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RESUMEN

Chlorella vulgaris es una microalga de la familia Chlorellaceae que se caracteriza por crecer
en una amplia gama de medios de cultivo y, por tanto, su composicién quimica varia
dependiendo de estos y otros factores como el pH, la temperatura de crecimiento, agitacion,
tiempo de exposicion a la luz, intensidad de la luz, e incluso el tipo de sustrato, ya sea
inorgénico (nitratos, fosfatos, sulfatos, azlcares, lipidos o alguna fuente de nitrégeno) o
inorgénico (CO.). Dependiendo de estos factores, las microalgas producen metabolitos
primarios y secundarios. Los metabolitos primarios, como proteinas, carbohidratos, lipidos
y &cidos nucleicos, son esenciales para su crecimiento. Los metabolitos secundarios por otro
lado, son aquellos que se producen en determinadas etapas del crecimiento de los organismos
y funcionan como defensa cuando la célula se ve sometida a condiciones de estrés o
condiciones no favorables en el medio de crecimiento. Dentro de estos metabolitos se
encuentran los terpenoides, polifenoles y alcaloides. Es por ello que el objetivo de este trabajo
es evaluar la presencia de metabolitos secundarios con actividad antioxidante por el método
radical de DPPH" y ABTS™ en cinéticas de C. vulgaris bajo diferentes sistemas de
crecimiento, nivel de matraz y nivel de fotobiorreactor, variando el tipo de sustrato, su
concentracion y tiempo de exposicion a la luz (fotoperiodo).

A nivel de matraz se utilizé como sustratos acetato de sodio y glicerol, variando en 0.0005
g/L, 0.001 g/L y 0.0015 g/L para el acetato de sodio y concentraciones de 0.27 g/L, 0.33 g/L
y 0.44 g. /L paraglicerol. Para ambos casos, la variacion del fotoperiodo consistié en un nivel
bajo de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad y 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. El
disefio de experimentos a nivel de matraz fue una matriz de datos para un disefio de cribado
22 con puntos 2 centrales. EI medio de crecimiento fue fotoheterétrofo, con una tnica fuente
de carbono como sustrato, acetato de sodio y glicerol. Como andlisis Post hoc se realizaron
analisis ANOVA unidireccional y analisis HSD Tukey-Kramer con un valor de significancia
de 0.05.

En cuanto a la cinética a nivel de fotobiorreactor, se trabajo bajo un disefio Taguchi L4(22)
donde se utilizé como sustrato nitrato de sodio (NaNOs) a una concentracion de 3.6 mM y
16.4 mM, con los mismos niveles de fotoperiodos (8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, y
a la inversa), pero en este caso se realizaron inyecciones de CO2 como fuente adicional de
carbono inorganico para que el crecimiento fuera mixotrofico. Como analisis Post hoc se
realizd analisis ANOVA de una via, diagramas de efectos principales sobre las medias
obtenidas y finalmente correlaciones de Pearson con un valor de significancia de 0.05.

Para ambos crecimientos, fotoheterotrofico (matraz) y mixotrofico (fotobiorreactor), se
tomaron como variables de respuesta: crecimiento celular (CC), biomasa, consumo de
sustrato, pH y formacion de metabolitos con actividad antioxidante mediante el método
ABTS™"; asi como mediante el método DPPH".

Finalmente, es importante mencionar que, como parte de este trabajo de investigacion, y para
realizar la cinética a nivel de fotobiorreactor, se disefid, maquind e instrumentd el
fotobiorreactor utilizado en la experimentacion.



ABSTRACT

Chlorella vulgaris is a microalgae of the Chlorellaceae family that is characterized by
growing in a wide range of culture media and, therefore, its chemical composition varies
depending on these and other factors such as pH, growth temperature, agitation, light
exposure time, light intensity to carry out photosynthesis, and even the type of substrate,
whether inorganic (nitrates, phosphates, sulfates, sugars, lipids, or some nitrogen source) or
inorganic (COz). Depending on these factors, the microalgae will produce primary and
secondary metabolites. The primary metabolites, such as proteins, carbohydrates, lipids, and
nucleic acids, are essential for its growth. Secondary metabolites are those produced at certain
stages of the growth of organisms and function as a defense when the cell is subjected to
stress conditions or no favorable conditions in the growth medium. Within these metabolites
are terpenoids, polyphenols, and alkaloids. That is why the objective of this work is to
evaluate the presence of secondary metabolites with antioxidant activity by the radical
method of DPPH' and ABTS™" in samples obtained from C. vulgaris kinetics under different
growth systems such as a flask level and photobioreactor level, varying in the same way the
type of substrate, as well as its concentration and finally evaluating the effect of exposure
time to light (photoperiod).

At the flask level, sodium acetate and glycerol were used as substrates, varying in 0.0005
g/L, 0.001 g/L, and 0.0015 g/L for sodium acetate and concentrations of 0.27 g/L, 0.33 g/L,
and 0.44 g/L for glycerol. For both cases, the photoperiod variation consisted of a low level
of 8 hours of light and 16 hours of darkness and 16 hours of light and 8 hours of darkness.
The design of experiments at the flask level was a data matrix for a 22 screening design with
center points. The growth medium was photoheterotrophic, with a single source of carbon as
a substrate, which were sodium acetate and glycerol. In this experimentation, there is an
absent of CO> as a source of inorganic carbon. As Post hoc analysis, one-way ANOVA
analysis and HSD Tukey-Kramer analysis with a significance value of 0.005 were carried
out.

Regarding the Kinetics at the photobioreactor level, we worked under a Taguchi L4(22) design
where sodium nitrate (NaNOs) was used as a substrate at a concentration of 3.6 mM and 16.4
mM, with the same levels of photoperiods (8 hours of light and 16 hours of darkness, and
inversely), but in this case, CO: injections were performed as an additional source of
inorganic carbon so that the growth was mixotrophic. As a Post hoc analysis, one-way
ANOVA analysis, main effects diagrams on the means obtained and finally Pearson
correlations with a significance value of 0.005 were carried out.

For both growths, photoheterotrophic (flask) and mixotrophic (photobioreactor), the
following were taken as response variables: cell growth (CC), biomass, substrate
consumption, pH, and formation of metabolites with antioxidant activity through the ABTS™"
method, as well as through the DPPH" method.

Finally, it is essential to mention that, as part of this work, and to perform the kinetics at the
photobioreactor level, the photobioreactor used in the experimentation was designed,
machined, and instrumented.



ABREVIATURAS, UNIDADES Y FORMULAS QUIMICAS

AA
ABTS*
Al

AO

CC
CNS
CO2
DHA

DPPH

EPA

EROs

HCI
H202
IMPI
LED
Mg

mM

UTILIZADAS

Acido araquidénico.

Radical del acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico.
Entrada analdgica.

Salida analdgica.

Carbono o carbonos.

Crecimiento celular.

Carbon neutralization system.

Dioxido de carbono.

Acido docosahexanoico.

Radial del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.
Gramo.

Acido icosapentanoico.

Especies reactivas de oxigeno.

Horas.

Acido clorhidrico.

Peroxido de hidrogeno.

Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial.
Diodo emisor de luz.

Miligramo.

Milimolar.
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Nm
NAD
NADHP
NaNOs

NaOH

02

Oz
OH-
OLED
Psi
PUFAs

SMD

MY

pmol
'fd
uv
rpm

Wifi

Nanometros.

Nicotinamida adenina dinucleoétido.

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato. Enzima.

Nitrato de sodio.
Hidrdxido de sodio.
Molar.

Oxigeno.

Anibn super oxido.
Radical hidroxilo.

Diodo emisor de luz organico.

