de humedad se realizdé en un horno por pérdidas de peso después de

24 h a 80 °C, mientras que el contenido de cenizas se realizé en una mufla por calcinacion




a 550 °C durante 6 h. El contenido de carbohidratos de la biomasa se determiné por
diferencia al 100% de proteinas, lipidos y contenido de cenizas.

s Proteinas

Se pesaron entre 5 y 10 mg de biomasa liofilizada en un tubo de vidrio (Pirex) se
adicionaron 2 mL de NaOH 1N y se colocaron en un termo-blogque a una temperatura
entre 95 y 100 °C por 1 hora. Posteriormente se centrifugd la mezcla y se colocd 0.1 mL
de ésta en un nuevo tubo junto con 0.3 mL de NaOH 1N y 0.4 mL de agua. A esta mezcla
se le adicionaron 2 mL del reactivo 3 (solucién de cobre-tartrato saturada), se mezclé y se
dejo reaccionar por 10 min. Seguidamente se adicionaron 0.4 mL del reactivo 4 (Folin-
Ciocalteu diluido) se mezclo y se dejé reaccionar por 30 min a temperatura ambiente,
obteniéndose una coloracién azul. La absorbancia de las muestras se ley6é a 750 nm y se
correlaciond con una curva de calibracion con el estandar de BSA (Bovine Serum Albumin

o Albumina de Suero Bovino) (R?= 0.991) para determinar el contenido de proteinas.
* Lipidos

Se pesaron aproximadamente 100 mg de biomasa liofilizada y alimina, y se macer6 la
mezcla con ayuda de un mortero y pistilo. De alli se tomaron 100 mg de la mezcla y se
adicionaron aproximadamente 2 mL de la mezcla cloroformo-metanol 2:1 (v/v). Se agitd y
centrifugd la mezcla 5 min a 4000 rpm de la que la fase liquida se transfirié a un nuevo
tubo. A este nuevo tubo se le adicionaron 3 mL de HCI 0.1N y 0.3 mL de MgCl, 0.5%
(mh) se agité y se centrifugdé. Con ayuda de una pipeta pasteur se toma la fase
cloroférmica, ésta se colocd en un nuevo tubo, se secé con corriente de nitrégeno y por

diferencia en los pesos de los tubos vacio y con lipidos se obtuvieron los lipidos totales.
+ Cenizas y carbohidratos

Las cenizas se determinaron mediante la incineracién de 100 mg de biomasa liofilizada en
una mufla a 450 °C durante 6 horas. El contenido de carbohidratos se estimé restando la
suma de los porcentajes de las fracciones (proteinas, lipidos y cenizas) de 100%.

f) Analisis de acidos grasos

El contenido y el perfil de acidos grasos se realizaron por transesterificacién directa y
cromatografia de gases segun lo descrito por Rodriguez-Ruiz y otros (1998). Para

determinar el contenido de lipidos saponificables (SL) de las muestras de biomasa, se




parti de microalgas liofilizadas (tres muestras de 10 mg de cada lote) se
transesterificaron directamente en presencia de 1 mL de hexano y 0,125 mg de estandar
interno (acido nonadecanoico, 19:0), usando 1 mL de una solucién 1:20 v/v de cloruro de
acetilo en metanol. Las reacciones se llevaron a cabo en tubos calentados a 105 °C
durante 20 minutos para la transmetilacion. A continuaciéon, la mezcla se enfrio a
temperatura ambiente y se afladi6 1 mL de agua. Los tubos se agitaron y se
centrifugaron. Se formaron dos fases, la superior (hexano) que contenia los FAMEs
obtenidas de los lipidos saponificables presentes en la biomasa de microalgas. Estos
FAMEs se analizaron mediante cromatografia de gases (GC) siguiendo el método descrito
por Rodriguez-Ruiz, Belarbi, Sanchez y Alonso (1998). Se empled un cromatografo de
gases de la serie 6890N de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EE.UU). El
cromatdgrafo estaba equipado con una columna capilar de silice fundida Omegawax TM
(0.25 mm x 30 m, pelicula estandar de 0.25 pm, Supelco, Bellefonte, PA) y un detector de
ionizacion de llama (FID). El nitrégeno fue el gas portador a una velocidad de flujo de 58.1
mL/min y una relacion de divisién de 1:40. Las temperaturas del inyector y del detector se
fijaron a 250 y 260 °C, respectivamente. La temperatura del hormo se fijé inicialmente a
150 °C durante 3 minutos, luego se programé para aumentar a 240 °C a una velocidad de
7.5 °C/min y a 240 °C durante 12 min.

3.5 Software de control y tratamiento de la informacién

El sistema de registro de datos y el software de control de los reactores fue DagFactory
5.0 (Azeotech Inc., USA) y fue establecido, disefiado y construido por el grupo de
investigacion de la Universidad de Almeria, Espafa.

Los datos generados en los diversos ensayos fueron analizados en plantillas de datos
confeccionadas en Microsoft Excel y que fueron elaboradas por el Dr. Francisco G. Acién
Fernandez de la Universidad de Almeria, principalmente para agilizar el analisis de los
resultados, facilitar la elaboracién de los reportes de resultados y unificar un formato para
presentar los resultados. Las tablas de datos y gréaficos fueron confeccionados en

Microsoft Excel 2010 sin la necesidad de emplear paquetes estadisticos.

Es importante sefialar que los graficos se presentaran en el idioma inglés debido a que se
planea escribir un articulo cientifico en inglés, y por ende emplear estos graficos de la

fuente inicial.
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CAPITULO 4. ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4.1 Cultivo de Tisochrysis lutea en un fotobiorreactor tubular (PBR-T)

Se evalué el crecimiento de la microalga Tisochrysis lutea (T-Iso) en un fotobiorreactor
tubular de 3000 L, localizado en la Estacion Experimental Las Palmerillas, Almeria,
Espafia. La microalga fue cultivada en un medio fertilizante (Cuadro 3) preparado sobre
una solucion salina a base de sal marina (NaCl 30 g/L) al exterior, y estuvo expuesta a
intensidades de luz que oscilaban entre ~2000 pE/m®s durante el dia. Durante el
experimento se realizaron mediciones de la absorbancia a 680 y 750 nm, fluorescencia de
clorofilas (Fv/Fm), irradiancia media (lav), peso seco, andlisis de &acidos grasos y

composicién bioquimica a la biomasa producida.

Cuadro 3

Composicién del medio de cultivo empleado para el cultivo de T-Iso en PBR-T

Nutrientes Medio Fertilizante

Ca(NO;;)L mg/L 800
KH,PO,4, mg/L 100
MgSO, 7H,0, mg/L 350
WelgroMix, mL/L 0.02
Karentol, g/L 0.02
Oligoelementos, mL/L 0.1
Vitaminas, mL/L 0.1

a b

Figura 2. Crecimiento de T-Iso en un fotobiorreactor tubular, (a) Inicio del experimento, (b)
fin del ensayo.




4.1.1. Parametros monitoreados durante el cultivo de Tisochrysis Iutea
(T-Iso) en el fotobiorreactor tubular (PBR-T).

41.1.1. Concentraciéon (Cb), productividad (Pb) de biomasa, velocidad
de crecimiento (p), consumo de nutrientes respecto al tiempo.

La Figura 2, evidencia el crecimiento de la microalga Tisochrysis lutea (T-lso) en un
fotobiorreactor tubular (PBR-T), donde la figura a) muestra el cultivo en su fase inicial (0
dias) y la Figura b) a los 9 dias. Durante los primeros 9 dias se muestra un contenido de
biomasa seca cerca a ~1 g/L (Figura 3a). Diversos autores reportan contenidos de
biomasa para /. galbana Parke de 0.9 g/L (Molina Grima, Sanchez, Garcia Sanchez,
Garcia Camacho y Lépez, 1992); I. galbana All4 1.02 g/L (Molina Grima, Sanchez, Garcia
Camacho, Fernandez y Acién, 1994b); /. galbana Parke 0.9 g/L (Sanchez, Martinez y
Espinola, 2000) los cuales resultan ser consonos con los datos encontrados. Zijffers y
otros (2010), indican que el aumento de la concentracion de biomasa reduce la energia
luminosa disponible para las células de microalgas individuales y afecta la tasa de
crecimiento especifico. En este estudio, tanto la velocidad de crecimiento como la
productividad de biomasa presentan un descenso luego que la microalga empieza a
crecer (Figura 3b). La maxima velocidad de crecimiento encontrada oscilaba en los 0.4
dias™ (0.02 h™") con productividades maximas de biomasa de 0.16 g/L-dia. Renaud, Thinh
y Parry (1999) reporta para /sochrysis sp. NT14 velocidades de crecimiento de 0.47 dia™.
Otros trabajos presentan tasas maximas de crecimiento de un grupo de criptofitas entre
0.34 - 0.70 dia™' (Peltomaa, Johnson y Taipale, 2017). Los hallazgos de este estudio
fueron cotejados con otros trabajos de microalgas pertenecientes al mismo género tales
como, [socrysis sp. (0.08 — 0.17 g/L-dia), Isocrysis galbana (0.32 — 1,60 g/L-dia) (Mata,
2010). Las cepas Isochrysis sp. (T-1ISO) CS 177 e Isochrysis sp. F&M-M37 cultivadas bajo
un régimen fototrofico logran alcanzar productividades de biomasa de 0.17 g/L-dia y 0.14
g/L-dia respectivamente (Rodolfi y otros, 2009). Todo lo antes sefialado supone que el
empleo de PBRs, como placas planas (Flat-planet), columnas de burbujas (bubble
columns) y reactores tubulares (PBR-T), generalmente muestran un mejor rendimiento en
la produccion de biomasa (Yeh y Chang, 2011). Los sistemas de paneles planos y
tubulares son los fotobiorreactores mas utilizados (Borowitzka, 1999), ya que permiten

una buena utilizacion de la luz. Se ha observado que la tasa de crecimiento celular y la
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concentracion final de biomasa aumentaron en cultivos de C. vulgaris ESP-31 cuando se

usaron PBR tubulares.
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Figura 3. Concentracion de biomasa (a), tasa de crecimiento (p) y productividad de
biomasa (Pb) para la microalga T-Iso (b).

En la Figura 4, se presenta la relacién entre la concentracién de biomasa y el consumo de

nitratos (N-NO;) y fosfatos (P-PO,). Se muestra la disminucion de ambos nutrientes

conforme avanza la fase de cultivo, debido a que la microalga aprovecha estos nutrientes

para su crecimiento. La absorcion de nitrégeno y fosforo tiene un efecto interdependiente

en el crecimiento de microalgas (Santos-Sanchez y otros, 2016). Se han reportado

reducciones paralelas en el contenido de nitrato y fosfato en el medio de cultivo de N.
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gaditana en PBRs tubulares, manteniendo una proporcion de 5:1 (San Pedro y otros,
2014). Esta misma proporcién de N/P se emple6 al inicio de nuestro ensayo con T-Iso.
Tang y otros (2011), afirman que la concentracion de nitrato disminuye continuamente con
el tiempo de cultivo de Chlorella minutissima, y se hace cero cuando la densidad celular
alcanza un valor maximo, lo que indica que el crecimiento puede ser limitado por nitratos.
El nitrato es considerado el principal factor que afecta la productividad de la biomasa vy,
por lo tanto, se ha empleado para modelar la tasa de crecimiento. El nitrégeno es el
elemento mas importante como nutriente requerido para el crecimiento de las microalgas
(Becker 1994), considerado un componente principal tanto de acidos nucleicos como de
proteinas (Mondal y otros, 2017). Este hecho fue respaldado por estudios previos donde
la contribucion de la limitacion de fosfato a la acumulacion de lipidos no fue tan relevante
como la inanicién de nitratos (Mujtaba, Choi, Lee y Lee, 2012). Mata y otros (2010),
esquematizan una relacion inversa entre el crecimiento de microalgas y el consumo de
nutrientes, e indica que en general, los cultivos de algas en la fase de crecimiento
exponencial contienen mas proteinas, mientras que los cultivos en la fase estacionaria
tienen mas carbohidratos y glucégeno. Desde otro punto de vista, se hipotetiza que
regulando adecuadamente la concentracion de nitrégeno en cultivos continuo, las células
de algas podrian crecer a un ritmo razonable y acumular lipidos simultaneamente, lo que
conduciria a una mayor productividad de lipidos sobre el cultivo discontinuo (Wen, Geng y
Li, 2014).
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Figura 4. Concentracion de biomasa y consumo de nutrientes durante la fase de cultivo
batch.
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4.1.1.2. Fluorescencia de clorofilas (Fv/IFm), irradiancia promedio (lav),
eficiencia fotosintética respecto al tiempo.

En la Figura 5, se presenta la evolucién de la fluorescencia de las clorofilas (Fv/Fm) de T-
Iso durante el cultivo de la microalga respecto al tiempo. La fluorescencia de las clorofilas
se utiliza como una herramienta para comprender el proceso basico de la fotosintesis, asi
como el efecto de diferentes factores ambientales sobre la capacidad fotosintética
(Lichtenthaler y Rinderle, 1988). La relacién entre la fluorescencia variable (Fv) y la
fluorescencia maxima (Fm) proporciona el maximo rendimiento cuantico potencial del
fotosistema Il (PSIl) (Wagner, Braun, Slenzka y Posten, 2015). En nuestro estudio los
valores de fluorescencia de clorofilas se mantuvieron durante todo el experimento entre
0.5y 0.6, lo cual indica que la microalga Tisochrysis lutea no sufrié estrés fisioloégico
durante esta fase de crecimiento y que a su vez se refleja en el crecimiento (Figura 5).
Valores de fluorescencia de clorofilas entre 0.6 - 0.7 indican buen estado del fotosistema ||

y son valores maximos realistas para microalgas (Codgrove y Borowitzka, 201 0).
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Figura 6. Fluorescencia de clorofilas (Fv/Fm) de Tisochrysis lutea en un sistema de
cultivo tipo batch.

La irradiancia media dentro del reactor se usa como una medida de la luz disponible para
las células que se mueven a través de un cultivo denso, en el que existe una distribucion
heterogénea de luz causada por el auto-sombreado (Acién Fernandez, Camacho,
Sanchez, Fernandez y Molina Grima, 1998). La irradiancia promedio obtenida en cultivos




de Tisochrysis lutea se mantuvo practicamente constante a irradiancias <200 UE/m?s
(Figura 6a). Debido a que en los fotobiorreactores la intensidad de la luz difiere en
diferentes en zonas del reactor, condiciona la eficiencia con la que la energia de la luz se
puede convertir en biomasa (Wagner y otros, 2015). Segun Edwards, Thomas,
Klausmeier y Litchman (2015), el crecimiento celular se incrementa en funcién de la
irradiancia, debido a un aumento en la tasa de fotosintesis limitada por luz. Como se
muestra en la Figura 6b, la eficiencia fotosintética de la microalga T-Iso disminuye durante
los primeros dias de cultivo pero luego incrementa siendo acorde con el incremento en la
concentracion de biomasa obtenidos. Estos resultados no superan el 1%, resultando ser

baja, considerando que un valor apropiado esta entre un 2 a 4% (Figura 6).
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Figura 6. Irradiancia promedio y Eficiencia fotosintética de la microalga T-Iso.




