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Resumen

La produccién de carotenoides a partir de microalgas depende de varios factores
nutrimentales, ambientales y de la configuracion del fotobiorreactor. Generalmente, la
sintesis y acumulacién de estos pigmentos en las células suele inducirse mediante la
modificacion de las condiciones de cultivo como altas intensidades luminosas,
limitacién de nutrientes especialmente nitrégeno y fésforo, altas temperaturas y adicién
de sales al medio de cultivo. Sin embargo, estas condiciones de estrés pueden afectar
negativamente el crecimiento de microalgas y puede reducir el rendimiento de estos
metabolitos. Para contrarrestar este efecto negativo, se ha planteado la estrategia de
cultivo en dos etapas, en la primera bajo condiciones adecuadas de cultivo se logra
maximizar la cantidad de biomasa y la segunda etapa esta reservada para inducir la
produccién de carotenoides mediante la alteracién de alguna condiciéon de cultivo.

Lo anteriormente descrito ha conducido al desarrollo de sistemas de cultivo como los
fotobiorreactores (FBRs) que son sistemas cerrados y se pueden controlar distintas
condiciones de cultivo. Sin embargo, uno de los factores fundamentales dentro de estos
cultivos es la luz y la consecuente sintesis de metabolitos de interés, por ello es necesario
realizar un anélisis de los fenémenos de transferencia de luz y su distribuciéon dentro
de los sistemas de cultivo, siendo la ecuacion de transferencia radiativa (Radiative
Transfer Equation, RTE) el modelo que describe estos fenémenos. La RTE contiene 3
pardmetros esenciales (caracteristicas radiativas): el coeficiente de extincién (),
albedo (wa) y funcién de fase (®a), cuya estimacion es necesaria para resolver la RTE.

En el presente proyecto se presentan las caracteristicas radiativas de la microalga
Coelastrella striolata que esta emergiendo como una cepa prometedora en la produccion
de carotenoides. La determinaciéon de estos parametros se realizd a un cultivo en
conservacion (etapa estacionaria), a través del crecimiento y en condiciones para
promover la carotenogénesis (sintesis y acumulacion de pigmentos carotenoides). Se
encontré que, en etapa estacionaria B* es independiente de la concentracién de

biomasa, g, es independiente de la longitud de onda; mientras que w, es dependiente

de la longitud de onda debido a la presencia de pigmentos como clorofilas y

carotenoides.



Por otro lado, durante el crecimiento B* y @, fue incrementando a medida que la

microalga alcanzaba el estado estacionario, esto se atribuyé a que las concentraciones
de pigmentos disminuyeron, por lo tanto, el sistema fotosintético o las células se
vuelven menos eficientes para la absorcion de energia y por ende el fenémeno de
dispersion domina sobre la absorcion. En condiciones para promover la carotenogénesis,
la presencia de MgCl, redujo el tiempo de formacién de carotenoides totales en
comparacion con el cultivo control y con NaCl, esto debido a que los cationes divalentes
como el Mg*" estimula la actividad de enzimas involucradas en la biosintesis de
carotenoides. Es por ello, que los cambios en las caracteristicas radiativas son mas
notables en los cultivos con MgCly; por ejemplo, B, va aumentando con el transcurso

del tiempo debido a una mayor interaccién de la luz con los pigmentos formados en las
células. Ademads, una vez formados los carotenoides en las células @, tiende a ser mayor

a 0.5, ya que estos actiian como fotoprotectores y disipan el exceso de energia para
evitar un dano al aparato fotosintético. Entonces la composicion bioquimica de la
biomasa como la presencia de pigmentos si afecta las caracteristicas radiativas debido
a su funcion dual como fotoprotectores y absorbedores de luz.

Finalmente se demostré que el pardmetro de asimetria (g) de la funcién fase (®a) es
independiente de las etapas de cultivo y tomé un valor de 0.9 lo que indica una
dispersion de energia hacia enfrente que concuerda con lo reportado con la literatura.
Los resultados obtenidos sobre caracteristicas radiativas en diferentes etapas de cultivo,
tienen el potencial para ser utilizados en procesos de monitoreo y analisis en tiempo
real de los fendmenos radiativos en FBRs.
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Capitulo 1

1 INTRODUCCION

Los pigmentos carotenoides tienen una variedad de aplicaciones a nivel industrial y
para consumo humano, sin embargo, la mayoria de estos son producidos via sintética
y podrian contener trazas téxicas lo que genera una desconfianza e incertidumbre en
el consumidor. Es por ello que esto ha impulsado la obtencién de estos pigmentos a
través de fuentes de materia naturales, una opciéon prometedora es a partir del cultivo
de microalgas, ya que ofrecen ventajas de costo, escala, tiempo y rendimiento sobre las
fuentes naturales como frutos, flores y vegetales que convencionalmente se emplean
para la extraccién de carotenoides [1].

Los pigmentos carotenoides con mayor demanda en el mercado son la astaxantina y el
B-caroteno con el 34 y 29 % del mercado total, respectivamente [2, 3]. Para la obtencién
de astaxantina comunmente se utiliza la microalga Haematococcus pluvialis, mientras
que para [B-caroteno se utiliza la microalga Dunaliella salina, ya que se ha encontrado
que son de las especies con mayor contenido de estos pigmentos. Sin embargo, en los
ultimos anos las microalgas del género Coelastrella estan emergiendo como fuentes

prometedoras para la obtenciéon de ambos pigmentos [4].

Generalmente la produccion de pigmentos carotenoides consta de dos etapas de cultivo,
la primera etapa consiste en maximizar la cantidad de biomasa (conocida como etapa
verde) que se logra mediante condiciones favorables de crecimiento como suficiencia de
fuentes de nitrégeno y fésforo, bajas intensidades luminosas, temperaturas no mayores
a 30°C y la segunda etapa consiste en alterar alguna condicién del cultivo para inducir
la sintesis y acumulacion de pigmentos carotenoides (conocida como etapa roja) que se
logra bajo deficiencia de nitréogeno y fésforo en el medio de cultivo, altas intensidades
luminosas e incremento de la salinidad del medio [5]. Aunado a esto se ha encontrado
que modificar la salinidad en el medio es mas barato en comparacién con el aumento

de temperatura o intensidad luminosa.

Lo anterior ha impulsado al desarrollo de fotobiorreactores (FBRs) para el cultivo de
microalgas en las condiciones arriba descritas, pero una de las limitantes en su diseno
es que la distribucion de la luz generalmente no es homogénea y, por lo tanto, debe
realizarse un analisis de transferencia radiativa dentro del reactor, la cual es descrita
por la ecuacién de transferencia radiativa (Radiative Transfer Equation, RTE) [6].
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Esta tultima es un balance de energia radiativa que viaja en una direccion particular y
en la que se consideran los fenémenos de dispersién y absorciéon. Es por ello que los
coeficientes de absorcion y dispersion de las microalgas junto con la funcién fase son
parametros importantes y necesarios para resolver y simular la RTE en
fotobiorreactores. La mayoria de estos parametros dependen de las condiciones de
cultivo, la etapa de crecimiento y cepa de la microalga de estudio. Sin embargo, general
o frecuentemente solo se determinan en una etapa especifica y no a lo largo del
crecimiento [7-10]. Esto podria afectar en los modelos que describen el crecimiento de
estos microorganismos, ya que a lo largo del crecimiento se desencadenan procesos
fisiologicos a nivel metabdlico que impactan en las caracteristicas radiativas [6, 11-13].

El presente proyecto tiene como objetivo determinar las caracteristicas radiativas de
un cultivo microalgal de Coelastrella striolata en diferentes etapas de crecimiento y en
condiciones de estrés para determinar la relacion de éstas con la presencia de pigmentos
carotenoides. El correcto analisis de estos parametros contribuira a mejorar el diseno,
escalamiento, y control del cultivo de microalgas en fotobiorreactores para la
produccion de pigmentos carotenoides.
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Capitulo 2

2 ANTECEDENTES

2.1 Pigmentos carotenoides

Los carotenoides son pigmentos derivados de los tetraterpernos, que son compuestos
que constan de 8 unidades de isopreno (C5) que comprenden una estructura de polienos
de 40 carbonos. Son solubles en grasa, absorben la luz dentro de una longitud de onda
de 400-550 nm y son la fuente del color amarillo, naranja y rojo de muchas frutas y

verduras y de algunas microalgas [14].

Los carotenoides pueden clasificarse por su estructura quimica o funcionalidad. Basada
en la estructura quimica los carotenoides se clasifican en dos tipos: (1) carotenos, que
existen como hidrocarburos puros, es decir, estan constituidos de carbono e hidrégeno
como, por ejemplo, el a-caroteno, B-caroteno y licopeno y (2) xantofilas, que ademas
de estar constituidos por carbono e hidrégeno contienen oxigeno como en el caso de la
luteina, zeaxantina, astaxantina y fucoxantina. La estructura de estos compuestos

puede verse en la Figura 1.

b)
OH
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Figura 1. Estructura molecular de los carotenoides. a) Carotenos (f-caroteno), b)

Xantofilas (astaxantina).

Con base en la funcionalidad, los carotenoides se pueden clasificar como primarios y
secundarios. Los primeros se conocen como pigmentos fotosintéticos y juegan un papel
clave en la fotosintesis, mientras que los segundos son los que se producen a través de
la carotenogénesis solo cuando las células estan expuestas a condiciones ambientales

como alta salinidad, deficiencia de nutrientes, alta intensidad luminosa entre otras [15].

Las funciones importantes de los pigmentos carotenoides durante la fotosintesis,
incluyen la captaciéon de luz y la fotoproteccion del aparato fotosintético. Mientras que,
como pigmentos accesorios, en condiciones de poca luz, los carotenoides recolectan la
luz disponible y transfieren la energia a las moléculas de clorofila. Mientras que,

3



I Q. Eduardo Martinez Nino
Caracteristicas radiativas de la microalga Coelastrella striolata, productora de

carotenoides durante diferentes etapas de cultivo

durante la exposicién a alta intensidad luminosa, ocurre lo contrario, los carotenoides
admiten el exceso de energia de la clorofila y la disipan, protegiéndola del fotodano
[14].

Los pigmentos carotenoides protegen las células apagando los estados de triplete de
clorofila y estabilizando fisicamente la membrana. Ademas, debido a su capacidad
antioxidante pueden neutralizar los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno
(Reactive Oxygen Species, ROS). Estas ultimas se encargan de danar las moléculas
principales del cuerpo, incluido el ADN, las proteinas, los carbohidratos y los lipidos y
cuando estos se danan causan disfuncién o alteracién de varios genes de respuesta al
estrés, lo que inicia la formacién adicional de ROS. Lo anteriormente descrito permite
que los pigmentos carotenoides tengan aplicaciones comerciales para el consumo
humano como se puede ver en la Tabla 1 [16].

Tabla 1. Rol biolégico de los carotenoides y beneficios en la salud humana [14, 16].

Papel de los carotenoides en las células Beneficios en la salud humana
Estabilizacién de la membrana Menor riesgo de inflamacion

Disipacién de energia Menor riesgo de enfermedades cardiacas

Captacién de luz y fotoproteccion Prevencion del cancer

Antioxidantes activos Mejora en salud ocular
» Proteccién de neuronas y menor riesgo

Reduccién de ROS _ .
de diabetes tipo II

2.1.1 Aplicaciones comerciales de carotenoides

Las principales aplicaciones de los carotenoides son actualmente como complementos
dietéticos, alimentos fortificados, colorantes alimentarios, alimentacion animal y
productos farmacéuticos y cosméticos. Ademéas de aportar color a algunos alimentos
(lo que aumenta la percepcién de calidad de los consumidores), los carotenoides son
poderosos antioxidantes y se utilizan como agentes de conservacion para retardar el
proceso de oxidacion, lo que reduce la degradacion de los alimentos y el desarrollo de
sabores desagradables [16].

En cosmética, los carotenoides se utilizan como principios activos con actividad
biolégica en cremas y lociones. Se utilizan por sus propiedades antioxidantes y valor
nutricional para la piel y el cabello, ya que los carotenoides brindan fotoproteccion de
la piel contra la luz ultravioleta.
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El sector de salud y nutracéuticos de los carotenoides es el mercado de mayor
crecimiento de la industria. Esto es debido a la amplia gama de enfermedades humanas
existentes, incluidas las degenerativas y las cuales se producen por la generacion de
radicales libres, estrés oxidativo y desequilibrio redox celular. Como se menciond
anteriormente los carotenoides sirven como antioxidantes, por lo tanto, esto permite
que se neutralicen los radicales libres y de esa forma prevenir enfermedades cronicas,
dafio celular y envejecimiento. En la salud también se ha demostrado que los
carotenoides reducen el riesgo de inflamacién, enfermedades cardiacas y cancer,
diabetes tipo 2, enfermedades oculares y obesidad, Alzheimer, Parkinson y esclerosis
lateral amiotréfica [2, 16]. En la Tabla 2 se muestran de manera general las aplicaciones
de los carotenoides.

2.1.2 Mercado de carotenoides

Actualmente la mayoria de los carotenoides son producidos de forma sintética, debido
a que se utiliza una mano de obra y productos quimicos de bajo costo, lo que elimina
la necesidad de la presencia de un microorganismo y los costos posteriores de cosecha
y extraccion. Sin embargo, aunque este tipo de carotenoides son mas rapidos y baratos
de producir, son menos efectivos en términos de sus propiedades promotoras de la salud
y, por lo tanto, son menos valiosos y deseables como producto [14].

La situacion descrita anteriormente ha estimulado la obtencién de productos naturales
y es por ello que se prevé que el mercado de carotenoides crezca de $1500 millones de
dolares en 2020 a $2000 millones de délares en 2026 [2, 3]. Un estudio realizado por
Markets and Markets en 2020, pronostica que el valor de mercado de los carotenoides
evolucionaria a una tasa de crecimiento anual compuesta del 4.2 % de 2019 a 2026. De
acuerdo con la Figura 2, la demanda de astaxantina, 3-caroteno y luteina han adquirido
una fuerte demanda en el mercado global de carotenoides y ésta seguira creciendo en
el futuro [2, 3.

La astaxantina es consumida por la industria de alimentos para salmoén y de acuerdo
con Markets and Markets se estima que para el ano 2026 alcance los 965.8 millones de
doélares; mientras que para B-caroteno se estima que alcance los 780 millones de délares
para el ano 2027. Los precios de mercado de los carotenoides pueden variar de 300 a
3000 ddlares por kg de B-caroteno y de 2500 a 10000 dolares por kg de astaxantina
[17].
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Tabla 2. Carotenoides y sus campos de aplicacién [2, 15, 16].

. Tipo de L.
Carotenoide . Aplicaciones
carotenoide

Precursor de vitamina A
Antioxidante
Aditivo alimenticio

B-caroteno Caroteno Prevenciéon de cancer de piel y de mama
Estimula la comunicacion celular y la mejora del sistema
inmunologico
Fotoprotecciéon de la piel frente a la luz ultravioleta
Antioxidante
Aditivo alimenticio
Propiedades antiinflamatorias
Previene el dano oxidativo de la piel (cremas de proteccion

Astaxantina Xantofila solar UV)
Prevencion del cancer
Prevencién de la degeneracion macular asociada a la edad
Produccién de anticuerpos
Prevencién de la degeneracion macular asociada a la edad
Antioxidante
Reduce significativamente el riesgo de canceres, incluidos los
_ de mama, higado, cuello uterino, préstata y ovario

Licopeno Caroteno . .
Prevenciéon de enfermedades cardiovasculares
Previene el dano oxidativo de la piel (proteccién contra
radiacion UV)
Prevenciéon de cataratas

Luteina y . ., » _

. Xantofilas Prevencién de la degeneraciéon macular asociada a la edad
Zeaxantina

Ayuda a mantener una funcién visual normal
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Figura 2. Prospectiva global del mercado de carotenoides en el 2024 de acuerdo con

Industry Experts.

2.1.3 Microalgas productoras de pigmentos carotenoides

Los pigmentos carotenoides de origen natural de fuentes microbianas como hongos,
bacterias y algas se han explotado para aplicaciones comerciales. Sin embargo, los
pigmentos carotenoides como la astaxantina, el B-caroteno y la luteina de las algas han
recibido mucha mas atencién, ya que se ha demostrado que tienen un uso potencial en
el sector de nutracéuticos, productos farmacéuticos, alimentos, piensos para animales,

complementos dietéticos y cosméticos [2].

Las microalgas han sido estudiadas como una fuente natural y sostenible para la
obtencién de carotenoides, ya que ofrecen ventajas de costo, escala, tiempo y
rendimiento sobre las fuentes naturales que convencionalmente se emplean para la
extraccion de carotenoides [1, 2, 14, 16]. En la Figura 3 se muestra un gréfico
comparativo del contenido de pigmentos carotenoides en algunas fuentes naturales

como frutos, flores, vegetales y especies de microalgas.

La Figura 3 muestra que las especies de microalgas suelen tener un mayor contenido
de carotenoides en comparacién con otras fuentes naturales. La acumulacién de
pigmentos carotenoides en microalgas depende de cada especie o cepa de microalga y
del conjunto de condiciones operativas para su cultivo como lo son el medio de cultivo,
la temperatura, el pH, la aireacién, la agitacion y la irradiacién [18-20].

7
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Figura 3. Contenido de carotenoides en distintas fuentes naturales. Adaptado de [1].

En la Tabla 3 se muestra el contenido de carotenoides en diferentes especies de

microalgas [19-21].

2.2 Etapas de crecimiento en el cultivo por lotes de microalgas

El cultivo por lotes o Batch se refiere al cultivo de microalgas en un reactor con una
carga inicial de medio de cultivo que no se altera por otro nutriente adicional o
eliminacion. Este sistema de cultivo es uno de los mas simples, por lo que ha sido
ampliamente utilizado tanto en laboratorio como con fines industriales. La Figura 4
muestra las etapas tipicas de crecimiento del cultivo inoculado en un sistema de cultivo
por lotes, la cual consta de 6 etapas: adaptacion o retraso (lag), exponencial, lineal,
decreciente, estacionaria y muerte [22, 23].

2.2.1 Etapa de adaptacién o retraso (lag)

La fase de retraso es un periodo de adaptacion, en las que las células se estan ajustando
fisiolégicamente a sus nuevas condiciones. El retraso en el crecimiento se atribuye a la
adaptacion fisiologica del metabolismo celular al crecimiento, como el aumento de los
niveles de enzimas y metabolitos involucrados en la division celular y la fijacion de

carbono [22].
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Tabla 3. Carotenoides derivados de microalgas [2, 20, 24].

