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RESUMEN

Mientras que la creacién de una cepa de microalga de
calidad puede obtenerse inicamente mediante la manipula-
cién genética de cepas existentes, la optimizacién de los pa-
rametros de disefio y operacién de los procesos industriales
puede llevarse a cabo aplicando técnicas adecuadas de inge-
nieria, como lo es el modelaje matematico. En este trabajo se
realizo el estudio de la cinética de crecimiento del cultivo de
la microalga Chaetoceros muelleri a diferentes concentracio-
nes de CO.,. La velocidad especifica de crecimiento, el tiempo
de doblado y la produccién de biomasa méxima, fueron ob-
tenidos por medio de un ajuste de los datos experimentales
a una aproximacion de la ecuacion logistica integrada. Los
resultados mostraron que existe una concentracién de CO,
Optima donde se obtuvo la velocidad especifica maxima con
menor tiempo de doblado. Sin embargo, el rendimiento en la
produccion celular disminuye al aumentar la concentracion
de CO,. Los pardmetros cinéticos determinados permiten
establecer las bases para el disefio de fotobiorreactores (FBR)
y para el escalamiento del proceso a nivel industrial.
Palabras Clave: cinética de crecimiento, microalga, Chaeto-
ceros muelleri, fotobiorreactor.

ABSTRACT

While the creation of a high quality microalgae strain
can only be obtained by genetic manipulation, the optimi-
zation design and operation parameters of the industrial
process can be achieved by applying adequate engineering
techniques, as the mathematic modelling. In this work, the
growth kinetics of the Chaetoceros muelleri microalgae cul-
ture at different CO, concentrations was studied. Specific
growth rate, doubling time and maximum growth yield were
obtained by adjusting the experimental data to an approxi-
mation of the integrated logistic equation. Results show that
there is an optimal CO, concentration where a maximum
specific growth rate was obtained with the minor doubling
time. However, cellular yield production decreased when CO,
concentration was increased. The determined kinetic param-
eters permit to stablish design basis for photobioreactors
(PBR) and scaling to industrial scale processing.

Keywords: growth kinetics, microalgae, Chaetoceros muel-
leri, photobioreactor.

INTRODUCCION

El desarrollo de la acuacultura ha requerido producir
grandes volumenes de microalgas para satisfacer las nece-
sidades alimenticias para la produccién comercial de larvas
de camaron. Sin embargo, la alimentacién en los cultivos
de camardn, es el costo mas elevado llegando a representar
hasta dos terceras partes de los costos de produccién de las
granjas acuicolas (Aznay et al., 2006). La produccién de mi-
croalgas para la alimentacién de las larvas de camarén en los
laboratorios comerciales del noroeste de México esta basada
en un numero reducido de especies. Las especies mas im-
portantes son las diatomeas céntricas Chaetoceros spp., con
una concentraciéon media cercana a 1x10° cel/mL y con una
produccion de biomasa orgénica altamente variable. Debido
al elevado valor nutricional de las diatomeas, estas constitu-
yen un eslabén importante en la alimentacién de diferentes
organismos marinos, por lo que son utilizadas ampliamente
en el desarrollo de cultivos marinos (Lépez-Elias et al., 2004).
Las microalgas, incluyendo a C. muelleri, han generado un
interés global como un recurso sostenible en la produccion
de alimentos, biocombustibles, compuestos bioactivos y una
amplia gama de aplicaciones para el medio ambiente.

El problema de los sistemas de cultivo de fitoplancton
se fundamenta en el conocimiento, optimizacién y automati-
zacion para lograr llevarlos a niveles masivos de producciony
asi obtener altas concentraciones de diatomea disminuyen-
do el tiempo de cultivo y por lo tanto costo de produccién.
Los estudios de microalgas se utilizan principalmente debido
a que estas se pueden estudiar bajo condiciones definidas y
reproducibles (Aznay et al., 2006). Los fotobiorreatores (FBR)
cilindricos han recibido mucha atencién ya que permiten
establecer cultivos de alta densidad celular, tres veces o
mas en comparacion con los sistemas convencionales. Estos
tienen ventajas como la facilidad para cosechar la biomasa,
mantenimiento del cultivo sin contaminacién, mejor control
de las condiciones de cultivo y menor inversion de capital
(Contreras, 2003). Ademas, una practica tecnoldgica poten-
cial del cultivo de microalgas es acoplarlo directamente al
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secuestro del carbono, que es el proceso de extraer CO, de
la atmdsfera, y/o el consumo de gases de combustién de
actividades industriales, como fuente de carbono.

Para la produccion industrial se necesita de un FBR al-
tamente calificado, asi como los parametros de disefio y ope-
racion adecuados, la eleccién de la cepay sumedio de cultivo,
la cosecha y extraccién del componente deseado. Mientras
que la creaciéon de una cepa de calidad puede obtenerse
mediante la manipulaciéon genética de cepas existentes, la
optimizacién de los pardmetros de diseno y operacion puede
llevarse a cabo aplicando técnicas adecuadas de ingenieria,
como lo es el modelaje matematico (Concas et al., 2012).
Crecer microalgas en condiciones éptimas de temperatura,
intensidad de luz, concentracién de nutrientes y niveles de
CO, aumentara considerablemente el rendimiento, pero la
tasa de crecimiento serd baja, por lo que los biotecnélogos
de microalgas buscan es incrementar la tasa de crecimiento.