Por otro lado, la concentracién de biomasa respecto a la irradiancia promedio presenta
cierta relacion donde a mayores irradiancias promedio la concentracion de biomasa
decrece, siendo menores irradiancias las que permiten la mayor concentracién de
biomasa (Figura 7a). Sin embargo, la productividad de biomasa en funcién de la tasa de
crecimiento indica que mayores productividades se encontraron a partir de una velocidad
de crecimiento >0.2 dia”', como se muestra en la Figura 7b. Contrariamente, en un estudio
se explico la respuesta en crecimiento de /. galbana # 153180 dependiente de la luz en
cultivos discontinuos, observandose que cuando la intensidad de la luz incidente aumentd
se registré un aumento de la tasa de crecimiento y la densidad celular (Liu, Sommerfeld y
Hu, 2013).
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Figura 7. Correlacion entre concentracion de biomasa respecto a la irradiancia promedio,
y productividad de biomasa respecto a la tasa de crecimiento.




4.1.1.3. Comparacion entre la modalidad de cultivo batch y continuo en
el fotobiorreactor tubular.

El crecimiento de la microalga Tisochrysis lutea (T-Iso) se evaluo en la modalidad batch o
estatico y en continuo, a fin de conocer el comportamiento de este organismo frente a
tales condiciones. Se encontré que la concentracién de biomasa se incrementa en el
estado estacionario con el reactor en continuo en comparacién con el estado estacionario
en estatico (Figura 8). Patil, Kallgvist, Olsen, Vogt y Gislered (2007), reportan para la
microalga /sochrysis galvana ~0.5 g/L de biomasa y una productividad de 0.16 g/L-dia en
cultivos continuos mientras que en nuestro estudio encontramos cantidades maximas de
biomasa de T-Iso >0.8 g/L y productividades >0.2 g/L-dia. La productividad de biomasa en
continuo incrementd un 0.1 g/L-dia respecto al ensayo en discontinuo (Figura 8). Tales
resultados sugieren que el recambio de medio de cultivo fresco favorece el crecimiento de
T-Iso. En comparacion con los cultivos discontinuos, el modo de cultivo continuo dio como
resultado cultivos mas estables, con una mayor productividad de biomasa de [. galbana #
153180 cultivada al aire libre en PBR de placa plana (Liu y otros, 2013). Uno de los
factores clave en la produccién de microalgas al aire libre es establecer la tasa de dilucién
optima para maximizar la biomasa (San Pedro y otros, 2014). Se conoce que la tasa de
crecimiento especifico podria controlarse alterando la tasa de dilucion del sistema que
tuvo un efecto significativo sobre la productividad de la biomasa de microalgas (Tang,
Chen, Simon Ng y Salley, 2012). Se encontré una mayor productividad de biomasa con
una dilucién creciente en cultivos de Dunaliella tertiolecta en PBRs. Por otro lado, si la
dilucion es mayor que la tasa de crecimiento especifica, la productividad se vuelve
negativa, ya que la biomasa se lava y por ende se pierde (Lucas-Salas, Castrillo y
Martinez, 2013). En cultivos de Pavlova lutheri crecida en PBRs la concentracion de
biomasa fue mas alta en cultivos batch (0.540 g/L) que en cultivos continuos (0.385 g/L);
sin embargo, si se consideran los resultados experimentales en términos de
productividad, el rendimiento obtenido en cultivos discontinuos (0.030 g/L-dia) es
considerablemente menor que el rendimiento equivalente obtenido cuando se trabaja
continuamente (0.114 g/L-dia) (Carvalho y Malcata, 2005). Frumento, Casazza, Arni y
Converti (2013), reportan productividades de biomasa de la cepa de Chlorella vugars
CCAP 211 crecida en la modalidad continua en un PBR tubular horizontal de 0.033 g/L-
dia y un PBR tubular helicoidal de 0.085 g/L-dia. Sin embargo, otros trabajos han

comparado la productividad de biomasa (Pb) en cultivos continuos de N. gaditana en
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reactores tubulares (T-PBR) y reactores de panel plano (FP-PBR). Se reportan Pb de 0.17
g/L-dia (T-PBR) y 0.27 g/L-dia (FP-PBR) (Camacho-Rodriguez y otros, 2013). Lo que

sugiere que una geometria de panel plano es mas eficiente que una tubular.

Segun Molina Grima, Fernandez, Acién y Chisti (2001), la produccién de biomasa esta
controlada principalmente por la disponibilidad de luz. En cultivo continuo, la tasa de
crecimiento especifico de biomasa depende de la irradiancia promedio. Este hecho se
observa en la Figura 8, en la que el empleo de diluciones favorece la disponibilidad de luz
y con ello incremento en la concentracion y productividad de biomasa. El empleo de tasas
de dilucién favorece la productividad de biomasa en cultivos continuos (Acién Fernandez y
otros, 1998) encontrandose que a una velocidad de dilucion menor de 0,025 h™', Ia
productividad es menor que la alcanzada a una velocidad de dilucién de 0,040 h™, lo que
resalta el efecto de la disponibilidad de luz para prevenir la fotolimitacién. La maximizacién
de la productividad de biomasa en fotobiorreactores es un paso importante para el
desarrollo de la biotecnologia de microalgas, e implica la optimizacion de los parametros
de cultivo y el conocimiento de las caracteristicas de crecimiento del microorganismo
(Barbosa y otros, 2003).
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Figura 8. Concentracion y productividad de biomasa en estado estacionario en batch y
continuo de Tisochrysis lutea (T-Iso).

En la Figura 9, se resume el estado estacionario en batch y continuo de ciertos
parametros tales como fluorecencia de clorofilas (Fv/Fm), coeficiente de absortividad de la
biomasa (Ka) y eficiencia fotosintética, analizados durante el crecimiento de T-Iso. Se
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muestra la relacion entre la fluorescencia de clorofilas en tales condiciones, observandose
que esta se incrementa en continuo con valores préximos a los 0.65. En ambos casos, en
cultivo en estatico o continuo no se encontré estrés fisiolégico de las células de T-Iso
hecho que pudo corroborarse con los valores de Fv/Fm. El méaximo rendimiento cuantico
(Fv/Fm) del fotosistema Il (PSIl) es empleado para evaluar la eficiencia de la utilizacién de
la luz (Benvenuti y otros, 2014). También esta relacion es considerada una medida
conveniente del rendimiento fotoquimico en el complejo PSIl y se considera a menudo
como un indice de fotoinhibicién de la fotosintesis (Liu y otros, 2013). Cultivos /. galbana
# 153180 PBR de placa plana muestran un rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm)
entre 0.6 - 0.7. Se esperan valores de Fv/Fm alrededor de 0.6 - 0.7 para las células de
microalgas sanas, mientras que valores mas bajos que éstos indican que las células han

estado expuestas al estrés biético o abidtico (Young y Beardall, 2003).
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Figura 9. Parametros de cultivo del estado estacionario en batch y continuo de
Tisochrysis lutea (T-1so).

Por otro lado, el coeficiente de absortividad (Ka, m%g) del reactor tubular en el estado
estacionario tanto en batch y continuo presenta diferencias que pueden apreciarse en la
Figura 9. Un coeficiente de absortividad menor en continuo es de esperarse, ya que hay
ingreso de medio de cultivo fresco y mayor luz disponible en el reactor repercute sobre la
disminucion de este parametro. Falkowski y LaRoche (1991), indican que el coeficiente de

absorcién, disminuye si la intensidad de la luz aumenta en un proceso denominado




fotoacclimacion. En cultivos de Dunaliella tertiolecta se registra una disminucién tanto del
coeficiente de absorcién como del contenido de clorofila, respectivamente, al aumentar la
intensidad luminica promedio (Barbosa y otros, 2003). Ciertamente, al diluir el reactor se
favorece la eficiencia fotosintética la cual se incrementa debido a que existe mas luz
disponible dentro del reactor aumentando la eficiencia fotosintética asi como la
concentracion y productividad de biomasa. La atenuacion producida por las células
(efecto de sombreado) depende de la concentracién de biomasa y del coeficiente de
extincion de la biomasa (Acién Fernandez y otros, 1998), efecto que pudo observarse en
los datos previos, donde al cambiar la modalidad de cultivo el cultivo se observaron
variaciones en distintos parametros que se asocian a la cantidad de luz que se aporta al
cultivo en continuo. Cultivos masivos al aire libre de Nannochloropsis sp. son capaces de
soportar altos niveles de irradiacion y alteraciones en el pH, aunque presentan una
disminucion de la actividad fotosintética (Pal, Khozin-Goldberg, Cohen y Boussiba, 2011).
Contrario a nuestro experimento observamos incrementos en la eficiencia fotosintética en
el reactor tubular en continuo (Figura 9), lo que se acomparfia de incrementos en la

concentracion de biomasa.

El efecto de la cantidad de luz disponible para el cultivo resulta ser de gran relevancia
para el crecimiento de la microalga T-Iso. Al evaluar la irradiancia promedio para el cultivo
en estatico y continto en el estado estacionario observamos que en continuo el efecto de
la dilucion retira cultivo e ingresa medio de cultivo el cual permite mas luz disponible para
que la microalga la aproveche para sus procesos fotosintéticos (Figura 10). Diversos
estudios muestran que la productividad de biomasa aumenta con la irradiancia media
hasta un valor maximo (Hall, Acién, Cafizares, Rao y Molina Grima, 2003), tal como se
muestran en estos resultados, los que al aumentar la cantidad de luz disponible producen
un incremento en la concentracién y productividad de biomasa. Barbosa y otros (2003),
reportan que incrementos en las diluciones es de esperarse una disminucién en la
concentracion de biomasa, lo que dara como resultado una mayor intensidad de luz media
dentro del reactor. Sin embargo, en nuestro caso se obtuvo una mayor concentracién de
biomasa, >lav, eficiencia fotosintética en cultivo continuos de T-Iso. El régimen de luz a la
que estan expuestas las células determina la tasa de fotosintesis, pero en reactores
grandes operados en condiciones dinamicas de fluidos similares, la tasa de crecimiento
puede modelarse en funcion de la irradiancia promedio dentro de los reactores (Acién

Fernandez y otros, 2013).
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Figura 10. Irradiancia promedio (lav) en el estado estacionario en cultivos batch y
continuo de Tisochrysis lutea (T-I1so).

41.1.4. Analisis de Acidos grasos a la biomasa de Tisochrysis lutea

(T-Iso) en PBR tubular
El analisis de &cidos grasos de la microalga Tisochrysis lutea se llevé a cabo a partir de
biomasa cultivada en un fotobiorreactor tubular operado en la modalidad batch y

continua.

Los resultados obtenidos tras el analisis cromatografico de los ésteres metilicos de los
acidos grasos reflejan un incremento en las concentraciones de los &cidos grasos
saturados, monoinsaturados y polinsaturados cuando el reactor opera en continuo. En la
Figura 11, se muestra la predominancia de los acidos grasos saturados (SFA) miristico
(14:0) y palmitico (16:0) en concentraciones entre 1.50 y 2.50 mg/mL, sin embargo el
acido oleico (18:1 n-9) (MUFA, monoinsaturado) se encuentra en cantidades ~0.75 y 1.50
mg/mL siendo uno de los principales de este estudio. Se detectaron otros acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados tales como el palmitoleico (16:1 n-7), linoleico (18:2
n-6), a-linolénico (18:3 n-3) y el &cido estearidénico (18:4 n-3). Recientemente se ha
descrito para /. galbana y D. vlkianum, del género de las Haptofitas que el principal SFA
fue el acido miristico (14:0) y el principal MUFA fue el acido palmitoleico (16:1n7) (Batista
y otros, 2013). /. galbana se utiliza ampliamente como especie de alimentacién para la
cria comercial de muchos animales acuaticos, en particular larvas y moluscos juveniles,

crustaceos y especies de peces (Fidalgo, Cid, Torres, Sukenik y Herrero, 1998), debido a




la acumulacién de PUFA n-3 (Donato, Vilela y Bandarra, 2003; Bandarra, Pereira, Batista
y Vilela, 2003).

La importancia biolégica de estos &cidos grasos ha sido expuesta en diversas
investigaciones donde se resalta el valor de estos compuestos debido a los multiples
beneficios. Mecanismos explican los efectos protectores del acido oleico con respecto a la
diabetes mellitus tipo 2 y la sensibilidad a la insulina (Palomer, Pizarro-Delgado, Barroso y
Vazquez-Carrera, 2017). Se ha reportado que el 4cido oleico y palmitico provocan efectos
opuestos sobre macrofagos / células de Kupffer y hepatocitos (Pardo, Gonzalez-
Rodriguez, Guijas, Balsinde y Valverde, 2015). Sin embargo, se ha comprobado que el
acido oleico puede ser util tanto en la inmunomodulacién, tratamiento y prevencién de
diferentes trastornos como enfermedades cardiovasculares o autoinmunes, alteraciones
metabolicas, lesiones cutaneas y cancer, ademas de ejercer un papel destacado en la
absorcion de farmacos (Sales-Campos, Reis, Crema, Santana, y Ribeiro, 2013). Es
importante mencionar que la sintesis de &cidos grasos insaturados de cadena larga
requiere la presencia de elongasas y desaturasas especificas, que actuan principalmente

sobre los &cidos palmitico, estearico y oleico (Bellou y otros, 2014).

Los acidos grasos poliinsaturados son &cidos grasos catalogados de gran importancia
biolégica y se caracterizan por la presencia de mas de una insaturacién. En el presente
estudio se encontraron acidos grasos poliinsaturados omega 3 (n-3) y omega 6 (n-6)
como se muestra en la Figura 11. Estudios han revelado que los acidos grasos linoleico
(LA, n-6) y acido alfa-linolénico (ALA, n-3) son considerados &cidos grasos esenciales, ya
que éstos no pueden ser sintetizados por los humanos y por lo tanto deben ser provistos
por la dieta (FAO, 2010). Este hecho se fundamenta principalmente debido a que una
dieta de acido linoleico puede funcionar como un precursor del acido araquidénico (ARA),
del mismo modo, el acido alfa-linolénico es un precursor de EPA y DHA (Bird, Calder y
Eggersdorfer, 2018). Los seres humanos no pueden convertir los acidos grasos n-6 en
acidos grasos n-3 y tienen una capacidad muy limitada para convertir el acido a-linolénico
en EPA y DHA (Brenna, Salem, Sinclair y Cunnane, 2009). Por lo tanto, las principales
fuentes dietéticas de EPA y DHA son los pescados, especialmente el pescado azul,
salmon, bacalao, salmonete, arenque, entre otros (Mori, 2017). La calidad del aceite de
pescado también varia segln la especie, la estacién y la ubicacion geografica del pez
(Cuellar-Bermudez y otros, 2014), pero al igual que los humanos, los peces obtienen EPA

y DHA de su dieta, basicamente de microalgas. Estas son consideradas productoras




iniciales de EPA y DHA en la cadena alimenticia marina (Adarme-Vega y otros, 2012) y
algunas han sido empleadas en la producciéon comercial de PUFAs (Peltomaa y otros,
2017). En particular, éstos PUFA son importantes para el crecimiento y el funcionamiento
de la retina, el cerebro, los tejidos reproductivos y para la salud cardiovascular (Bhakuni y
Rawat, 2005; Horrocks y Yeo, 1999).
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Figura 11. Concentracién (mg/mL) de los acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados detectados en la biomasa de Tisochrysis lutea en batch y continuo.