. . Contenido
Carotenoide Microalga
(mg/g)
Haematococcus pluvialis 21-98
Chromochloris zofingiensis 13.81
Astaxantina Chlorella zofingiensis 1.7-6.8
Coelastrella striolata 1.5
Coelastrella sp. 0.67-1.8
Dunaliella salina 37-90
Chromochloris zofingiensis 7.18
B-caroteno Chlorella citriforme 1.1
Coelastrella striolata 7.0
Coelastrella sp. 0.14-1.4
Chromochloris zofingiensis 13.81
, Chlorella vulgaris 9.82
Luteina
Scenedesmus sp. 7.47
Chlorella sp. 8.9
) Coelastrella striolata 3.2
Cantaxantina
Coelastrella sp. 47.5
Chlamydomonas reinhardtii 0.2-0.3
Zeaxantina Coelastrella sp. 13.15
Chromochloris zofingiensis 7.00

La duracion de esta etapa puede variar considerablemente, en funciéon de cuén

diferentes sean las condiciones de las condiciones de las que proceden las células, asi

como del estado de las propias células. Las células en crecimiento activo transferidas

de un tipo de medio al mismo tipo de medio, con las mismas condiciones ambientales,

tendran el periodo de retraso mas breve. Las células danadas tendran un largo periodo

de retraso, ya que deben repararse antes de poder reproducirse [23].
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log (ntiimero de células)
Concentracion de nutrientes

Tiempo

Figura 4. Etapas de crecimiento en cultivo por lotes de microalgas (linea continua) y
concentracién de nutrientes (linea discontinua) [22, 23].

2.2.2 Etapa exponencial

Una vez que las células han acumulado todo lo que necesitan para crecer, las células
crecen y se dividen como una funcién exponencial del tiempo. Esto debido a que existen
las condiciones adecuadas para un crecimiento muy rapido, mientras que condiciones
menos ideales darian como resultado un crecimiento mas lento. Durante este periodo,
la intensidad de luz y los nutrientes no limitan el crecimiento de las microalgas, ademas
de que las células son las méas sanas y uniformes, lo que explica por qué la mayoria de

los experimentos utilizan células en esta etapa [22].

2.2.3 Etapa lineal

En la fase de crecimiento lineal, la division celular de las microalgas se ralentiza porque
la luz se vuelve limitante, por lo que la biomasa de microalgas se acumula a un ritmo
constante hasta que los nutrientes o los inhibidores en el medio de cultivo se convierten

en los factores limitantes [22].

2.2.4 Etapa decreciente

La fase de crecimiento decreciente se caracteriza por la reduccion de la tasa de division
celular debido a factores limitantes, como nutrientes, diéxido de carbono y otros [22].

10
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2.2.5 Etapa estacionaria

En la fase estacionaria, algunas células continian dividiéndose, pero otras comienzan
a morir a la misma velocidad, por lo que la curva se aplana. La tasa de crecimiento
llega entonces a cero en la fase estacionaria porque se agotan los nutrientes en el medio
de cultivo. En esta etapa se acumulan los productos de almacenamiento de carbono,
como el almidén y los lipidos neutros [22].

2.2.6 Etapa de muerte

Finalmente, en la etapa de muerte, la tasa de mortalidad supera la natalidad de las
células y por esta razon la curva sufre un declive. La concentracién de células de
microalgas disminuye rapidamente en la fase de muerte, también llamada fase de
choque, debido al agotamiento de los nutrientes, el sobrecalentamiento, la alteracion
del pH o la contaminacién [22].

Es importante mencionar que cada curva de crecimiento es especifica para cada cepa
de microalga y condiciones de cultivo.

2.3 Produccién de pigmentos carotenoides

La sintesis y acumulacion de pigmentos carotenoides en microalgas puede
incrementarse mediante la introduccién de estrés ambiental como altas intensidades
luminosas, limitacion de nutrientes especialmente nitrégeno y fosforo, altas
temperaturas y adicién de sales al medio de cultivo [5, 18, 24]. Sin embargo, estas
condiciones de estrés pueden afectar negativamente el crecimiento de microalgas y
causar dano oxidativo a las células, lo que eventualmente puede reducir el rendimiento

de los productos deseados [5].

Para superar estas limitaciones entre el crecimiento celular y la produccién de
moléculas valiosas (pigmentos carotenoides), se ha tomado como medida general la
estrategia de cultivo en dos etapas (Two-Stage Cultivation Strategies, TSCS). La
primera etapa del cultivo, también conocida como etapa verde se le proporcionan las
condiciones 6ptimas al microorganismo para maximizar la producciéon de biomasa,
mientras que la segunda etapa o etapa roja se reserva para la acumulacién de
carotenoides bajo condiciones de estrés [5, 23, 25].
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2.3.1 Etapa verde

En la primera etapa para mejorar la productividad de la biomasa se enfatiza la
produccion fotoautotréfica de células vegetativas en condiciones de crecimiento
6ptimas como bajas intensidades luminosas, altas concentraciones de nitrégeno (N) y
fosforo (P), temperaturas < 30 °C y baja salinidad en el medio [25]. Los productores
comerciales como Cyanotech Corporation (productor de astaxantina) cultiva sus
microalgas en FBRs, ya que se obtienen mayores productividades de biomasa en
comparacion con los sistemas abiertos debido a que se puede tener un mayor control
de las condiciones de cultivo.

2.3.2 Etapa roja

Una vez que se produce la biomasa necesaria, en la segunda etapa se proporcionan
condiciones de estrés como alta irradiancia, alta temperatura, agotamiento de
nutrientes o aumento de la salinidad [23, 25]. El estrés implica la interrupcién de la
homeostasis como resultado de la aplicacién de un factor estresante. Las respuestas al
estrés son los cambios en el metabolismo celular a medida que las células se aclimatan
e intentan restaurar la homeostasis [26]. En la Figura 5 se resume las estrategias de un
cultivo en dos etapas para la produccion de carotenoides.

En los ultimos anos se han realizado varios estudios de los factores estimulantes
ambientales y de cultivo que pueden aumentar el rendimiento y la acumulacion de
carotenoides en microalgas. Cabe resaltar que éstas dependen de cada cepa de
microalga. En la Tabla 4 se muestran algunos resultados obtenidos en diferentes
estudios, para diferentes microalgas y condiciones de cultivo.

Aunque la produccién de carotenoides podria verse impulsada por varios factores
ambientales de estrés abiotico como se puede observar en la Figura 5 y Tabla 4, el
tratamiento de estrés salino es mucho mas atractivo porque es barato, facil de operar

y tiene un gran valor de comercializacion para el cultivo de microalgas en agua de mar

(~3.5 %) [24].
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Limitaciéon de nitrégeno I

Limitacién de fésforo (P)

I
| | |
N) l |
I ( I ) |
| : JBiomasaﬁﬁ caroten.0 |
| | Biomasa | |Carotenoides : | Astaxantina |
L ]

Etapa 1: [P] altas = Biomasat
Etapa 1: [N] altas 2 Biomasat

Etapa 2: [P] bajas = Astaxantina
Etapa 2: [N] bajas = Astaxantina

I
| Alta salinidad (S) en el

Alta temperatura (T) medio

|
| | :
] | | |
: Biomasa| | B-caroteno : : Lipidos Biomasa | | t?)iomasaﬁ -caroteno :
| Astaxantina: | C arotenoides: L Astaxantina |
' L =

Etapa 1: IL bajas = Biomasat Etapa 1: [S] bajas 2> Biomasat

Etapa 1: T altas 2> Biomasat

Etapa 2: IL altas = Astaxantina Etapa 2: [S] altas > Astaxantina

Etapa 2: T bajas = Lipidos

Figura 5. Efectos del estrés nutricional y ambiental tipico sobre la produccién de carotenoides en microalgas, y las
estrategias de cultivo en dos etapas. Adaptado de [5].

Las cepas mas estudiadas para la produccién de pigmentos carotenoides, especialmente
para astaxantina y [B-caroteno son Haematococcus pluvialis y Dunaliella salina,
respectivamente [19]. Sin embargo, diversos estudios han comenzado la deteccién de
nuevas algas carotenogénicas adecuadas para el desarrollo comercial con el fin de
aumentar el panel de posibilidades para obtener mejores productividades de pigmentos
carotenoides o rendimientos de extraccion. En ese sentido, otras dos algas verdes
cloroficeas, Chromochloris zofingiensis y Coelastrella sp., estan emergiendo como
especies prometedoras de estudio [4].
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dos etapas para la sintesis de carotenoides [26—29].
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2.4 Ecuacion de transferencia radiativa para microorganismos en

suspension

El crecimiento de las microalgas esta determinado por la tasa de fotosintesis y ésta es
funcion de la intensidad de radiacién a la que estan expuestas las células. Sin embargo,
los modelos que describen esta relacion consideran que la intensidad de radiaciéon que
recibe el cultivo microalgal es constante o es un promedio de toda la intensidad
incidente, lo que puede llevar a un error en la estimacién en el campo de radiaciéon en
los diversos sistemas de cultivo, ya sean abiertos o cerrados (mejor conocidos como
fotobiorreactores (FBRs)) [30].

Por ello es necesario comprender los distintos fenémenos de transporte radiativos como
son la absorcion, dispersion, transmisiéon y atenuacion que ocurren dentro de estos

sistemas, para poder describir el campo de radiacion.

La intensidad de radiacion en medios absorbentes, dispersantes y no emisores como
son las suspensiones de microorganismos en FBRs, se rige por la ecuacion de
transferencia radiativa (Radiative Transfer Equation, RTE). La RTE se puede derivar
considerando un pequeno elemento de volumen del cultivo y realizando un balance de
energia radiativa que viaja en direccion §, considerando las contribuciones de la energia
radiativa por absorcién y dispersiéon como se muestra en la Figura 6. Ademas, para
este andlisis radiativo se suele suponer que la forma de las microalgas (particulas) son
esféricas, que el medio es homogéneo y que tiene un indice de refracciéon uniforme (es

decir, el haz de luz se propaga a través de lineas rectas) [31].

Dispersion -
o N | Absorcién
- . t
® | ] P
® : »  Transmisién

ds 1 \

Figura 6. Balance de energia radiativa en un elemento diferencial de volumen. Adaptado
de [31].
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Lo descrito anteriormente se puede representar mediante la siguiente ecuacion integro-
diferencial:

_l:_Kzlz_o'szlz‘F _[ ( )q)/l(§ §) (2.1)

Donde |, es la intensidad de radiacién espectral en la direccién § en W/m? nm sr, el

primer término del lado derecho de la ecuacién (2.1) corresponde a la atenuacion del
rayo incidente por absorcion mientras viaja a través del medio, mientras que el segundo
término corresponde a la atenuacion por dispersion, o “out-scattering” (alejandose de
la direccion considerada) y se refiere a que una parte de la intensidad entrante se
elimina de la direccién de propagacion §. Estos dos primeros términos contienen un
signo negativo, que indica la disminucién de la intensidad de radiacion (pérdida de
energia). La unica diferencia entre los dos fenémenos es que la energia absorbida se
convierte en energia interna, mientras que la energia dispersada simplemente se redirige
y aparece como aumento en otra direccién [31]. El tercer término del lado derecho de
la ecuacion (2.1) es el aumento de intensidad de radiaciéon debido a la dispersion (in-
scaterring); considera las contribuciones de todas las direcciones y, por lo tanto, debe
calcularse mediante la integracién sobre todos los dngulos sélidos (€2). La funcién ®a
se conoce como funcion fase de dispersion y describe la probabilidad de que un rayo de
una direccién §; pudiera dispersarse en una cierta direccién § [31]. El término del lado
izquierdo de la ecuacién (2.1) es el cambio de intensidad de radiacién respecto a la

posicion.
Reacomodando la ecuacién (2.1):

ol

a—;:—(l(/l+0'sﬂ)l/1 J. (8D, (5,8)d (2.2)

Donde «, y o, son los coeficientes de absorciéon y dispersién espectrales,

respectivamente; y la suma de ambos coeficientes proporcionan la atenuacion total de
la intensidad entrante, esto también se conoce como extincién. Por lo que se puede

definir un coeficiente de extincién:
B, =k, +0oy, (2.3)
Por lo tanto, la ecuacion 2.2 se transforma en la ecuacién (2.4).

al, O,

= =—p,1,+—3% o L(8)P,(5,85)d, (2.4)

A
|
0
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Si dividimos la ecuacién (2.4) entre el coeficiente de extincién espectral se obtiene la
ecuacion (2.5).

di, _

dr,

Ar
_I”Z)_;! 1, ()P, (§.5)dQ, (2.5)

Donde 7, es el espesor Optico, w,es el albedo de dispersion simple, pardmetro que

representa la fraccion de luz dispersada, es decir, es el cociente del coeficiente de

dispersién o, entre el coeficiente de extincién pg,, como se muestra en la siguiente

ecuacion:

O, O,

w, =

= = (2.6)
K,+0s, B,

Es importante notar que para la solucién de la RTE dada por las ecuaciones (2.2) e

(2.5), los valores coeficientes de absorcion (Kz ), dispersién (GS z) y la funcién fase ((I) /1)

son parametros esenciales [31].

2.5 Caracteristicas radiativas de microalgas

Las caracteristicas radiativas (o propiedades 6pticas) son necesarias para realizar un
analisis cuidadoso de la transferencia de radiacion, como se abordd en la seccion 2.4,
para disenar, optimizar y controlar la distribucién del campo de luz en los FBRs y
hacerlos més eficientes [6, 13]. Sin embargo, estas caracteristicas son especificas de
cada cepa de microalga, etapa de crecimiento y de las condiciones de cultivo, debido a
las variaciones en la composicion de la biomasa (lipidos, pigmentos, etc.) [13]. Los
estudios para la determinacién de estos parametros en diferentes etapas de crecimiento
y condiciones de cultivo son relativamente bajos [6, 11-13, 32], por lo que no hay una
base de datos disponible que proporcione esta informacion, incluso para las cepas de

microalgas que se cultivan a nivel industrial.

2.5.1 Determinaciéon experimental de caracteristicas radiativas

Las caracteristicas radiativas de las microalgas han sido medidas experimentalmente o
predichas tedricamente. La estimacion tedrica proporciona una mejor comprension de
la influencia de la morfologia y las constantes épticas de las particulas y propiedades
radiativas del medio. Por lo tanto, abre caminos hacia el diseno de nuevos materiales
con propiedades personalizadas.
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Por el contrario, la estimacion experimental proporciona el conocimiento de las
propiedades reales de las particulas. La identificacion también puede usarse como un
medio para verificar la validez de la eleccién del modelo de prediccion de propiedades
de las particulas. Sin embargo, debido al nimero de parametros involucrados, la
estimacion de las caracteristicas radiativas probablemente se encuentre entre los

procesos de identificacién mas complicados [33].

En cuanto a la estimacion experimental de las caracteristicas radiativas es un enfoque

escalonado que requiere elecciones adecuadas de:

I.  Un modelo directo de transferencia radiativa y un modelo de solucion
relacionado, por ejemplo, RTE resuelto por un método numérico u otro método
del mismo nivel de sofisticacién, o ecuaciones mas simples como ecuacion de
transporte que pueda resolverse por métodos semi-analiticos.

II.  Una configuracién experimental (abordado més adelante).

II.  Un conjunto de pardmetros a identificar / predecir teéricamente y de una
secuencia operativa.

IV.  Un método de optimizacion.

Las técnicas experimentales disponibles para la identificacién de las caracteristicas
radiativas consisten en mediciones espectrales y direccionales de reflectancia y/o
transmitancia. Las configuraciones experimentales que se pueden utilizar se

representan esquematicamente en la Figura 7 [33].
De acuerdo con el esquema de la Figura 7:

a) El haz colimado incide casi normalmente en la muestra. Se llevan a cabo
mediciones bidireccionales de transmitancia y reflectancia.

b) Se tiene el haz colimado con diferentes dngulos de incidencia sobre la muestra.
Se llevan a cabo mediciones de transmitancia y reflectancia hemisférica y
también es posible para una sola direccién de incidencia casi normal.

c) Se tiene radiacién difusa sobre la muestra. Se llevan a cabo medidas de
transmitancia y reflectancia bidireccional.

d) Mediciones de flujo de radiacién bidireccional emitido por una muestra caliente

(autoemision).
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Sensor
a) Rayo Muestra Sensor b) Muestra

incidente Rayo

incidente

Esfera integradora

Sensor d) Muestra Sensor

Figura 7. Diferentes configuraciones experimentales para la determinacion de
caracteristicas radiativas. Adaptado de [33].

La Figura 8 proporciona un esquema de una esfera integradora, que permite realizar
mediciones de reflectancia o transmitancia direccional-hemisférica. Esta esfera es un
elemento de equipo comercial en el que la direccion de incidencia se fija en una
configuracion casi normal a la muestra. Se debe tener en cuenta que las mediciones
hemisféricas direccionales son bastante simples y mas rapidas de adquirir que las
bidireccionales. Por otro lado, la adquisicion de datos bidireccional implica mediciones

largas y cuidadosas, seguidas de una delicada alineacién de la configuracién [33].

Esfera integradora b) Esfera integradora

a)

Muestra Muestra

»

Rayo incidente

Rayo incidente

B Scnsor B Scnsor
Figura 8. Esfera integradora que permite la medicién de: a) transmitancia hemisférica

direccional y b) reflectancia hemisférica direccional. Adaptado de [33].
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Existen diversos estudios reportados en la literatura en la determinacién experimental
de caracteristicas radiativas de microalgas, que emplean las configuraciones
anteriormente mencionadas. Por ejemplo, Berberoglu et al. [7] determinaron el
coeficiente de absorcion para la microalga Chlamydomonas reinhardtii a partir de la
transmitancia espectral hemisférica normal (Figura 8a) y para el coeficiente de
extinciéon  utilizaron mediciones de transmitancia espectral normal-normal.
Para determinar la funcién fase de dispersion se utilizé un nefelémetro polar que mide
la intensidad de dispersién en funcién del angulo polar. Esta metodologia también fue
puesta en marcha por Pilon et al. [8] para la microalga Chlorococcum littorale

productora de precursores de hidrégeno.

Otros autores que utilizaron la metodologia descrita por Berberoglu, fue Hannis en
2013 [34] para determinar las caracteristicas radiativas de 5 diferentes microalgas:
Chlorella vulgaris, Fttlia texensis, Neochloris Oleoabundans, Scenedesmus Obliquus y
Tetraselmis suecica. Hannis utiliz6 la configuraciéon experimental mostrada en la
Figura 9 para medir la luz dispersa hacia adelante y la transmitida. Esto debido a que
medir la dispersion es una tarea mas complicada, ya que la luz entrante puede
dispersarse en cualquier direccion especifica. Aunque, se ha encontrado que las
microalgas dispersan la luz fuertemente hacia adelante.

Leﬂnte ( \I\
Referencia if \Ii 7 / \
P, l\ J
2 | 3 \
] '|
( —]n \ | Esfera
Muestra ’q [L integradora
o || Y/

Figura 9. Configuraciéon para medir la dispersién y la absorcién con una esfera
integradora [34].

La configuraciéon experimental mostrada en la Figura 9 tiene como objetivo separar la
luz dispersa hacia adelante y la transmitida, los niimeros 1, 2 y 3 muestran la posicion
de la cubeta, mientras que la lente y los espejos dan forma al haz de luz para que se

propague sin obstaculos.
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Primero se mide la absorcién de la luz (incluida la dispersada hacia adelante) de una
muestra de microalgas, en la configuracién tipica (posicién 2). Posteriormente se coloca
el soporte de la cubeta (sin microalgas) en la posicién 1 a una determinada distancia
de la esfera integradora que supone que solo la luz transmitida ingresa a la esfera, y la
luz dispersa hacia delante cae fuera del puerto de entrada.