Actualmente, la tecnologia que se utiliza para la pro-
duccién de biomasa tiene el inconveniente de que resulta en
bajos rendimientos y altos costos de produccién (Grobbelaar,
2009). Una prolongada exposicion a altas concentraciones de
CO, puede provocar cambios permanentes en el metabolis-
mo y en la estructura celular de la microalga. Por tal motivo,
a fin de tener apropiadamente en cuenta estos cambios en
la célula, en el presente trabajo se establecieron los métodos
para el seguimiento y andlisis de la cinética de crecimiento

Temperatura 24°C

Tluminacion LED 2x7.2W

para poder ser evaluada a diferentes concentraciones de CO,
y lograr asi el disefio optimizado de los FBR a nivel industrial.

MATERIALES Y METODOS
Material Biolégico

La cepa de Chaetoceros muelleri fue adquirida del
laboratorio de microbiologia acuicola del Departamento
de Investigaciones Cientificas y Tecnolégicas de la Univer-
sidad de Sonora (DICTUS). Las microalgas fueron activadas
mediante resiembras sucesivas, escaladas de tubos de 20
mL a matraces Erlenmeyer de 250 mL hasta un litro, en con-
diciones controladas de laboratorio, en un cultivo estatico
utilizando agua de mar esterilizada y enriquecida con medio
f/2 (Torrentera & Tacon, 1989).

Disefio Experimental

Para el estudio cinético se inoculd (= 200,000 cel/
mL) en un bioreactor cilindrico de vidrio (Microferm-New
Brunswick) conteniendo un volumen de 3 L de medio de
cultivo f/2 preparado en agua de mar filtrada (Figura 1). La
temperatura de 24°C y agitacion de 300 rpm se mantuvieron
contantes. La aireacion (1.5 L/min) se llevé a cabo de manera
continua con adicién de una mezcla de aire con distintas pro-
porciones de CO,(0,1,3,y5%).La iluminacion fue de manera
constante proporcionada por 2 luminarias extraplanas LED

=

= Aire+CO, 1.5 L/min

Agitacion 300 rpm

Figura 1. Corrida experimental en el fotobiorreactor instrumentado (Microferm, New

Brunswick).

Figure 1. Experimental setup in the instrumented photobioreactor (Microferm, New-

Brunswick).

Volumen XIX, (E3) ‘



~

Nevarez Alvarez et al: Biotecnia / XIX (E3): 14-18 (2017)

de luz blanca de 7.2W. Se extrajeron muestras de 10 mL du-
rante el transcurso de cada corrida experimental a intervalos
de tiempo.

Analisis de Muestras

Para el seguimiento de la cinética de crecimiento, pri-
meramente se establecié una correlacién entre la cantidad
de células, obtenidas por cuenta directa al microscopio (10X)
en un hematocitémetro y la densidad dptica (DO), medida
en un espectrofotometro a 560 nm. Cada muestra fue diluida
con agua de mar enriquecida para obtener su absorbancia
en un intervalo entre 0.01 y 0.6 unidades de absorbancia a
560 nm.

Ademas, se determind la densidad celular del cultivo
por medio del andlisis de peso seco y se correlacioné con las
mediciones de DO. Se realizaron curvas de calibracién de la
DO vs la densidad celular (cel/mL) y la biomasa celular (mg).
La cantidad de biomasa se obtuvo filtrando al vacio la mues-
tra a través de una membrana Millipore de 0.45um y se secé
en una estufa a 100°C para eliminar el agua, por diferencia
de peso entre el cultivo hUmedo y seco se obtuvo el peso
seco de la biomasa. La densidad celular se obtuvo por conteo
directo en el microscopio usando un hematocitémetro de
0.1mm de profundidad a 10X.

Analisis de Datos Experimentales

Las ecuaciones logisticas son un conjunto de ecuacio-
nes que caracterizan el cultivo en términos de la capacidad
de acarreo el cual es un concepto ecolégico que es idéntico
al del maximo crecimiento celular que limita el crecimiento
(Shuler & Kargi, 2008). La velocidad especifica de crecimiento
y el crecimiento maximo fueron obtenidos por medio de una
aproximacion de la ecuacion logistica integrada (Ecuacion
1), la cual resulta de una combinacién entre la ecuacion de
Monod con la ecuacién de crecimiento y una ecuacién para

el rendimiento de la masa celular basada en el consumo del

sustrato.
Xoel’—(t‘flag)
X =

1- ))((_:)O[l _ eht-tiag)] (Ecuacion 1)

Donde: X es la densidad celular (cel/mL), X, es la
concentracion celular inicial (cel/mL), X_ es la maxima con-
centracion celular (cel/mL), u es la velocidad especifica de
crecimiento (h™), t es el tiempo en horas de cultivo y tIag es el
tiempo de retraso (h).