La sintesis de acidos grasos puede proceder por rutas anaerdbicas a través de enzimas
policétido sintasa, que solo estan presentes en algunos microorganismos, o por vias
metabdlicas aerdbicas, que son mas universales, ya que ocurren en plantas, algas,
hongos y animales (Zarate y otros, 2017). Esto consiste en la elongacion sucesiva
(elongacién de la cadena de carbonos) y pasos de desaturacion (inclusion de dobles
enlaces en la cadena de carbonos), reacciones controladas por las enzimas elongasas y

desaturasas (Sayanova y Napier, 2004).

En el Cuadro 4, se resume los porcentajes en cuanto al peso seco de los &cidos grasos
identificados a partir de biomasa de Tisochrysis lutea T-Iso crecida en batch y continuo en
reactores tubulares. Se observa que en ambos casos se registra mayor cantidad de
acidos grasos saturados y monoinsaturados en contraste con los acidos grasos
poliinsaturados, al igual que mayores cantidades de SFA en comparacion con el resto de

los acidos grasos.




La acumulacién de lipidos en microalgas puede estar influenciada por la temperatura, la
intensidad de la luz, el pH, la salinidad, las sales minerales y la fuente de nitrégeno (Yeh y
Chang, 2011), asi como de variaciones en la modalidad de cultivo. Hoy en dia, son
numerosos los grupos de investigacion que incursionan con novedosas modalidades para

el cultivo de microalgas como lo son los fotobiorreactores.

Un fotobiorreactor (PBR) es principalmente un biorreactor en el que se incorpora una
fuente de iluminacién para que los organismos que crecen en él puedan utilizar la energia
de la luz (Mondal y otros, 2017). Entre los diversos tipos de fotobiorreactores, los cerrados
son més controlables que los estanques abiertos y benefician el crecimiento de
microalgas y la producciéon de lipidos, siendo el PBR tubular el sistema comercial mas
utilizado (Ma y otros, 2016). También se ha demostrado que el disefio del fotobiorreactor
(PBR) es crucial para el cultivo de microalgas y la produccién de lipidos (Chen y otros,
2011; Posten, 2009), permitiendo la obtencion sostenible de biomasa microalgal rica en
componentes de interés. El uso de fotobiorreactores tubulares cerrados (PBR) permite un
mejor control de las condiciones de crecimiento, minimizando la contaminacién y el
consumo de recursos, mejorando la produccién y la calidad de la biomasa resultante y

reduciendo los costos de produccién (Acién, Fernandez y otros, 2012).

Dentro de los factores antes mencionados la luz es un factor de gran relevancia para la
acumulacion de lipidos en microalgas (Hu y otros, 2008). Se informa que la sintesis de
novo de los TAG intracelulares esta altamente correlacionada con la actividad fotosintética
y con la energia luminica disponible para las células de microalgas (Dillschneider,
Steinweg, Rosello y Posten, 2013; Pan, Wang, Chuang, Chang y Chen, 2011). De
acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 8 y 9), se aprecia un aumento en el contenido
de biomasa y eficiencia fotosintética al operar el fotobiorreactor tubular en continuo. Se
observa en la Figura 10, que el cultivo en continuo posee mas luz disponible para las
celulas, lo que favorece la acumulacién de acidos grasos saturados (SFA) e insaturados
(USFA). Variaciones en estos parametros permiten que las células respondan a una
mayor velocidad de crecimiento y a la actividad fotosintética bajo una alta renovacion
celular (es decir, alta dilucién) (Klyachko-Gurvich y otros, 1999). Diferencias en el
contenido de USFA en T. lutea crecida en continuo y batch en este estudio asocian una
mejora del nivel de insaturacion a altas tasas de renovacién lo que conduce a un aumento
inevitablemente en la fluidez de la membrana (Klyachko-Gurvich y otros, 1999; Tzovenis y
otros, 2003). Esto deja en evidencia que un suministro de luz suficiente para las
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microalgas es Util para obtener un alto contenido de lipidos (Wen y otros, 2016). Mondal y
otros (2017), reportan para /sochrysis galbana un 32% en el contenido de SFA y 29% de
MUFA en comparacién con nuestro estudio donde encontramos en promedio (continuo-
batch) 49% SFA y 17% MUFA para Tisochrysis lutea T-Iso. Sin embargo, tras la
operacion continua del reactor tubular identificamos incrementos en el contenido de
acidos grasos SFA de ~7% y ~12% MUFA con respecto a la operacién del reactor en
estatico. Ohse y otros (2015), encontraron que el mayor porcentaje promedio de acidos
grasos en /. galbana fue de SFA (58.04%), seguido de MUFA (28.80%) y en niveles mas
bajos de PUFA (12.57%), los cuales fueron consistentes con los resultados encontrados
en nuestro estudio. San Pedro y otros (2014), demostraron con Nannochloropsis gaditana
(crecida en PBR tubular) que conforme la irradiancia promedio en el reactor, lav,
aumento, se produjo un aumento apreciable en la cantidad de acidos grasos saturados,
tal como se muestra en la Figura 10 (lav batch y continuo) un incremento en la irradiancia
promedio en el reactor (lav >40 UE/m’s) expresa un incremento de los SFA (Cuadro 4).
Los principales acidos grasos saturados C14:0 y C16:0 se incrementaron en continuo
52% y 1.6% respectivamente, mientras que los principales 4&cidos grasos
monoinsaturados C16:1 n-7 y C18:1 n-9 aumentaron un ~2% y ~10%. Estos resultados se
apoyan a los obtenidos por Sukenik, Zmorab y Carmeli (1993), donde también se observo
un aumento en el contenido de acido palmitico a irradiancias crecientes. En general, las
células cultivadas con alta intensidad de luz se caracterizan por una alta sintesis de
triacilglicerol, lo que resulta en un bajo contenido de PUFAs y altos niveles de acidos
grasos 16:0 y 16:1 n-7 (Sukenik, Carmeli y Berner, 1989). Las especies Isochrysis
galbana y Thalassiosira fluviatilis contienen mas del 50% de SFA, incluidos tanto en los
lipidos totales como en los acidos grasos totales (Ohse y otros, 2015). Segun estos
autores, en pocas palabras estas microalgas producen niveles mas bajos de acidos
grasos insaturados (USFA), que son los mas deseables para la nutricion humana y
animal. Thompson, Guo y Harrison (1993, 1996), reportan para T-Iso altas cantidades de
14:0 y 16:0, sugiriendo que son de gran importancia para proporcionar energia a las

larvas de ostras.

Reportes indican que bajo altas diluciones, es decir, bajo alta irradiancia, las membranas
fotosintéticas disminuyen el nivel de insaturacién para ajustar la fluidez de las membranas
fotosintéticas por el aumento en la proporcién de glucolipidos con un nivel mas alto de
SFA que PUFAs, identificando en T. lutea SFA (14:0 y 16:0) y MUFA (18:1 n-9)
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predominantes en el almacenamiento de lipidos neutros (Marchetti y otros, 2017). Otros
estudios indican que incrementos en la tasa de dilucion produjeron aumentos
estadisticamente significativos en el porcentaje de acido oleico (C18:1 n-9) en cultivos de
Pavlova lutheri (Carvalho y Malcata, 2005). Investigaciones realizadas a un grupo de
microalgas se encontré que el acido graso principal era acido palmitico (~24%), a-

linolenico (~18%) y acidos oleicos (~15%) (Bellou y otros, 2014).

Benvenuti y otros (2016), informaron que la estrategia operativa (batch, semicontinuo,
continuos) tiene un impacto en la productividad de triglicéridos (TAGs) en la microalga
Nannochloropsis sp. CCAP 211/78 crecida en fotobiorreactores al aire libre. La formacion
de TAG se asocia con un mayor porcentaje de &acidos grasos mas cortos (Sukenik y
Carmeli, 1990; Sukenik, 1999). Se reporté que los procesos semicontinuos o continuos
podrian dar como resultado un proceso estable y robusto con una productividad de TAG
mas alta en comparacion con el enfoque por lotes clasico (batch). Otros autores afirman
que la produccion de TAG semicontinua puede ser rentable si se aplica un enfoque de
biorrefineria y se valoriza toda la biomasa (Wiffels, Barbosa y Eppink, 2010). Yeh y
Chang (2011), reportan aumentos en la tasa de crecimiento celular y la concentracién final
de biomasa cuando se emplearon PBR tubulares para C. vulgaris ESP-31 identificando
acidos grasos predominantes como el acido palmitico (C16:0), 4cido estearico (C18:0),
acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) y &cido linolénico (C18:3). Estos tipos de
reactores pueden usarse para la produccion de lipidos del tipo PUFAs, ya que su alto
costo puede ser cubierto por el precio elevado de estos productos (Bellou y otros, 2014).
Estudios sugieren que el crecimiento de Chlorella pyrenoidosa y la produccién de lipidos
se logré en continuo manipulando adecuadamente la velocidad de dilucién (Wen vy otros,
2014). Se comprobé que regulando adecuadamente la concentracion de nitrato en el
cultivo continuo, las células podrian crecer a un ritmo razonable y acumular lipidos
simultaneamente, lo que conduciria a una mayor productividad de lipidos sobre cultivos
discontinuos. Molina Grima y otros (1996b), realizaron cultivos al exterior con
Phaeodactylum tricornutum empleando quimiostato encontrando que la productividad de
la biomasa aumentd con la tasa de dilucién y la irradiancia externa hasta la tasa de
dilucion optima. La influencia de la tasa de dilucién impacta en la composicién bioguimica
de las microalgas, a medida que aumenta la tasa de dilucion, los contenidos de proteinas
y lipidos también aumentan (Camacho-Rodriguez y otros, 2013). Tang y otros (2012),

reportan diferencias en los perfiles de acidos grasos en cultivos de Chlorella minutissima y




Dunaliella tertiolecta respecto a la tasa de dilucion en fotobiorreactores. Afirman que la
tasa de crecimiento especifico podria controlarse alterando la tasa de dilucion del sistema
manteniendo un efecto significativo sobre la productividad de biomasa y el perfil de acidos
grasos. Por el contrario, Sobczuk y Chisti (2010), investigaron los efectos de la tasa de
dilucién en la productividad de lipidos de la microalga de agua dulce Choricystis minor en
el cultivo de quimiostato, concluyendo que el contenido de lipidos no cambié
significativamente con varias tasas de dilucién. Los cultivos de microalgas continuos y
semicontinuos producen biomasa con una composicién bioquimica constante y controlada
durante mucho tiempo siendo de gran importancia en la acuicultura especialmente
mejorando notablemente el crecimiento y desarrollo de los organismos filtradores como

los rotiferos y Artemia (Fabregas, Otero, Morales, Arredondo-Vega y Patifio, 1998).

Cuadro 4

Acidos grasos (%, peso seco) presentes en la biomasa de Tisochrysis lutea (T-1so)
cosechada en el estado estacionario en la modalidad batch y continuo en PBR-T.

Peso seco acidos grasos (%)

Acido graso Batch Continuo
14:0 25.49 30.68
16:0 20.12 2057

16:1 n-7 2.83 5.26
18:1 n-9 8.53 18.05
18:2 n-6 3.65 3.93
18:3 n-3 1.79 1.63
18:4 n-3 235 0.98
ZSFA 45.61 52.39
ZMUFA 11:36 23.31
ZPUFA 7.79 6.54
USFA 19.14 29.85

Nota. SFA, acidos grasos saturados; MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos
poliinsaturados; USFA, &cidos grasos insaturados (MUFA+PUFA).

La sintesis de acidos grasos insaturados de cadena larga requiere la presencia de
elongasas y desaturasas especificas, que actian principalmente sobre los &cidos
palmitico, estearico y oleico (Bellou y otros, 2014). En nuestro experimento se
encontraron PUFAs de gran importancia fisiolégica como lo son C18:2 n-6, C18:3 n-3 y
C18:4 n-3. Se identificé que el contenido de PUFAs disminuy6 1.25% tras operar el

reactor tubular en continuo, mientras que las porciones de acido linoleico/a-linolenico




sufrieron ligeras variaciones entre la operacion batch y continuo. Reportes para T-Iso
muestran que el aumento en la cantidad de luz repercute en un aumento proporcional de
16:0 y una disminucién concomitante de 18:4 n-3 y 18:3 n-3 (Tzovenis y otros, 2003a) tal
como se muestra en nuestro estudio. Se conoce que los lipidos tilacoidales en T-ISO
contienen principalmente 14:0, 16:0, 18:1 n-9, 18:3 n-3, 18:4 n-3, 18:5 n-3 y 22:6 n-3, que
estan presentes también en grandes cantidades en los lipidos de almacenamiento
(Sukenik y Wahnon, 1991; Saoudi-Helis, 1994). Probablemente, nuestros resultados con
T-Iso, indican que ciertos acidos grasos fueron enmascarados al proceso de
elongacién/desaturacién hacia 4cidos grasos de cadena larga como 22:5 n-6 y 22:6 n-3
por una movilizacion de reservas de TAG (Tzovenis y otros, 2003a). En un estudio
evaluaron mecanismos de sintesis de &cidos grasos poliinsaturados a partir del acido
linoleico (Mohrhauer, Christiansen, Gan, Deubig y Holman, 1967). Estos encontraron
inhibicion en la elongaciéon de la cadena del &cido linoleico (18:2 n-6) a &cido
eicosadienoico (20:2 n-6) debido a ciertos acidos grasos, reportandose inhibiciones >50%
provocadas por los acidos grasos 14:0 (63%), 15:0 (67%), 16:0 (55%), 18:1 n-9 (47%),
18:3 n-3 (72%) y 18:3 n-6 (66%). Se ha definido que los acidos insaturados de 18
carbonos aparentemente compiten por la misma enzima, y el orden de afinidad (acido
linolénico, linoleico y oleico) (Brenner y Peluffo, 1966). Estos hechos podrian explicar los
perfiles de &cidos grasos obtenidos en nuestro estudio en cultivos de Tisochrysis lutea T-

Iso.

Los mecanismos de la biosintesis de acidos grasos de novo y el ensamblaje de TAG se
entienden ampliamente para muchas microalgas (Radakovits y otros, 2012; Guschina vy
Harwood, 2006), pero las redes reguladoras involucradas en la degradacion, inter-
conversion y re-ensamblaje de PUFA de cadena larga como el EPA durante condiciones
de estrés no estan bien descritas (Hulatt, Wijffels, Bolla y Kiron, 2017). Segun Hulatt y
otros (2017), estos mecanismos podrian ser importantes para determinar la division de los
acidos grasos n-3 en diferentes grupos de lipidos y, por lo tanto, alterar su
biodisponibilidad. Schuchardt, Huss, Stauss y Hahn (2009), reportan que a través de una
serie de desaturaciones y elongaciones, acidos grasos como el LA se convierte en ARA,
mientras que ALA se convierte en EPA y después en DHA, pero en esta conversion los
acidos grasos n-3 y n-6 compiten por los mismos sistemas enzimaticos. Se ha

referenciado en otros estudios sobre el metabolismo de acidos grasos que el estado de
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los cofactores también parece tener una influencia en la conversion y el estado de los

acidos grasos n-3 (Schuchardt y otros, 2009).