Como se puede observar se utilizan diversos métodos para la determinacion de
caracteristicas radiativas de cultivos microalgales, pero con sistemas experimentales
similares que permiten medir la energia transmitida, reflejada y dispersada hacia
enfrente. Sin embargo, estos aun tienen deficiencias que deben corregirse como la no
consideracion de la energia dispersada de forma lateral, ademaés, de que utilizar
sistemas diferentes para la estimacion de cada una de las caracteristicas radiativas
repercute en mayores tiempos de experimentacién. Es por ello que Castillo et al. [35]
propusieron un solo sistema experimental y metodologia para la estimacién de
caracteristicas radiativas de la microalga Chlorella vulgaris UTEX 2714, considerando
la energia dispersada de forma lateral.

El esquema experimental propuesto por Castillo et al. [35] se muestra en la Figura 10,
el cual esta constituido por una fuente de luz artificial tipo LED de potencia 1 W de
luz blanca pura dotado con un disipador de calor para evitar un calentamiento excesivo
en el LED y asi evitar alguna falla en el mismo, un matraz esférico de vidrio de 250
mL, dos colimadores y sensor 6ptico con cable de fibra éptica. El matraz esférico se
coloca sobre una parrilla con agitaciéon magnética para mantener las microalgas siempre

en suspension.

Disipador
de calor

Colimador 2 Colimador 1

Sensor dptico

Figura 10. Representacién esquematica del sistema experimental para determinacién de
caracteristicas radiativas. Tomado de [35].
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Para la determinacion del coeficiente de extincién se realizan mediciones de intensidad
de radiacién transmitida normal-normal con y sin microalgas en suspension, definidas
como [ e Ij respectivamente. Para ello, la configuracion considera dos tubos de
colimacién, uno al inicio para corregir la emision difusa del LED y un segundo en el
sensor Optico para filtrar la radiacion dispersa hacia adelante y medir solo la energia
transmitida a través del contenedor esférico. Lo anterior permite utilizar la Ley de
Beer-Lambert que asume una caida exponencial de la intensidad de radiacién desde la
superficie externa del sistema de cultivo:

) -

Pi=""p

Donde (1) es la distancia que recorren los fotones desde la superficie externa del sistema
a la posicion bajo consideracién, (f;) es el coeficiente de extincién especifico, y (Cb)
es la concentraciéon de microalgas en suspensién. Para poder aplicar esta ley, se
consideré que el cultivo de microalgas esta perfectamente mezclado e isotrépico (es
decir, las caracteristicas radiativas del cultivo son independientes de la direccion de la
luz).

Para la estimacién de albedo de dispersién simple (w;) se utilizé el mismo sistema
experimental mostrado en la Figura 10, la inica modificaciéon que se hace es omitir el
colimador 2, ademas, se hizo un analisis de las cantidades de energia macroscopicas

que interactian en el sistema.

Castillo et. al [35] consideraron que, para concentraciones bajas de biomasa, el
fendomeno de dispersion es gobernado por un solo evento de dispersion. Por lo tanto, es
valido asumir que:

oy, E, +E]

0, = . (23)

Os, K, E.

Donde E., Er, Ep' son la energia que entra al sistema, la que se transmite y la
dispersada total a través de éste, respectivamente. Sin embargo, dado que la ecuacién
(2.8) no siempre es valida, se definié nueva variable que exprese el porcentaje de energia

dispersada por el cultivo de microalgas (¢), tal como se indica en la siguiente ecuacion:

E, +E]
E

n

¢= = f(w,) (2.9)
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Donde Castillo et al. [35] comprobaron que para valores de T <1 (concentraciones bajas
de biomasa) existe una relacién lineal entre el albedo (w,) y el porcentaje de energia
dispersada ().

Finalmente, para determinar la funcién fase (CD z) encontraron que debido a que las

microalgas tienden a dispersar hacia enfrente parte de la radiacion que incide sobre
ellas (lo que coincide con los resultados de [34]) emplear la funcién de fase de Henyey-
Greenstein (ecuacion (2.10)) resulta de gran utilidad debido a su simplicidad y su
capacidad para capturar un amplio rango de un comportamiento de dispersion ya sea
fuertemente hacia atras o hacia adelante, ademéas de que solo involucra un parametro

de forma, denominado parametro de asimetria (g).

1-g;
(1+92-29,)"

P (14, 9,) = (2.10)

Donde O es el angulo entre la direccion de radiaciéon incidente y dispersada en un punto
y Us es el coseno del angulo de dispersion. Y el pardmetro de asimetria se define como:
1% .
EjPi(Q),us sin(6)de (2.11)

0

9,=

Se concluyé que para valores de T > 1 la relacion lineal entre albedo (wy) y el porcentaje
de energia dispersada (¢) desaparece y hay dependencia del parametro de asimetria
[35]. La metodologia descrita anteriormente permitié determinar las caracteristicas
radiativas de la microalga Chlorella vulgaris UTEX 2714 en suspension de forma

independiente y rapida.

La mayoria de los estudios realizados por diversos autores han determinado las
caracteristicas en una sola etapa de crecimiento y posteriormente solo realizan
diluciones para obtener diferentes concentraciones de biomasa. Por ejemplo, Berberoglu
et al. [7] tomaron muestras de cultivos de la microalga Chlamydomonas reinhardtii en
crecimiento activo durante su fase de crecimiento exponencial y realizaron diluciones
para obtener 3 concentraciones de biomasa (0.089, 0.139 y 0.184 g/L), encontrando
que las secciones transversales de absorcion, dispersion y extincién eran independientes
de la concentracién de biomasa. Mientras que para el albedo de dispersién simple (w,)
fue superior a 0.5 en todo el espectro de absorcién, por lo tanto, la dispersién predomind
sobre la absorcion, y obtuvieron un parametro de asimetria (g) de 0.98, lo que indica
que esta microalga dispersa fuertemente hacia enfrente.
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Un estudio similar al anterior fue realizado por Pilon et al. [8] para la microalga
Chlorococcum littorale, donde se utilizé 3 concentraciones celulares (3.26 X 10!, 3.67
x 10" y 4.81 x 10" cél/m?), encontrado resultados similares a los de Berberoglu et al.
[7], ya que concluyeron que las secciones transversales de absorcién, dispersién y
extinciéon eran independientes de la concentracion de biomasa y obtuvieron un

parametro de asimetria (g) de 0.97.

Como se puede observar las caracteristicas radiativas de diversas especies de microalgas
se han determinado experimentalmente en el rango espectral VIS-NIR. No obstante,
la mayoria de estas caracteristicas se han determinado en una sola etapa de
crecimiento, generalmente en la etapa estacionaria. Sin embargo, las células de
microalgas son particulas mas complejas, formadas por una membrana celular que
rodea el nucleo, vesiculas, mitocondrias, cloroplastos, ribosomas, etc., y otros
componentes celulares como lipidos, carbohidratos, proteinas y pigmentos. Ademas,
las cantidades relativas de componentes celulares, sus propiedades y tamano de células
cambian durante las diferentes etapas de crecimiento y dependen de su estado
fisiolégico [36]. Es por ello que se han realizado pocos estudios sobre el efecto del
crecimiento celular en las caracteristicas radiativas [6, 11, 13].

Heng et al. [11] fueron de los primeros en determinar las caracteristicas radiativas de
la microalga Nannochloropsis oculata en el tiempo y en el intervalo de longitud de
onda de 400 a 700 nm, regiéon de radiaciéon fotosintéticamente activa
(Photosynthetically Active Radiation, PAR) correspondiente a la radiacién ttil para
la fotosintesis; la cual fue cultivada en FBRs de placa y bajo iluminacién continua
mediante LEDs rojos. Encontraron que las secciones transversales de dispersion
dominaron en comparacion con las de absorcion, ademas de que la diferencia en las
secciones transversales de absorcion entre los valores minimo y méaximo a una longitud
de onda de 676 nm fue de 226 % y para una longitud de 485 nm la diferencia fue de
145 %, lo que confirmé que las caracteristicas radiativas cambian significativamente

en el tiempo.

Zhao et al. [13] determinaron las caracteristicas radiativas en el tiempo de 3 microalgas
del género Chlorella: protothecoides, vulgaris y pyrenoidosa en la region de 380-850
nm. La seccién transversal de dispersion de Chlorella pyrenoidosa fue mayor en

comparacion a las otras dos cepas, esto se atribuyo a que su diametro celular fue mayor.
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De igual forma que Heng et al. [11] encontraron que las secciones transversales de
absorcion y dispersiéon cambian significativamente con el tiempo, por ejemplo, para
Chlorella pyrenoidosa las secciones transversales de dispersion disminuyen de 9 x 10
"m? (15 h) a aproximadamente 2 x 107" m? (336 h) a 380 nm, mientras que las
secciones transversales de absorcién disminuyeron de 1.5 x 107" m? (15 h) a
aproximadamente 0.3 x 107" m? (336 h) a 450 nm. Como se puede observar estos
valores son 3 veces mas grandes, por lo tanto, los autores indican que debido a esto se
introduciran grandes errores si solo se utilizan las caracteristicas radiativas en la etapa

estacionaria para el analisis de campo de luz en FBRs.
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Capitulo 3

3 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En un cultivo fotoautotrofico, las microalgas dependen de diversos factores para
satisfacer su crecimiento y funciones celulares, como pH, temperatura, nutrientes y luz.
Sin embargo, una de las mayores preocupaciones en la produccién de microalgas es
lograr un uso eficiente de la luz en el cultivo. Un disefio adecuado de un fotobiorreactor
incluye necesariamente una cinética de crecimiento y la cual estda vinculada con la
distribucién de luz a lo largo del volumen del cultivo. Abordar las caracteristicas
radiativas de una suspensién de microalgas es uno de los puntos importantes para
calcular estas cinéticas, sin embargo, las condiciones de cultivo desencadenan un
conjunto de procesos fisiologicos a nivel metabdlico afectando las caracteristicas
radiativas de las células de microalgas. Es por ello, que estas se deben determinar en
diferentes condiciones y etapas de cultivo, para cada cepa de microalga, ya que hasta
el momento no existe una base de datos disponible que proporcione esta informacion,
incluso para las cepas de microalgas que actualmente se cultivan a nivel industrial para
la produccién de pigmentos carotenoides como Dunaliella salina y Haematococcus

pluvialis.

La determinacién de estas caracteristicas radiativas se usan posteriormente para
resolver la RTE y describir adecuadamente la transferencia de radiaciéon en FBRs, lo
cual permitiria estimar mejor manera la productividad de biomasa para la obtencién
de bioproductos de valor agregado, como los pigmentos carotenoides; y aunado a esto

tener un mejor diseno, control y optimizacién de FBRs.
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Capitulo 4

4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipodtesis

Las variaciones en la concentraciéon de pigmentos carotenoides en las células de
Coelastrella striolata en diferentes etapas y condiciones de cultivo, afectaran las
caracteristicas radiativas, debido a sus funciones captadoras y fotoprotectoras de luz.

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo general

Determinar la relacién de las concentraciones de pigmentos carotenoides con las
caracteristicas radiativas de un cultivo de Coelastrella striolata en diferentes etapas de
cultivo.

4.2.2 Objetivos especificos

[.  Determinar la curva de crecimiento de Coelastrella striolata.

II.  Estimar las caracteristicas radiativas de un cultivo microalgal de Coelastrella
striolata en diferentes etapas de crecimiento y en condiciones para promover la
carotenogénesis.

III.  Evaluar el efecto de la combinacion de intensidad luminosa y la adicion de

cloruros al medio de cultivo sobre la concentracion de pigmentos carotenoides.
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Capitulo 5

5 METODOLOGIA

A continuacién, en cada seccion se detalla la metodologia utilizada para alcanzar los

objetivos planteados.

5.1 Seleccién de la microalga de estudio

En el Laboratorio de Sistemas y Fuentes de Energias Alternativos (Laboratory of
Alternative Energy Sources & Systems, LAESS) del Area de Ingenierfa Quimica de la
UAM-I, donde se realiz6 el presente proyecto de investigacion, se tenfan diferentes
cepas de microalgas: Chlorella vulgaris UTEX 2714, Scenedesmus sp., Coelastrella
striolata y Coelastrella sp. (provenientes del cepario de microalgas de la UAM-I). Sin
embargo, de acuerdo con la literatura las microalgas del género de Coelastrella estan
emergiendo como microalgas prometedoras para la producciéon de metabolitos con
actividad bioldgica [4, 37]; especialmente la cepa Coelastrella striolata (Figura 11) se
presenta como microalga unicelular o en agregaciones de pocas células, tiene un tiempo
de duplicacion de 24 h, un didmetro entre 9-12 pm y contiene entre 32.7 a 56 mg/g de
biomasa seca de carotenoides totales y que como observamos en la Tabla 3 en
comparacion con otras cepas es productora de los dos carotenoides con mayor demanda
comercial (astaxantina y B-caroteno); mientras que de acidos grasos de 90.8 a 319 mg/g
de biomasa seca [27]. Las caracteristicas antes mencionadas vuelven a este tipo de
microalga una cepa atractiva de estudio.

Figura 11. Micrografia 6ptica de células de Coelastrella striolata a un objetivo de 40X.
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5.2 Conservacion y mantenimiento de la cepa

La cepa de Coelastrella striolata fue cultivada en una botella de 1 L con fertilizante
foliar comercial Bayfolan® Forte (Tabla 5) a una concentracion de 1.05 g/L, el cual
contiene ingredientes activos como nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K) mas
microelementos, siendo los nutrientes indispensables para el crecimiento de la
microalga [35, 38-41]. El cultivo se colocd en un agitador reciprocante con control de
temperatura y se mantuvo a 25 + 1 °C bajo una iluminacién de 1500 lux (~ 32 pmol/m?
s) proveniente de una lampara LED de 10 W marca MEGAMEX modelo MLDED10
y conectada a un temporizador (timer) para tener un fotoperiodo de 12:12 h y con una
relacion volumen de cultivo a flujo volumétrico de 91 s.

Tabla 5. Composicion del fertilizante Bayfolan® Forte.

Sustancia % p/p
Nitrégeno total (N) 11.470
Fosforo (P20s) 8.000
Potasio (K,O) 6.000
Azufre (S) 0.230
Zinc (Zn) 0.080
Fierro (Fe) 0.050
Cobre (Cu) 0.040
Boro (B) 0.036
Manganeso (Mn) 0.036
Calcio (CaO) 0.025
Magnesio (MgO) 0.025
Molibdeno (Mo) 0.005
Clorhidrato de tiamina 0.004
Acido indol acético 0.003
Cobalto (Co) 0.002

Después de 20 dias se duplicé en otra botella de 1 L con 50% de medio de cultivo
Bayfolan® Forte y 50 % de indculo, esto se realizé dentro de una campana de flujo
laminar y cerca de un mechero Bunsen para evitar contaminaciéon. Cabe mencionar
que todo el medio cultivo y equipo a utilizar se esterilizé previamente en una autoclave
Aesa® CV300 a 0.09 MPa y 120°C por 20 minutos. Este proceso se repitié hasta
obtener 8 L de cultivo para los posteriores experimentos.
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5.3 Determinacion de curvas de crecimiento

Para la determinacién de curvas de crecimiento se utilizaron botellas de 1 L acoplado
a un sistema de aireacion como se muestra en la Figura 12. El suministro de aire fue a
través de una bomba de aire (Elite 802), el cual pasaba por un filtro (jeringa filtro
estéril de 25 mm de didmetro con una membrana con de PTFE con poro de 0.2 pm),
posteriormente el aire se humidificd con agua destilada a través de un matraz Kitasato
de 1 L con el fin de evitar una disminucién en de volumen en el cultivo y posteriormente
llegar al cultivo a través de un distribuidor de acero inoxidable. Ademads, la botella
donde se encontraba el cultivo contaba con un tapon de algodén el cual contenia un
puerto de muestro con una jeringa de 10 mL.

Conexiones Quick

Tapén de
Bomba de aire Manguera

B0 /\
]

Filtro

algodén

Jeringa

Distribuidor de

acero inoxidable

Matraz Kitasato de Botella de 1 L con
1 L con agua destilada cultivo de microalgas

Figura 12. Representacién esquematica del sistema de aireacion para la determinacion de

las curvas de crecimiento.

Las condiciones de cultivo para las curvas de crecimiento se muestran en la Tabla 6 y
los cultivos se realizaron por triplicado. Se tomaron diariamente muestras de 1 mL
durante 30 dias y se determiné la concentraciéon de biomasa a través de
espectrofotometria UV-vis acoplada a la técnica de peso seco, como se describe a

continuacion.

30



I Q. Eduardo Martinez Nino
Caracteristicas radiativas de la microalga Coelastrella striolata, productora de

carotenoides durante diferentes etapas de cultivo

Tabla 6. Condiciones de cultivo para la determinacién de las curvas de crecimiento de

Coelastrella striolata.

Parametro Valor
Temperatura 25 +£1°C
Irradiancia continua 32 pmol/m? s
Relacién volumen de cultivo a flujo volumétrico de aire 91 s
Medio de cultivo Bayfolan® Forte con una concentracién de 1.05 g /L
Concentraciéon de biomasa inicial 0.17 g/L

5.3.1 Determinacion de concentracion de biomasa mediante peso seco

La concentracion de biomasa microalgal se determiné mediante espectrofotometria UV-
vis acoplada a la técnica de peso seco. Para ello, primero se pusieron a secar filtros
Whatman® GF/F de 0.7 pm de tamafio de poro en una mufla durante 1 hora a 80 °C,
después de este tiempo se pesé en una balanza analitica (OHAUS® Discovery) y se
registro el peso. Posteriormente se prepararon suspensiones de 10 mL a diferentes
porcentajes en volumen (0, 20, 40, 60, 80 y 100 %) de una muestra de cultivo de
microalgas que se tenia en conservacion. Se midié la absorbancia de cada muestra en
un espectrofotémetro VELAB® modelo VE-5600UV a 682 nm (ver Anexo I) y se filtr6
cada muestra al vacio mediante el sistema Millipore Sterifil®. A continuacion, los filtros
con biomasa se colocaron nuevamente en la mufla a 80 °C y cada 2 h se pesaban de
nuevo hasta registrar un peso constante. Por lo tanto, la cantidad de biomasa se estimé
por diferencia de pesos del filtro con biomasa seca y el filtro seco sin biomasa.