Libra de fuerza por pulgada cuadrada. Presion.

Acidos grasos poliinsaturados.
Tecnologia de dispositivos de superficie.
Microgramos.

Microlitros.

Micromoles.

Tiempo de duplicacion.

Ultravioleta.

Revoluciones por minuto.

Conexion inaldmbrica.
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I.  INTRODUCCION

El estudio de las microalgas ha cobrado importancia en los ultimos afios, debido a que las
microalgas son consideradas como materia prima de compuestos quimicos que resultan de
su tratamiento primario y secundario (Chun yen et al., 2011). Ejemplos de metabolitos
primarios incluyen: lipidos para generar biodiesel (Barbosa et al., 2003; Shen et al., 2019);
proteinas para la formulacion de suplementos alimenticios o alimentos funcionales (Ursu et
al., 2014; Parra et al.,2019); y carbohidratos que se utilizan como fuente de fibra para los
alimentos (Angelo & Neuza, 2007; Ardila-Alvarez et al., 2017). Por otro lado, existen
metabolitos secundarios, entre los que, en C. vulgaris, se encuentran pigmentos como la
clorofila (Seyfabadi & Amanpour, 2011), que constituye del 1 al 2% del peso seco de la
biomasa. Ademés de estos pigmentos, también existe la presencia de carotenoides, que
pertenecen al grupo de metabolitos secundarios llamados terpenos. Los carotenoides
identificados en las microalgas son esencialmente B-carotenos que se asocian con lipidos
presentes en los cloroplastos, asi como con clorofilas y tilacoides en los propios cloroplastos.
Los pigmentos identificados han sido evaluados por su actividad antioxidante (Durdn &
Padilla, 1993) y se ha informado que se han extraido utilizando solventes como
dimetilformamida, diclorometano, acetona, hexano y etanol, mediante métodos como
Soxhlet, extraccion asistida por ultrasonidos y fluidos supercriticos. Entre los principales
pigmentos que se han identificado en C. vulgaris se encuentran los [-carotenos, la
astaxantina, la cantaxantina, la luteina, la clorofila a y b, la feofitina a y b y la violoxantina.
Como se puede observar, C. vulgaris contiene polifenoles como la luteolina, por lo que seria
posible utilizar otros disolventes, con los que se pueda evaluar y caracterizar, en caso de
haber otros (Coronado-Reyes et al., 2022). Respecto a los polifenoles en C. vulgaris (Gémez
et al.,2016), recientemente se ha reportado que existe presencia, y que es posible tener una
concentracion de 217 mg/100 g de muestra seca en extractos acuosos, y una concentracion
de 109 mg/100 g de muestra seca en extractos acuosos 100 g de muestra seca en extractos
etandlicos. Lo anterior se establecio al realizar la maceracion de biomasa liofilizada con
solventes polares como agua y etanol 96% p/p. Los polifenoles se cuantificaron mediante el
método de Folin-Ciocalteu, utilizando &cido galico como control positivo y expresando los
resultados en equivalentes de acido galico. Ademas de esto, se evalud la actividad
antioxidante del acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS™) y 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") método. Para ABTS™ hubo una inhibicién solo en los
extractos acuosos de 83-93%, y para DPPH" hubo una inhibicidn en los mismos extractos de
80.1%, por lo que fue interesante ampliar nuestro conocimiento sobre la extraccion de estos
metabolitos. y como incrementar los rendimientos que existen actualmente, ya que
generalmente se utilizan en la industria alimentaria o en medicina, y se extraen de otros
materiales como frutos, tallos, hojas y flores (Gomez et al.,2016).

La principal razon para utilizar microalgas a nivel industrial es porque su cultivo es facil y
rapido, ya que completan su ciclo de crecimiento en pocos dias, pudiendo crecer en agua
salada, agua dulce, aguas residuales y en ocasiones en tanques de fermentacion (Blair et al.,
2014). C. vulgaris es un tipo de microalga que puede crecer facil y rapidamente. De todas las
especies conocidas de microalgas, C. vulgaris es una de las que se adapta mas facilmente y
su metabolismo puede ser fotoautétrofo, fotoheterotréfico o mixotrofico en sistemas de
cultivo abiertos o cerrados (De Morais et al., 2007; Chiu et al., 2008; Acién et al., 2012). Se
ha observado que la mayor concentracion de biomasa de C. vulgaris se genera cuando se
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trabaja en condiciones mixotroficas a nivel de matraz y fotobiorreactor (Chiu et al., 2008;
Chun-Yen et al.,2011). Por tanto, es interesante investigar el crecimiento de C. vulgaris en
condiciones fotoheterotréficas a nivel de matraz, asi como a nivel fotobiorreactor para
identificar los factores que tienen un efecto significativo en el crecimiento de C. vulgaris
proponiendo puntos 0ptimos operacionales. Dentro de las condiciones de crecimiento que se
han investigado respecto al tipo de sustrato, destaca el titulado 'Efecto del glicerol y la
glucosa en la mejora de la produccion de biomasa, lipidos y carbohidratos solubles por C.
vulgaris en cultivo mixotrofico, donde se observa que C. vulgaris puede crecer con glicerol
como sustrato, pero en menor medida cuando se utiliza una mezcla de glicerol y glucosa. Sin
embargo, es importante encontrar condiciones en las que se pueda reemplazar la glucosa, ya
que este sustrato hace que el proceso sea costoso. Para este estudio, el crecimiento se realizo
bajo concentraciones de 1, 5y 10 g/L de glicerol, al que se le adicionaron 2 g/L de glucosa,
bajo un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, en un volumen de 100 ml de medio
durante 96 h (4 dias) (Kong et al.,2013). Se variaron las concentraciones de sustrato e incluso
el tipo de fotoperiodo, para aumentar el crecimiento y la sintesis de metabolitos. En cuanto
al fotoperiodo para el cultivo fotoheterotrofo de microalgas, la fuente de luz puede ser
proporcionada por el sol o una fuente de luz artificial, pero sélo ciertas longitudes de onda
de luz, que van desde 400 a 700 nm, son efectivas para la fotosintesis productiva de las algas.
Ademas, diferentes especies responden de manera diferente a las longitudes de onda de la
luz, debido a variaciones en sus pigmentos. Sin embargo, se ha observado que la luz roja,
con un espectro estrecho de 600 a 700 nm, es la longitud de onda 6ptima para el crecimiento
de la mayoria de las especies de algas. Esto se debe principalmente a que los pigmentos mas
abundantes en la mayoria de las especies son las clorofilas, que pueden absorber la luz roja
de manera mas eficiente en comparacion con otras longitudes de onda de luz. La luz con una
longitud de onda més corta (por ejemplo, la luz azul) tiene una mayor probabilidad de causar
fotoinhibicion al golpear el complejo de células recolectoras de luz en su pico de energia
eléctrica, debido a su alta energia. Sin embargo, debido a su longitud de onda mas larga, la
menor energia luminosa de la luz roja inhibe su capacidad para penetrar cultivos profundos
o0 de alta densidad. Por este motivo se recomienda el uso de luz roja o azul (Metsoviti et al.,
2019).