Los pardmetros del modelo se determinaron por me-
dio de regresion no lineal (nlinfit) en Matlab v2074. También
se considerd el tiempo de doblado (td), que representa el
tiempo en que la poblaciéon se duplica en un orden de mag-
nitud.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logroé la adaptacion de las células a las condiciones
de operacion del fotobiorreactor. El medio de cultivo fue
cambiando en su coloracién y turbidez en el transcurso del
tiempo. La Figura 2 muestra los resultados experimentales
del estudio cinético del crecimiento de la microalga C. mue-
lleri. Una vez estandarizadas las técnicas analiticas se realizé
el seguimiento de un cultivo de la microalga en un fotobio-
reactor instrumentado. Se tomaron muestras a diferentes pe-
riodos de tiempo y se analizaron con cada una de las técnicas
estandarizadas. El conteo celular usando el objetivo 10X fue
posible debido al tamafo de las microalgas.

Se encontré una excelente correlacién (Figura 3) entre
la concentracién celular y la densidad 6ptica (R*>=0.98), la
relacién entre la concentracion celular y la DO, est4 dada por
la siguiente ecuacién (Ecuacioén 2):

R?=0.9822

y =8x10°x;

(Ecuacion 2)

Figura. 2. Seguimiento del cultivo de la microalga Chaetoceros muelleri en un fotobiorreactor a diferentes tiempos. A, 0; B, 12; C, 24; D, 48; E, 72y F, 90 h.
Figure 2. Follow-up of the Chaetoceros muelleri microalgae culture in a photobioreactor at different times. A, 0; B, 12; C, 24; D, 48; E, 72y F, 90 h.
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Figura 3. Correlacion entre (a) concentracion celular y (b) peso seco, con la
densidad 6ptica (560 nm) del cultivo de C. muelleri.

Figure 3. Correlation of the cellular concentration (a), and weight (b) with
the optical density of the C. muelleri culture.

donde y es la concentracion celular (cel / mL), y x es la

DO (560nm).

Se encontrd una correlacion lineal para el peso seco
contra la DO (560 nm) con una bondad de ajuste lineal
aceptable (0.94). Se estima que el peso de las microalgas

corresponde a un 2.5x10° g.

Por lo anterior, es posible determinar la produccién de
biomasa indirectamente utilizando la lectura de DO a 560 nm

en un espectofotémetro.

La Figura 4 muestra que el cultivo inicia su crecimiento
sin mostrar una fase de retraso significativa y que el modelo
propuesto presenta un ajuste correcto a los datos experimen-
tales (R*>0.98). Con este modelo fue posible determinar con
precision los pardmetros de crecimiento para las diferentes
concentraciones de CO, estudiadas (Tabla 1). En el ensayo
experimental se alcanzé la concentracién celular maxima
de 1.9x10° cel/mL, velocidad especifica de crecimiento de
0.0216 h'y tiempo de doblado de 32 h. En la Figura también
se observa que el cultivo inicia la fase exponencial después
de las primeras 20 horas y la duracion de esta fase se prolon-
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Figura 4. Cinéticas de crecimien-
to de la microalga C. muelleri a di-
ferentes concentraciones de CO,.
(O) datos experimentales; (—)
ajuste con modelo matematico.
Figure 4. Growth kinetics of

the microalgae C. muelleri at
different CO,concentrations. (O)
experimental data; (—) fitting
with mathematic model.
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Tabla 1. Parametros cinéticos para el cultivo de microalga C. muelleri en
fotobioreactor semiestatico.

Table 1. Kinetic parameters for the culture of the C. muelleri microalgae in a
semibatch photobioreactor

co, X, t., Y N t, R?
(%) (cel/mL) (h) gL’ (h7) (h)
0 2.18E+06 0 053 0045 154 097
1 3.02E+06 4.3 0.72 0.073 9.5 0.99
3 210406 18 051 0095 73 0.99
5 196E+06 75 047 0082 84 095

Xeo, s la mdxima concentracion celular (cel mL'); tlag, es el tiempo de retraso (h); Y, es el
rendimiento celular (g L); 4, es la velocidad especifica de crecimiento (h”); t , es el tiempo
de doblado (h) y R? es el coeficiente de determinacion para la regresion no lineal.

ga hasta aproximadamente 100 horas para después alcanzar
su fase estacionaria.

CONCLUSIONES

La alimentacion continua de CO, en el cultivo de la
microalga Chaetoceros muelleri favorece a la rapidez de creci-
miento. Sin embargo, a concentraciones superiores al 3% se
presenta una inhibicién del crecimiento, reflejdndose en una
disminucién de la tasa de crecimiento asi como en el bajo
valor de rendimiento.

Los modelos matematicos propuestos permitieron
hacer el seguimiento preciso de la cinética de crecimiento y
obtener los pardmetros confiables. De esta forma los para-
metros cinéticos determinados permiten establecer las bases

L
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para el disefo de fotobiorreactores para el escalamiento del
proceso a nivel industrial.
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