5.3.2 Determinacion de concentracion de biomasa mediante conteo celular

La concentracion de biomasa microalgal también se determiné mediante
espectrofotometria UV-vis acoplada a recuento celular. Para ello se prepararon
suspensiones de 10 mL a diferentes porcentajes en volumen (0, 20, 40, 60, 80 y 100 %)
de una muestra de cultivo de microalgas que se tenia en conservacion, de cada una de
las muestras se tomé una muestra de 1 pL y se colocod en una camara de Neubauer de
la marca BLAUBRAND® con una profundidad de 0.1 mm y se observd en el
microscopio 6ptico VELAB® modelo VE-T2 bajo un objetivo de 40x. Se realizd el
conteo de todas las células ubicadas en los 5 cuadros del cuadrante central y se midi6
la absorbancia de cada muestra en un espectrofotometro VELAB® modelo VE-5600UV
a 682 nm (ver Anexo I).
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Los resultados de lo anteriormente descrito se utilizaron para la obtencion de una curva
patron de concentracién de biomasa y densidad celular de la microalga Coelastrella
striolata (ver Anexo II), que se us6 posteriormente para estimar la concentracién de

biomasa de muestras.

5.3.3 Analisis de cultivo por microscopia dptica

Durante la elaboracion de las curvas de crecimiento se tomaron muestras de 1 pL, en
los dias 5, 25 y 30 y se observaron en un microscopico 6ptico VELAB® modelo VE-T2
bajo un objetivo de 40x y mediante la ayuda de una camara y el software ToupView®
fue posible obtener las diferentes imagenes de microscopia 6ptica del cultivo microalgal
de Coelastrella striolata.

5.4 Determinacion de concentraciones de nutrientes

Se realiz6 la determinacién de concentraciones de 3 nutrientes: nitrato (NOy), fosfato
(PO4*) y amonio (NH4"). Para ello se tomaron muestras de 5 mL cada tercer dia
durante 30 dias, recuperando el sobrenadante mediante filtracion al vacio con el
sistema Millipore Sterifil® y realizando diluciones 1:10.

Las concentraciones de nutrientes se evaluaron con un fotémetro de banco
multiparamétrico para acuicultura de Hanna Instruments® modelo HI 83203 (Tabla

7) con reactivos comerciales.

Tabla 7. Técnicas utilizadas para la medicion de nutrientes en el fotémetro
multiparamétrico HI 83203.

Longitud de
Intervalo de .
.. onda para | Tiempo de
. .. medicién de . ..
Nutriente Técnica* .. | mediciéon de reaccion
concentracion ] .
absorbancia | (min:seg)
(mg/L)
(nm)
Reduccion d
Nitrato (NO5) eaneeion €e 0-30 525 04:30
cadmio
Método d
Fosfato (PO*) groce < 0-30 525 05:00
aminoacidos
Amonio (NH,") | Método Nessler 0-10 420 03:30

*Todos los métodos son adaptaciones de Hanna Instuments de la técnica original
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5.5 Identificaciéon y cuantificacion de pigmentos

El método tradicional para la cuantificacion de clorofila y otros pigmentos en un
extracto particular es el analisis espectrofotométrico. Los diferentes compuestos de
clorofila y otros pigmentos se cuantifican midiendo la absorbancia de una muestra a
longitudes de onda particulares y utilizando ecuaciones simultaneas formuladas para
calcular las concentraciones de pigmentos particulares. Sin embargo, existen muchos
retos y limitaciones para la cuantificacién de pigmentos, ya que las bandas de absorcién
y emisiéon de la clorofila b y otros pigmentos se superponen con las de la clorofila a.
Los productos de degradacion de la clorofila no se detectan y los estudios realizados
por diferentes autores proporcionaron diferentes ecuaciones simultaneas [42, 43].

La determinacion del contenido de clorofilas a, b y carotenoides totales en las células
de microalgas se llevo a cabo de la siguiente manera: Se tomaron muestras de 2 mL de
cultivo en tubos Eppendorf de 2 mL, posteriormente se centrifugaron a 13500 rpm
durante 10 minutos en una centrifuga Science Med modelo MD-2012 eliminando
posteriormente el sobrenadante con una pipeta Pasteur de vidrio. La biomasa obtenida
se resuspendié con 2 mL de metanol (Meyer®) y se volvié a centrifugar. Cada uno de
los tubos Eppendorf se cubrieron con papel aluminio para impedir el paso de la luz y
se almacenaron durante 24 horas a 4 °C.

Pasadas las 24 horas, las muestras se retiraron del refrigerador evitando movimientos
brucos (para no resuspender la biomasa). La determinacién de las clorofilas a, b y
carotenoides totales se realizd con el sobrenadante mediante espectrofotometria UV-
vis con un espectrofotémetro VELAB® modelo VE-5600UV, usando metanol como
blanco. El contenido de estos pigmentos se calculé a partir de del conjunto de

ecuaciones (5.1) propuestas por Lichtenthaler et al. [44].

C,(1g/mL) =16.72 A5, —-9.16 Ay, ,
c,(ug/mL) =34.09A,,, ~15.28A, (5.1)

Clxrc) (ug/mL) =(1000A,,, —1.63c, —104.96¢, ) / 221

Por lo tanto, de acuerdo con el conjunto de ecuaciones (5.1) se midié la absorbancia
de los extractos obtenidos a 3 longitudes de onda: 470, 652.4 y 665.2 nm. El conjunto
de ecuaciones (5.1) son especificas para la extraccién con metanol, ausencia de turbidez
y los intervalos de absorbancia aceptables deben ser de 0.3-0.85. Estas ecuaciones
espectrofotométricas han sido utilizadas en diversos estudios [26, 38, 45, 46].
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5.6 Induccién de estrés celular para promover carotenogénesis

Los sistemas de cultivo para la etapa de induccién de estrés celular fueron matraces
Erlemenyer de 250 mL con un tapén de algodén y puerto de muestreo (jeringa de 10
mL) y adicién de alguna sal (NaCl o MgCly) al medio de cultivo (Tabla 8). Estos
fueron colocados en un agitador reciprocante con controlador de temperatura, el cual
contaba con cuatro divisiones con el objetivo de que todos los sistemas de cultivo
recibieran la misma cantidad de luz. Las lamparas fluorescentes se colocaron en la
parte superior de los matraces y se ajusto al valor mostrado en la Tabla 8. En la Figura

13 se muestra el sistema experimental descrito anteriormente.

Tabla 8. Condiciones de cultivo para la etapa de estrés celular de Coelastrella striolata.

Parametro Valor
Temperatura 25+ 1°C
Irradiancia continua 250 pmol/m? s

Volumen de cultivo 200 mL

Bayfolan® Forte con una concentracion
de 1.05 g/L
0,0.5,1.0y 1.5 % p/p NaCl
(0, 0.086, 0.173 y 0.260 M CI)
0,04, 08y 1.2 % p/p MgCl,
(0, 0.086, 0.173 y 0.260 M CI)

Concentraciéon de biomasa inicial 0.30 g/L

Medio de cultivo

Concentraciéon de sal*

Tiempo de cultivo 35 dias

*El ajuste se realizé para tener la misma concentracién de iones CI
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Soportes universales

Puerto de

muestreo

Tapén de
algodén

Manguera

Figura 13. Configuracién experimental para la induccién de estrés celular de Coelastrella
striolata.

5.7 Analisis de extractos por espectroscopia infrarroja

Después de realizar la extraccion de pigmentos de acuerdo con lo descrito en la seccion
5.5. Los extractos fueron analizados por espectroscopia infrarroja (IR) con un
espectrofotéometro FT-IR PerkinElmer® (Spectrum Two) en un intervalo de nimero
de onda de 4000 a 400 cm™. Para ello se tomaron 3 gotas de cada muestra y se colocaron
en el detector de LiTaOs; los espectros se obtuvieron mediante el software Spectrum
10.
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5.8 Determinacion de caracteristicas radiativas

La determinacién de caracteristicas radiativas del cultivo de Coelastrella striolata en
suspension se llevd a cabo mediante la estrategia experimental desarrollada por Castillo
et al. [35] la cual se describira a continuacion. Esta metodologia se aplic a tres casos:
a una muestra de cultivo en mantenimiento para analizarlas en funcién de la
concentracion de biomasa, después en diferentes etapas de crecimiento y en condiciones
para inducir la carotenogénesis de la microalga Coelastrella striolata bajo un T < 1. Los

resultados experimentales obtenidos se integraron en simulaciones numéricas en
Matlab® utilizando el método de Monte Carlo Ray Tracing (MCRT) (ver Anexo III).

5.8.1 Coeficiente de extincién (ﬂ;)

El coeficiente de extincién de la microalga Coelastrella striolata en suspension, se
determind en la regién PAR (400-700 nm). El sistema experimental a emplear se
muestra en la Figura 10, el cual esta constituido por una fuente de luz artificial tipo
LED de potencia de 1 W de luz blanca pura (Siled®, LED-P3W200-120/41) dotado
con un disipador de calor (Siled®, LED-Disipador-3W) con dimensiones de 5.3 cm de
largo y 2.2 cm de ancho para evitar un calentamiento excesivo en el LED, un matraz
esférico de vidrio Pyrex con dimensiones de 4.12 cm de radio, 27 cm de circunferencia
y capacidad de 260 mL, dos colimadores de material NYLOMAQ negro de 15 cm de
longitud y 0.6 cm de didmetro, un agitador magnético de 2 cm de longitud, una parrilla
de agitacién magnética (Ciblanc®). Finalmente, el sistema cuenta con sensor 6ptico
con cable de fibra éptica de 2 m de longitud (StellarNet Inc, F600-UVVIS-SR)
conectado a un espectroradiémetro (StellarNet Inc, Black-Comet C-50). Finalmente,
el sistema se oper6 dentro de una caja oscura para evitar cualquier interferencia de luz

externa.

Para iniciar la corrida experimental se aline6 correctamente el matraz con los
colimadores, posteriormente se llendé el matraz esférico con solo medio de cultivo
Bayfolan® Forte y se encendi6 el LED para generar un haz de luz que se propagd a
través del primer colimador, pasando por el matraz y llegando hasta el final del segundo
colimador donde con ayuda del sensor 6ptico se midié el valor de la intensidad de
radiaciéon transmitida y se registré como (1y). Posteriormente se agregd la muestra con
microalgas y se dejé agitar de 3 a 5 minutos para homogeneizar con la parrilla de
agitacion magnética. Una vez pasado este periodo de tiempo se registro la medida de
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intensidad de radiacion transmitida a través del cultivo de microalgas definida como
().

Las mediciones obtenidas fueron el resultado del promedio de dos espectros. Una vez
obtenidas (/) e (Ip), el coeficiente de extincion se calculé a partir de la ecuacién (2.7).

5.8.2 Albedo promedio y espectral a partir del porcentaje de energia

dispersada (¢)

El porcentaje de energia dispersada (¢) para la estimacién de albedo de la microalga
Coelastrella striolata en suspension, se determind en la region PAR (400-700 nm) al
igual que el coeficiente de extinciéon. El sistema experimental utilizado para determinar
esta caracteristica radiativa se muestra en la Figura 14, como se puede observar es el
mismo sistema que el utilizado para el coeficiente de extincién, pero suprimiendo el

colimador 2.

Energia i & Microalgas

dispersada
Disipador

de calor
Colimador

Sensor éptico

Figura 14. Sistema experimental para la determinacién del albedo (wx) y pardmetro de

asimetria (g) del cultivo de microalgas. Tomado de [35].

Para calcular la energia saliente del sistema, que se define en la ecuacién (2.9), se
realizaron 12 mediciones en diferentes puntos a lo largo de la circunferencia del
recipiente esférico, cada una de estas mediciones se realiz6 por triplicado (con una
desviacion < 5 %). La primera medicién se realizé en el extremo opuesto del haz
incidente, punto donde el haz de luz se proyecté. En ese punto se midié la energia
transmitida y dispersada hacia enfrente. Después las 11 mediciones restantes se
realizaron sobre la superficie del recipiente esférico y cada punto de medicién fue
equidistante el uno del otro; la suma de todas estas medidas, por su area de superficie

correspondiente en la esfera es igual a la energia dispersada total (Ep?).
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5.8.3 Parametro de asimetria (g) de la funcién fase (D)

Al igual que el coeficiente de extinciéon y el porcentaje de energia dispersada para
estimar albedo, el parametro de asimetria (g) fue determinado en la regién PAR (400-
700 nm). El sistema experimental utilizado fue el mismo que para determinar el

porcentaje de energia dispersada (Figura 14).

Se realizaron 11 mediciones a diferentes angulos sobre la superficie de la esfera,
equidistantes una de la otra. Las mediciones se registraron con un sensor 6ptico con
cable de fibra o6ptica de 2 m de longitud conectado a un espectrorradiometro. Las
mediciones se hicieron desde un dngulo igual a 20° hasta un angulo igual a 160°.

El esquema de la Figura 15 representa el fenémeno de dispersion provocado por los
microorganismos en suspension y medir la cantidad de energia dispersada en diferentes
posiciones angulares permite observar si la energia dispersada es hacia adelante o hacia
atras. El angulo de 180° representa la posicion por donde el haz de luz incide al sistema
mientras que el angulo de 0° representa la posicion donde se proyecta el haz de luz
después de propagarse a través del sistema.

180°

90°

Figura 15. Representacién esquematica del fenémeno de dispersiéon lateral a diferentes
angulos provocado por la interaccién de fotones con microalgas (vista superior del
sistema esférico). Tomado de [35].

En la Figura 16 se muestra esqueméaticamente el proceso de estimacion de
caracteristicas radiativas del cultivo de microalgas en suspensiéon. Este proceso se repite
para diferentes intervalos de longitud de onda, por lo tanto, se calculan las

caracteristicas radiativas espectrales del cultivo de microalgas: f,, @, y §,.
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Medir transmitancia normal-normal utilizando la configuracién que

se muestra en la Figura 10.

4

Calcular del coeficiente de extincion ﬁ; a través de la ecuacion
(2.7).

A 4

Calcular () a través de 12 medidas experimentales (Figura 14) y
la ecuacion (2.9).

|
|
|
\ 4

Calcular () para un ﬁ; fijo a través de la simulacion MCRT.

A 4

Obtener @; a partir de la optimizacion de un solo parametro

(interpolacién). Funcién fase independiente (Ver Anexo I11).

4

Estimar el parametro HG a partir de una optimizaciéon de un solo

parametro (interpolacién): simulacion MCRT (ﬂ; y @, fijos vs

mediciones experimentales de energia angular (Figura 14)).

A 4

Resultado: caracteristicas radiativas del cultivo microalgal

(B, 0,y 9,

Figura 16. Diagrama de bloques de la metodologia para estimar caracteristicas radiativas
de microalgas en suspensién. Adaptado de [35].
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Capitulo 6

6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cultivo de Coelastrella striolata en etapa verde

6.1.1 Curva de crecimiento de Coelastrella striolata

En la Figura 17 se muestra el crecimiento de la microalga Coelastrella striolata en

medio de cultivo Bayfolan® Forte y las condiciones de cultivo mencionadas en la Tabla

6.
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Figura 17. Curva de crecimiento de Coelastrella striolata en medio Bayfolan® Forte.

Se distinguieron 3 etapas de crecimiento: la de adaptacion con una duraciéon de 2 dias,

la etapa exponencial con duracion 21 dias y se alcanzé el estado estacionario en 23

dias. La concentracién inicial del cultivo fue de 0.17 g/L y alcanzé una concentracién

maxima de biomasa de 0.42 g/L, es decir, 2.5 veces lo inicial.
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Aunque se tiene poca informacién sobre esta cepa de microalga, Abe et al. [27]
encontraron que el estado estacionario de Coelastrella striolata var. multistriata se
alcanzo después de los 20 dias de cultivo alcanzando una concentracién de biomasa de
2.8 g/L bajo una intensidad luminosa continua de 65 pmol/m? s (el doble al utilizado
en el presente estudio), una temperatura de 25 °C y 500 mg/L de NaNOs;.

Los datos mostrados en la Figura 17 se pueden ajustar a un modelo mateméatico no
lineal de crecimiento conocido como “modelo primario” y del cual se obtienen
parametros cinéticos. Los modelos mas utilizados para describir este crecimiento
microalgal son: el modelo de Gompertz y el logistico mostrados en las ecuaciones (6.1)
y (6.2), respectivamente [47-51].

dch) . (Chy

5 - H C, In(—Cb j (6.1)
d(Cb) _Cb

dt e Cb [1 Cbméxj (62)

Si integramos las ecuaciones (6.1) y (6.2) se obtiene:

Cb(t) =Chb, -exp {In [%] (1—exp(—yt))} (6.3)

0

Cbméx (64)

Ch_.
14| —omax _q —ut
+[ ch jeXp( ut)

0

Donde Cb es la concentracién de biomasa (g/L) al tiempo t (dia), Cb, es concentracién
de biomasa inicial (g/L), Cbui es la concentracion méxima que el sistema puede
alcanzar (g/L) y p es tasa de crecimiento especifica aparente (dia™) [49].

Los datos mostrados en la Figura 17 fueron ajustados con los modelos mostrados en
las ecuaciones (6.3) y (6.4) . Se aplicé una regresion no lineal, usando para ello el

paquete estadistico OriginPro 2017.

En La Figura 18 se puede observar el ajuste realizado a los datos experimentales

obtenidos con los modelos de Gompertz y Logistico.
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Figura 18. Ajuste de datos experimentales a modelos primarios. a) Modelo de Gompertz
y b) Modelo logistico.

Los valores de R? fueron superiores a 0.90 como se puede observar en Tabla 9, es por
ello que se puede apreciar en la Figura 18 que el ajuste de los datos experimentales es
similar para ambos modelos utilizados, el modelo de Gompertz describié el 94 % de la
variabilidad de los datos experimentales, mientras que el modelo logistico describi6 el
93.2 %.

Tabla 9. Parametros de ajuste para modelos primarios.

IJ: Cbméx
(d?) (g/L)
Gompertz 0.159 4+ 0.020 | 0.392 £ 0.010 0.940
Logistico 0.195 £ 0.023 | 0.388 £ 0.010 0.932

Modelo R?

En la Tabla 9 se muestran los parametros de ajuste para cada modelo utilizado, donde
podemos observar que Cb,q practicamente es la misma para ambos modelos, sin
embargo, la tasa de crecimiento especifica aparente () obtenida por el modelo logistico
es similar a la obtenida por Abe et al. [27] para la microalga Coelastrella striolata var.
multistriata fue de 0.22 d.
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6.1.2 Micrografias opticas del cultivo de Coelastrella striolata

En la Figura 19 se muestran las micrografias del cultivo microalgal de Coelastrella
striolata a diferentes tiempos: 5, 25 y 30 dias de cultivo. Las células se observan
aglomeradas y formando pequenas colonias, es importante mencionar que estas

micrografias pertenecen a los cultivos madre.

Figura 19. Micrografias épticas (40X) de células de Coelastrella striolata a lo largo de su
crecimiento (por triplicado). a) 5 dias, b) 25 dias y c) 30 dias.

El tamano de las células del dia 5 en comparacion con las del dia 30 no son
significativamente diferentes. Esto se pudo comprobar analizando el tamano de las
distintas células mediante el Software ToupView®, los resultados se muestran en la
Tabla 10.
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Tabla 10. Tamano promedio de células del cultivo de Coelastrella striolata.