Una de las ventas de trabajar bajo crecimiento mixotréfico en fotobiorreactor es por el uso
de CO. como fuente de carbono inorgénico, ya que se ha observado una mayor densidad
celular (Fields et al., 2018). Por lo tanto, las microalgas C. vulgaris han generado un gran
campo de investigacion y muchas aplicaciones en cuanto a los metabolitos que sintetizan y
el tipo de condicion de crecimiento para su estudio. Sin embargo, se han realizado pocas
investigaciones sobre los metabolitos secundarios y sobre como estos pueden aumentar su
sintesis dependiendo de las condiciones de crecimiento, ya que estudios anteriores se han
centrado en los productos del metabolismo primario. Asi, investigar la presencia y
produccion optima de estas moléculas con esta actividad puede contribuir al desarrollo de
alternativas para los sectores energético, farmacéutico y alimentario, que fue el principal
objetivo de la siguiente investigacion (Yan et al., 2016).
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Il. JUSTIFICACION

El estudio en las cinéticas de C. vulgaris se ha centrado especificamente en la produccion de
metabolitos primarios como son los lipidos, los cuales son utilizados principalmente en la
elaboracion de biodiesel a nivel industrial; sin embargo, no se han investigado a profundidad
sobre otros compuestos resultantes del metabolismo secundarios de la microalga (polifenoles
y terpenos) para evaluar su aprovechamiento a nivel biotecnolégico como lo pueden ser en
alimentos funcionales con actividad antioxidante. De igual manera, se ha observado que las
cepas de microalgas pueden responder de manera distinta a los medios de crecimiento en los
que se encuentren en funcion de su estructura, por lo que, el analizar cepas mexicanas podria
traer un aumento en la produccion de metabolitos tanto primarios como secundarios a lo
reportado en otras variedades a lo largo del mundo. Por otro lado, se ha observado que las
microalgas responden de manera diversa a una amplia gama de factores con los que
interaccionan durante su desarrollo; sin embargo, ha resultado complicado el saber cual de
ellos tiene un peso mayoritario al momento del crecimiento y sobre todo saber cuéles de ellos
no son los suficientemente significativos como para no ser controlados, disminuyendo por
tanto esfuerzo, tiempo y dinero en la produccion y desarrollo de la microalga. Finalmente,
con base a la bibliografia consultada, se ha observado que el principal problema para que las
microalgas puedan llevar a cabo de manera eficiente la fotosintesis es necesario un arreglo
en el cual la intensidad de la luz y la trayectoria permita que se efectué de manera uniforme;
sin embargo, la mayoria de los dispositivos realizan el suministro de energia de manera
externa en el dispositivo, por lo que se sugiere que para poder aumentar y optimizar la
produccion de metabolitos primarios y secundarios es necesario la construccion de un
dispositivo que contenga una fuente de luz LED en el interior del medio de reaccion y ademas
se cuente con un dispositivo que permita detectar la cantidad de luz que esté viajando a lo
largo del medio para que las células reciban la misma cantidad de luz y la fotosintesis sea
eficiente.
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2.1 IMPACTO

El principal impacto que se pretende generar es en la industria biotecnoldgica, ya que con la
optimizacion del crecimiento de esta microalga se busca que tanto los metabolitos primarios
como los metabolitos secundarios puedan ser aprovechados para elaboracion de alimentos
funcionales los cuales, por el disefio del fotobiorreactor, permiten asegurar inocuidad sobre
la purificacion de ellos asi como controlar de mejor manera las condiciones operacionales y
los rendimientos en los productos lo que llevaria a un posible escalamiento. Por otro lado, el
impacto que se busca generar en manera particular se muestra a continuacion.

2.1.1 Econdmico

La mayor problemaética en el crecimiento de microalgas de manera sofisticada es que para
poder tener una mayor control de los factores que influyen en su desarrollo el instrumentar
los fotobiorreactores y su posterior escalamiento implica costos elevados que no resultan
favorables al momento de hacer el balance con respecto de los metabolitos obtenidos y
produccion de biomasa por lo que con el disefio e instrumentacion del fotobiorreactor se
buscé aumentar la produccion y construirlo con materiales accesibles como el material de
vidrio Pyrex® para los vasos del fotobiorreactor y tapas de acero inoxidables, al igual que
los diferentes sensores para el monitoreo de las cinéticas experimentales.

2.1.2 Ambiental

Uno de los beneficios que puede traer el desarrollo de este trabajo es que, como dentro de los
metabolitos sintetizados por las microalgas se encuentran los lipidos y estos a su vez son
transformados por un proceso quimico llamado esterificacion a biodiesel, el cual sirve como
combustible, puede remplazar este producto el uso de combustibles fosiles convencionales
(petréleos y derivados) disminuyendo el impacto de las emisiones de didxido de carbono y
asi el sector energético pueda tener una alternativa para la sociedad. Por otro lado, gran parte
del contenido de compuestos con actividades antioxidantes son extraidos de frutos los cuales
implican una sobreexplotacion de la tierray gasto de recursos hidricos, por lo que el mantener
el cultivo de microorganismo significaria una disminucion en las fuentes convencionales de
metabolitos ademas de que parte de los productos en la fotosintesis es el O el cual no
representaria un riego en el manejo de residuos al igual que la biomasa ya que esta podria ser
utilizada como compostaje una vez extraidos los compuestos de interés.

2.1.3 Social

Dentro de los beneficios que proporciona el desarrollo de este proyecto se puede mencionar
que, el encontrar condiciones Optimas operacionales para la generacion de biomasa de C.
vulgaris puede traer consigo la obtencion de fuentes importantes de metabolitos como
proteinas, lipidos y carbohidratos, ya que se sabe que las proteinas sintetizadas por las
microalgas son utilizadas para la generacion de alimentos funcionales o suplementos
alimenticios reportandose que al menos el 50% de la composicion de las microalgas del
género Chlorella, Scenedesmus, Arthospira, entre otros contienen este metabolito primario y
que ademas se considera que la proteina aislada a base de microalgas son de mejor calidad
que las que se pueden obtener de cereales y leguminosas, por lo que encontrar condiciones
que aumenten los rendimientos obtenidos a través de la biomasa trae consigo la elaboracion
de alimentos de calidad a menores costos.
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En cuanto a los carbohidratos que se pueden obtener a partir de microalgas se pueden
mencionar que estos se encuentran en forma de granulos de almidén en el interior de la célula
por lo que, o se pueden extraer mediante lisis o ruptura celular, o se pueden dejar contenidos
en la biomasa obtenida. Los principales polisacaridos que se encuentran son polisacaridos
similares a la amilopectina del almidon. Se presentan en dichos polisacaridos uniones
glucosidicas de unidades de glucosa con enlaces a en los carbonos 1 y 4 asi como
ramificaciones entre carbonos 1y 6. Dichos polisacaridos dan origen a lo que se conoce como
el paramilon o la crisolaminarina (B-glucanos). El paramildn es utilizado principalmente
como fuente de fibra dietética tanto en forma soluble como insoluble y produce, entre otras
cosas, una disminucion en la presion arterial, ayuda en el control de la hiperglucemia e
hiperinsulinemia, control de obesidad, enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de
cancer e hipertension (Zekovi¢ et al. 2005).

Por su parte, los lipidos son utilizados para la generacion de biocombustibles o para la
obtencion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) que sirven para la formulacién de
alimentos funcionales de igual manera. Algunos de los lipidos presentes en las microalgas
son; fosfolipidos, esteroles, lipoproteinas, glucolipidos y galactolipidos, a su vez, los acidos
grasos contenidos insaturados como poliinsaturados son; acido araquidénico (AA),
eicosapentanoico (EPA) y docosahexanoico (DHA). Estos acidos grasos son esenciales para
el buen funcionamiento cerebral, por lo que el desarrollar alimentos que contengan este tipo
de metabolitos trae grandes beneficios para la salud (Aires et al, 2005).