Los minerales como el magnesio (Galland, 1985) y el zinc (Amold y DiSilvestro, 2005),
son cofactores de enzimas desaturasa cruciales. La falta de estos micronutrientes
produce una inhibicién de la actividad enzimatica. Se ha evaluado el efecto de los metales
pesados en la inhibicion del metabolismo de ciertas clases de lipidos en algas, lo que
condujo a un aumento relativo en los triacilgliceroles (Guschina y Harwood, 2006b). Se
han observado alteraciones en los lipidos, inhibicién de rutas biosintéticas y reduccion en
acidos grasos insaturados debido a la peroxidacion potenciada por metales (Dietz, Baier y
Kramer, 1999; Harwood, 1994: Rama Deli y Prasad, 1999). La sintesis de PUFAs de
cadena larga (LC-PUFA) involucra acidos grasos C18 como precursores, por lo que una
posible disminucion en el grado de saturacién y elongacion de los 4cidos grasos podria
deberse a una respuesta adaptativa a la limitacién de energia (Van Wagenen y otros,
2012). Se ha descrito desde el punto de vista de Ia ingenieria metabdlica, el bloqueo de
rutas competidoras también puede mejorar el flujo metabdlico que se canaliza a Ia
biosintesis de TAG (Courchesne, Parisien, Wang y Lan, 2009). Estudios acerca del
enfoque multigénico, es decir, sobreexpresion de mas de una enzima clave en la
biosintesis de lipidos permitieron potencializar la ruta TAG (Roesler, Shintani, Savage,
Boddupalli y Ohlrogge, 1997; Verwoert, Van Der Linden, Walsh, Nijkamp y Stuitje, 1995).
Estos hechos podrian explicar el porqué de los resultados obtenidos en los perfiles de
acidos de grasos de Tisochrysis lutea T-Iso. Hipotéticamente también estos resultados se
asocian al hecho que en cultivos continuos existe una mayor cantidad de luz (>100
WE/m?s) disponible para las microalgas en comparacion con cultivos estaticos como se
muestra en la Figura 10. El efecto de la intensidad de la luz a menudo depende de la tasa
de dilucién (Carvalho y Malcata, 2005). Se ha comprobado en la microalga Chlorella sp.,
que la longitud de la cadena de los &cidos grasos disminuye conforme incrementa la
intensidad de la luz (Hempel, Petrick y Behrendt, 2012), lo que podria también asociarse
con los resultados encontrados en este estudio. Por tal motivo podemos asociar la
irradiancia, como un factor importante que afecta la productividad de los lipidos que se
relacionada con la eficiencia fotosintética y la asimilacién de carbono (Chen y otros, 2015:
Li, Wakao, Fisher y Niyogi, 2009). Sukenik y otros (1989) (1993), reportan para
Nannochloropsis sp., que el aumento de la intensidad de la luz condujo a una disminucion

de los acidos grasos poliinsaturados, acompafado por un aumento de C16:0 y C16:1.




Otros estudios indican que cuando se cultiva bajo condiciones de luz alta se favorece la
produccion de TAG, al igual que se da un aumento en el porcentaje de C16:0 y C18:1,
pero con una disminucion en el porcentaje de EPA, lo que indica la relacion obvia entre la
descomposicion de EPA presente en la membrana tilacoidal y una mejor biosintesis de
lipidos neutros (Solovchenko y otros, 2014). Por otro lado, también es importante tomar
en consideracion que la sintesis de PUFA en microalgas se debe principalmente a una via
aerobica que implica la adicion secuencial de dobles enlaces a acidos grasos saturados,
principaimente 18:0 y 16:0, a través de desaturasas A9 y A12 (o n-6) para producir 18:2 n-
6 (acido linoleico, LA), que luego puede ser desaturado adicionalmente por A15 (6 n-3)
desaturasa para dar 18:3 n-3 (acido a-linolénico, ALA) (Monroig, Tocher y Navarro, 2013:
Guschina y Harwood, 2006). Se conoce que los PUFA n-6 compiten con los PUFA n-3 por
las enzimas implicadas en la sintesis de PUFAs de cadena larga (Domenichiello y otros,
2016; Sprecher, Chen y Yin, 1999), hecho que pudo observarse en este experimento
donde se registra mayor cantidad de acido linoleico (n-6) en comparacion con el acido a-
linolenico (n-3). Estos ultimos son considerados acidos grasos esenciales debido a que
son precursores vitales en la sintesis de otros acidos grasos polinsaturado omega-3 y
omega-6 importantes, como EPA, DHA y ARA (Custddio y otros, 2013). Por tal razon,
Tisochrysis lutea es una microalga utilizada ampliamente como alimento vivo en la
acuicultura especialmente en criaderos de bivalvos debido a su ventajoso espectro de
acidos grasos y su relativa facilidad de cultivo (Ewart y Pruder 1981; Napolitano, Ackman
y Ratnayake, 1990). En otros términos, se ha demostrado que la composicién de los
acidos grasos determina la estabilidad oxidativa y las propiedades de rendimiento del
biodiesel (Cuellar-Bermudez y otros, 2014). Los &cidos grasos polinsaturados (PUFA) son
susceptibles a la oxidacion, y los lipidos completamente saturados aumentan el punto de
enturbiamiento y la viscosidad del biodiesel (Knothe, 2012), siendo los acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) los lipidos mas deseables (James, Hocart, Hillier, Price y
Djordjevic, 2013). Los aceites ricos en &cidos linoleico (C18:2 n-6) y linolénico (C18:3 n-3)
tienden a tener una estabilidad oxidativa deficiente (Stansell, Gray y Sym, 2012). Es por
ello que uno de los desafios importantes que debe superarse para la produccién rentable
de biodiesel de microalgas es la seleccion de microalgas con gran productividad de lipidos
con un perfil TAG adecuado para la aplicacién de biodiesel (Taleb y otros, 2014). La
produccion comercial de PUFA de microalgas es actualmente un objetivo mucho mas

alcanzable que la produccion de biodiesel (Bellou y otros, 2014). En realidad, las fuentes
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naturales de PUFA son muy limitadas y, por lo tanto, las microalgas tienen un gran

potencial industrial.

4.2. Cultivo de Tisochrysis Iutea empleando columnas de burbujeo (PBR-BC)

Se evalud el crecimiento de la microalga Tisochrysis lutea (T-lso) en columnas de
burbujeo de 100 L, localizadas en la Estacién Experimental Las Palmerillas, Almeria,
Espafia. La microalga fue cultivada en un medio fertilizante (Cuadro 5) preparado sobre
una solucion salina a base de sal marina (NaCl 30 g/L) al exterior, y estuvo expuesta a
intensidades de luz que oscilaban entre ~2000 pE/m?s durante el dia. Durante el
experimento se realizaron mediciones de la absorbancia a 680 y 750 nm, fluorescencia de
clorofilas (Fv/Fm), irradiancia media (lav), peso seco, analisis de &cidos grasos y

composicion bioquimica a la biomasa producida.

Cuadro 5
Composicién del medio de cultivo empleado para el cultivo de T-Iso en PBR-BC.
Nutrientes Medio Fertilizante
Ca(NQO;),;, mg/L 800
KH,PO, 100
MgSO0, 350
WelgroMix, mL/L 0.02
Karentol, g/L 0.02
Oligoelementos, mL/L 0.1
Vitaminas, mL/L 0.1

Figura 12. Crecimiento de T-Iso en columnas de burbujeo de 100 L, a) Batch, b) y c)
Semicontinuo.
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4.2.1. Parametros monitoreados durante el cultivo de Tisochrysis lutea
(T-Iso) en columnas de burbujeo (PBR-BC).

4.21.1. Concentracién (Cb), productividad (Pb) de biomasa, velocidad
de crecimiento (p), consumo de nutrientes respecto al tiempo.

En la Figura 12, se aprecian cultivos de la microalga Tisochrysis lutea (T-Iso) en columnas
de burbujeo en estatico y empleando diluciones del 20 y 30%. Los resultados obtenidos
muestran que la microalga crecié durante la fase de cultivo batch, como se muestra en la
Figura 13a, donde se obtuvo una concentracién de biomasa cercana a los 0.7 g/L. La
velocidad de crecimiento maxima fue de 0.1 dia™”, que descendié entre el dia 3 y 4 del
ensayo pero se recupero luego del dia 5 permaneciendo casi constante. Por otro lado, la
productividad de biomasa maxima obtenida oscilo en 0.1 g/L-dia reflejando un
comportamiento similar a la velocidad de crecimiento de la microalga (Figura 13b).
Estudios reportan para /. galbana concentraciones y productividades de biomasa de 0.47
g/L y 0.16 g/L-dia (Patil et al., 2007); 0.49 g/L y 0.043 g/L-dia (Lin, Chang, Tsao y Leu,
2007); Isochrysis sp. 0.53 g/L (Liu y Lin, 2001). Por otro lado, en una investigacién se
emplearon diecinueve cepas de [sochrysis y cepas similares a Isochrysis para una
evaluacion de su potencial como productoras de DHA en los que realizaron cultivos en
PBRs columnas de burbujeo (Liu y otros, 2013). CS-177, |. galbana # 153180,
CCMP1244, CCMP1324 y CCMP463 fueron las cepas que expresaron la mayor
productividad de biomasa (entre ~0.4 y ~0.35 g/L-dia), mientras que UTEX 1292, UTEX
987 y CCMP 355 (entre ~0.2 y ~0.05 g/L-dia) exhibieron la menor productividad de
biomasa, lo que indica que el potencial de crecimiento de /sochrysis es en gran medida
dependiente de la especie / cepa. Investigaciones con la microalga Haematococcus
pluvialis en columnas de burbujeo muestran que el organismo puede alcanzar hasta una
concentracion de biomasa maxima de 1,4 g/L y una productividad de biomasa de 0.06
g/L-dia (Brennan y Owende, 2009; Garcia-Malea y otros, 2006). Con la microalga
Chlorella sp. la concentracién de biomasa al final de la fase exponencial en columnas de
burbujeo fue ~ 1.9 g/L (Rasoul-Amini, Montazeri-Najafabady, Mobasher, Hoseini-
Alhashemi y Ghasemi, 2011). Comparando distintas cepas de Chlorella vugaris cultivadas
en columnas de burbujeo en la modalidad batch se reporta para la especie CCALA P12
productividades de biomasa de 1.0 g/L-dia (Anjos, Fernandes, Vicente, Teixeira y
Dragone, 2013), mientras que la especie Buitenzorg (RCFWF) valores de 2.4 g/L-dia
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(Wijanarko, 2011). Otros estudios con PBRs de columna de burbujeo en la modalidad
batch registran productividades de biomasa de 0.173 g/L-dia para Neochloris
oleoabundans (Peng, Zhang, Cheng, Wang y Lan, 2016), 0.028 g/L-dia para
Scenedesmus sp., 0.017 g/L-dia para Nannochloropsis salina (Pegallapati vy
Nirmalakhandan, 2013) y 0.045 g/L-dia para Chlorella minutissima (Pereira y otros, 2018).
Se ha reportado que las columnas de burbujeo (de hasta 0.19 m de diametro) pueden
alcanzar una concentracion de biomasa y una tasa de crecimiento especifica que pueden
ser comparables a los valores reportados tipicamente para los fotobiorreactores tubulares
angostos (Sanchez Mirén, Cerén, Garcia, Molina Grima y Chisti, 2002). Wong, Ho, Tsang,
Wang y Yung (2016), afirman que PBRs columna de burbujeo fueron la mejor opcién para
el cultivo de Chlorella vulgaris comparado con Air-lift y Air-lift poroso. La concentracién de
biomasa mas alta en la columna de burbujeo fue de 0.78 g/L, mientras que el Air-lift tuvo
un valor de 0.09 g/L. Estos hechos pueden estar relacionados a una mayor velocidad de
flujo que proporciona mejores efectos de mezcla en columnas de burbujeo, lo que no solo
evita la sedimentacién de microalgas, sino que también absorbe mas energia de la luz
para que la fotosintesis tenga una mayor productividad de biomasa. En otra instancia,
cultivos al exterior de dinoflagelados y rafidéfitos en columnas de burbujeo presentan
concentraciones y productividades de biomasa >1 g/L y > 0.2 g/L-dia (Fuentes-Griinewald
y otros, 2012). Hincapie y Stuart (2015), informaron el uso de un PBR airlift de 28 L para
el cultivo de Chlorella sp. bajo condiciones autotréficas encontrando una tasa de
crecimiento especifica constante de 0.01 h™ (0.24 dia”). Esto sugiere que PBR de
columnas de burbujeo permiten un mezclado homogéneo de las células donde la entrada
de gas promueve la aireacion y la dispersion (Fuentes-Griinewald y otros, 2012). Se sabe
que este tipo de PBR tiene una alta relacion superficie / volumen y un &rea de superficie
pequefia (Morweiser, Kruse, Hankamer y Posten, 2010). En tanto, estos sistemas se
caracterizan por el burbujeo, que impacta de manera ventajosa sobre la produccién de
biomasa al crear en el medio de cultivo una turbulencia que mejora la transferencia de
gases y provoca que el total de las células se trasladen a través de la zona de mayor
incidencia luminica con alta frecuencia (Rost, Perales, Carstens y Pérez, 2017). Este
efecto provoca que el principal fenémeno que afecta la captacién luminica por parte de la
biomasa se debe a que las células que se encuentran mas cercanas a la pared iluminada
del PBR provocan que la luz llegue progresivamente atenuada a las que se encuentran en

el interior del recipiente, efecto que se intensifica con el aumento de la concentracion.

——
D
o

| S—



Biomass concentration, g/L

0.120

0.100

0.080

0.060

Culture parameters

o
8
o

==, 1/day

Pb, g/L-day

0.020

0.000

0 1 2 3 4 5 6 ¥ g 8
Time, days

Figura 13. Concentracién de biomasa a), tasa de crecimiento (u) y productividad de
biomasa (Pb) b) para la microalga T-Iso en columnas de burbujeo.

Por otro lado, la concentracién de nutrientes como nitratos (N-NO3) y fosfatos (P-POy,) se
redujo durante la fase de crecimiento en batch de T-Iso, indicando que ésta los aproveché
para su crecimiento tal como se muestra en la Figura 14. Se observa como decrece la
concentracion de tales nutrientes esenciales para la microalga y como aumenta la
concentracion de biomasa durante esa fase de cultivo. Liu y otros (2013), mostraron el
efecto del nitrogeno y fosforo sobre el crecimiento de la microalga /.galbana #153180,
encontrandose que a mayores concentraciones de nutrientes se logré una mayor

densidad celular, reportandose el consumo de estos nutrientes durante el ensayo.
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Figura 14. Concentracién de biomasa y consumo de nutrientes (N-NO; y P-PO,, mg/L)
durante la fase de cultivo batch para la microalga T-Iso.

4.21.2. Fluorescencia de clorofilas (Fv/IFm), irradiancia promedio (lav),
eficiencia fotosintética respecto al tiempo.

En la Figura 15, se observa el desarrollo de la fluorescencia de clorofilas durante la fase
de cultivo de T-Iso. Esta presenta valores entre 0.6 y 0.7. Estos resultados sugieren que la
microalga crecida en las condiciones previamente sefialadas no refleja signos de estrés
fisiolégico productos del entorno, lo que indica estabilidad en el crecimiento de las células
en esas condiciones. Cuaresma (2011), establece 0.7 como un valor tipico para células
sanas (Fv/Fm=0.7). Sin embargo, otros autores reportan valores de Fv/Fm préximos a 0.6

a irradiancias < 100 pE/m®s (Beuzenberg y otros, 2016).
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Time, days

Figura 15. Fluorescencia de clorofilas (Fv/Fm) en sistema de cultivo tipo batch para la
microalga T-Iso.
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La Figura 16a, muestra como la irradiancia promedio en cultivos de T-lso disminuye
conforme se desarrolla el ensayo batch o estatico. La irradiancia promedio dentro de las
columnas de burbujeo se mostro constante a partir del segundo dia del ensayo con
valores < 100 pE/m?s, este hecho resulta ser logico al tratarse de ensayos en columnas
de burbujeo de 0.25 m de diametro donde el efecto de autosombreado juega un papel
crucial. En tanto, la eficiencia fotosintética (Figura 16b) durante el cultivo no supera el 1%,
lo que representa un valor bajo considerando que lo 6ptimo supera €l 2%. Se ha descrito,
que la intensidad de la luz dentro del cultivo depende de la concentracion celular (Molina
Grima y otros, 1995). Segun éstos, en cultivos densos, hay un gradiente de luz a lo largo
del radio del reactor, debido a la atenuacion de la luz, por lo tanto, a medida que la

concentracion de biomasa aumenta disminuye la luz interna promedio.
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De acuerdo con la Figura 17a, se muestran resultados de la relacion entre la
concentracion de biomasa (Cb) y la irradiancia promedio (lav), la cual disminuye conforme
incrementa la irradiancia dentro de la columna. Sin embargo, la productividad de biomasa
se relaciona directamente con la velocidad de crecimiento (Figura 17b), en donde a una
mayor velocidad de crecimiento se registra un incremento en la productividad de biomasa
de T-Iso.