, Tamano promedio de células
Dia
(pm)
5 9.77 £ 1.06
25 9.78 + 1.14
30 9.76 + 1.14

6.1.3 Consumo de nutrientes por Coelastrella striolata

En la Figura 20 se muestran las concentraciones de nutrientes en el medio de cultivo
en funcion del tiempo. En cuanto a fosfato (PO4*) se puede observar que se comenzd
con una concentracién inicial de 107.5 + 9.2 mg/L y después de los 6 dias de cultivo
la concentracién se mantuvo aproximadamente constante en 93 + 3.6 mg/L, esto
quiere decir que solo el 13.2 % del total fue consumido por la microalga. Sin embargo,
aunque el fosfato no se consumié en su totalidad, no limité el crecimiento de la

microalga en el presente estudio.
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Figura 20. Concentraciones de nutrientes en el medio de cultivo en funcién del tiempo.
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El fésforo es un nutriente esencial que constituye un poco menos del 1 % de la biomasa
total de algas y se requiere aproximadamente entre 0.03 y 0.06 % en el medio para
mantener el crecimiento de las algas. Ademas, es esencial para producir componentes
celulares como fosfolipidos, ADN, ARN y ATP para las rutas metabdlicas que implican
la transferencia de energia y la sintesis de dcidos nucleicos [52].

La Figura 20 también muestra las concentraciones de las especies nitrogenadas en
funcién del tiempo. En cuanto al amonio (NH,") se puede observar que no hubo un
consumo apreciable de amonio, se inici6 con una concentracién 31.5 £ 1.4 mg/L y al
igual que fosfato después del dia 6, ya no hubo consumo de este nutriente
manteniéndose en un valor aproximadamente de 20 + 2.5 mg/L, es decir, solo se
consumi6 el 36.5 % del total. En cuanto al nitrato (NOs), la concentracién inicial fue
de 163.5 + 0.7 mg/L y al dia 6 alcanzé una concentracién de 137.3 + 19.9 mg/L, es
decir, solo se consumi6 el 16 % del total.

El nitrégeno es un macronutriente esencial para el crecimiento de microalgas y juega
un papel importante en la sintesis de proteinas, lipidos y carbohidratos [52]. Las
microalgas pueden asimilar el nitrégeno en forma de nitrito, nitrato, urea y amonio.
Sin embargo, diversos estudios realizados han demostrado que la fuente preferida de
las microalgas es el amonio, ya que en su presencia la absorcion y asimilacién de otros
compuestos organicos e inorganicos se inhiben con frecuencia y, en algunos casos, se
eliminan por completo. Por ejemplo, se ha encontrado que el nitrato se inhibe en
presencia de amonio [53].

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que a pesar de que el amonio
y el nitrato se encuentren presentes en el medio, la microalga Coelastrella striolata es
méas afin al consumo de amonio. Ademés de que las fuentes de fésforo y nitrégeno
presentes en el medio de cultivo no se agotaron, su consumo fue del 13.2 % para fosfato,
36.5 % para amonio y 16 % para nitrato; aunque ya no hubo consumo apreciable de

estos nutrientes después del dia 6, no se limité el crecimiento de la microalga.

Cabe mencionar que, durante la experimentacién, se observé sedimentacién parcial de
las células y que éstas se adherian a la parte inferior del FBR, esto puedo deberse a
que no se tenia agitacion mecanica y la aireacion no era suficiente para mantener las
células en suspension. Lo anterior implica que la concentracion promedio de biomasa
en el cultivo fue en realidad mayor al estimado, pero también que la transferencia de
nutrientes a las células puede haberse afectado.
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6.1.4 Identificacion de pigmentos en extractos

La determinacién de pigmentos se realizd sobre los extractos con metanol de las
muestras de cultivo tomadas cada 5 dias. En la Figura 21 se muestra la concentracion
de clorofilas y carotenoides totales. Al quinto dia de cultivo la concentraciéon de clorofila
a fue de 7.88 mg/g de biomasa seca, mientras que para clorofila b y carotenoides fue
de alrededor de 2.90 mg/g de biomasa seca. Se puede observar que la concentracién de
clorofila disminuye después del dia 5 alcanzado un valor de 1.95 mg/g de biomasa seca
para el dia 30.

El contenido de pigmentos en células de microalgas puede variar conforme a la
velocidad de crecimiento, las condiciones de cultivo y la etapa de crecimiento. Diversos
estudios han encontrado que las bajas intensidades luminosas promueven un mayor
contenido de clorofilas y probablemente se deba a las adaptaciones de luz/sombra que
mejoran el uso de la energia de la luz [54].
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Figura 21. Concentracién de clorofilas y carotenoides totales extraidos del dia 5 al dia 30

de cultivo de Coelastrella striolata.
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Un mayor contenido de clorofilas se asocia mas a la absorcion y disponibilidad de
nutrientes. Por ejemplo, la disponibilidad de nitrégeno y fésforo; ya que el primero
forma parte de la estructura y estabilizacion de la clorofila, mientras que el segundo es
esencial para la sintesis de ATP necesario para varios procesos celulares, incluida la
biosintesis de clorofila [18, 54-56]. Esto podria explicar por qué la concentracién de
clorofila a en las células de Coelastrella striolata disminuye con el paso de los dias ya
que después del dia 6 no hay un consumo significativo de N ni P.

También se puede apreciar en la Figura 21 la concentracion de carotenoides totales
por gramo de biomasa seca como funcion del tiempo, empezando con una concentracién
de 2.9 mg/g de biomasa seca y disminuyé a una concentracién 0.8 mg/g de biomasa
seca para el dia 10; y después de estos dias no hubo diferencias significativas en la
sintesis y acumulacién de estos pigmentos. Este comportamiento se podria atribuir a
que la aireacién no fue suficiente para mantener las células en suspension y, por lo
tanto, la transferencia de CO;a las células se vio afectado; se sabe que las microalgas
al ser microrganismos fotosintéticos necesitan una fuente de carbono como CO: disuelto
en el medio de cultivo, cuya disponibilidad no solo es crucial para la produccion de

biomasa sino también para la producciéon de biomoléculas, incluidos los carotenoides
[18, 55, 56].

En la Tabla 11 se muestran las cantidades relativas de pigmentos. De acuerdo con
Lichtenthaler [44] la relacién peso entre clorofila a y clorofila b (a/b) es un indicador
de que el pigmento es funcional y de la adaptacion a la luz del aparato fotosintético.
Es por ello que esta relacion debe ser mayor a 1.1 y la disminucién de esta relacion
puede deberse a que las células pueden estar expuestas a una mayor cantidad de luz.
Como se puede observar en la Tabla 11 los valores (a/b) son mayores a 1, presentando

la relacién mayor en los primeros dias de cultivo.

Tabla 11. Cantidades masicas relativas de pigmentos en células de Coelastrella striolata

a través del tiempo.

Dias Clorofila a/Clorofila b | Clorofilas/Carotenoides totales
(a/b) (atb/x+c)
5 2.69 £ 2.19 3.73 £ 2.79
10 1.28 + 1.28 10.4 £ 5.78
15 1.32 + 0.54 6.64 + 2.80
20 0.94 £ 0.37 8.84 £+ 3.39
30 1.60 £+ 0.33 3.50 + 0.80
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La relacion peso de clorofilas a y b y de carotenoides totales (a+b/x+c) es un indicador
del verdor de las células. Esta relacion normalmente se encuentra entre 4.2 y 5 para
plantas expuestas al sol y entre 5.5 y 7 para plantas expuestas a la sombra. Valores
més bajos son un indicador de senescencia (envejecimiento de células), estrés y dano
al microorganismo y al aparato fotosintético, que se expresa como una descomposicién
mas rapida de clorofilas que de carotenoides. En el presente estudio se aprecia en la
Tabla 11, que los valores de esta relacion se mantuvieron dentro de los valores
reportados, por lo tanto, se podria decir que no hubo una afectacién o dano al aparato
fotosintético de la microalga.

6.2 Caracteristicas radiativas de Coelastrella striolata en suspension

en etapa estacionaria

6.2.1 Coeficiente de extincion especifico promedio

En la Figura 22 se muestra el coeficiente de extincion especifico promedio (z*) de la
microalga Cloelastrella striolata en suspension en funciéon de la concentracion de
biomasa (0.008, 0.010 y 0.016 g/L). Se puede observar que el coeficiente de extincién
especifico determinado experimentalmente es constante e independiente de la
concentracién, alcanzando un valor de 0.698 £ 0.007 m?*/g.

En la Figura 22 también se pueden observar valores del coeficiente de extincion
especifico promedio de Chlorella vulgaris UTEX 2714 reportados por Castillo et al.
[35]. Se puede observar el mismo comportamiento que para Coelastrella striolata; es
decir, z*es independiente de la concentraciéon de biomasa. Sin embargo, el valor para
Coelastrella striolata es aproximadamente 2.3 veces menor que el de Chlorella vulgaris.
Esto puede deberse al tamano de las células, ya que el tamafio de las células de
Coelastrella striolata oscila entre 9-12 pm mientras que el de las células de Chlorella
vulgaris se encuentra entre 4-6 pm. Dado que el coeficiente de extincion es una medida
de la probabilidad de interaccién entre los fotones y las particulas (en este caso las
microalgas en suspension), tener un menor tamano de células implica un mayor nimero
de ellas, a una misma concentraciéon de biomasa, una mejor distribucion de las mismas

y en consecuencia tener una mayor probabilidad de interacciéon con los fotones.

El comportamiento del coeficiente de extinciéon de Coelastrella striolata es igual que
para el de Chlorella vulgaris, lo que sugiere que no hay diferencias en el tamano de los
aglomerados y que este solo cambia para contrarrestar condiciones adversas a su

crecimiento.
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Figura 22. Coeficiente de extincién especifico promedio ( =) de las microalgas

Chlorella vulgaris UTEX 2714 y Coelastrella striolata a diferentes concentraciones de
biomasa.

6.2.2 Coeficiente de extincion especifico espectral

En la Figura 23 se muestra el coeficiente extincién especifico espectral ( g7) en la regién

PAR (400-700 nm) de la microalga Coelastrella striolata, resultado del promedio de 3
diferentes concentraciones de biomasa (0.008, 0.010 y 0.016 g/L).

Como se puede observar la mayor variacién del coeficiente de extincion se encuentra
en la region de 400-410 nm y de 690-700 nm, esto se debe a que la fuente de luz
utilizada tiene una baja emisién (ver Anexo IV), por lo que ocasiona estas

fluctuaciones.

En el intervalo de longitud de onda de 425 a 650 nm el coeficiente de extincion espectral
promedio de la microalga Coelastrella striolata es practicamente constante y con los
mayores valores, indicando que es donde existe la mayor interaccién de las particulas
con los fotones. Finalmente, del intervalo de 650 a 680 nm existe un comportamiento
mondétono decreciente tomando un valor de minimo aproximado de 0.66 m?/g, lo que
puede atribuirse a que en esa regién no estan presentes pigmentos que puedan absorber

la energia y entonces permiten que un mayor nimero de fotones sean transmitidos.
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En la Figura 23 también se muestra g, para la microalga Chlorella vulgaris UTEX
2714 y para la microalga Chlamydomonas reinhardtic CC125 reportados por Castillo
et al. [35] y Berberoglu et al. [7], respectivamente. En ambos estudios se encontré que
g, era independiente de la concentracion de biomasa y moderadamente dependiente
de la longitud de onda, a diferencia de lo observado en los resultados de Coelastrella

striolata, en que g es practicamente independiente de la longitud de onda.
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® (hlorella vulgaris UTEX 2714
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Figura 23. Coeficiente especifico de extincién espectral (,3;) de las microalgas

Coelastrella striolata (presente estudio), Chlorella vulgaris UTEX 2714 [35] y
Chlamydomonas reinhardtii CC125 [7] en suspension.

En cuanto a los valores del g; de estas dos microalgas en comparacion con Coelastrella

striolata, se observa que el valor de Chlorella vulgaris UTEX 2714 es aproximadamente
el doble del valor de Coelastrella striolata, mientras que el valor de Chlamydomonas
reinhardtii CC125 es semejante al valor de Coelastrella striolata, esto es debido a que
el tamano de las células de C. reinhardtii CC125 (~ 10 pm) es similar al de Coelastrella
striolata. Por lo tanto, estos resultados concuerdan con la teoria radiativa que senala
que la naturaleza de interaccion entre los fotones y las particulas estd determinada por
el tamano relativo de las particulas con respecto a la longitud de onda [31].
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6.2.3 Albedo espectral

La Figura 24 muestra el albedo espectral (,) de la microalga Coelastrella striolata,

determinado experimentalmente con la metodologia desarrollada por Castillo et al. [35]
a una concentracién de biomasa (0.016 g/L) en la regiéon PAR (400-700 nm).

Chlorella vulgaris UTEX 2714
Chlamydomonas reinhardtii CC125

=}
B
1
o009
[

i ® (Coelastrella striolata

T T T T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650 700
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Figura 24. Albedo espectral (o, ) de las microalgas Coelastrella striolata (presente

estudio), Chlorella vulgaris UTEX 2714 [35] y Chlamydomonas reinhardtii CC125 [7] en
suspension.

En la Figura 24 se puede observar que desde ~ 415 a 450 nm el valor espectral del
albedo para la microalga Coelastrella striolata en suspension, tiene un comportamiento
mondtono decreciente de un valor de 0.97 a 0.05 aproximadamente. El fenémeno de
absorcion predomina en el intervalo de 425 a 450 nm y después de esta longitud de
onda el albedo aumenté paulatinamente hasta 0.54, es decir, 54 % de la energia es
dispersada. En la regién de 500 a 600 nm el fenémeno de dispersion predomind, esto
se debe a que en esta zona no existe la presencia de pigmentos absorbedores de energia.
Después de los 600 nm el albedo aumenta hasta un valor de 0.7 y presenta un pico de
absorcién en 650 nm atribuido a la presencia de clorofila b (ver Anexo V).
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En la Figura 24 también se muestra el albedo espectral para la microalga Chlorella
vulgaris UTEX 2714 y para la microalga Chlamydomonas reinhardtii CC125 reportados
por Castillo et al. [35] y Berberoglu et al. [7], respectivamente.

La Figura 24 muestra que para toda la region PAR la microalga Chlamydomonas
reinhardtii CC125 el valor del albedo siempre es mayor a 0.5, es decir, que el fenémeno
de dispersiéon domina sobre la absorcion, sin embargo, existen picos caracteristicos de
absorcion de clorofila a en 435 y 675 nm. En cuanto a la microalga Chlorella vulgaris
UTEX 2714, presenta una zona (415 a 440 nm) donde la absorcién predomina sobre la
dispersion y posteriormente el valor de albedo incrementa paulatinamente hasta un
valor de 0.65 y se mantiene constante en la regiéon de 500 a 625 nm donde no hay
interferencia por pigmentos y en consecuencia la dispersién domina sobre la absorcion.
Finalmente se presentan dos picos de absorciéon cercanos a 650 y 675 nm
correspondientes a la absorcién debido a la presencia de clorofila b y clorofila a,

respectivamente.

En comparaciéon con los resultados obtenidos de la microalga Coelastrella striolata el
albedo tiene un comportamiento similar a la microalga Chlorella vulgaris UTEX 2714
y ambas presentan una zona donde la absorciéon domina sobre la dispersién a diferencia
de Chlamydomonas reinhardtii CC125 donde el fendémeno dominante es la dispersion.

6.2.4 Porcentaje de energia dispersada

En la Figura 25 se muestra el porcentaje de energia dispersada en funcion de la posicion
angular a diferentes valores de g (-0.9 a 0.9 en incrementos de 0.45). Valores de g =
0.45 y 0.9 significa dispersion hacia enfrente y valores de g = -0.45 y -0.9, dispersién
hacia atras. La posicién angular correspondiente a 0° representa la posicion donde se
proyecta el haz de luz emitido por la fuente de luz, mientras que 180° representa la

posicion en la cual el haz de luz incide en el sistema.

Se puede observar que los datos experimentales obtenidos para Coelastrella striolata
(circulos azules) se ajustan a un comportamiento donde predomina la dispersién de
energia hacia adelante (g = 0.9). Esto concuerda con diversos estudios encontrados en
la literatura donde se reportan valores de g mayores a 0.95 asegurando que este tipo
de microalgas dispersan fuertemente energia hacia enfrente [7, 11, 34, 35].
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Figura 25. Porcentaje de energia dispersada por el cultivo microalgal de Coelastrella

striolata en funcion de la posicién angular a diferentes valores de g.

6.3 Caracteristicas radiativas de Coelastrella striolata en suspension

en diferentes etapas de crecimiento

6.3.1 Coeficiente de extincién promedio

En la Tabla 12 se muestran las condiciones para determinar experimentalmente el
coeficiente de extincién especifico ( g*) promedio de la microalga Coelastrella striolata
en diferentes etapas de crecimiento (de acuerdo con la Figura 17). Como se puede
observar siempre se trabajé bajo T < 1, en que existe una relacion lineal entre el albedo
(w) y el porcentaje de energia dispersada (¢) [35].

Las condiciones mostradas en la Tabla 12 para las mediciones de las caracteristicas
radiativas, éstas no dependeran de la concentraciéon de biomasa del cultivo original
sino de la composicién bioquimica de las células y/o de su tamano. Sin embargo,
respecto al tamano de las células, como se indico en la seccién 6.1.2, no hubo cambios

significativos en funcién del tiempo.
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Tabla 12. Coeficiente de extincion especifico promedio de la microalga Coelastrella

striolata en diferentes etapas de crecimiento.

Concentracion de
Tiempo Etapa de biomas.a pzju"a la B+ E’spe:sor
(Dias) crecimiento determlilacmn de (m?/g) optico
B* T<1
(g/L)
0 Adaptacion 0.0082 + 0.0001 0.786 + 0.028 0.516
Exponencial 0.0086 + 0.0004 0.673 + 0.031 0.501
10 Exponencial 0.0082 £ 0.0001 0.828 + 0.032 0.487
15 Exponencial 0.0098 + 0.0001 0.791 + 0.032 0.573
20 Exponencial 0.0091 £ 0.0004 0.916 + 0.032 0.530
25 Estacionaria 0.0096 4+ 0.0004 0.973 + 0.037 0.562
30 Estacionaria 0.0093 £ 0.0001 0.938 + 0.018 0.544

En la Figura 26 se muestra el coeficiente de extincion especifico promedio (=) de la
microalga Coelastrella striolata en diferentes etapas de crecimiento. Se puede observar
que éste no varifa significativamente desde el dia 0 (etapa de adaptacién) hasta el dia
15 (etapa exponencial) manteniendo un valor de 0.802 £+ 0.023 m?/g y a medida que
se acerca al estado estacionario = cambia a un valor de 0.942 + 0.029 m?/g.

De acuerdo con las micrografias épticas (Figura 19) no existié un cambio significativo
en el tamano de las células, algo similar encontraron Zhao et al. [13] para la microalga
Chlorella protothecoides en que el tamano de las células no varié apreciablemente con
el transcurso del tiempo y seguian una distribucién normal. Dado que el coeficiente de
extincion es una medida de la probabilidad de que los fotones interactien con las
particulas, se esperarfa que el valor del coeficiente de extincién promedio (z=) sea
mayor en el estado estacionario en comparacion con el de la etapa de adaptacion,
debido a que es donde la concentracién de biomasa no cambia y la concentracién de

células es mayor, lo que aumenta la probabilidad de interaccién entre células y fotones.
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Figura 26. Coeficiente de extincién especifico promedio ( g =) de la microalga

Coelastrella striolata en funcién del tiempo.