Finalmente, los pigmentos contenidos en las microalgas, como lo pueden ser aquellos
correspondientes a los polifenoles, clorofilas o a los compuestos terpénicos (p-carotenos,
licopeno, astaxantina y leteina) representan aproximadamente de 0.5 a 1% del peso seco de
la biomasa (Cuellar-Bermudez et al., 2015). Estos metabolitos han despertado el interés de
la sociedad cientifica, ya que se ha reportado la actividad antioxidante que traer consigo el
combatir o prevenir enfermedades degenerativas o inhibir efectos del paso del tiempo a nivel
celular y que, ademas, en la industria de los alimentos representa el poder remplazar a los
antioxidantes sintéticos que pueden traer consigo efectos secundarios adversos (Kim et al.,
2011).

Por esta razén, el desarrollo de este proyecto trae multiples beneficios a la sociedad para
mejorar las actuales fuentes y desarrollo de alimentos funcionales o farmacos que aseguren
0 ayuden a una mejor calidad de vida.
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I11. OBJETIVO

“Establecer un modelo estadistico cinético para optimizar el crecimiento de la microalga
Chlorella vulgaris a nivel fotobiorreactor”

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Disefiar un fotobiorreactor que se adecue a las condiciones generales de crecimiento de
la microalga C. vulgaris.

2. Instrumentar el fotobiorreactor.

3. Aplicar un disefio experimental de cribado a nivel matraz para el crecimiento
heterotréfico de C. vulgaris para identificar los factores que pueden tener peso en
cinéticas experimentales a nivel fotobiorreactor.

4. Aplicar un disefio experimental con la metodologia de Taguchi para la cinética de
crecimiento de C. vulgaris evaluando como factores; tiempo de crecimiento, temperatura,
pH, CO., concentracion sustrato, asi como tiempo de exposicion a la luz (fotoperiodo).

5. Evaluar el peso de los factores en la cinética de crecimiento para determinar cuales tienen
efecto significativo.

6. Establecer las condiciones 6ptimas de crecimiento de la microalga en donde se tenga la
mayor concentracion de biomasa, rendimiento en consumo de sustrato y formacion de
productos con base al resultado estadistico de Taguchi.

7. Cuantificar metabolitos primarios y secundarios de C. vulgaris en diferentes etapas de
crecimiento.

8. Analizar en qué etapa de la cinética se produce una mayor cantidad de metabolitos
secundarios con actividad antioxidante para su aplicacion tecnologica.
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V. MARCO TEORICO

5.1 Las microalgas

Las microalgas representan una parte importante dentro de la biodiversidad del planeta
donde, hasta el afio 2014, se tenia la descripcion de poco mas de 40,000 especies. Las
microalgas son pertenecientes al reino protista, el cual contiene a todos los organismos
eucariontes que no entran dentro de la clasificacion del reino fungi, animalia o plantae. Entre
los géneros que se pueden encontrar en las microalgas se tiene a Ankistrodesmus,
Scenedesmus, Euglena, Chlamydomonas, Oscillatoria, Micractinium, Golenkinia,
Phormidium, Botryococcus, Spirulina, Nitzschia, Navicula, Stigeoclonium y Chlorella
siendo esta ultima la de interés para el presente trabajo donde se analizé el cultivo de
Chlorella de la especie vulgaris perteneciente a la familia Chlorellaceae (Safi et al., 2014).

5.2 Metabolismo

Las microalgas pueden ser organismo autotréficos o heterotrofos. EI primer grupo es aquel
en donde los organismos utilizan compuestos inorganicos como fuente de carbono y que a su
vez pueden ser fotoautétrofos; es decir que utilizar la luz como energia para obtencion de
compuestos igualmente energeéticos que les sirvan para su desarrollo, o quimioautotrofos, es
decir que mediante la oxidacion de compuestos inorganicos sintetizan moléculas energéticas.
Dentro de las principales moléculas que se sintetizan a través de cualquier metabolismo se
encuentra el almidén y los lipidos considerandose metabolitos primarios que son aquellos
que se forman para las funciones principales del organismo, otro tipo de metabolito primario
que de igual manera se sintetiza son las proteinas, las cuales se obtienen por el metabolismo
de compuestos nitrados como el amonio. Por tanto, la composicién quimica de las microalgas
se ve influenciada directamente determinada la fuente de carbono que se use como sustrato
para la sintesis de los metabolitos primarios (Ochoa et al., 2011).

5.2.1 Metabolismo primario

La actividad metabdlica de un microorganismo no siempre tiene como objetivo la
proliferacion celular; sin embargo, durante una curva de crecimiento con la cual se describe
su desarrollo, el metabolismo primario es aquel que se lleva a cabo durante la fase
exponencial asociado directamente con el crecimiento celular; sin embargo, cuando un
microorganismo crece en un medio con nutrientes en exceso, consigue completar sus vias
metabolicas generando los productos finales del metabolismo energético y todos los
compuestos necesarios para su ciclo de vida (aminoacidos, proteinas, nucledtidos, acidos
organicos, vitaminas, azlcares, grasas, alcoholes). Estas moléculas se denominan
metabolitos primarios, y los mas importantes, desde el punto de vista comercial, son los
alcoholes (especialmente el etanol), los aminoacidos, los acidos organicos, las vitaminas y
las enzimas (Garcia, 2004).
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5.2.2 Metabolismos secundarios

El metabolismo secundario es aquel que se realiza una vez terminada la fase exponencial
(etapa de mayor crecimiento microbiano), denominada fase estacionaria, donde se producen
diferentes compuestos quimicos que no son de vital importancia para la célula y que son
Ilamados metabolitos secundarios. En los organismos fotosintéticos, es comun encontrar
compuestos con valor nutricional que sean aprovechados para la elaboracion de productos
alimenticios, como lo son los metabolitos primarios; sin embargo, es dificil que solo se tenga
presencia de ellos ya que durante el desarrollo del organismo se sintetizan los metabolitos
secundarios, como ya se habia mencionado, que le ayudaran para su adaptacion y
preservacion. Los metabolitos secundarios difieren entre especies vegetales y reflejan su
evolucion. Son metabolitos secundarios ya que no todas las plantas son capaces de
sintetizarlos, o al menos no del mismo tipo o en las mismas concentraciones a diferencia de
los metabolitos primarios; que se encuentran en todos los reinos y en las especies existentes
en ellos (Garcia, 2004).

Los metabolitos secundarios, han sido clasificados a lo largo de la historia de diversas
maneras: por los grupos funcionales que contienen, asi como por la posicion del grupo
funcional, por el efecto negativo que tienen en el aprovechamiento de algunos nutrientes, por
la cadena carbonada que los conforma o por su configuracion molecular (Garcia, 2004); sin
embargo, se pueden identificar 6 grupos principales que son: los alcaloides, los polifenoles,
los terpenos, el latex, las gomas y las ceras (Vilela et al., 2011).

Los alcaloides

Se trata de una familia con mas de 15,000 compuestos quimicos cuya caracteristica principal
es que: son solubles en agua, tienen actividad bioldgica y deben contener en su estructura
qguimica al menos un atomo de nitrégeno. Los alcaloides pueden ser moléculas ciclicas o
aliféticas. La sintesis de los alcaloides es a partir de los aminoécidos: lisina, tirosina y
triptéfano (Avalos et al., 2009). Los alcaloides suelen ser toxicos para quien llega a
ingerirlos. Algunos de los ejemplos de alcaloides son los alcaloides: esteroidales, glicosidos,
cianogénicos y aminas (Vilela et al., 2011).