En un estudio con H. pluvialis, la irradiancia media en el fotobiorreactor tubular fue 2.8
veces mayor que en la columna de burbujas, y la productividad maxima diaria de biomasa
en el fotobiorreactor tubular fue de 0,55 g/L-dia, en comparacién con 0,12 g/L-dia medido
en columnas de burbujeo (Garcia-Malea y otros, 2006). La columna de burbujeo tenia una
gran limitacion de luz, la productividad maxima de biomasa en este reactor se midi6 a la
irradiacion media maxima de 70 pE/m?s. Por otro lado, el fotobiorreactor tubular estaba
saturado con luz, y la productividad maxima de biomasa de 0.55 g/L-dia se midi6 a una
irradiancia promedio 6ptima de 130 yE/m?s.

Tomando en cuenta estos hechos, analizamos nuestros resultados comparando las
Figuras 7 (PBR-T) y 17 (PBR-BC), y observamos que con el PBR tubular se obtienen
mayores Pb > 0.15 g/L-dia a p >0.2 dia™ en comparacién con PBR columna con Pb ~ 0.1
g/L-dia a py ~0.1 dia™.

El empleo de PBR-T facilita valores de lav >70 yE/m?s y Cb ~0.9 g/L, que resultan ser
mayores que los obtenidas con PBR-BC de lav >30 uE/m?s y Cb >0.7 g/L. De acuerdo
con Garcia-Malea y otros (2006), la irradiancia o la disponibilidad de luz es una funcion de
la ubicacién y el disefio del reactor. El uso de fotobiorreactores horizontales de diametro
de tubo pequefio mejora la irradiacién en la superficie del reactor, aumentando asi la

velocidad de crecimiento y la productividad de biomasa del reactor.
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Figura 17. Correlacion entre, a) concentracion de biomasa (Cb) y la irradiancia promedio
(lav), y b) productividad de biomasa (Pb) respecto a la tasa de crecimiento ().

4.21.3. Comparacion entre la modalidad de cultivo batch vy
semicontinuo (20 y 30%) en columnas de burbujeo.

El crecimiento de la microalga Tisochrysis lutea (T-Iso) en columnas de burbujeo se
realizo en batch o estatico y empleando diluciones del 20 y 30% del volumen total de la
columna. En estos, se evalud el desarrollo de las células a fin de conocer la estabilidad
que presentaban los cultivos. En la Figura 18, se agrupan datos del estado estacionario
de la microalga en cultivo en estatico y semicontinuo. Se observa que la concentracion de
biomasa es mas estable, con una dilucién del 20%, cerca de los 0.8 g/L, superando al

cultivo en batch y una dilucién del 30%, ya que esta Ultima es de esperarse sea inferior




por el volumen de medio que se ingresa a la columna. Carvalho y Malcata (2009),
informan que a medida que aumenta la tasa de dilucién, el rendimiento de biomasa
disminuye concomitantemente. Camacho-Rodriguez y otros (2013), reportan que la
concentracion de biomasa (Cb) disminuyé con la dilucién en cultivos de N. gaditana en

reactores de bolsas circular (LB-PBR) y panel plano (FP-PBR).

Cambios en la tasa de dilucién del cultivo continuo tuvieron un impacto significativo en la
densidad celular y la concentracion de biomasa en estado estacionario de la microalga
Chlorella minutissima (Tang y otros, 2012). Estos esperaban que el aumento de la tasa de
dilucion redujera la concentraciéon de biomasa en estado estacionario de 0.73 g/L a ~0.1
g/L. La tasa de dilucion también tuvo un impacto notable en la concentracion de biomasa
en el estado estacionario de un cultivo de quimiostato de C. pyrenoidosa XQ-20044 (Wen
y otros, 2014). Al aumentar las tasas de dilucién, el peso seco de la biomasa disminuyé,
sin embargo, la productividad de biomasa del cultivo de quimiostato aumenté en

respuesta a las crecientes tasas de dilucion pero disminuyé a alta tasas de dilucién.

Comparando experimentos semicontinuos y discontinuos se encontraron mayores tasas
de crecimiento especifico y productividad para cultivos de Spirulina platensis en
semicontinuo, probablemente debido a que durante el cultivo semicontinuo las células
estaban mejor adaptadas al medio de cultivo, manteniéndose en fase exponencial
(Reichert, Reinehr y Costa, 2008), contrario al sistema discontinuo o batch, que se
caracteriza porque no hay adicién o eliminacién de nutrientes posterior a la inoculacién.

comprometiendo la estabilidad de la composicién bioquimica microalgal (Zhukova, 2004).

La estrategia operativa semicontinuo o continuo tiene un impacto en la productividad
biomasa y lipidos en microalgas (Benvenuti y otros, 2016). Datos sugieren que el
crecimiento simultaneo de microalgas y la produccién de lipidos se lograron en cultivo
continuo manipulando adecuadamente la velocidad de dilucion (Wen y otros, 2014). Los
cultivos de microalgas continuos y semicontinuos producen biomasa de composicion
bioquimica constante y controlada (Fabregas y otros, 1998). Esto sugiere que el empleo
de adecuadas tasas de dilucién favorece al desarrollo de las microalgas. Rost y otros
(2017), sugieren que las condiciones de cultivo de microalgas influyen directamente en la
tasa de producciéon de biomasa, al igual que el empleo de reactores de columna de
burbujeo pueden proporcionar un anélisis confiable sobre los efectos de las condiciones

de cultivo en la cinética de crecimiento, ya que estos tienen un gran potencial para el
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cultivo a gran escala, facilidad de esterilizacién y fotoinhibicion reducida. Otros estudios
indican que los reactores de columnas verticales son una opcién realista para producir
grandes cantidades de biomasa de microalgas (Sanchez Mirén, Gémez, Camacho,
Molina Grima y Chisti, 1999), debido a una buena capacidad para eliminar el oxigeno, la
biomasa en los reactores verticales no experimenta la inhibicién del oxigeno de la
fotosintesis (Sanchez Mirén y otros, 2002). En contraste con otros tipos de reactores
(PBR tubular o placa plana) una columna de burbujeo produce patrones de flujo celular
mas aleatorios ya que el sistema de elevacién aérea produce un patrén de flujo mas
homogéneo que mueve las células de zonas oscuras a zonas claras (Kaewpintong,
Shotipruk, Powtongsook y Pavasant, 2007). Por lo tanto, las células en una columna de
burbujas pueden residir en intensidades de luz altas o bajas durante un tiempo

prolongado.

La relacion Fv/Fm se utiliza principalmente como indicador de estabilidad de las células
de las microalgas (Yentsch C.S., Yentsch, C.M., Phinney, Lapointe y Yentsch, S., 2004).
En nuestro caso la fluorescencia de las clorofilas (Fv/Fm) reportadas durante el estado
estacionario de los tratamientos se muestra casi constante entre los 0.6 y 0.7, lo que
indica que los cultivos no se encontraban bajo estrés durante esta fase de cultivo
mostrando estabilidad de las células. La relacion de fluorescencia (Fv / Fm) se emplea
como una herramienta para estimar la eficacia maxima de PSI| (Baker, 2008: de Mooij y
otros, 2014). Se encontré que independientemente del modo de cultivo (batch, o continuo)
la relacion Fv/Fm de Acutodesmus obliquus (alga verde) siempre se mantuvo 20,6

(Remmers y otros, 2017).

En cuanto a las proporciones moleculares de N:P se conoce que éstas pueden
proporcionar una medida integrada de la capacidad de absorcion de nutrientes para las
células de algas (Beardall y otros, 2001b; Fresnedo y Serra 1992; Qin, Lin y Jiang, 2012).
De acuerdo con los resultados presentados por Rasdi y Qin (2014), las tasas de
crecimiento de Tisochrysis lutea y Nannochloropsis oculata bajo una relacion N:P (5:1),
muy cercana a la de nuestro estudio (6:1 N:P), fueron ~0.9 dias™ mayor que las obtenidas
en cultivos de T-Iso en columna de burbujeo en batch (> 0.1 dias™). Por otro lado, al
analizar la relacion de nutrientes disponibles para la microalga en este caso (N-NO3/P-
PO,) en los tratamientos encontramos una mayor relaciéon de N/P en cultivos batch,
contrario a los cultivos diluidos al 20 y 30%, lo que podria asociarse al consumo de estos

nutrientes por la microalga.
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Figura 18. Concentraciéon de biomasa (Cb), fluorescencia de clorofilas (Fv/Fm) y relacion
nitrogeno-fosforo (N/P) en el estado estacionario en la modalidad batch y semicontinuo.

En la Figura 19, se muestra la concentracion y productividad de biomasa tras la operacién
en semicontinuo de T-ISo empleando diluciones. Se observa que una tasa de dilucion del
30% favorece una menor concentracion de biomasa en comparacion con una dilucion del
20%. La productividad de biomasa reportada con una dilucién del 20% fue 0.16 g/L-dia
mientras que una dilucion del 30% se obtiene 0.17 g/L-dia. La posible adaptacion de las
celulas de microalgas a las condiciones de cultivo podria permitirles alcanzar altas
cantidades de biomasa (Lucas-Salas y otros, 2013).

Se reporta que el empleo de un sistema de cultivo continuo permite mejorar la produccion
de biomasa de Spirulina platensis (Pedrosa y otros, 2011). Incrementos en la tasa de
dilucion se ha comprobado producen una disminucién en la concentracion de biomasa
(Barbosa y otros, 2003). Estos autores indican que sustratos limitantes como la luz, no
puede almacenarse en el medio de cultivo, un aumento en la tasa de dilucién conducira
directamente a una disminucién en la concentracién de biomasa, lo que dara como
resultado una mayor intensidad de luz media dentro del reactor y un consiguiente
aumento de la tasa de crecimiento. Un incremento de la productividad (semicontinuo) se
reportd en funcion del incremento de la taza de dilucion y la intensidad de luz. Estudios
revelan que la productividad se ve limitada por la eficiencia en que la luz absorbida se
convierte en energia bioquimica y no por la eficiencia en la absorcién de la luz (deMooij y

otros, 2014). El hecho que se registren bajas productividades de biomasa se asocia a lo




previamente sefialado y al hecho que la productividad volumétrica es el producto de la

concentracion de biomasa y la tasa de dilucion.
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Figura 19. Concentracion y productividad de biomasa en estado estacionario de los
tratamientos semicontinuo.

Como se referencié previamente, la fluorescencia de las clorofilas de los tratamientos
semicontinuo se mantuvo entre los 0.6, mostrando la ausencia de estrés fisiolégico de las
celulas, tal como se presenta en la Figura 20. Acién, Garcia, Sanchez, Fernandez y
Molina Grima (1997), encontraron una relacién entre la concentracién de biomasa y el
coeficiente de absortividad de la biomasa (Ka), ya que cuando la concentracion de
biomasa aumenta, Ka disminuye. Este hecho pudo observarse en los datos obtenidos, ya
que a una dilucion del 20% y a una Cb, g/L=0.80 se obtiene un Ka, m%g =0.317, mientras
que con una tasa de dilucién del 30% se registra una Cb, g/L=0.55 y un Ka, m%g =0.324,
corroborando lo antes sefialado (Figura 20). Esto supone que a bajas concentraciones de
biomasa, existe un efecto de dispersién de la luz, importante en todas las direcciones,
haciendo que la contribucién de la dispersion a la atenuacién sea superior a la absorcién
(Acién Fernandez y otros, 1997).
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Figura 20. Parametros de cultivo (Fv/Fm y Ka) del estado estacionario en los
tratamientos en semicontinuo.

La disponibilidad de luz para los cultivos de microalgas resulta ser un factor de gran
importancia, en donde la actividad fotosintética de las células aumenta conforme se
incrementa la intensidad de luz hasta el punto de saturacién (Mandalam y Palsson, 1998;
Suhy Lee, 2003).

La eficiencia fotosintética registrada durante el estado estacionario con las diluciones del
20y 30%, sugieren que con una dilucién del 30% se mejora la eficiencia fotosintética de la
células, ya que al existir mas luz disponible dentro del reactor ésta permite que las
microalgas la aprovechen (Figura 21). La fotosintesis depende de la luz, la temperatura y
los nutrientes (Eppley, 1972; Cullen, Yang y Macintyre, 1992; Falkowski y Kolber, 1993;
Kirk, 1994). La relacién entre fotosintesis e irradiacion (Jassby y Platt, 1976) y la influencia
de la luz sobre las tasas de crecimiento (Eppley, 1980; Langdon, 1988) y la eficiencia

fotosintetica (Dubinsky, 1992) han sido bien documentadas y cuantificadas.
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Figura 21. Eficiencia fotosintética del estado estacionario en los tratamientos en
semicontinuo.

El efecto de la mejora en la eficiencia fotosintética puede atribuirse al incremento en la
irradiancia promedio (lav) dentro de las columnas de burbujeo (Figura 22), ya que la
eficiencia fotosintética en términos de energia, se ve afectada por la irradiancia total y la
distribucién de la longitud de onda de la luz (Gutierrez-Wing, Silaban, Barnett y Rusch,
2014). Se observa que con una dilucion del 30% se favorece una mayor disponibilidad de
luz lo que supone un efecto sobre una mejora en la eficiencia fotosintética de la microalga.
Por lo tanto, incremento en la tasa de dilucion aporta una mayor disponibilidad de luz, lo
que se consigue mediante una disminucién en la concentracion de biomasa (Sanchez y
otros, 2008b).
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Figura 22. Irradiancia promedio (lav) del estado estacionario en los tratamientos en
semicontinuo.




4.21.4. Analisis de Acidos grasos a la biomasa de Tisochrysis lutea
(T-Iso) en Columnas de burbujeo

En este apartado se presentan los resultados obtenidos tras el analisis cromatografico de
los acidos grasos presentes en la biomasa de Tisochrysis lutea cultivada en columnas de

burbujeo en la modalidad batch y semicontinuo empleando diluciones del 20 y 30%.