6.3.2 Coeficiente de extincion espectral

En la Figura 27 se muestra el coeficiente de extincién especifico espectral () para la

microalga Coelastrella striolata en diferentes etapas de crecimiento. Se puede observar

que del dia 0 al dia 15 el comportamiento de este coeficiente espectral es similar.

Posteriormente después del dia 15 hay un ligero aumento en el coeficiente y se mantiene
casi constante hasta el dia 30. Ademaés, se puede observar un pico en la longitud de ~
436 nm que puede ser atribuido a la presencia de clorofila a (ver Figura 27) y después

de los 450 nm hasta 650 nm g se mantiene con variaciones relativamente pequenas

durante su crecimiento.
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Figura 27. Coeficiente de extincién especifico ( ﬁ;) de la microalga Coelastrella striolata

a lo largo de su crecimiento.

6.3.3 Albedo espectral

En la Figura 28 muestra el albedo espectral (o, ) determinado experimentalmente de

la microalga Cloelastrella striolata en diferentes etapas de crecimiento. Se puede
observar que para los dias 0 (etapa de adaptacion) y 5 (etapa exponencial) existe una
zona desde 410 a 436 nm donde el albedo tiene un comportamiento mondétono
decreciente de un valor de 1 a 0.25. En este mismo intervalo de tiempo (0 a 5 dias)
existen zonas donde la absorcién predomina sobre la dispersion y se puede apreciar un

pico de absorcién en ~ 436 nm debido a la presencia de clorofila a.

Después del dia 15 (etapa exponencial) y hasta el dia 30 (etapa estacionaria) se puede
apreciar que el albedo toma valores superiores a 0.5 en toda la region PAR, lo que
significa que el fenémeno de dispersion dominé sobre la absorcion. Esto puede ser
atribuido a la composicién bioquimica en las células, como se observo en la Figura 21
la mayor concentracion de clorofilas se presenté en los dias 5 y 10 y a partir del dia 15
hubo una disminuciéon en la concentracion, por lo tanto, el sistema fotosintético o las

células se vuelven menos eficientes para la absorcién de energia.
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Figura 28. Albedo espectral (@, ) de la microalga Coelastrella striolata en suspensién en

diferentes etapas de crecimiento.

Para observar el comportamiento del albedo en longitudes de onda donde se encuentran
presentes diferentes pigmentos como clorofila a y carotenoides totales se construyo la
Figura 29. Se puede observar que las células presentan mayor absorciéon en los dias 0,
5 y 10 presentando valores de albedo de 0.25, 0.3 y 0.46, respectivamente. Esto se
puede correlacionar con la concentracion de clorofila a mostrada en la Figura 21 donde
en estos dias existi6 mayor contenido de clorofilas en las células. Después del dia 15
las células presentan menor capacidad de absorcion, presentando un valor de albedo
mayor a 0.5, es decir, el fenémeno de dispersion domina sobre el de absorciéon y esto
también se puede observar en la Figura 21 donde la concentracién de clorofila a se

mantiene constante después de 15 dias de cultivo.

En cuanto a los carotenoides totales se puede apreciar que el albedo desde el dia 0 al
dia 30 toma valores por encima de 0.6, lo que indica que el fenémeno de dispersién
predomina sobre la absorcion y comparando la concentracién de estos respecto a
clorofila, es mucho menor (ver Figura 21), ademas de que a partir del dia 10 no existe
una diferencia significativa en la concentracion de estos pigmentos.
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Figura 29. Albedo en funcién del tiempo para clorofila a (436 nm) y carotenoides totales

(485 nm) para la microalga Coelastrella striolata.

Zhao et al. [13] encontraron un comportamiento similar para las secciones transversales
de absorcion para tres cepas del género Chlorella donde en tiempos cortos, presentan
el mayor valor tanto para clorofila a como para carotenoides totales, luego disminuyen
con el tiempo y luego se acercan gradualmente a un valor estable durante el crecimiento

estacionario.

6.3.4 Porcentaje de energia dispersada

La Figura 30 muestra el porcentaje de energia dispersada en funcién de la posicion
angular para diferentes etapas de crecimiento del cultivo de Coelastrella striolata. Se
puede observar que, para las diferentes etapas de crecimiento, los valores
experimentales siempre se ajustaron para un valor de g = 0.9, es decir, el valor de g es
independiente de la etapa de crecimiento y ademas existe una dispersién hacia enfrente,
lo cual es muy comun en estos microorganismos, esta informacién permitiria decidir
déonde colocar el sistema de iluminacion en el FBR. La dispersion de energia hacia
enfrente permitiria que la luz penetrara mas dentro del cultivo y otras células pudieran

absorber esta energia.

o8



Energia dispersada (%)

Energia dispersada (%)

I Q. Eduardo Martinez Nino

Caracteristicas radiativas de la microalga Coelastrella striolata, productora de
carotenoides durante diferentes etapas de cultivo

Varios estudios realizados por distintos autores también han encontrado que el valor

de g siempre es mayor a 0.9 y han encontrado que la dispersion de energia tiende a ser

mayor que la eficiencia de absorcién por este tipo microorganismos [6, 7, 35].
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Figura 30. Porcentaje de energia dispersada por el cultivo microalgal de Coelastrella

striolata en diferentes etapas de crecimiento en funcién de la posicion angular a
diferentes valores de g. a) Dia 0 (Adaptacién) , b) Dia 5 (Exponencial), c) Dia 10
(Exponencial) y d) Dia 25 (Estacionaria).
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6.4 Cultivo de Coelastrella striolata en condiciones para promover la
carotenogénesis (etapa roja)

6.4.1 Evolucion de la concentracion de biomasa

Después de que se lograra el estado estacionario a los 23 dias de cultivo (etapa verde),
a estos cultivos se les aplicé las condiciones de cultivo mencionadas en la seccion 5.6
para promover la carotenogénesis (condiciones para inducir a la sintesis y acumulacién
de pigmentos carotenoides secundarios). En la Figura 31 se muestra la evolucién de la

concentracion de biomasa bajo esas condiciones.
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Figura 31. Concentracion de biomasa en funcién del tiempo a diferentes concentraciones
de cloruro. (e) NaCl, (m)MgCl,.

Todos los cultivos comenzaron con una concentracion inicial de 0.313 £ 0.004 g/L, se
puede observar en la Figura 31 que para el cultivo sin ningtin cloruro anadido al medio
de cultivo (tridngulos verdes) al dia 10 se alcanzé la mayor concentracion de biomasa
con 0.524 + 0.062 g/L, después de este dia no hubo cambios significativos. Por lo
tanto, la concentraciéon biomasa aumenté 1.69 veces la inicial.

60



I Q. Eduardo Martinez Nino
Caracteristicas radiativas de la microalga Coelastrella striolata, productora de

carotenoides durante diferentes etapas de cultivo

Para los cultivos con 0.086, 0.173 y 0.260 [CI] M provenientes de NaCl la maxima
concentracion de biomasa se alcanzo al dia 35, 25 y 15, respectivamente. La maxima
concentracién de biomasa para los cultivos con 0.086, 0.173 y 0.260 [Cl] M fueron:
0.473 + 0.010, 0.476 + 0.016 y 0.427 + 0.034 g/L, respectivamente. Como se puede
notar no hubo diferencias significativas en la méaxima concentracién de biomasa
alcanzada en los cultivos con NaCl, solo se alcanzaron en diferentes dias. En
comparaciéon con la méaxima concentracién de biomasa alcanzada por el cultivo sin

NaCl, esta fue un 14 % mayor.

En cuanto a los cultivos con MgCl, todos alcanzaron la maxima concentracion de
biomasa al dia 25. La maxima concentracion de biomasa para los cultivos con 0.086,
0.173 y 0.260 [CI] M proveniente de MgCl; fueron: 0.434 + 0.020, 0.462 + 0.005 y
0.438 +0.001 g/L, respectivamente. Al igual que para los cultivos con NaCl no hubo
diferencias significativas en la maéaxima concentracién de biomasa alcanzada. En
comparaciéon con la maxima concentracién de biomasa alcanzada por el cultivo sin

MgCl,, esta fue un 17 % mayor.

El aumento de la intensidad luminosa y la adiciéon de cloruros al medio de cultivo no
afectd de forma significativa la viabilidad del cultivo.

6.4.2 Micrografias 6pticas

En la Figura 32 se muestran las micrografias del cultivo microalgal de Coelastrella
striolata a través del tiempo y en diferentes condiciones de cultivo. En general se puede
observar que el cultivo control (sin la adicién de cloruros) y los cultivos con NaCl,
cambiaron de color a los 15 dias de cultivo; se puede apreciar como las células tienen
un aspecto amarillo-verde y con morfologia diferente a los primeros dias de cultivo. En
cuanto a los cultivos con MgCl, este cambio de coloracién y de aspecto se presento a
los 10 dias de cultivo, estos cambios en morfologia y coloracién podria estar asociado

con la presencia de diferentes pigmentos en las células.

En la Figura 33 se muestra el tamafo de células en funcién del tiempo y en diferentes
condiciones de cultivo, como se puede observar no hubo cambios significativos a través
del tiempo y el tamano promedio se encontraba en ~ 9.69 + 0.88 pm. Se ha reportado
que un aumento repentino en la salinidad del medio conduce a la pérdida de agua de
la célula debido a la modificacion en la presion osmética, lo cual provoca un
encogimiento de la célula [45, 57], sin embargo, este fenémeno no se mostré en el
presente estudio.
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Figura 32. Micrografias 6pticas (40X) del cultivo de Coelastrella striolata en funcién del

tiempo y con diferentes concentraciones de cloruros. Control: a), NaCl: b) 0.086 [Cl'] M,
¢) 0.173 [CI] M, d) 0.260 [Cl-] M y MgCls: e) 0.086 [CI] M, f) 0.173 [C] M,
g) 0.260 [CI] M.
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Continuacién de la Figura 31. Micrografias épticas (40X) del cultivo de Coelastrella

striolata.

En el Anexo VI se muestran los histogramas de distribucién del tamano de células.
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Figura 33. Tamaio de células en funcién del tiempo a diferentes concentraciones de
cloruros. (e) NaCl, (m)MgCl.
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6.4.3 Identificacion de pigmentos en extractos

6.4.3.1 Concentraciones de pigmentos

En la Figura 34 se muestran las concentraciones de pigmentos extraidos de Coelastrella
striolata a diferentes tiempos y concentraciones de cloruro proveniente de NaCl en el
medio de cultivo.
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Figura 34. Concentraciones de pigmentos extraidos en Coelastrella striolata cultivada
con NaCl. (e) 0, (v) 0.086, (¢) 0.173 y (e) 0.260 [C]] M.
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En la Figura 34 se puede observar que, al dia 0, las concentraciones de clorofilas a y b
eran mas altas en comparacién con los carotenoides totales. La concentracion de
clorofila a al dia 0 fue de 2.157 £ 0.211 mg/g de biomasa seca y ésta se mantuvo
durante los primeros 10 dias de cultivo para el cultivo control (sin la adicién de
cloruro). Posteriormente con el paso de los dias disminuy6 hasta una concentracién de
0.820 + 0.122 mg/g de biomasa seca para el dia 25 de cultivo, es decir, la concentracion
de clorofila disminuy6 en un 62 %. En cuanto a la concentracién de clorofila b comenzo
con 1.557 + 0.109 mg/g de biomasa seca y disminuy6 hasta 0.428 + 0.052 mg/g de
biomasa seca, por lo tanto, hubo una disminucién del 73 %. La concentraciéon de
carotenoides totales inicié con 0.226 + 0.070 mg/g de biomasa seca, para el cultivo
control y alcanz6 la méxima concentracién al dia 15 con 2.329 + 0.216 mg/g de
biomasa seca, es decir que se increment6 ~ 10 veces lo inicial. El incremento gradual
en la concentracion de carotenoides totales puede deberse a la alta intensidad luminosa
(250 pmol/m? s) a la que fue expuesta el cultivo.

Saeki et al. [58], precultivaron la cepa de microalga Coelastrella sp. KGU-Y002 a 40
pmol/m? s a 25 °C y posteriormente fue transferida a matraces Erlenmeyer
manteniendo la misma temperatura del precultivo, pero aumentando la intensidad
luminosa a 200 pmol/m? s y se combiné con la deficiencia de nitrégeno en el medio de
cultivo, obteniendo una concentracién de carotenoides totales de 6.15 mg/g de biomasa
seca después de 7 dias de cultivo, siendo zeaxantina y luteina los predominantes . Esta
concentracion de carotenoides fue mayor a la del presente estudio y fue obtenida en
menor tiempo, sin embargo, para el cultivo control solo se us6 un solo factor de estrés
en comparacion con el estudio realizado por Saeki et al. [58].

Otro estudio similar fue realizado por Aburai et al. [29], cultivaron la cepa Coelastrella
sp. KGU-HOO1 bajo una temperatura de 25 °C y una intensidad luminosa de 214
pmol/m? s durante 21 dias y obtuvieron una concentracion de carotenoides totales de
2.20 £+ 0.08 mg/g de biomasa seca, es decir, la concentracién obtenida fue similar a la

del presente estudio y el carotenoide con mayor presencia fue la astaxantina.

De acuerdo con la Figura 34 el cultivo sometido a alta intensidad luminosa y con NaCl
a una concentracion de 0.086 [Cl] M, alcanzo la concentracién maxima de carotenoides
al dia 25, mientras que con 0.173 y 0.260 [Cl] M se alcanzé hasta el dia 35. La
concentracion maxima de carotenoides totales para los cultivos con 0.086, 0.173 y 0.260
[CI] M fueron 2.879 + 0.111, 2.491 + 0.089 y 1.442 + 0.182 mg/g de biomasa seca,
respectivamente.
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En comparacion con el cultivo control, las concentraciones de carotenoides totales
fueron mayores con 0.086 y 0.173 [Cl] M, sin embargo, fueron alcanzadas después de

los 15 dias de cultivo.

Saeki et al. [58], también cultivaron la cepa de microalga Coelastrella sp. KGU-Y002
por 7 dias a 25 °C, 200 pmol/m? s, deficiencia de nitrégeno y adicién de NaCl a 0.15
M (0.15 [Cl] M), obteniendo una concentracion de carotenoides totales de 7.50 + 0.34
mg/g de biomasa seca, predominando la zeaxantina y luteina. Cabe mencionar que,
aunque se obtuvo una mayor concentracion de carotenoides totales, se realizo la
combinacién de 3 factores para inducir la carotenogénesis que fueron: alta intensidad
luminosa, deficiencia de nitrégeno y adicién de NaCl.

En la Figura 35 se muestran las concentraciones de pigmentos extraidos de Coelastrella
striolata a diferentes tiempos y concentraciones de cloruro proveniente de MgCl, en el
medio de cultivo.

De acuerdo con la Figura 35 el cultivo sometido a alta intensidad luminosa y con MgCl,
a 0.086 [CI] M, alcanzé la concentraciéon méxima de carotenoides al dia 5, mientras
que con 0.173 y 0.260 [Cl] M se alcanz6 hasta el dia 15 y 10, respectivamente. La
concentraciéon maxima de carotenoides totales para los cultivos con 0.086, 0.173 y 0.260
[CI] M proveniente de MgCl, fueron 2.149 + 0.871, 1.206 £+ 0.060 y 0.763 £ 0.033
mg/g de biomasa seca, respectivamente. En comparacién con el cultivo control y con
NaCl (0.086 [Cl] M), la mayor concentracion de carotenoides totales se obtuvo en
menor tiempo con una concentraciéon de 0.086 [CI] M de MgCl..

Saeki et al. [58], cultivaron la cepa de microalga Coelastrella sp. KGU-Y002 por 7 dias
a 25 °C, 200 pmol/m? s, deficiencia de nitrégeno y adicién de MgCl, a 0.15 M (0.30
[CI] M), obteniendo una concentracién de carotenoides totales de 10.20 + 0.71 mg/g
de biomasa seca, predominando la cantaxantina. Sin embargo, también se utilizaron 3
factores que inducen a la carotenogénesis. Aunque Saeki et al. [58] utilizaron la misma
concentracién de sal (0.15 M) tanto de NaCl y MgCl, se obtuvieron diferentes
concentraciones de carotenoides totales, pero, en ambos casos predominaron distintos
carotenoides. Por lo tanto, la adicién de cloruros influye en el metabolismo y sintesis

de pigmentos carotenoides y todo dependera de cual se desea obtener.

El estrés salino provoca varias alteraciones bioquimicas y bioenergéticas, como un
aumento de las tasas de biosintesis de lipidos y una mayor produccién de energia y
biopolimeros, cambios en la permeabilidad de la membrana con la interrupcion de la

homeostasis iénica y un nivel elevado de ROS [26].
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Figura 35. Concentraciones de pigmentos extraidos en Coelastrella striolata cultivada
con MgClL. (o) 0, (v) 0.086, (¢) 0.173 y (e) 0.260 [CI] M.

La salinidad y la alta intensidad luminosa provoca una reduccion en la clorofila y limita
la tasa de asimilacién neta de CO,, esto provoca un retraso en el crecimiento celular.
También puede estar relacionado con la disminucion de la actividad de Rubisco debido
a la baja absorcion de CO, [45]. Por ejemplo, un estudio multiémico para
Chromochloris zofingiensis demostrd que tras la presencia de NaCl exhibié una
regulacién a la baja considerable para Rubisco (disminucién de mas de 15 veces); en
consecuencia, se observé una disminucion de 3-fosfoglicerato (producto de la
carboxilacién), indicativo de la atenuacion del ciclo de Calvin-Benson.
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En este caso, tras el tratamiento con sal, las reacciones de luz se reprimieron
severamente, lo que provocé una menor produccién de moléculas de ATP y NADPH
para la fijacion fotosintética de CO; [59].

La biosintesis de carotenoides difiere de una especie a otra; sin embargo, casi todas las
especies de plantas o microalgas fotosintéticas (en especial las cloréfitas) comparten la
ruta metabdlica primaria comin, como se muestra en la Figura 36 [18, 59, 60].

Todas las vias se inician a partir del mismo bloque de construccion C5, el pirofosfato
de isopentenilo (IPP) o su isémero, el difosfato de dimetilalilo (DMAPP), producido a
partir de acetilcoenzima A (la via del acido mevalénico citosélico (MVA)) o piruvato
y gliceraldehido 3-fosfato (via cloroplastica del fosfato de metileritritol (MEP)). Se ha
sugerido en las algas verdes que la biosintesis de carotenoides emplea precursores
derivados precursores derivados de la via MEP en lugar de la via del mevalonato
citosélico (MVA) [59].
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Figura 36. Ruta de biosintesis de carotenoides en cloréfitas [18, 59, 60].
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IPP y DMAPP, los componentes bésicos de los carotenoides se convierten en geranil
difosfato de 10 carbonos (GPP), seguido de la condensacion de dos moléculas de GPP
para formar geranilgeranil pirofosfato (GGPP). GGPP se condensa atin méas en el
primer caroteno fitoeno de 40 carbonos, mediado por la fitoeno sintasa (PSY) [59]. El
fitoeno incoloro, Se somete a cuatro desaturaciones secuenciales catalizadas por fitoeno
(PDS) y C-caroteno (ZDS) desaturasas, lo que resulta en la formacién de pro-licopeno,
que es isomerizado por una isomerasa especifica (CRTISO) a licopeno, el primer
carotenoide coloreado [60].