Terpenos o terpenoides

Conocidos también como terpenoides o isoprenoides, son moléculas que resultan de la unién
de estructuras carbonadas con 5 4tomos de carbono llamados isopreno, clasificandose con
base a la cantidad de unidades de isopreno que conformen el metabolito. Por tanto, los
terpenos se pueden clasificar en: hemiterpenos (5 carbonos), monoterpenos (10 C),
sesquiterpenos (15 C), diterpenos (20 C), triterpenos (30 C) y politerpenos que en su
estructura contiene 35 o mas carbonos (Vilela et al., 2011). Los terpenos son extraidos del
material vegetal utilizando solventes organicos, ya que son moléculas no polares, y son
extraidos en forma de aceite esencial conteniendo solo terpenos del tipo monoterpenos e
incluso sesquiterpenos. Por otro lado, los terpenos de peso molecular mayor son extraidos
del material vegetal en forma de resinas (Sepulveda et al., 2003).
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Latex

La composicion quimica del latex es compleja ya que esta constituido por terpenos,
isoprenoides, grasas y carbohidratos. Las principales plantas que lo sintetizan son los
angiospermas tropicales (Vilela et al., 2011).

Gomas

Las gomas son carbohidratos complejos, de alto peso molecular, que pueden tener
ramificaciones o no presentarlas y que son solubles en agua (Vilela et al., 2011).

Ceras

Son mezclas complejas de cadenas carbonadas que poseen de 20 a 60 carbonos. Son
compuestos insolubles en agua, pero solubles en solventes organicos. Generalmente las ceras
son sintetizadas por plantas de la familia de las Euphorbiaceae y Palmae (Vilela et al., 2011).

Polifenoles

Los polifenoles, al igual que los terpenos, son de los compuestos quimicos con mayor
abundancia en la naturaleza. Se trata de compuestos con una gran diversidad estructural; sin
embargo, presentan anillos aromaticos hidroxilados en comun. La clasificacién de los
polifenoles se basa en: el numero de grupos hidroxilo en la estructura, donde el fenol es la
molécula més sencilla y puede estar sustituido con mas de un radical hidroxilo, la siguiente
forma de clasificacion es con base a su composicidn quimica; es decir, con base al nUmero
de fenoles sencillos unidos en una molécula existiendo, por tanto, mono, di, oligo y
polifenoles. Finalmente, la tercera clasificacion es aquella en donde se toma en cuenta el
sustituyente unido a la cadena base carbonada (Kabera et al., 2014). Por ellos, los grupos en
los cuales se pueden clasificar a los compuestos polifendlicos, con base en su estudio y
utilidad, son: acidos fenolicos, flavonoides, lignanos, taninos, chalconas, cumarinas (Vilela
etal., 2011).

Acidos fenolicos: estan conformados por dos grupos: acido hidroxibenzoico y derivados de
acidos hidroxicindmicos. Entre los acidos hidroxibenzoicos se encuentra el acido galico, el
acido p-hidroxibenzoico, acido vanillico y siringico (Angelo et al., 2007).

Flavonoides: se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas, contenidos en las hojas,
flores, partes lefiosas, asi como en las cortezas de los frutos. Las plantas que son expuestas a
las radiaciones solares tienen una mayor concentracion de estos compuestos que aquellas
plantas que crecen a la sombra (Duréan et al., 1993). Los flavonoides son pigmentos solubles
en agua, de bajo peso molecular, que se encuentran en las vacuolas de las células vegetales
y son responsables de las coloraciones amarillas, rojas y azules en los pétalos de las flores o
en algunos frutos (Kabera et al., 2014). Son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los flavonoides se
clasifican, con base a los sustituyentes que contenga la estructura base o a la posicion y
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numero de grupos hidroxilo en: flavanos, flavonoles, flavonas, isoflavonas y antocianidinas,
las cuales se encuentran en forma de glicésidos constituidos por una fraccién fendlica o
aglicona y un carbohidrato (Aherne & O’Brien, 2002).

Taninos: son compuestos de alto peso molecular que en su estructura poseen al menos un
grupo hidroxilo en uno o mas anillos fendlicos que los constituyen. Son sintetizados a partir
del acido shikimico, son solubles en agua a excepcion de aquellos que tienen un peso
molecular elevado y se dividen en dos grupos: los taninos hidrolizables y los condensados
(Kaberaet al., 2014). Los taninos hidrolizables estan conformados por ésteres de acido galico
0 acido elagico unidos a un carbohidrato; los taninos hidrolizables pueden ser hidrolizados
facilmente en presencia de un acido fuerte. Dentro de los taninos hidrolizables se encuentra
una subclasificacion que incluye: galotaninos y los elagitaninos. Los galotaninos son
considerados los taninos hidrolizables méas simples, estan formados por acido galico y el
acido digalico unidos por un enlace éster que, a su vez, se encuentran unidos a glucosa. Los
elagitaninos se forman a partir del acido hexahidroxidifénico que al hidrolizarse forma el
acido eldgico. Los elagitaninos, asi como los galotaninos tienen la actividad de polimerizarse,
formando moléculas complejas. En cuanto a los taninos condensados, resultan de la
polimerizacion de unidades de flavanoles; como lo es la catequina, la epicatequina o
leucocianidina, sin presencia de algin carbohidrato (Olivas-Aguirre, et al., 2015).

La sintesis de los metabolitos secundarios estd restringida a la etapa de desarrollo del
organismo fotosintético, asi como por factores como la concentracién de carbohidratos,
disponibilidad de agua, exposicion a luz, y temperatura ambiental principalmente (Garcia,
2004). Los metabolitos secundarios cumplen con las siguientes funciones en las plantas, las
cuales son:

1. Mecanismo de defensa: las gomas son exudadas cuando el organismo fotosintético sufre
algin corte de tal manera que ayude a la regeneracion del tejido (Vilela et al., 2011). En
cuanto a los terpenos, los monoterpenos, como el mentol, citronelal y piretrinas son
antimicrobianos, repelente de insectos y veneno que ataca el sistema nervioso de algun
organismo letal para los seres fotosintéticos, respectivamente (Sepulveda et al., 2003).

2. Protecciéon contra la radiacion ultravioleta: para este sistema de proteccion, los
polifenoles son los que cobran gran importancia ya que es sabido que compuestos como los
flavonoides, cumarinas, ligninas y los taninos actian como filtros para la luz UV, de tal
manera que las plantas que estén expuestas mayoritariamente al sol, tienen una mayor
sintesis de compuestos polifenolicos (Vilela et al., 2011).

3. Alelopatia: se define como la inhibicidn del crecimiento de alguna especie de planta ajena
por parte de otra que pueda interferir con su crecimiento. Los compuestos que generan este
fendmeno actlan sobre la etapa de germinacion, reduciendo: la actividad mitotica en las
raices, consumo de iones, fotosintesis, permeabilidad de las membranas celulares, actividad
enzimatica (Céspedes et al., 2006).

Con la caracterizacién de los metabolitos secundarios y el analisis sobre la funcionalidad que
cumplen en las plantas, surgio el interés por el ser humano de extraer los compuestos,
purificarlos y evaluar su aplicacién biotecnolégica, donde se ha concluido hasta el momento
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que los metabolitos secundarios tienen algunas propiedades como: favorecedor de la salud
cardiaca, actividad antiinflamatoria, actividad antitumoral, control de la diabetes y como
agentes antioxidantes y bactericidas.

5.3 Actividad antioxidante

Un antioxidante es aquella sustancia que presenta bajas concentraciones respecto a la de un
sustrato oxidable que retarda o previene su oxidacion. Los antioxidantes estabilizan a los
radicales libres y tienen la actividad de inhibir la oxidacion causada por ellos actuando a nivel
intracelular y otros en la membrana celular. A nivel de la biotecnologia alimentaria, los
antioxidantes son compuestos que al retardar o inhibir la degradacién de las moléculas
orgénicas ayudan a prevenir la formacién de colores y olores desagradables (Wootton-Beard
etal., 2011).