En la Figura 23, se muestra predominancia de los acidos grasos saturados (SFA),
miristico (14:0) y palmitico (16:0) en concentraciones promedio respectivamente de 3.2 y
2.3 mg/mL. Adicionalmente se registra abundancia del acido graso monoinsaturado
(MUFA), oleico (18:1 n-9) en cantidades 2.0 mg/mL siendo uno de los principales de este
estudio. Se detectaron otros MUFAs y PUFAs tales como el palmitoleico (16:1 n-7),
linoleico (18:2 n-6), a-linolénico (18:3 n-3) y el acido estearidénico (18:4 n-3). Se conoce
que los acidos grasos mas comunes de las microalgas son palmitico (C16:0), estearico
(C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3) (Knothe, 2009). Poisson y
Ergan (2001), reportaron altos niveles de acidos grasos 14:0, 16:0, 18:1 y 22:3 para |.
galbana. Altas cantidades de los acidos grasos 14:0, 16:0 y 18:1 también se informaron
previamente para /. galbana (Qi y otros, 2003). Renaud y otros (1999), reportaron para las
microalgas Isochrysis sp. y Chaetoceros sp. altas cantidades de SFA 14:0 y MUFA 18:1 n-
7. Aumentos en el contenido de los acidos grasos saturados (14.0 y 16:0) vy
monoinsaturados (16:1 n-7 y 18:1 n-9) en Nannochloropsis sp. F&M-M24 se asocia
principalmente a que estos son considerados lipidos de almacenamiento (Rodolfi y otros,
2009).

En las microalgas eucaridticas crecidas bajo un régimen fotoautétrofo, los triacilgliceroles
(TAG) estan compuestos predominantemente por &cidos grasos saturados (SFA) vy
monoinsaturados (MUFA) mientras que los PUFAs de cadena larga se acumulan
principalmente en lipidos polares complejos (es decir, glicolipidos y fosfolipidos) que
constituyen las membranas (Guihéneuf y otros, 2010; Berge, Gouygou, Dubacq y
Durand, 1995).

Existen trabajos que presentan una disminucién en el contenido de PUFA a lo largo de la
fase estacionaria, a la vez que se presentan incrementos paralelos en las proporciones de
SFA y MUFA, especialmente en los acidos grasos 14:0, 16:0 y 16:1 (Gong, Guo, Wan,
Liang y Jiang, 2013; Fidalgo y otros, 1998). Este hecho se observé en nuestra experiencia
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donde se reportan una mayor cantidad de SFA y MUFA en comparacion con los PUFA.
Se identificaron acidos grasos polinsaturados n-3 y n-6 como se muestra en la Figura 24.
Los 4cidos grasos poliinsaturados linoleico y a-linolénico identificados son miembros de
dos clases conocidas de omega-6 y omega-3 respectivamente. Desde un punto de vista
bioquimico, ambos tienen 18 atomos de carbono pero desde un punto de vista nutricional,
comunmente son considerados como acidos grasos "esenciales" ya que no se sintetizan
en el cuerpo humano y se obtienen principalmente de la dieta (Russo, 2009). Tal razén
explica por qué los acidos grasos polinsaturados son nutrientes cruciales debido a que
actian como precursores de una gran variedad de metabolitos bioactivos que realizan
diversas funciones fisiolégicas (Yap y Chen, 2001). Se ha demostrado que factores como
la temperatura, la irradiancia y la disponibilidad de nutrientes afectan la composicion
lipidica y el contenido de lipidos en muchas algas (Guschina y Harwood, 2006a; Hu,
2004; Hu y otros, 2008; Roessler, 1990).
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Figura 23. Concentracion (mg/mL) de los &cidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados detectados en la biomasa de Tisochrysis lutea en batch y semicontinuo
(20 y 30%).
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En la Cuadro 6, se resume los porcentajes en cuanto al peso seco de los acidos grasos
identificados a partir de biomasa de T-/so crecida en batch y semicontinuo en columnas
de burbujeo. Se observa que en los tratamientos se registra mayor cantidad de acidos
grasos saturados y monoinsaturados en contraste con los acidos grasos poliinsaturados,
al igual que mayores cantidades de SFA en comparacion con el resto de los Aacidos
grasos. Esta descrito que las microalgas pueden cultivarse normalmente en sistemas de
cultivo abiertos (lagos o estanques) y también en los sistemas de cultivo cerrados
denominados fotobiorreactores (PBR) (Mata y otros, 2010). Una opcion estratégica a los
PBRs tubulares es emplear reactores de columnas de burbujeo de diametro relativamente
grande (diametro > 10 cm), (Chisti y Moo-Young, 1993; Chisti, 1989). Los reactores de
columnas verticales son compactos, de bajo costo y faciles de operar a la vez que
constituyen una alternativa para producir grandes cantidades de biomasa de microalgas
(Sanchez Mirén y otros, 1999: Chisti, 1989). Este tipo de reactores no experimentaron
fotoinhibicién que se ve cominmente en los tubos estrechos de los reactores tubulares
horizontales (Molina Grima, Acién, Garcia y Chisti, 1999a; Acién Fernandez y otros,
1998). Se reporta que las columnas de burbujeo verticales tienen un buen ciclo de luz-
oscuridad, baja superficie/volumen y un flujo de gas-liquido mucho mas caético (Mata y
otros, 2010).

Estudios indican que cultivos de microalgas en un reactor vertical de diametro
relativamente grande pueden funcionar al menos tan bien como en un reactor tubular
horizontal de calibre estrecho, debido a una buena capacidad para eliminar el oxigeno
permitiendo que la biomasa en los reactores verticales no sufra inhibicién del oxigeno de
la fotosintesis (Sanchez Mirén y otros, 2002). Tanto fotobiorreactores de columna de
burbujeo como airlift se emplean ampliamente para la produccién de microalgas en
acuicultura (Xu, Weathers, Xiong y Liu, 2009), lo que resulta de gran importancia para el
cultivo de microalgas. Tanto en sistemas de cultivo de microalgas al interior como al
exterior, la fuente de luz y la intensidad de la luz son factores criticos que afectan el
rendimiento del crecimiento fototrofico de las microalgas (Mata y otros, 2010). Se sabe
que las caracteristicas de crecimiento y la composicion de las microalgas dependen
significativamente de las condiciones de cultivo (Chojnacka y Marquez-Rocha, 2004).

Numerosos trabajos indican que la luz disponible para los cultivos afecta el crecimiento y
el metabolismo, asi como la composicion de &cidos grasos de los microorganismos

fotosintéticos debido a que la membrana del cloroplasto estd compuesta de lipidos
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polares altamente insaturados (Yap y Chen, 2001). Cuando la luz limita el crecimiento, las
células deben sintetizar membranas en los cloroplastos para recoger la luz escasa de
manera eficiente. Estas membranas estan compuestas de lipidos polares que son

altamente insaturados (Molina Grima y otros, 1995).

De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 19 y 21), se observa la relacion
inversamente proporcional entre la disminucion en el contenido de biomasa y la eficiencia
fotosintética al aumentar la dilucién en las columnas de burbujeo. Se aprecia en la Figura
22 que la operacion en semicontinuo a diluciones del 20 y 30% permite mas luz para las
celulas de T-Iso, lo que favorece la acumulacién de acidos grasos insaturados (USFA),
por lo que asumimos que la relacién entre las tasas de dilucion y la irradiancia promedio
afecta la sintesis de los &cidos grasos identificados. Klyachko-Gurvich y otros (1999);
Tzovenis y otros (2003a), reportan que mejoras en el nivel de insaturacién al incrementar
la dilucién se asocia a mejoras en la fluidez de las membranas. Tang y otros (2012),
observaron diferencias en las composiciones de acidos grasos con la tasa de dilucion
donde la fraccion de 4cidos grasos insaturados aumenté con el aumento de la tasa de
dilucion. Este hecho puede asociarse con el incremento en las porciones de PUFAs en
cultivos semicontinuos a diluciones del 20 y 30%. En cultivos continuos se encontré el
mayor contenido celular de PUFAs en experimentos realizados a altas tasas de dilucién
(Carvalho y Malcata, 2005) en comparacién a cultivos discontinuos. Incrementos en el
contenido de PUFAs podrian ayudar a proteger a las algas de las reacciones de
fotooxidacion asociadas con la actividad fotosintética (Guihéneuf, Mimouni, Ulmann y
Tremblin, 2009). Esto puede indicar que el grado de insaturacién de los acidos grasos
puede asociarse con un alto grado de control de la estructura de las membranas celulares
en las algas que controlan la fluidez y la funcionalidad de la membrana (Khotimchenko vy
Yakovleva, 2005).

En nuestro estudio se reportan cantidades promedio de SFA como el 14:0 (27.71%), 16:0
(19.40%) y MUFA 18:1 n-9 (16.75%) como &cidos grasos principales para Tisochrysis
lutea T-Iso. Se ha descrito para /. galbana niveles altos de SFA 14:0 (21,65%), 16:0
(20,84%), seguido del MUFA 18:1 n-9 (21,12%) (Ohse y otros, 2015). Renaud y otros
(1999), reportaron niveles altos de los SFA 14:0 (17,3%) y 16:0 (12,0%), los MUFA 18:1 n-
7(6,9%) y los PUFA 18:4 n-3 (19,0%), 18:5 n-3 (10.6%) y 22:6 n-3 (9.9%) para Isochrysis
sp.. El género Prymnesiofitas o haptofitas (por ejemplo orden Isochrysidales) se
caracterizan por altas cantidades de los acidos grasos 16:0 (2.0-26.7%) y 18:4 n-3 (9.5-
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22.6%) (Renaud y otros, 1999). Los contenidos de acidos grasos saturados (SFA) vy
acidos grasos monoinsaturados (MUFA) en los lipidos neutros se vieron afectados
significativamente por la dilucién en cultivos de T. lutea (Marchetti y otros, 2017). Segun
estos autores los principales SFA fueron 14:0 y 16:0, que mostraron un mayor contenido a
baja dilucién, mientras que el MUFA 18:1(n-9) exhibié un patrén similar a los MUFA total,
aumentando significativamente a bajas diluciones, en tanto, los valores mas bajos de
PUFA se registraron a altas diluciones. Lucas-Salas y otros (2013), observaron en S.
obliquus aumento en los &cidos grasos saturados y disminucion de los acidos grasos
insaturados con la reduccién de la dilucion en PBRs cilindricos. Estudios revelan un
patrén de &cidos grasos SFA> PUFA> MUFA en T-ISO (Tzovenis y otros, 2003a). Estos
efectos podrian atribuirse a un impedimento de desaturacion debido a la limitacién de
energia o nutrientes que da como resultado la acumulacién de reserva. El efecto de la
intensidad de la luz a menudo depende de la tasa de dilucién y afecta la composicién de
los &cidos grasos en la microalga Paviova lutheri (Carvalho y Malcata, 2005), donde los
acidos palmitoleico (16:1 n-7), oleico (18:1 n-9) y a-linolénico (18:2 n-3) aumentaron
significativamente con luz solo a la tasa de dilucion mas alta, mientras que los acidos
oleico (18:1 n-9), linoleico (18:2 n-6) y gamma-linolénico aumentaron consistentemente
con la luz a todas las tasas de dilucion. Guihéneuf y otros (2009); Courchesne y otros
(2009), observaron aumentos en los PUFAs asociado a la intensidad de la luz en la
microalga Paviova Iutheri De acuerdo a nuestros resultados, las mas altas
concentraciones de SFA y MUFA, entre ellos 16:0, 16:1 n-7 y 18:1 n-9, se identifican a
una dilucién del 20%, mientras que una dilucion del 30% favorece la produccién de
PUFAs especialmente 18:2 n-6, 18:3 n-3 y 18:4 n-3. Estudios indican que en los cultivos
semicontinuos una parte de las células se elimina continuamente del cultivo, lo que refleja
un aumento en la disponibilidad de luz para las células (Pedrosa y otros, 2011). En
nuestro estudio el empleo de una tasa de dilucién del 20% (lav ~30 uE/m?s) permitié
incrementos de los MUFA 16:1 n-7 (~1%) y 18:1 n-9 (~2%) mientras que una dilucién del
30% (lav >40 pE/m®s) favorecié incrementos en los PUFAs 18:2 n-6 (~1.5%), 18:3 n-3
(~2.2%) y 18:4 n-3 (~3%). El aumento en la desaturacién de lipidos podria ser una de las
posibles razones del aumento observado en los niveles de PUFAs en condiciones de
mayor intensidad de la luz (Molina Grima, Garcia y Acién, 1999b). En un estudio con
Chlorella pyrenoidosa en batch y continuo se encontraron a los 4cidos grasos C16 y C18
como predominantes y afirman que la tasa de dilucién impacté en el contenido de lipidos

(Wen y otros, 2014). Dunstan, Volkman, Barrett y Garland (1993), reafirman que en
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cultivos mantenidos mediante cosecha semicontinua, las proporciones de 16:0y 18:1 n-9
aumentaron en Isochrysis sp., tal como se muestra en nuestro estudio. Sin embargo,
Guihéneuf y otros (2009), reportan la més alta cantidad de MUFAs a bajas irradiancias (20
HE/m?s) que constatado con nuestra experiencia es comparable a irradiancias promedio
de ~30 pE/m?s (dilucion 20%). Por otro lado, se ha referenciado que la acumulacién de
acidos grasos n-3 supone una expansion de los tilacoides y con ello adaptacion de las
células a las condiciones ambientales (Mock y Kroon, 2002), como la intensidad de la luz
(Sukenik y otros, 1989). En general, altas irradiancias estimulan la acumulacion de TAG
(Roessler, 1990), mientras que frente a bajas irradiancias, se sintetizan principalmente
lipidos polares (fosfolipidos y glicolipidos) estructural y funcionalmente asociados a las
membranas celulares (Hu y otros, 2008). Boussiba, VVonshak, Cohen, Avissar y Richmond
(1987), observaron en Nannochloropsis salina una tendencia de mayor almacenamiento
de lipidos (principalmente TAG) a las irradiancias crecientes. Se ha explicado que los
triglicéridos (TAG) se componen principalmente de 4cidos grasos saturados vy
monoinsaturados ya que estos pueden empacarse eficientemente en la célula y generar
mas energia que los carbohidratos tras la oxidacion, constituyendo asi la mejor reserva
para reconstruir la célula después del estrés (Roessler, 1990), mientras que otros tipos de
lipidos pueden estar involucrados en el desarrollo del sistema fotosintético, como los
glucésidos, que son compuestos importantes en la membrana de los tilacoides, y tienen

un papel en las reacciones fotoquimicas de la fotosintesis (Bruce, 1998).

Las productividades de biomasa vy lipidos de los cultivos de microalgas dependen de la
capacidad y la eficiencia para colectar la luz (Pal y otros, 2011). Especificamente, se
observan variaciones significativas en los contenidos de lipidos y en los perfiles de acidos
grasos en respuesta a las diferentes condiciones de crecimiento (Yongmanitchai y Ward,
1991; Carvalho, Pontes, Gaspar y Malcata, 2006a: Petkov y Garcia, 2007). También se
sabe que la composicion de acidos grasos se ve afectada por el nivel de irradiacion
(Blanchemain y Grizeau, 1996; Guihéneuf y otros, 2008). Estudios previos de la
composicion bioguimica ya han demostrado que las microalgas marinas pueden
aclimatarse a las variaciones en la luz al cambiar el contenido de sustancias estructurales
y de almacenamiento como los lipidos (Khotimchenko y Yakovleva, 2005). La influencia
de los niveles de irradiacion en la composicién bioquimica podria estar relacionada con la
fuente de carbono (Guihéneuf y otros, 2009). Cuando las algas se cultivan con carbono

inorganico como su Unica fuente de carbono, el crecimiento depende de la disponibilidad
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de la luz para todas sus necesidades de produccion de energia y biomasa (Wood,
Grimson, German y Turner, 1999). Sin embargo, las condiciones de luz que producen la
mayor proporcion de acidos grasos esenciales son especificas de cada especie
(Thompson y otros, 1990). Lo que supone que todas las microalgas probablemente no
presentaran el mismo comportamiento frente a distintas condiciones establecidas para su
crecimiento. Es conocido que la composicién de la clase de lipidos puede modificarse
segun las condiciones ambientales y culturales (Parrish, 1987, Alonso, Belarbi,

Fernandez, Rodriguez y Molina Grima, 2000).