A nivel de licopeno, la via se divide en dos rutas. La primera ruta da como resultado
la formacion de o-caroteno debido a la accién de la licopeno e-ciclasa (e-LCY) y la
licopeno B-ciclasa (B-LCY). Posteriormente la hidroxilacion del a-caroteno es
catalizada por la B-caroteno hidroxilasa (B-OHase) y la e-caroteno hidroxilasa (e-
OHase) para la formacién de luteina. En la segunda ruta, el licopeno es ciclado en
ambos extremos por la licopeno B-ciclasa (B-LCY), produciendo B-caroteno con dos
grupos terminales B-ionona. El B-caroteno como precursor directo, involucra multiples
rutas a través de una serie de pasos de hidroxilacién y cetolacion mediados por [3-
caroteno hidroxilasa (B-OHase) y B-caroteno cetolasa (BKT), para la formacién de

zeaxantina, cantaxantina y astaxantina [60].

El estudio multiémico realizado por Mao et al. [59] para Chromochloris zofingiensis
demostrd que la acumulacién excesiva de Na* provoca una disminucion en el potencial
osmoético y, por lo tanto, conduce a una disminucién de la cantidad de agua y a un
rapido aumento de la concentracion de sal dentro del citosol; esto también fue
reportado por Elloumi et al. [61] para Scenedesmus sp. Ademaés, el transporte de
electrones fotosintéticos se inactiva de forma reversible después de la contraccién del
espacio intracelular. Mao et al. [59] utilizaron 0.2 M NaCl [59] para someter a estrés a
la microalga, Chromochloris zofingiensis encontrando que la actividad enziméatica de la
licopeno e-ciclasa (e-LCY) disminuy6 y se estimulé la actividad de la licopeno B-ciclasa

(B-LCY) lo que provocd una disminucién considerable de luteina.

Saeki et al. [58] cultivaron la microalga Coelastrella sp. KGU-Y002 obteniendo una
concentracién de carotenoides totales de 7.50 + 0.34 mg /g de biomasa seca con NaCl
y 10.20 + 0.71 mg/ g de biomasa seca con MgCl, a una concentracién de 0.15 M. El
carotenoide predominante en el cultivo con NaCl fue la zeaxantina, mientras que en el
cultivo con MgCl, predominé la cantaxantina y la zeaxantina, lo que promueve una
mayor formacién de astaxantina (Figura 36).
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El comportamiento descrito en el parrafo anterior podria deberse a que la presencia de
Mg*" no solo es esencial para el crecimiento, sino también funciona como cofactor de
algunas enzimas en las rutas metabdlicas; que como se puede apreciar en la Figura 36
la mayoria de las rutas para la biosintesis de carotenoides en microalgas esta regulado
por distintas enzimas. Un estudio realizado por Urek et al. [62] encontraron que los
cationes divalentes como el Mg*" tienen un efecto estimulante sobre las enzimas que
sintetizan carotenoides, ademas el magnesio se utiliza para modular la 6smosis
ambiental, reduce la lisis celular y aumenta la producciéon de carotenoides, lo cual
podria explicar por qué los cambios en el presente estudio son més notables con MgCl,
que con NaCl.

Como se discuti6 en la seccion 6.1.4, Lichtenthaler [44] menciona que la relacién peso
entre clorofila a y clorofila b (a/b) es un indicador de que el pigmento es funcional y
de la adaptacion a la luz del aparato fotosintético. Es por ello que esta relacién debe
ser mayor a 1.1 y la disminucion de esta relaciéon puede deberse a que las células pueden
estar expuestas a una mayor cantidad de luz. Para el cultivo control las cantidades
mésicas relativas de clorofilas a y b (a/b) durante todo el tiempo de cultivo se
mantuvieron en valores superiores a 1.1 y presentando el valor mas bajo (1.159 +
0.188) al dia 25 de cultivo.

En cuanto a los cultivos con NaCl, el valor mas bajo de (a/b) se presenté al dia 5 de
cultivo con 0.086 [Cl] M con un valor de 0.893 + 0.143 y en medida que transcurrio el
tiempo este valor aumentaba; esto nos podria dar la idea de que al inicio las células no
se adaptaron facilmente a la exposicién de alta intensidad luminosa y presencia de
NaCl en el medio de cultivo. El cultivo que presenté el valor mas bajo de todos los
cultivos en presencia de NaCl fue el de 0.260 [Cl] M, los cual nos indica una pérdida
o degradacion de clorofilas debido a la alta intensidad luminosa y la alta concentracion

de cloruro.

Los cultivos con MgCl,, las cantidades maésicas relativas mas bajas de clorofilas a y b
(a/b) se presentaron a los 25 dias para 0.086 y 0.260 [Cl] M, con valores de 1.057 +
0.042 y 1.057 + 0.170, respectivamente; mientras que para 0.173 [Cl] M fue al dia 5
de cultivo con un valor de 0.375 + 0.071. Lo que indica que el cultivo con 0.173 [Cl]
M fue el que le costé mas adaptarse a la intensidad luminosa al que fue expuesto y
restablecer su homeostasis.
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En la Figura 37 se muestran las cantidades mésicas relativas de clorofilas (a+b) y
carotenoides totales (x+c) y es un indicador del verdor de las células. Esta relacion
normalmente se encuentra entre 4.2 y 5 para plantas expuestas al sol y entre 5.5 y 7
para plantas expuestas a la sombra. Valores mas bajos son un indicador de senescencia
(envejecimiento de células), estrés y dano al microorganismo y al aparato fotosintético,
que se expresa como una descomposicion mas rapida de clorofilas que de carotenoides
[44].

La cantidad maésica relativa de pigmentos para el dia 0 se encontraba en un valor de
16.406 + 0.516 como se puede apreciar en la Figura 37, lo que indica que las células
conservan el verdor caracteristico de estos microorganismos. En cuanto a los cultivos
con NaCl y para todas las concentraciones de cloruros, las cantidades masicas relativas
de pigmentos fue disminuyendo con el paso de los dias y fue en el dia 15 donde se
alcanzaron los valores méas bajos; lo cual nos dice que para este dia la degradacion de
clorofilas era mayor que la de carotenoides y este cambio se ve reflejado en la evolucién

de coloracién del cultivo como se aprecia en la Figura 38.
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Figura 37. Cantidades masicas relativas de pigmentos. a) NaCl, b) MgCl..

En cuanto a los cultivos con MgCl, se puede considerar que el color de los cultivos se
comenzo6 a observar a partir del dia 15 (ver Figura 38). De acuerdo con Figura 37, al
igual que para los cultivos en NaCl, las cantidades masicas relativas de pigmentos fue
disminuyendo con el transcurso del tiempo, pero, los cultivos con 0.086 y 0.173 [CI] M
presentaron el minimo valor al dia 25 y 15, respectivamente; mientras que el cultivo
con 0.260 [CI] M lo alcanz6 a los 35 dias de cultivo.
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Figura 38. Evolucién del color de cultivos de Coelastrella striolata a través del tiempo.

La discusion anterior y las imagenes mostradas en la Figura 38, permiten decir que las
condiciones de alta intensidad luminosa y la presencia de cloruros en el medio de cultivo
favorecieron a la induccion de la carotenogénesis de las células de Coelastrella striolata,
es decir, se provocd un estrés oxidativo que estimulé la formacion de ROS y por ende
la sintesis de pigmentos carotenoides y degradacién de clorofilas [63, 64].
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6.4.3.2 Espectros infrarrojos (IR) de extractos

La espectroscopia infrarroja (IR) nos sirve como técnica analitica que nos permite
evaluar de forma cualitativa la presencia de grupos funcionales en una molécula, siendo
de gran importancia para obtener un primer acercamiento al tipo de pigmentos
extraidos y contenidos en las células de la microalga Coelastrella striolata. De acuerdo
con el estudio realizado por Abe et al., [27] los principales pigmentos que contiene la
microalga Coelastrella striolata var. multistriata son clorofila a y b, astaxantina,
cantaxantina y B-caroteno; y esto se ha comprobado para cepas del género Coelastrella
[28, 29]. Es por ello que antes de presentar los espectros IR de los extractos se recopilé
informaciéon sobre las bandas caracteristicas de estos pigmentos y los cuales son
mostrados en la Tabla 13.

Los espectros presentados en la Figura 39 corresponden a los extractos para el cultivo
control. Se puede observar que al dia 0 se presenta una senal a 514 cm™y después de
este dia se recorre hasta 606 cm™, lo cual de acuerdo con la Tabla 13, indica las
vibraciones Mg-N correspondientes a la clorofila b. En este espectro también se logra
distinguir una banda caracteristica en 1110 cm™ que, aunque no aparece exactamente
en la Tabla 13, Fuentemayor et al. [65] menciona que este pico corresponde a las
vibraciones de estiramiento C-O de los alcoholes, que probablemente surgen de las
xantofilas, como la astazantina y la cantazantina (ver Anexo VII). Las bandas 1410 y
1450 cm™ estan asociadas con vibraciones de deformacion antisimétrica de los grupos
CHjs (cambio en los angulos HCH) y grupos CH; en el B-caroteno. La siguiente banda
se presenta en 1644 cm™ la cual puede ser que provenga del grupo C=0 de la
astazantina debido a su conjugacién a un grupo C=C y también se puede atribuir a la
vibracién C=C de la clorofila a. Otras bandas aparecen en 2950 y 2837 cm™, se asignan
al tramo C-H antisimétrico y simétrico de los grupos CH, en los lipidos y este grupo
también esta contenido en la estructura del anillo de carbono de la astarantina. Estas
bandas también pueden ser asociadas a la vibracion de estiramiento simétrico y

asimétrico de los grupos C-H, CH, y CHs, de la clorofila a y b, respectivamente.

De acuerdo con el analisis realizado anteriormente, se puede observar que el extracto
del cultivo control de Coelastrella striolata, presenta bandas caracteristicas de clorofila
a y b, f-caroteno y astarantina; lo que nos permite decir cualitativamente que estos
pigmentos se encontraban presentes en los extractos obtenidos.
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Tabla 13. Bandas caracteristicas para pigmentos.

Numero de onda Solvente de )
. Referencia
(cm™) extraccion
CH; 2930
CH. 2817 Chang et al., 2013
C=0 1721 Etanol 66] ’
C-O 1045
Cc=C 1644
Clorofila b
Cc=0 1733
C-H 2852 )
Shamaei et al., 2020
Mg-N 593 Etanol
[67]
C-N 1378
C-O 1240 y 1051
B-caroteno
e=C 1550-1600 Fuentemayor et al., 2020
CH; 1450 Hexano: Acetona 651 ’
C-H 950-980
. Astaxantia
Cc=C 2030
C-H 2925 DMSO Liu et al., 2016
CH, 2855 (Dimetilsulféxido) [68]
C=0 1650
C-O 1075
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Figura 39. Espectros IR de extractos de pigmentos de Coelastrella striolata cultivada sin
cloruros.

En la Figura 40 y Figura 41 se muestran los espectros IR para los cultivos con la
adicion de cloruros al medio de cultivo. Se puede observar que tanto para NaCl y
MgCl,, las bandas caracteristicas son las mismas que en el cultivo control; es decir, no
existe la aparicion de nuevas bandas y lo tinico en lo que varian son en la intensidad
del pico. Por lo tanto, se podria decir que en estos cultivos también se encuentran los

mismos pigmentos que para el cultivo control.
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Figura 40. Espectros IR de extractos de pigmentos de Coelastrella striolata cultivada con
NaCl.
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6.5 Caracteristicas radiativas de Coelastrella striolata en suspension
en condiciones para promover la carotenogénesis.

6.5.1 Coeficiente de extincion especifico espectral

El ,3; para el cultivo control de Coelastrella striolata se muestra en la Figura 42, como

se puede observar que para el dia 0 y 5 la tendencia de ﬁ; es similar para el intervalo
de 425 a 675 nm y toma un valor constante de ~ 0.744 + 0.012 m?/g, ademés de que
esto nos indica que en este intervalo de longitud existe mayor probabilidad de
interaccion de los fotones con las particulas (en este caso con las células).

1.2
ControlI
1.0
0.8 H
=)
~
[a\]
8 0.6 +
s ® 0
0.4 S ® 5
] o 10
@
0.2 - 15
® 25
1 e 35
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400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

Figura 42. Coeficiente de extincién especifico espectral ( ﬁ;) de la microalga Coelastrella

striolata cultivada sin cloruros.

Posteriormente al dia 10 de cultivo ,B; se comportdé moderadamente dependiente de la

longitud de onda e incrementé hasta un valor promedio de 0.908 + 0.024 m?/g, como
se mostré en la Figura 33 no existié cambios significativos en el tamano de células a
través del tiempo ni en condiciones para promover la carotenogénesis. La teoria
radiativa senala que, al tratarse como particulas grandes con respecto a la longitud de
onda, el valor del coeficiente de extincion especifico no dependera fuertemente de la
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longitud de onda y se serd independiente de la concentracion, siempre y cuando el
tamano de la particula no cambie. Por lo que se podria decir que los cambios en estas
propiedades se deben a la composicién bioquimica de las células. Por lo tanto, el
incremento en ﬂ; puede deberse a que este dia la concentracion de carotenoides totales
fue mayor en comparacién con los dias anteriores, por lo que existié también una
interaccion de los fotones con estos pigmentos; mencionando que los carotenoides
ademas de tener la funcion captadora de luz también funcionan como fotoprotectores
del aparato fotosintético, encargandose de disipar en forma de calor la energia exceso.

Para el dia 15 en el cual prevalecié la maxima concentraciéon de carotenoides totales,
B, disminuy6 a un valor similar al del dia 0 y dfa 5, pero la concentracién de clorofilas
a y b también disminuyé y, por lo tanto, la absorcién de energia fue menor. En los

dias posteriores al dia 15, como se mostré en la Figura 34 la concentracién de
carotenoides totales predominé sobre la concentracion de clorofilas; y para el dia 25 se

alcanz6 un ﬂ; promedio ~ 1.048 4+ 0.059 m?/g. Esto pudo deberse a que después de

alcanzarse la maxima concentraciéon de carotenoides, la formacion de ROS predomind

y los carotenoides funcionaron como disipadores de energia; aumentando la dispersion

3
de energfa y por ende un aumento de f3, .

En la Figura 43 se presenta el ﬂ; para el cultivo de Coelastrella striolata a diferentes
concentraciones de cloruros, provenientes de NaCl y MgCl,. En cuanto al cultivo con
NaCl se puede observar que para 0.173 [Cl] M (Figura 43a) el ﬂ; no presenta cambios

significativos a medida que transcurre el tiempo y mantiene un valor ~ 0.770 + 0.030
m?/g. Ademas de que se mostré en la Figura 34 que la concentracién méxima para
esta concentracion de cloruro se obtuvo hasta el dia 35 dia de cultivo. Mientras que el

cultivo con MgCl, se puede observar que para 0.173 [Cl] M (Figura 43c) el ﬁ; si

presenta cambios significativos comenzando con un valor promedio de ~ 0.752 + 0.064
m?/g, después de 5 dias increment6 hasta un valor promedio de ~ 0.931 + 0.073 m?/g
y se mantuvo con la misma tendencia hasta el dia 25 de cultivo, para posteriormente
aumentar hasta un valor promedio de ~ 1.107 + 0.059 m?/g. Para este cultivo la
maxima concentracién de carotenoides totales se alcanzé a los 10 dias de cultivo y a
partir de ahi las concentraciones tanto de clorofilas y carotenoides fue disminuyendo;
lo que nos estaria diciendo que el proceso de dispersion de energia es mayor que la
absorcion debido a esta diminucién de contenido de pigmentos y, por lo tanto, provoca

el aumento en el valor de ﬁ;
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Figura 43. Coeficiente de extincién especifico espectral ( ﬂ;) de la microalga Coelastrella

striolata cultivada con cloruros. a) y b) NaCl, c¢) y d) MgCl..

En la Figura 43 también se muestra el ﬁ; a una concentraciéon de 0.260 [ClI] M tanto

para NaCl (Figura 43b) como para MgCl, (Figura 43d). Se puede observar que para el

cultivo con NaCl no existié diferencia significativa durante los primeros 15 dias de

cultivo y posteriormente hubo un ligero aumento en el ,3; en un intervalo de 425-550

nm, en el cual los pigmentos carotenoides absorben energia y también después del dia

15 existié un aumento en la concentracion de carotenoides totales.
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En cuanto al cultivo con MgCl; a la misma concentracién de cloruro (Figura 43d), se
puede observar que durante los primeros 5 dias de cultivo ,B; se mantuvo constante
en intervalo de longitud de onda de 425-650 nm y con un valor promedio de ~ 0.716
+ 0.052 m?/g. Posteriormente del dia 10 al dia 25, ﬂ; fue aumentando y con la misma

tendencia de ser constante en el mismo intervalo antes mencionado y alcanzado un
valor promedio de ~ 1.452 £+ 0.130 m?/g al dia 35 de cultivo. Sin embargo, se puede
observar que en 430 y 465 nm se alcanza un valor de 1.62 m?/g debido a la presencia
de clorofila a, clorofila b y carotenoides fotoprotectores. Después de 465 nm existe un
comportamiento mondtono decreciente hasta 675 nm con un valor de 1.26 m?/g.

6.5.2 Albedo espectral

El albedo espectral (@, ) para el cultivo control de Coelastrella striolata se muestra en

la Figura 44, se puede observar que desde ~ 415 a 440 nm el valor espectral del albedo
para la microalga Coelastrella striolata en suspensién, tiene un comportamiento
mondtono decreciente. Se presenta un pico de absorcion a 440 nm atribuido a la
presencia de clorofila a, en los primeros 15 dias a esta longitud de onda, la absorcién

domina sobre la dispersion ya que se tienen valores de @; < 0.5. Posterior al dia 15 el

valor de albedo espectral aumenta hasta 0.96 y 0.63, para los dias 25 y 35,
respectivamente; ademas en estos dias la concentracién de carotenoides totales dominé

sobre la concentracion de clorofilas.

En la longitud de onda de ~ 480 nm se encuentran presentes los carotenoides
fotoprotectores y fotosintéticos, y se puede apreciar en la Figura 44 que, sin importar

el dia, @, toma valores > 0.70, lo que indica que solo el 30 % de la energia es absorbida.