Tipos de antioxidantes:

1. Enddgenos: son enzimas producidas en el organismo y algunas de ellas necesitan
algun cofactor para poder actuar y proteger a la célula.

2. Exo0genos: son sustancias introducidas al organismo mediante la alimentacion. Como
ejemplos de estas antioxidantes tenemos a la vitamina E, C y el caroteno.

Por otro lado, los radicales libres son compuestos quimicos producidos normalmente durante
el metabolismo celular que se lleva a cabo principalmente en la mitocondria, por las diversas
reacciones redox, realizadas por enzimas como: la NADHP oxidasa, lipoxigenasas,
cicloxigenasas y peroxidasas. Existen otras fuentes enddgenas de radicales libres como las
oxidaciones microsomales, los fagosomas, la autooxidacion de sustratos y los neutréfilos.
Los radicales libres son utilizados en diferentes procesos fisiol6gicos como un mecanismo
de defensa contra agentes infecciosos; sin embargo, estas moléculas son altamente reactivas
capaces de causar dafio celular (Huang et al, 2005).

El exceso de radicales libres es producido por contaminantes externos que entran a nuestro
cuerpo; la contaminacién atmosférica, el humo del tabaco, los herbicidas, pesticidas o ciertas
grasas son algunos ejemplos, asi como el oxigeno. El oxigeno molecular (O2) al usarse por
los organismos aerobios contribuye a la formacidn de las especies reactivas de oxigeno
(EROs o ROS por sus siglas en inglés reactive oxygen species) que son considerados
radicales por carecer de electrones, tomandolos por lo tanto de otras moléculas. Al reducirse
el Oz por los electrones que escapan de la cadena respiratoria se genera el anion super oxido
(02), el cual puede dismutar facilmente y formar el peroxido de hidrégeno (H20-), que en
presencia de metales de transicion como el hierro y el cobre producen el radical hidroxilo
(OH"), mediante la reaccién de Fenton; considerado el mas dafiino en sistemas bioldgicos
(Huang, 2005).

Con el analisis realizado al efecto que puede causar el exceso de radiales libre es que surge
la necesidad de buscar fuentes naturales o artificiales de compuestos quimicos con la
capacidad de estabilizarlos y evitar o combatir el dafio causado por ellos.
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VI. ANTECEDENTES

Para este trabajo, dentro de los antecedentes que se pueden mencionar con respecto a la
cuantificacion de metabolitos secundarios se puede mencionar el trabajo realizado por
Chinnasamy et al., donde evaluaron el efecto en la produccién de biomasa de C. vulgaris
cuando es expuesta a elevadas concentraciones de COy temperaturas, todo esto evaluado en
un medio de cultivo de aguas residuales en los que se observé un aumento en la concentracion
de clorofilas y biomasa con aumentos en el medio del 1% al 6% de CO. los cuales fueron
aproximadamente en el contenido de clorofilas hasta un aumento aproximado del 200% bajo
la condicidn en especifico de un aumento en la concentracion del 5% al 6% al igual que se
pudo observar que en concentraciones por arriba del 7% existe una inhibicion y muerte
celular como a continuacion se presenta en la Figura 1 (Chinnasamy et al., 2009):

250 - - 14

200

= Biomasa

—&— Clorofila total
150

100 +

Biomasa (ng/ml)

50

(fw/31) [e303 e[OIOLD

o |

P Y Y2 R 5 0 A B 9 0 0
Concentracion de CO, (%)

Q_Q”;b Q.Qb ¥ ¥ o N AR

Figura 1. Concentracion de biomasa y clorofilas con respecto de la variacion de CO; en el medio de cultivo
(tomado y modificado de Chinnasamy et al., 2009).

Ahora con respecto en los aumentos de temperatura en un medio en donde se evaluaron 30
°C, 40 °C y 50 °C con concentraciones normales del medio los cuales son alrededor de
0.036% se observd una disminucion al momento de aumentar las temperaturas ya que se
registraron concentraciones de 0.128, 0.082 y no cuantificables expresando los resultados en
pg/dia. Por otro lado, en los mismos intervalos de aumento en las temperaturas, pero con una
concentracion en el medio del 6% el comportamiento fue similar registrandose valores de
0.222, 0.136 y 0.065 pg/dia por lo que la temperatura comenzaba a afectar el sistema
fotosintético de los microrganismos. Una vez identificadas las condiciones se probaron en
cinéticas que se llevaron a cabo por 10 dias y se comprob6 los resultados son significativos
y en los cuales se determind la concentracion de algunos pigmentos como los B-carotenos y
las clorofilas. Los resultados obtenidos se presentan a continuacion en la Figura 2:
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Figura 2. Efecto de la temperatura y CO; en el crecimiento celular y sintesis de pigmentos de C. vulgaris
(tomado y modificado de Chinnasamy et al., 2009).

Con el que se comprueba que la mayor produccién de biomasa y pigmentos se ve favorecida
a temperaturas de 30 °C con una concentracion del 6% de CO: en el medio de cultivo.

Por otro lado, en el afio 2011 fue realizado por Seyfabadi et al., un trabajo en el cual se
analizé el crecimiento de la microalga C. vulgaris con respecto a la exposicion a la luz
(fotoperiodo) y ver de esta manera si hay un efecto directo con respecto a la concentracion
de metabolitos primarios y secundarios como: proteinas, acidos grasos y pigmentos Los
fotoperiodos evaluados fueron los siguientes: 8:16, 12:12 y 16:8 h (luz/oscuridad). Los
resultados obtenidos se presentan en la siguiente Figura 3.
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Figura 3. Concentracion celular a diferentes fotoperiodos e intensidad de luz, donde para la figura (a) se

utilizd una intensidad de 37.5 umol de fotones/m?s, (b) de 62.5 pmol de fotones/m?s y (c) de 100 pmol de
fotones/m?s (tomado y modificado de Seyfabadi et al.,2011)

Con la Figura 3 se puede observar que a un fotoperiodo 12 horas de luz al igual que aquel de
16 h de luz hay un aumento significativo en la concentracién de biomasa con respecto a lo
observado en un fotoperiodo de 8 horas y que a la vez a una intensidad de luz de 62.5 pumol
de fotones/m?s existe una mayor produccion de biomasa. La disminucion que se observa en

el aumento de los fotoperiodos en la Figura 3(c) se puede explicar debido al fendmeno de
fotooxidacion dentro de la célula.
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En cuanto a la cuantificacion de metabolitos se observo que al haber aumento de la
irradiacion las concentraciones de clorofilas disminuyé y la concentracion de -carotenos
aumento lo cual cobra sentido ya que son sintetizados como mecanismo de defensa y
adaptacion a exposicion alta de luz por otro lado también el aumento de la irradiacion
disminuyo con respecto de los tratamientos en los cuales no hubo una cantidad elevada de
luz debido a que este factor acelera el crecimiento celular; sin embargo esto no quiere decir
que aumente la sintesis de pigmentos por lo que la acumulacién no es proporcional al
aumento de tamafio en la célula. Lo que respecta a la sintesis de proteina, se pudo observar
que en los fotoperiodos mas largo y con mayor intensidad hubo una mayor presencia de
proteinas ya que en le foto periodo de 16:8 a una intensidad de 100 pumol de fotones/m?s se
tuvo una concentracion de 46% de proteina con respecto a la composicion celular para lo que
los factores juegan un papel importante segun sea el tipo de metabolito que se tenga de
interés.

Son pocos los trabajos que se tiene en cuanto a la determinacion de compuestos con actividad
antioxidante en microalgas de la especie C. vulgaris por lo que cobra importancia en que
dentro de este proyecto se tome en cuenta este rubro.