Benvenuti y otros (2016), sefialan que procesos de produccion de microalgas ya sea,
semicontinuo o continuo podrian dar como resultado un proceso estable y robusto con
una productividad mas alta de lipidos en comparacion con el enfoque clasico o batch. Si
bien es cierto, hemos observado para la microalga Tisochrysis lutea T-lso una mejora en
las porciones de lipidos MUFA, PUFA y por ende USFA al operar las columnas de
burbujeo en semicontinuo; estudios indican que la cosecha semicontinua de microalgas
se usa comunmente en la industria de la maricultura para producir un suministro regular
de microalgas para alimentos y en relacion con los cultivos discontinuos, por lo general da
como resultado un mayor rendimiento de biomasa por dia (promediado durante la vida del
cultivo) (Dunstan y otros, 1993). Por ejemplo, es de esperarse que cosechas de cultivos
semicontinuos que pueden mantenerse y cultivarse durante varias semanas produzcan
mas PUFAs (n-3), tal como acontecié en nuestro estudio donde los omega-3 (18:3 n-3y
18.4n3) se incrementaron >6% en cultivos semicontinuo en comparacién con cultivos
batch. Cultivos continuos representan mayores productividades de acidos grasos que los
cultivos discontinuos donde el mayor contenido celular de PUFAs se encontré en
experimentos realizados a altas tasas de diluciéon pero las productividades mas altas se
alcanzaron a tasas de dilucion mas bajas (Carvalho y Malcata, 2005) (ver Cuadro 6y
Figura 19). Estos mismos investigadores suponen que aumentos en las concentraciones
celulares de acidos grasos insaturados cuando aumenta la tasa de dilucion no
necesariamente conducen a aumentos én la productividad de esos acidos grasos
insaturados, ya que, a medida que aumenta la tasa de dilucion, el rendimiento de biomasa
disminuye. En comparacion con los cultivos discontinuos, el modo de cultivo semicontinuo
resulté en cultivos mas estables para la produccion de DHA en I. galbana # 153180 (Liu'y
otros, 2013). La estrategia de cultivo semicontinuo se empleé para aumentar la

produccion de lipidos de Chlorella sp. (Hsieh y Wu, 2009). Retirando diariamente el 25%




del volumen del cultivo y afiadiendo medio nuevo, las células se pueden mantener en un
crecimiento repleto de nutrientes y acumular lipidos. Esta dilucién se encuentra en el
rango de las diluciones empleadas en este estudio con T-Iso (20 - 30%) lo que favorecio
la productividad de biomasa y acidos grasos de gran importancia. Pernet, Tremblay,
Demers y Roussy, (2003), reportan que el modo de cultivo semicontinuo resulta ser
estable para Isochrysis sp. (Clone T-Iso) en términos de concentracion celular y
composicion de lipidos. Investigaciones sugieren que en sistemas de cultivo
semicontinuo, las concentraciones de nutrientes y las tasas de renovacion se aplican para
mejorar la productividad de los lipidos en microalgas (Hsieh y Wu, 2009; Rodolfi y otros,
2009).

Cuadro 6

Acidos grasos (%, peso seco) presentes en la biomasa de Tisochrysis lutea (T-Iso)
cosechada en el estado estacionario en la modalidad batch y semicontinuo en PBR-BC

Peso seco acidos grasos (%)

Acido graso Batch Dilucién (20%) Dilucion (30%)
14:0 28.86 27.08 27.20
16:0 19.80 20.13 18.29
16:1 n-7 562 6.52 4.47
18:1 n-9 18.29 20.05 11.90
18:2 n-6 4.56 6.59 8.08
18:3 n-3 1.97 2.53 470
18:4 n-3 0.98 1.71 4.64
ZSFA 48.66 47.21 45.49
ZMUFA 23.91 26.57 16.37
2ZPUFA 7.51 10.83 17.42
USFA 31.42 37.40 33.79

Nota. SFA, &cidos grasos saturados: MUFA, acidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos grasos
poliinsaturados; USFA, &cidos grasos insaturados (MUFA+PUFA)

Se han realizado muchos estudios sobre métodos de cultivo de algas para mejorar el
crecimiento de algas y el contenido de lipidos (Tang y otros, 2012). Diversas
investigaciones sugieren que los PBRs pueden operarse en modo discontinuo,
semicontinuo y continuo. Las operaciones continuas han demostrado ofrecer mayores
oportunidades para la investigacion y el analisis de sistemas (Mata y otros, 2010). Si bien

los estudios por lotes o batch son fundamentales para determinar las fases de crecimiento




basicas y las caracteristicas de las especies de algas (Tang y otros, 2012). A partir de
nuestra experiencia podemos afirmar que el crecimiento de la microalga Tisochrysis lutea
T-Ilso en columnas de burbujeo empleando distintas tasas de dilucién permite el
crecimiento del organismo y la acumulacién de acidos grasos SFA y USFA especialmente
PUFAs.

La sintesis de USFA de cadena larga demanda elongasas y desaturasas determinadas
las cuales operan sobre los acidos C16-C18 (Bellou y otros, 2014). Las diferencias en la
respuesta a las condiciones ambientales entre diferentes algas pueden estar relacionadas
con sus diferentes rutas biosintéticas (Cohen, 1999). Para obtener cadenas mas largas o
insaturadas, se requieren elongasas y desaturasas, que acttan sobre el palmitato o el
estearato. Este tipo de enzimas se encuentran en la membrana del reticulo endoplasmico
y las mitocondrias, y pueden producir acidos grasos de cadena larga (Courchesne vy otros,
2009). Tales afirmaciones podrian explicar las variaciones en el perfil de acidos grasos
encontrados y en la ausencia de ciertos cidos grasos como DHA (C22:6 n-3) en cultivo
de Tisochrysis lutea T-Iso. Se conoce que la biosintesis de DHA implica la desaturacién
de A6 del linoleato a C18:4 n-3, seguido de la elongacién a C20:4 n-3 y desaturaciéon A5 a
EPA (Guschina y Harwood, 2006a). Desde el punto de vista de la ingenieria metabélica, el
bloqueo de rutas competidoras también puede mejorar el flujo metabélico que se canaliza
a la biosintesis de TAG, siendo la B-oxidacién la via metabélica principal responsable de
la degradacion de los acidos grasos en eucariotas (Shen y Burger, 2008), limitando la
sintesis de ciertos &cidos grasos. Varias razones pueden estar implicadas en la
explicacion de las variaciones encontradas, como una mayor produccion de especies
reactivas de oxigeno debido al estrés combinado y, por lo tanto, dafio oxidativo a acidos
grasos y enzimas de biosintesis de TAG (Pal y otros, 2011). Sobre la base de la
acumulacion de PUFAs durante las respuestas a diferentes factores ecologicos (por
ejemplo, alta intensidad de luz y radiacién UV, baja temperatura), autores sugirieron que
la capacidad de algunas algas para almacenar PUFA de cadena larga en TAG podria ser
una reserva que permitiria a los organismos adaptarse a cualquier cambio rapido
adicional en su entorno (Bigogno, Khozin-Goldberg, Boussiba, Vonshak y Cohen, 2002).
Es importante tomar en cuenta que la produccién y el almacenamiento de lipidos en
microalgas en respuesta a factores ambientales son especificos de cada especie, lo que

dificulta la generalizacién (Pernet y otros, 2003).




Diferentes estudios han demostrado que variaciones en las condiciones de cultivo pueden
afectar el contenido de lipidos y la composicién de los acidos grasos (Bona, Capuzzo,
Franchino y Maffei, 2014). Se reporta que las modalidades de cultivo también afectan el
crecimiento de las células y la composicion bioquimica de las microalgas (Han y otros,
2013; Hsieh y otros, 2009). Este hecho también pudo observarse en diferentes estudios
realizados con Tisochrysis lutea (T-Iso), empleando reactor tubular y columnas de
burbujeo en la modalidad batch y continuo al igual que empleando tasa de diluciones.
Diferencias observadas en estos sistemas en términos de contenido y productividad de
biomasa reportandose la mas alta concentracién y productividad de biomasa con
reactores tubulares operado en continuo ~1 g/L y 0.22 g/L-dia en comparacién con los
maximos encontrados en cultivos semicontinuos en columnas de burbujeo 0.80 g/L y 0.17
g/L-dia.

Por otro lado, la mas alta porciéon de USFA (34%) se identificé en cultivos realizados en
columnas de burbujeo en comparacion con 30% USFA en células crecidas en un reactor
tubular. Estos hechos suponen que variaciones en los sistemas de cultivo (PBR tubular o
PBR columnas burbujeo) y modos de operacién (batch, semicontinuo y continuo)
presentan cierto efecto sobre la acumulacion de biomasa y acidos grasos en cultivos de la
Tisochrysis lutea. A partir de esto suponemos que variaciones en las modalidades de
cultivo indicen directamente sobre la productividad de biomasa asi como la acumulacién
de acidos grasos en microalgas. Acién Fernandez y otros (2013), compararon la
productividad volumeétrica de biomasa para diferentes sistemas de cultivo de microalgas y
concluyeron que los paneles planos (flat-panel) tuvieron la mayor productividad (0.22-2.40
g/L-dia), seguidos por los fotobiorreactores tubulares (PBR-T) (0.12-1.38 g/L-dia) y
estanques (open ponds) (0.02-0.19 g/L-dia) con la productividad mas baja. Jiang y Zhu
(2010), compararon el cultivo de Dunaliella salina al exterior y en PBR, encontrando que
el cultivo de algas en el PBR (24 mg/L-dia de productividad de biomasa) fue mas efectivo
que en el exterior (20 mg/L-dia) al final de la fase logaritmica. Sin embargo, en el cultivo a
gran escala de microorganismos diversos factores estan involucrados como por ejemplo
un mezclado adecuado mediante bombeo o agitacién para mantener un entorno de cultivo
homogéneo (Yap y Chen, 2001). Gudin y Chaumont (1991), investigaron los efectos
hidrodinamicos en la microalga Haematococcus pluvialis en fotobiorreactores tubulares.
Informaron que las células vegetativas verdes preferian una menor velocidad del fluido de

bombeo debido a su fragilidad, mientras que los quistes rojos eran menos sensibles al
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estrées hidrodinamico impuesto por el bombeo. Este efecto ayudaria a explicar las
variaciones en los perfiles de acidos grasos encontrados en este estudio. Por otro lado, el
tamafo de la burbuja aparentemente también es crucial para minimizar el dafio por corte

a las células (Xu y otros, 2009).

Se ha sefialado que el burbujeo pudo aumentar la penetracion de la luz en un cultivo de
Anabaena variabilis hasta en un 20% para dar como resultado una mejor dispersion de la
luz (Berberoglu, Yin y Pilon, 2007). También la tasa de aireacién esta restringida por
consideraciones de sensibilidad al corte a las células (Xu y otros, 2009). Por ejemplo,
cuando se cultivd Haematococcus pluvialis en un biorreactor con diferentes velocidades
de gas superficiales, los resultados indicaron que la densidad celular maxima disminuyo
aproximadamente un 10% del nivel optimo cuando la velocidad se incrementé de 0,4 cm/s
a 3 cm/s (Kaewpintong y otros, 2007). Como se explicé previamente existen diversos
factores involucrados en la sintesis de PUFA en PBR-tubular y PBR-columna de burbujeo.
Se ha referenciado que nivel de oxigeno disuelto en el medio es crucial para el
crecimiento celular y la formacién de PUFAs. El oxigeno molecular es requerido por la
mayoria de los organismos para los mecanismos de desaturacién en la biosintesis de
PUFAs (Gurr y Harwood, 1991). En general, se cree que una mayor tensién de oxigeno
en el medio puede elevar el contenido de acidos grasos insaturados en el microorganismo
(Yap y Chen, 2001). Todos estos factores son considerados de gran importancia en
cultivos de microalgas a gran escala y son de gran utilidad en la optimizacién de procesos

para la obtencién de productos de alto valor agregado.

82

gy
L —



4.3. Andlisis de la composicién bioquimica a la biomasa de Tisochrysis lutea
(T-Iso) cultivada en fotobiorreactores tubulares (PBR-T) y columnas de
burbujeo (PBR-BC).

El analisis de la composicion bioquimica de la microalga Tisochrysis lutea se llevé a cabo
a partir de biomasa cultivada en fotobiorreactores tubulares (PBR-T) y columnas de
burbujeo (PBR-BC) en la modalidad batch y semicontinuo empleando tasas de dilucion.
Los resultados obtenidos reflejan un incremento en la concentracién de lipidos y proteinas
cuando el reactor tubular se opera en continuo, sin embargo los lipidos y proteinas
cuando las columnas se operan en semicontinuo no presentan grandes variaciones en
comparacion con el estado estatico o batch. En la Cuadro 7, se muestran los porcentajes
de lipidos, proteinas, carbohidratos y cenizas en cultivos de Tisochrysis lutea llevados a
cabo en PBR-T y PBR-BC.

Cuadro 7

Composicién bioquimica (%) de la biomasa obtenida de los diversos reactores empleados
para el cultivo de la microalga Tisochrysis lutea (T-1so)

Tipo de Reactor Modalidad % Lipidos % Proteinas % Carbohidratos % Cenizas
Batch 31.5 334 14.7 20.4
PBR-T
Continuo 372 45.7 - -
Batch 33.2 24.7 16.6 255
PBR-BC
Dilucion 20% 33,5 24.6 20.6 21.3

La composicién bioquimica es un factor clave en la calidad de la biomasa (Camacho-
Rodriguez y otros, 2013). Se ha reportado que la manipulacién de las condiciones de
crecimiento de microalgas puede alterar las caracteristicas de crecimiento y la
composicion bioquimica de las células cultivadas en las condiciones aplicadas (Brown,
Jeffrey y Garland, 1989). Segun Perez-Garcia, Escalante, de-Bashan y Bashan (2011), las
proteinas, los lipidos y los carbohidratos son los principales componentes nutricionales de
las microalgas, pero el contenido relativo de estos constituyentes se puede modificar
mediante la manipulacion de las condiciones de cultivo. En términos generales, bajo
condiciones de cultivo favorables, la biomasa microalgal contiene cerca de 8 al 15% de
lipidos, 30 al 50% de proteinas y 20 al 40% de carbohidratos (Hu, 2004). Renaud y otros

(1999), tras analizar 18 especies de microalgas encontraron que los lipidos, las proteinas,
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los carbohidratos y las cenizas representan en promedio un 77% (rango 63-92%) del

peso seco total de microalgas.