En la Figura 45 se presenta el @; para el cultivo de Coelastrella striolata a diferentes
concentraciones de cloruros, provenientes de NaCl y MgCl,. El cultivo con NaCl con
0.173 [ClI] M (Figura 45a) al igual que el cultivo control el ®; presenta un
comportamiento mondtono decreciente desde ~ 415 a 440 nm. Sin embargo, a la
longitud de onda de 440 nm donde absorbe la clorofila a los valores de @; se mantienen

por debajo de 0.47, lo que indica que la absorcion dominé sobre la dispersion y esto
concuerda en que las mayores concentraciones de carotenoides totales se alcanzaron
hasta el dia 25 de cultivo, en el cual se favorecio la carotenogénesis. Mientras que en
la longitud de onda donde aparecen los carotenoides fotoprotectores y fotosintéticos no

hubo cambios significativos en los valores de ®, manteniéndose alrededor de 0.9.
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Figura 44. Albedo espectral (o, ) de la microalga Coelastrella striolata cultivada sin la

presencia de cloruros.

Para el cultivo con 0.260 [CI'] M (Figura 45b) se puede observar un comportamiento
de @, similar que para el cultivo control en la zona de 415-440 nm. El fenémeno de

dispersién dominé sobre la absorcion en los primeros 15 dias de cultivo, a una longitud
de onda de 440 nm donde se atribuye la presencia de clorofila a, y al dia 25 de cultivo

el valor de @; tomd un valor de 0.54, mismo dia en el cual comenzé a aumentar la

concentracion de carotenoides totales y se comenzé una degradacién de clorofilas.

Aunque se puede observar que a una longitud de onda de 480 nm no hubo diferencias
significativas en el valor de @, y tom¢ valores de alrededor de 0.9. En el intervalo de

longitud de onda de 500-600 nm se puede observar que el comportamiento similar para

todos los dias, debido a que no existe la presencia de pigmentos absorbedores de luz.

La Figura 45 también presenta el ®; para los cultivos con MgCl,, para una
concentracién de 0.173 [CI] M (Figura 45c¢). La mayor absorciéon se presenté a una
longitud de onda de 440 nm debido a la clorofila a con un valor de @, igual a 0.38

para el dia 0 y después del dia 5 increment6 hasta un valor de ~ 0.60. Para este dia la
concentracién de carotenoides totales fue incrementando, presentando su valor maximo
en el dia 15.
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Figura 45. Albedo espectral (o, ) de la microalga Coelastrella striolata cultivada con

cloruros. a) y b) NaCl, c¢) y d) MgClL.

En cuanto al cultivo con 0.260 [ClI] M (Figura 45d) al igual que el cultivo con 0.173
[CI] M, la mayor absorciéon a una longitud de onda de 440 nm por la presencia de

clorofila a se presentd en los primeros cinco dias de cultivo y posteriormente a este dia
el valor de @; se increment6 hasta un valor de 0.60; lo cual puede estar asociado que

a partir del dia 10 la concentracién de carotenoides totales era mayor que la de clorofila
a.
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6.5.3 Porcentaje de energia dispersada

En la Figura 46 se muestra el porcentaje de energia dispersada en funcion de la posicién

angular a diferentes valores de g (-0.9 a 0.9 en incrementos de 0.45) para el cultivo

control (alta intensidad luminosa y sin la presencia de cloruros).
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Figura 46. Porcentaje de energia dispersada por el cultivo microalgal de Coelastrella

striolata sin cloruros en funcién de la posicién angular a diferentes valores de g. a) Dia 0,
b) Dia 5, ¢) Dia 10 y d) Dia 15.
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Valores de g = 0.45 y 0.9 significa dispersion hacia enfrente y valores de g = -0.45 y -
0.9, dispersion hacia atras. La posicion angular correspondiente a 0° representa la
posicion donde se proyecta el haz de luz emitido por la fuente de luz, mientras que
180° representa la posicion en la cual el haz de luz incide en el sistema.

Se puede observar que los datos experimentales obtenidos para Coelastrella striolata
(circulos azules) se ajustan a un comportamiento donde predomina la dispersién de
energia hacia adelante (g = 0.9). Esto concuerda con diversos estudios encontrados en
la literatura donde se reportan valores de g mayores a 0.95 asegurando que este tipo
de microalgas dispersan fuertemente energia hacia enfrente [7, 11, 35]. Ademads, las
condiciones para promover la carotenogénesis no tuvo un impacto en el parametro de
asimetria (g) de la funcién fase, por lo tanto, este es independiente de las condiciones
de cultivo.
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Capitulo 7

7 CONCLUSIONES

Uno de los objetivos principales del presente proyecto de investigacion fue determinar
las caracteristicas radiativas en diferentes etapas de crecimiento y condiciones de
cultivo para la microalga Coelastrella striolata, lo cual se logré a través de la
metodologia desarrollada por Castillo et al., 2020.

Respecto a las caracteristicas radiativas para el cultivo en condiciones de conservacion
de Coelastrella striolata en la regién PAR (400-700 nm), se comprobé que el coeficiente
de extincién especifico promedio con un valor de 0.698 + 0.007 m?/g es independiente
de la concentracién de biomasa y de la longitud de onda, lo cual es congruente con lo
que describe la teoria radiativa.

Esta misma metodologia permitié determinar las caracteristicas radiativas en
diferentes etapas de crecimiento. Para ello se logré determinar la curva de crecimiento
de la microalga Coelastrella striolata durante 30 dias, alcanzando el estado estacionario
a los ~ 23 dias. Se realiz6 el ajuste de la curva de crecimiento a partir de modelos
primarios: Gompertz y logistico, ambos describen méas del 90 % de los datos
experimentales, sin embargo, la p (0.195 4+ 0.023 d!) obtenida por el modelo logistico
es similar a la reportada por la literatura (0.22 d'1) para microalgas del género
Coelastrella. Las micrografias épticas permitieron observar que el tamaifio de las células
no cambié apreciablemente durante su crecimiento. En cuanto a las concentraciones
de pigmentos (clorofilas y carotenoides totales) se observé que la mayor cantidad se
presento en los primeros dias y fue disminuyendo a medida que se alcanzaba el estado
estacionario y después de los 10 dias de cultivo, no hubo diferencia significativa en
estas concentraciones; esto podria atribuirse a que las células no se mantenian en
suspension dentro del FBR lo que limit6 la absorcion de nutrientes y CO,. Ademas,
las cantidades mésicas relativas de clorofilas a y b (a/b) y carotenoides totales
(a+b/c+x) se mantuvieron por arriba de valores de 1.1 lo cual signific6 que no hubo
dano en el aparato fotosintético y la disminuciéon en sus concentraciones fue debida a

la division celular.

Se encontrd que tanto el coeficiente de extincion promedio y el albedo dependen de la
etapa de crecimiento y ambos aumentan a medida que se alcanza el estado estacionario.
Asimismo, el albedo se correlacion6é con la presencia de diferentes pigmentos como
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clorofilas y carotenoides presentes en las células, donde la concentracién de estos fue
mayor en la etapa adaptacion y exponencial. Y a medida que las microalgas se
acercaban al estado estacionario de crecimiento, las concentraciones de pigmentos
disminuyeron, por lo tanto, el sistema fotosintético o las células se vuelven menos
eficientes para la absorcién de energia y por ende el fenémeno de dispersion domina
sobre la absorcién. También se encontr6 que el pardmetro de asimetria (g) es
independiente de la etapa de crecimiento, con un valor de g de 0.9, lo que describe que
las células de Coelastrella striolata dispersan la energia hacia enfrente, lo cual es

frecuentemente reportado en la literatura.

Las células de Coelastrella striolata fueron sometidas a condiciones de cultivo para
promover la carotenogénesis (intensidad luminosa de 250 pmol/m?s y 0.086, 0.173 y
0.260 [Cl] M, provenientes de NaCl y MgCl,). Se encontré que estas condiciones no
comprometieron la viabilidad del cultivo, y que ademéas no existio un cambio
significativo en el tamano de las células, manteniéndose en un tamano promedio de ~
9.69 £ 0.88 pm. Los cultivos bajo una alta intensidad luminosa y con NaCl (0.086 [Cl
] M) se obtuvo la mayor concentracién de carotenoides totales (2.879 + 0.111 mg/g de
biomasa seca) al dia 25 de cultivo. Mientras que para el cultivo con MgCl2, la mayor
concentracién de carotenoides totales (2.149 + 0.871 mg/g de biomasa seca) se obtuvo
con 0.086 [CI] M al dia 5 de cultivo. En contraste con el cultivo control que no tenia
ningun cloruro anadido, la mayor concentracién de carotenoides totales (2.329 + 0.216
mg/g de biomasa seca) fue al dia 15 de cultivo. Aunque todas las concentraciones estan
en el mismo orden de magnitud, con MgCl2 se obtiene la mayor concentracién de
carotenoides totales en menor tiempo en comparacion con el cultivo control y con
NaCl, esto podria atribuirse a que los cationes divalentes como Mg?" estimula la

actividad enzimética en la biosintesis de carotenoides.

Los espectros IR de los extractos obtenidos permitieron un primer acercamiento al tipo
de pigmentos carotenoides presentes en las células de Coelastrella striolata, estos
presentaron bandas caracteristicas de la astaxantina y [B-caroteno; los cuales son

reportados para cepas del género Coelastrella; ademéas de cantaxantina.

Las caracteristicas radiativas de los cultivos en condiciones para promover la
carotenogénesis, el cambio en la tendencia de estas propiedades espectrales fue mas

marcado por los cultivos con MgCl, y menos marcados para NaCl. Sin embargo, la
presencia de pigmentos carotenoides modifica el comportamiento de /3; y @, , mientras

que g es independiente de las condiciones de cultivo y se mantiene en un valor de 0.9.
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Capitulo 8

8 PERSPECTIVAS

El crecimiento de microalgas depende de muchos factores como la temperatura,
intensidad de luz, el medio de cultivo, salinidad, pH, entre otros. Sin embargo, debido
a que existe poca informacion sobre las mejores condiciones de cultivo para la microalga
Coelastrella striolata es necesario optimizar estas condiciones de cultivo, que permitan
alcanzar mayores concentraciones de biomasa. Asimismo, es necesario disenar y
construir fotobiorreactores (FBRs) que permitan su cultivo a mayor escala. Por otra
parte, es indispensable encontrar técnicas analiticas més precisas para las
determinaciones de concentraciones de nutrientes, para tener un mejor entendimiento

de lo que esta ocurriendo entre la interaccion de las microalgas y el medio de cultivo.

Dado que se lograron determinar las caracteristicas radiativas en diferentes etapas de
crecimiento y en condiciones de estrés para la induccién de la carotenogénesis; es
necesario validar estas propiedades en sistemas de cultivo a una escala mayor, por
ejemplo, en fotobiorreactores de tipo columna de burbujeo o airlift, que son los mas
utilizados y con mayores rendimientos de biomasa. Ademaés, con estas propiedades se
puede obtener el campo radiativo dentro de estos sistemas y compararlo en diferentes
etapas de cultivo. Otra propuesta para la continuacién de este proyecto es acoplar
estos resultados a modelos cinéticos de crecimiento en diferentes etapas de cultivo.
Asimismo, se podrian estimar las caracteristicas radiativas de cepas de microalgas mas
estudiadas y utilizadas a nivel industrial para la produccion de pigmentos carotenoides
como Dunaliella salina v Haematococcus pluvialis, y contrastarlas con las de

Coelastrella striolata.

Existen diversas areas de oportunidad para mejorar el sistema experimental de
caracteristicas radiativas, una de ellas es la incorporacion de un sistema de agitacion
més efectivo para asegurar que las células (particulas) se encuentren homogéneamente
distribuidas. También se podria a justar o proponer un modelo radiativo que considere
los aglomerados y concentraciones altas de biomasa (es decir, T > 1). Igualmente se
podria cambiar la potencia de led por uno de mayor potencia que no cause la
fotoinhibiciéon de las microalgas.
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Se propone darle un pretratamiento a la biomasa antes de realizar la extraccion de
pigmentos como puede ser la sonicacion, liofilizacién o microondas; esto permitiria la
disrupcion de la pared celular y por lo tanto se podria recuperar mayor contenido de
pigmentos. Una vez obtenidos los extractos es necesario evaluar si estos necesitan algin
proceso de purificacion y posteriormente identificarlos a través de técnicas mas finas
como cromatografia liquida de alta eficacia (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) o espectrofotometria de masas, lo que ayudaria a identificar
qué tipos de pigmentos predominan en las células de la microalga Coelastrella striolata,

tanto a través de su crecimiento como en la carotenogénesis.

Ademéas de la caracterizacion de los pigmentos carotenoides extraidos, también se
propone la caracterizaciéon de la biomasa resultante del proceso de extracciéon, ya que
esto permitiria tal vez una valorizacion mediante su aprovechamiento como
biofertilizante o produccion de biocombustibles. Esto aportaria a proponer un esquema

de biorrefinacion como enfoque de proceso de economia circular.
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10 ANEXOS

10.1 Anexo I. Espectro de absorcion de la microalga Coelastrella

striolata en suspension

En la Figura 47 se muestra en el espectro de absorcion para la microalga Coelastrella
striolata, presentando un maximo de absorcién a una longitud de onda de 682 nm,
correspondiente a la presencia de clorofila a [69]. Es por ello que para determinar la
absorbancia de las muestras se utilizo esta longitud de onda.
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Figura 47. Espectro de absorcién en la regién PAR (400-700 nm) para la microalga
Coelastrella striolata en suspension.
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10.2 Anexo II. Curva patron de concentracion de biomasa de la
microalga Coelastrella striolata en medio Bayfolan® Forte
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Figura 48. Curva patron de concentracion de biomasa y densidad celular de la microalga
Coelastrella striolata en medio Bayfolan® Forte
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10.3 Anexo III. Método de Monte Carlo Ray Tracing (MCRT)

La RTE se resuelve mediante el método Monte Carlo Ray Tracing (MCRT), teniendo
en cuenta la emisiéon de fotones, la interaccion con las superficies esféricas, la
interaccion con las microalgas suspendidas en el cultivo, la dispersion, la absorcion y
los fotones transmitidos del sistema. Este enfoque se implementa en un dominio esférico
presentado en la Figura 10. Este método estd basado en caminatas aleatorias (un
nimero estadisticamente significativo de ellas) que representan las trayectorias de
“haces de fotones”. Los fotones son rastreados hasta que son absorbidos. La ubicacién
final, junto con la longitud de onda del fotén absorbido, se almacena en una matriz.
La trayectoria de cada foton se define en base a un proceso estocéstico, en el que los
eventos, resultados y probabilidades de cada posible foton se eligen para representar
fenémenos naturales dentro del sistema [35]. El algoritmo se presenta en la Figura 49.

Para la implementaciéon de este método se consideraron las siguientes suposiciones:

e (Campo de intensidad de luz axisimétrico.

e Mezclado y distribucion de particulas homogéneo.

e La particula (microalga) se trata como una particula grande y esférica, por lo
que se puede considerar aplicar 6ptica geométrica.

e La dispersion es gobernada por un solo evento de dispersion.

e Las condiciones de frontera consideran la reflexion especular segin las
ecuaciones de Fresnel, considerando el indice de refraccion del agua, el vidrio
Pyrex y el aire.

e La emisiéon de luz se considera como un rayo que va en una sola direccion.

e La radiacion de la fuente se trata como una fuente puntual de haz colimado en

la superficie de la esfera.

La emision de un fotén en MCRT se muestrea como un proceso estocastico definido
por las especificaciones de la lampara. En primer lugar, las posibles distancias de viaje
de los fotones dentro del sistema se calculan mediante el muestreo de la ecuacion de la
ley de Beer-Lambert. Posteriormente, se selecciona la distancia positiva mas corta para
determinar si el fotén interacttia con las microalgas suspendidas o con la pared esférica
del contenedor. En el caso de un evento de interaccion con microalgas, se muestrea un
numero aleatorio en el rango de 0-1 y se compara con el albedo de dispersién tnico
(w1). Cuando estd més bajo, la trayectoria del haz de fotones termina y el proceso
comienza de nuevo con el haz de fotones; de lo contrario, el haz de fotones se dispersa
y la funcién fase se muestrea para determinar un dngulo de dispersion (¢s) y una nueva
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direccion de propagacion para el haz de fotones. En el caso de que un fotén interactte
con las paredes esféricas del contenedor, su trayectoria termina.

| Inicio I

+ Calculo de distancias

Caleulo de posicitn v * con la esfera
direccion inicial

Eleccion de distancia mas
1 corta positiva “L7 (L = 0)
L=-— é*‘h-.(na.mi:l -

L

‘\LLT..}‘/'

| Microalgas | Pared de la esfera
No_ [Calculo de angulo de dispersién
i, = P~ *(rand)

si

Absorcitn
(Guarda posicion)

| T )

Figura 49. Diagrama de bloques del método MCRT para resolver la ecuacion de
transferencia radiativa dentro del montaje experimental (recipiente esférico). Adaptado
de [35].
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10.4 Anexo IV. Caracterizacion de la fuente de luz LED
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Figura 50. Espectro de emision de la fuente de luz LED utilizada en la determinacién de
caracteristicas radiativas.
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10.5 Anexo V. Coeficiente de absorcién especifico in vivo en [m?/g]| de
pigmentos

La absorcion de cada pigmento depende en gran medida de la longitud de onda de la
luz (Figura 51). Esto, junto con la dispersién selectiva de la longitud de onda, da un
color a las algas cuando se ven a simple vista. La secciéon transversal de absorcion de
clorofila a in vivo alcanza su punto méaximo en las longitudes de onda azul (440 nm) y
roja (675 nm).
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Figura 51. Coeficiente de absorcién especifico in vivo en [m?/g] de pigmentos [69].
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10.6 Anexo VI. Histogramas de distribucién de tamaino de células

Los histogramas de la distribucion del tamano de células que se muestran a
continuacién se obtuvieron de mas de 10 imagenes obtenidas con un microscépico
optico bajo un objetivo de 40x y mediante la ayuda de una cdmara se contaron
alrededor de 100 células por muestra con ayuda del software ToupView®.

10.6.1 Cultivo control
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Figura 52. Histogramas de distribucion de células del cultivo de Coelastrella striolata sin

cloruros (Control).
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10.6.2 Cultivos con NaCl
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Figura 53. Histogramas de distribucién de células del cultivo de Coelastrella striolata con
0.086 [C1] M.
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Distribucion del tamano de células
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Figura 54. Histogramas de distribucién de células del cultivo de Coelastrella striolata con
0.173 [CI] M.
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Figura 55. Histogramas de distribucion de células del cultivo de Coelastrella striolata con
0.260 [Cl] M.
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10.6.3 Cultivos con MgCl,
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Figura 56. Histogramas de distribucion de células del cultivo de Coelastrella striolata con

0.086 [CI] M.
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Figura 57. Histogramas de distribucion de células del cultivo de Coelastrella striolata con
0.173 [CIl] M.
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Figura 58. Histogramas de distribucion de células del cultivo de Coelastrella striolata con
0.260 [Cl] M.
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10.7 Anexo VII. Espectros infrarrojos (IR) obtenidos de la literatura

para distintos pigmentos
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Figura 60. Espectro IR de clorofila b. Tomado de [67].
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Figura 61. Espectro IR de astaxantina y B-caroteno. Tomado de [68].
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