Por otro lado, dentro de los metabolitos identificados y de los que se ha realizado la
extraccion en la biomasa generada se tiene el trabajo realizado por Dineshkumar et al., en el
afio 2016 donde se realizé la extraccion de metabolitos en C. vulgaris para evaluar su
actividad antibacteriana frente a patdgenos humanos. Dentro de los metabolitos secundarios
que se buscoO identificar fueron; fenoles, taninos, flavonoides, terpenos, terpenoides,
alcaloides y saponinas, las cuales fueron extraidas de la biomasa al estar en contacto con
solventes como; metanol, etanol, cloroformo y dietil éter para posteriormente analizar su
efectividad en la inhibicion o muerte de bacterias gram positivas y negativas patdgenas para
el ser humano. Como parte de los resultados se obtuvo que hay presencia en la biomasa de;
proteinas (34.56 mg/g), carbohidratos (41.09 mg/g), clorofila total (32.76 mg/g),
carotenoides (29.63 mg/g), y lipidos (28.20 mg/g) asi como se logré detectar que, con
extraccion con metanol como solvente, es posible tener una sefial para compuestos
polifendlicos, flavonoides, terpenos y alcaloides. Con etanol no se detectdé ninguna sefial
correspondiente a algun metabolito secundario. Con cloroformo se logro detectar flavonoides
y alcaloides, asi como al usar dietil éter. De igual manera se logr6 comprobar que de todos
los extractos obtenidos, los extractos metanolicos son efectivos contra todas las bacterias
patdgenas evaluadas dentro de las cuales se mencionan E. coli, S. aureus, B. subtilis,
Enterococcus sp, entre otras. Por tal razén es posible extraer una gama importante de
metabolitos secundarios con impacto biotecnoldgico haciéndolo de manera selectiva y
eficiente con extraccion con solventes que, ademas de bajos costos, tiene como ventaja que
la gran mayoria no son considerados altamente toxicos para poder ser utilizados en
formulacién de productos una vez purificados y con la eliminacion del solvente de
extraccion.

En cuanto al disefio y construccion de fotobiorreactores se realizaron busquedas ante el

Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial (IMPI) para verificar si no existe alguna
invencion como la que se propone para este trabajo y se han encontrado los siguientes;
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Dispositivo de iluminacion para biorreactores” (Lehr, consulta 2021) con el que, debido a
una distribucion de luz muy homogénea de alta intensidad en el fotobiorreactor cilindrico se
consigue mediante diodos emisores de luz SMD (tecnologia de dispositivos de superficie),
con los que se monta directamente al equipo, que es disefiado como una placa de circuito
impreso. ElI montaje directo junto con el disefio compacto de los LED SMD permite un
montaje muy denso. Con el dispositivo de iluminacion externo en las paredes transparentes
del reactor, se puede lograr una distribucion de luz casi homogeénea dentro del reactor.

Por otro lado, se encontrd el trabajo “Carbon neutralization system (CNS) for CO:
sequstering” (Aramco services co & saudi arabian oil co, consulta 2021). Donde la invencion
se refiere a un fotobiorreactor con diodos emisores de luz pulsante (LED) para la fotofijacidn
rentable de didxido de carbono (CO>). Los LED emiten luz de foco estrecho a una longitud
de onda de 660 nm para optimizar la captura de didxido de carbono y minimizar los costos
de energia. También se puede mencionar el trabajo titulado "Cylinder type multilayered
fotobiorreactor” (INHA IND PARTNERSHIP INST, consulta 2021), donde se propone un
multifotobiorreactor cilindrico para el cultivo masivo de microalgas. La presente invencion
se refiere a un fotobiorreactor para el cultivo masivo de microalgas que utiliza una placa
como fuente de luz en forma de circulo, o circular, que consiste en un diodo emisor de luz
(LED), un diodo emisor de luz organico (OLED) y un diodo emisor de luz (LED) flexible,
que son delgados para minimizar el volumen y son altamente eficientes energéticamente. El
objeto de la invencion es proporcionar un fotobiorreactor cilindrico que sea mas delgado que
una fuente de luz como una ldmpara LED esférica o una lampara fluorescente, que tenga una
alta productividad por volumen y que pueda satisfacer varias condiciones de aplicacion. La
fuente de luz cilindrica esta hecha de un LED flexible (diodo emisor de luz flexible). Ademas,
la fuente de luz cilindrica se puede apilar una o mas en la cAmara de reaccion.

Finalmente, se puede hacer mencion del trabajo “Fotobiorreactor con deflectores
integralmente proporcionados con fuente de luz interna para el cultivo de microalgas de alta
densidad” (Sin titular, consulta 2021) donde la invencidn se relaciona con un fotobiorreactor
para el cultivo de microalgas en alta concentracion para mejorar la eficiencia de agitacion de
una fuente de luz interna hecha de un LED (diodo emisor de luz) para mejorar la eficiencia
de utilizacion de la luz y la biomasa de gas y microalgas. La presente invencion se refiere a
un fotobiorreactor en el que se forma integralmente un deflector para maximizar la eficiencia
del cultivo microbiano.

Con los registros y disefios anteriores se analiz6 la oportunidad y viabilidad para la
construccion de un fotobiorreactor que ayude a mejorar los parametros cinéticos microbianos
de microalgas.
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VII. METODOLOGIA

Las cepas de C. vulgaris fueron obtenidas del Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste S.C. La Paz, Baja California Sur, México, y en el cual, para su mantenimiento y
conservacion, se realizé el crecimiento bajo un medio llamado 3N-BBM+V, el cual contienen
micro y macronutrientes. Como micronutrientes se tiene; N P-IV Na;EDTA (2 mM),
FeClz-6H20 (0.36 mM), MnCl2-4H,0 (0.21 mM), ZnCl2-6H.0 (0.037 mM), CoCl,-6H.0
(0.0084 mM) y NazMo0O4-2H,0 (0.017 mM). Como macronutrientes se tiene; NaNOs (8.82
mM), CaCl,.2H20 (0.17 mM), MgS04.7H20 (0.3 mM), K2HPO4.3H20 (0.43mM), KH2PO4
(1.29 mM), NaCl (0.43 mM).

Debido a que el medio de mantenimiento no genera un crecimiento significativo de
microalgas en un lapso de tiempo corto, se ha modificado este medio para lograr que se tenga
un aumento en el nimero de células y con ello poder realizar indculos a nivel fotobiorreactor
bajo una concentracion inicial de 50x10° células/mL Dicha modificacion consiste en agregar
NaNOz al 10 mM con una exposicion de 16 h de luz y 8 horas de oscuridad bajo una fuente
luminosa en el rango del color rojo cuya intensidad es aproximada de 1500 luxes. Con ello
se ha conseguido tener concentraciones de hasta 900 células/mL aproximado a lo largo de un
periodo de 15 dias y con lo que se asegura tener la cantidad necesaria para poder realizar las
cinéticas a nivel fotobiorreactor.