En nuestro estudio encontramos cantidades de lipidos totales > 30% en la biomasa
obtenida de cultivos de Tisochrysis lutea llevados a cabo en PBR-T y PBR-BC. Rodolfi y
otros (2009), reportan contenidos de lipidos del 8.5% al 39.8% de distintas cepas de
microalgas marinas donde las especies /sochrysis sp. (T-1ISO) CS 177 y Isochrysis sp.
F&M-M37 presentan el 22.4% y 27.4% de lipidos respectivamente. Servel, Claire, Derrien,
Coiffard y De Roeck-Holtzhauer (1994), reportan cantidades de lipidos para /. galbana
(25.6%), Mata y otros (2010), reportan para Isochrysis galbana (7% a 40%) y para
Isochrysis sp. (7 a 33%). Sin embargo, Ippoliti y ofros (2016), confirman que Tisochrysis
lutea puede producirse alraire libre a escala comercial, logrando producir una biomasa rica
en lipidos (25%) y proteinas (45%). Estos datos resultan ser cénsonos con los
encontrados en nuestro estudio (Cuadro 7), en cultivos al exterior de Tisochrysis lutea
llevados a cabo en fotobiorreactores en los que reportamos cantidades > 30% de lipidos
totales y > 24% de proteinas totales en la biomasa cultivada en PBR-T y PBR-BC.
Alkhamis y Qin (2015), presentan contenidos de lipidos (22%), proteinas (36.4%) y
carbohidratos (9.4%) para Tisochrysis lutea. Otros autores indican que la composicion
quimica de T. [lutea se caracteriza principalmente por un alto porcentaje de proteina
situada en el rango del 30 al 48% (Martinez-Fernandez, Acosta y Southgate, 2006;
Renaud y otros, 2002).

Por otro lado se ha demostrado que el cambio de las condiciones de luz también puede
emplearse para modificar la composicién de la biomasa microalgal a fin de optimizar la
produccion de bioproductos de interés (Gutierrez-Wing y otros, 2014). Se ha detallado que
la luz es un factor ambiental esencial para el cultivo de microalgas, donde la cantidad y
calidad de la luz pueden inducir cambios en la composicion bioguimica de las microalgas
(Marchetti y otros, 2017). Cuellar-Bermudez y otros (2015), reportan incrementos
proporcionales a la intensidad de luz en el contenido de lipidos en cultivos de
Synechocystis sp. PCC6803 llevados a cabo en un fotobiorreactor vertical de placa plana
(FP-PBR). Estudios previos de la composicién bioquimica han demostrado que las
microalgas marinas pueden aclimatarse a las variaciones de la luz al cambiar el contenido
de sustancias estructurales y de almacenamiento como los lipidos (Khotimchenko vy
Yakovleva, 2005). Molina Grima y otros (1994b), registran una relacion inversa entre las

proteinas y el contenido de lipidos para /sochrysis galbana conforme incrementa la




intensidad de luz. Evidentemente, en nuestro estudio no observamos con Tisochrysis
lutea (T-Iso) esta relacion inversa entre los lipidos y proteinas, ya que a medida que
incrementa la irradiancia promedio dentro del reactor se observa un incremento en el

contenido de lipidos y proteinas en cultivos llevados a cabo en PBR-T.

Por lo que se refiere a las proteinas, se ha reportado que variaciones en el contenido de
proteinas de Isochrysis galbana a mayores intensidades de luz posiblemente se atribuye a
que el metabolismo celular se enfoca mas intensamente para aumentar el contenido de
productos primarios fotosintéticos como lo son carbohidratos (Molina Grima vy otros,
1994b). En general, se sabe que altas intensidades de luz producen un aumento en el
contenido de carbohidratos (Hu, 2004). Este hecho pudo observarse en cultivos de T.
lutea realizados en PBR-BC en los que el contenido de carbohidratos incremento ~ 4%
mientras que las proteinas presentaron una ligera disminucién al existir mas luz disponible
para las células (ver graficos de irradiancia promedio, Figura 10 y 22). Bajo ausencia de
energia luminosa, el metabolismo celular cambiara (Kitajima y otros, 1998) y por lo tanto,
la productividad y la composicién bioquimica de las células de microalgas se veran

afectadas por la disponibilidad de la luz (Chen y otros, 201 1).

Desde otro punto de vista, los hechos previamente sefialados con la microalga T-Iso
guardan cierta relacién con la modalidad de cultivo batch y/o continto llevada a cabo en
PBR-T y PBR-BC. De acuerdo con Acién Fernandez y otros (1998), los fotobiorreactores
permiten un mejor control de los parametros de cultivo y las variables operativas pueden
utilizarse para manipular la composicion bioquimica de la biomasa. La relacién entre los
modos de operacion estatico o batch y continuo de los reactores guarda una estrecha
relacién con la cantidad de luz disponible dentro del reactor para las microalgas. La
irradiancia promedio dentro de los cultivos se ha referenciado como un indicador de la
disponibilidad de luz (Sanchez y otros, 2008a). Carvalho y Malcata (2005), indican que el
efecto de la intensidad de la luz depende a menudo de la tasa de dilucion. Segun Barbosa
y otros (2003), la luz como el sustrato limitante, no puede almacenarse en el medio de
cultivo por lo que un aumento en la tasa de dilucién conducira directamente a una
disminucion en la concentracién de biomasa que repercutira en una mayor intensidad de

luz promedio dentro del reactor y un aumento consecuente de la tasa de crecimiento.

Se ha referenciado que a medida que aumenta la tasa de dilucion, también aumentan los

contenidos de proteinas y lipidos (Camacho-Rodriguez y otros, 2013). Carvalho y Malcata
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(2005), reportan mayores cantidades de lipidos a mayores tasas de dilucién. Guedes y
otros (2010), realizaron cultivos de Pavlova lutheri en un fermentador que fue operado en
semicontinuo y obtuvieron un descenso en las cantidades de proteinas y lipido's conforme
incrementa la intensidad de luz, pero un breve incremento en las porciones de
carbohidratos al aumentar la luz. Otros resultados muestran que la tasa de dilucion tiene
un efecto positivo en la eficiencia del uso de la luz de los cultivos al mejorar la
disponibilidad de luz (Ippoliti y otros, 2016). De acuerdo con nuestra experiencia, en este
estudio observamos que un cambio en el modo de operacion de los reactores (Cuadro 7)
favorece la acumulacién de biomoléculas de interés como lo son lipidos y proteinas en
PBR-T, al igual que los lipidos y carbohidratos que se incrementaron en la biomasa
producida en PBR-BC. El contenido de cenizas disminuyé con el cambio en el modo de
operacion (batch a semicontinuo) llevado a cabo en PBR-BC. Es importante sefialar que
estas diferencias pueden estar asociadas a la configuracién de los fotobiorreactores, el
modo de operacion, la irradiancia promedio dentro del reactor. Los resultados
previamente obtenidos en nuestro estudio en cultivos de T. /utea no son consonos a los
resultados de Jebali y otros (2015), los cuales observaron una ligera disminucion en los
lipidos y carbohidratos a medida que la tasa de dilucion aumentaba en un estudio
realizado con distintas especies de microalgas del genero de las cloréfitas. Por otro lado,
Ippoliti y otros (2016), muestran que la tasa de dilucién modifica la composicion
bioquimica de la biomasa: cuanto mayor es la tasa de dilucion impuesta, mayor es el
contenido de proteinas y menor el contenido de lipidos, donde el contenido de proteinas
aumenta de 35 a 45% cuando la tasa de dilucién aumenta, mientras que el contenido de
lipidos se reduce de 28 a 20% vy el contenido de carbohidratos, que representa entre el 28
y el 30% de la biomasa.

Segun Wen y otros (2014), en cultivos continuos, las células de microalgas pueden crecer
a un ritmo razonable y acumular lipidos simultdneamente, lo que conduce a una mayor
productividad de los lipidos que en los cultivos estaticos o batch. Es posible que el
contenido de nutrientes y el metabolismo de las algas sean especificos de la especie
(Alkhamis y Qin, 2015). San Pedro y otros (2014), realizaron cultivos de M. gaditana en
fotobiorreactores tubulares y encontraron que el contenido de proteinas aumento con el
aumento de las tasas de dilucion, mientras que el contenido de lipidos y acidos grasos
disminuy6 a medida que aumenté la tasa de dilucién. Yeh y Chang (2011), reportan
~ 46% de lipidos en cultivos de Chlorella vulgaris ESP-31 cultivada en fotobiorreactores
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tubulares verticales. Wong y otros (2016), reportan para Chlorella vulgaris cultivada en
PBR de columna de burbujeo entre ~ 40 y 48% en el contenido de lipidos. Previamente se
ha referenciado que si un nutriente es limitado u omitido del medio de cultivo, las
microalgas cambian sus estrategias metabdlicas resultando en la alteracién de su
composicion de biomasa que en la mayoria de los casos estd relacionada con la

acumulacion de carbohidratos o lipidos (Markou y otros, 2012).

Los beneficios para la industria son innegables porque la composicion de las microalgas
se puede modular u orientar cambiando la tasa de dilucién y la manipulacion del
suministro de nutrientes (Marchetti y otros, 2017), por lo que cultivos de microalgas
continuos y semicontinuos producen biomasa de composicion bioquimica constante y
controlada, y durante mucho tiempo se ha demostrado gue mejoran notablemente el
crecimiento y desarrollo de organismos filtradores como los son rotiferos y Artemia

(Fabregas y otros, 1998).




CAPITULO
V




CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.CONCLUSIONES

Se registré crecimiento, produccién de biomasa de Ia microalga Tisochrysis lutea en PBR-
T con el medio fertilizante encontrandose una mejora en el crecimiento de la microalga
tras alcanzada la fase estacionaria en continuo favoreciendo la concentracion,

productividad de biomasa, eficiencia fotosintética y fluorescencia de clorofilas.

Se observé el efecto de la operacion en continua en el perfil de acidos grasos en la
microalga Tisochrysis lutea T-Iso en PBR tubulares. Se observaron mayores cantidades
de SFA y MUFA en comparacion de PUFA tras la operacion en continuo lo que refleja el
efecto que presenta una mayor cantidad de luz disponible para los cultivos. Se
identificaron distintos &4cidos grasos los cuales dejaron en evidencia la importancia de la

biomasa microalgal para la nutricién humana y animal (acuicultura).

Se demostr6 que el efecto de la dilucidn del reactor tubular favorece a la concentracion y
productividad de biomasa de la microalga Tisochrysis lutea (T-Iso). Se obtuvo una mejora
en la eficiencia fotosintética asi como incrementos en la relacién Fv/Fm. La velocidad
maxima de crecimiento de la microalga con el fotobiorreactor tubular (0.4 dia™) supera la
velocidad maxima de crecimiento (0.1 dia™') obtenida con la columna de burbujeo, siendo

el efecto de autosombreado un factor relevante.

El efecto de las distintas tasas de dilucién se aprecié en el ensayo en semicontinuo,
donde una dilucién del 30% no favorece grandemente a la concentracion de biomasa. La
mayor eficiencia fotosintética en funcién de la irradiancia, se registra con una dilucién del
30% a menos de 100 uE/m?s, lo que indica que la microalga aprovecha mejor valores de
irradiancia inferiores. Diluciones del 20 y 30% (<100 uE/m®s), permiten mayor estabilidad
de la fluorescencia de las clorofilas, valores del Ka y productividad de biomasa.

Se demostr6 el efecto de las tasas de dilucién sobre el perfil de &cidos grasos en la
microalga Tisochrysis lutea T-Iso en PBR columna de burbujeo. Se observaron mayores
cantidades de MUFA a una tasa de dilucion del 20% mientras que los PUFA se
incrementaron tras la operacién en semicontinuo a una tasa de dilucién del 30%. Se

identificaron distintos acidos grasos en el estudio lo que sugiere que una dilucion del 20%
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favorece en términos de concentracion y produccién de biomasa la produccion estable de
acidos grasos de gran importancia para la nutricién humana y animal (acuicultura). Sin
embargo, desde el punto de vista nutricional la biomasa producida a una dilucién del 30%
permite la obtencién de los PUFAs, 18:2 n-6, 18:3 n-3, 18:4 n-3.

Se comprob6 que la biomasa de Tisochrysis lutea T-Iso cultivada al exterior en
fotobiorreactores tubulares (PBR-T) y fotobiorreactores de columna de burbujeo (PBR-BC)
representa una fuente nutricional de alto valor agregado compuesta principalmente por
lipidos, proteinas y carbohidratos que son considerados de gran importancia en la
acuicultura debido al aporte nutricional que podria aportar las microalgas al desarrollo de

larvas de peces y camarones.

5.2.RECOMENDACIONES

La construccion, disefio y operacion de fotobiorreactores es un punto de gran importancia
en la implementacién de cultivos biotecnolégicos de microalgas a escala industrial.
Partiendo de este hecho se recomienda el empleo de fotobiorreactores para el cultivo de
microalgas al exterior, ya que el modo de operacion, control de variables y productividad

de biomasa pueden optimizarse en estos sistemas de produccion.

Se recomienda el uso de los modos de irradiancia (lav) para cultivos de microalgas al
exterior, ya que éstos ofrecen informacion sobre la cantidad de luz disponible para las
microalgas dentro de los reactores lo cual es de gran importancia en la produccién de

biomasa y composicién bioquimica de ésta.

Se recomienda el empleo de sistemas de cultivos semicontinuos o continuos ya que a
través de estos modos de operacién es posible mejorar la produccion de biomasa
microalgal y el desarrollo de compuestos de alto valor nutricional como lo son proteinas,

carbohidratos, lipidos y acidos grasos.
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Figura 25. Esquema de Fotobiorreactor tubular (PBR-T) publicado por Solimeno, Gabriel,
Garcia, 2017, localizado en la Estacion Experimental Las Palmerillas, Almeria, Espafia.
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Figura 26. Fotobiorreactor de columnas de burbujeo (PBR-BC) empleados para esta
investigacion.
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Figura 27. Esquema de columnas de burbujeo (PBR-BC) publicado por Lépez y otros,
20086.
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Cuadro 8

Parametros principales para las dos tecnologias de produccién consideradas en el estudio
de caso, relacionadas con la produccién de biomasa de microalgas para aplicaciones
agricolas y acuicolas (Acién Fernandez y otros, 2019)

Photobioreactor Raceway | Thin-layer
Case study
Biomass productivity g/m’/day 20 30
COy usage kg/kg algae biomass | 2 2
Water evaporation Lm’/day 75 75
Mixing power consumption Wim® 10 20
Labor people’ha 1 1
Production days days 300 300
Land area ha 5 5
Ratio V/S me/m? 0.2 0.04
CO, fixation efficiency 09 0.9
Dilution rate 1/day 0.2 0.3
Total culture volume m 10,000 2000
Total biomass production thafyear 60 90
Total CO» consumption tha/year 120 180
Total water evaporation tha/year 22,500 22,500
Water cost €/kg 0.00005 | 0.00005
CO, cost £kg 0.3 0.3
Nutrients cost €kg 1 1
Fertilizers usage kg/kg algae biomass | 0.3 03
Power cost £/KWh 0.1 0.1
Power for harvesting and others kWh/m® harvest 0.1 01
Photobioreactor cost &m° 50 100

[ o1 )
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Figura 28. Comparacién del costo de produccion de biomasa y las principales
contribuciones al costo de produccién para el estudio de caso, considerando la utilizaciéon
de aguas residuales y reduciendo la mano de obra requerida para la operacion de la
instalacion (Acién Fernandez y otros, 2019)
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Figura 29. Las doce (12) principales instituciones por namero de publicaciones cientificas
sobre microalgas (Garrido-Cardenas, Manzano-Agugliaro, Acien-Fernandez y Molina-
Grima, 2018).

Figura 30. Fotografia junto a los fotobiorreactores tubulares (PBR-T), Almeria, Espafia.
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