7.1 Desarrollo experimental a nivel matraz

Con los indculos a la concentracion celular deseada (50x10° células/mL) se realizaron
cinéticas de crecimiento a 15 dias bajo un disefio de experimentos de cribado 22a 6 corridas
experimentales con dos puntos centrales, en donde las variables independientes son: la
concentracion de acetato de sodio o glicerol (consumo de sustrato), para acetato de sodio se
trabajo con concentraciones de 0.0005 g/L, 0.001 g/L y 0.0015 g/L y para glicerol fue de 0.27
g/L, 0.33¢g/L y 0.44 g/L, asi como los fotoperiodos, los cuales son de 8 h luz y 16 h oscuridad
(8:16), el segundo fotoperiodo es de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad (16:8). Para esta
condicion experimental se trabajo bajo crecimiento fotoheterotrofico; es decir, con una fuente
de carbono orgéanica (glicerol o acetatos) y sin presencia de fuentes inorganicas de carbono
como lo es CO2. Como parte del disefio de experimentos se tomaron como variables de
respuesta; crecimiento celular por método de conteo en camara de Neubauer, biomasa por
peso seco, consumo de sustrato (por titulacion potenciométrica para acetato de sodio y
pruebas enzimaticas para glicerol), pH y actividad antioxidante mediante la estabilidad de
los radicales de ABTS™y DPPH". Para un mejor entendimiento y descripcion a continuacion,
se muestran las especificaciones de cada uno de los pardmetros a medir para con ellos realizar
la caracterizacion cinética microbiana de la microalga y ademas establecer las condiciones
Optimas de crecimiento en C. vulgaris que ademas permitan obtener los mejores rendimientos
en cuanto a productos generados con actividad antioxidante que tengan una posible
aplicacion a nivel biotecnologico.
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A)

B)

C)

D)

E)

Crecimiento celular: Para analizar la formacion de nuevas células durante la
cinética, se realiz6 un conteo bajo microscopico con camara Neubauer de campo
claro en el objetivo No. 40, donde no fue necesario realizar tincion con algun
colorante como el azul de metileno a las células ya que es posible distinguir las
células viables de aquellas con la pared celular dafiada por el color verde intenso
que presentan (Zhang et al., 2020).

Biomasa: se determin0 este parametro bajo la técnica de peso seco donde, con
ayuda de bandejas de aluminio a peso constante (peso inicial), se coloc 1 mL de
muestra para someterse a calor en un horno eléctrico durante 24 horas a una
temperatura de 60 °C para que, transcurrido el tiempo, se vuelva a pesar la bandeja
(peso final) con la muestra y, por diferencia de pesos (peso final- peso inicial), se
pueda calcular el peso de las células tomadas en la muestra por mililitro de medio
de cultivo (Gonzélez-Hernandez et al., 2017).

Consumo de sustrato: el calculo de los equivalentes consumidos de acetato de
sodio se realizé bajo una técnica de titulacion potenciométrica en la cual debe
construir una curva de calibracién con NaOH y HCI con el fin de establecer la
relacién de esta base en el medio de crecimiento de las microalgas, ya que a
medida que pasa el tiempo el medio se basifica y por ello, un consumo de HCI
para neutralizar el medio puede generar el calculo del consumo de acetato de
sodio, ya que el ion acetato es metabolizado por las microalgas y los iones sodio
dirigidos a la formacion de NaOH (Ke et al., 2016). Para la cuantificaciéon de
glicerol se realizd una curva de calibracidn por una técnica enzimatica donde se
llevo a cabo la reduccion de NAD y que esta reaccion es proporcional a las
concentraciones de moléculas de glicerol presentes en el medio, para esto es
necesario el preparar una solucion de concentracién conocida de glicerol y
someterla a reacciones de fosforilacion y reduccion hasta lograr un aumento en la
luz absorbida por las moléculas de NAD presentes en la reaccion.

pH: se realizd la lectura del pH tomando el tiempo cero como el pH de referencia.
Para esto es necesario un potenciémetro de la marca HANNA Instrument modelo
HI 2211 pH/ORP Meter y para el cual se necesitdé un volumen de muestra de 5
mL que se almacend en tubos falcon de 25 mL.

Actividad antioxidante: Para la cuantificacion de los productos formados se
realizé la técnica ABTS™ y DPPH*, que mide indirectamente la cantidad de
compuestos polifendlicos (en su mayoria) con dicha actividad. Para ello, la rotura
celular se realizé con perlas de vidrio realizando lavados previos con agua
desionizada bajo centrifugadora a 4000 rpm durante 5 minutos, esta operacion se
ejecuto tres veces para eliminar las sales disueltas en el medio. EI volumen de
agua desionizada utilizada en el lavado fue de 1 ml. Una vez lavadas las células,
se puso en contacto con las perlas de vidrio suspendidas en 1 ml de agua
desionizada en una centrifuga a 4000 rpm para posteriormente tomar el
sobrenadante y evaluar la estabilidad de los radicales sintéticos de ABTS™ y
DPPH*. Sobre el método ABTS"", se prepar6 una solucién radical ABTS™ a una
concentracion de 7 mM, una solucién acuosa de persulfato de amonio a una
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concentracion de 2.5 mM y una existencia de Trolox a una concentracion de 80
uM/ml. Posteriormente, se realizd una curva de calibracion en equivalentes de
Trolox (uM/ml) bajo una longitud de onda de 734 nm. Una vez construida la curva
de calibracion, se calcul6 el porcentaje de inhibicion del radical ABTS™ cuando
estaba en contacto con la solucion de Trolox y también se calcul6 la concentracion
en equivalentes de Trolox. Para la determinacion de la actividad de la muestra, se
diluy6 un volumen de 10 uLL de muestra con 990 pL de solucion ABTS™ ajustada,
se realizaron las lecturas y calculos correspondientes para expresar los resultados
en equivalentes de Trolox g/L (Damian-Reyna et al., 2018). En el método DPPH*
se preparo una solucion radical de DPPH* a una concentracion de 0.046 g/L y una
existencia de Trolox a una concentracion de 80 uM/ml. Posteriormente, se realizd
una curva de calibracion en equivalentes de Trolox (uM/ml) bajo una longitud de
onda de 515 nm. Una vez construida la curva de calibracion, se calculo el
porcentaje de inhibicién del radical DPPH* cuando estaba en contacto con la
solucion de Trolox y también se calculd la concentracion en equivalentes de
Trolox. Parala determinacion de la actividad de la muestra, se diluy6 un volumen
de 100 uL de muestra con 3900 uL de solucion DPPH* ajustada, se realizaron las
lecturas y célculos correspondientes para expresar los resultados en equivalentes
de Trolox g/L (Damian-Reyna et al., 2018).

A continuacién, en la Figura 4 se presenta de manera esquematizada la metodologia aplicada
para las cinéticas microbianas a nivel matraz.
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Figura 4. Diagrama de flujo operacional para las cinéticas experimentales de C. vulgaris a nivel matraz con
acetato de sodio (C2HsNaOy) y glicerol (C3sHgOs) como sustratos organicos. Medio fotoheterotrdfico.
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7.2 Desarrollo experimental a nivel fotobiorreactor

En cuanto a la experimentacion a nivel fotobiorreactor y, una vez los inoculos a la
concentracion celular deseada 50x10° células/mL, se realizaron cinéticas de crecimiento a 10
dias bajo un disefio de experimentos de Taguchi L4 (22) en donde las variables
independientes fueron: la concentracion de NaNOs, siendo de 3.4 mM y 16.4 mM, asi como
los fotoperiodos, los cuales fueron de 8 h luz y 16 h oscuridad (8:16), el segundo fotoperiodo
es de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad (16:8). Se realizaron inyecciones de CO> cada
24 horas por un tiempo de 20 s a un flujo de 5 mg/mL de tal manera que se tenga un
crecimiento mixotréfico y no se acidifique el medio, ya que si esto ocurre puede causar el
cese del crecimiento celular e incluso la muerte microbiana. Para el disefio de experimentos
se tomaron como variables de respuesta; crecimiento celular por método de conteo en camara
de Neubauer, biomasa por peso seco, consumo de sustrato por absorcion luminosa de los
iones nitrato en los medios de crecimiento, pH, oxigeno disuelto en el medio, y actividad
antioxidante mediante la estabilidad de los radicales de ABTS™* y DPPH'. Para un mejor
entendimiento y descripcidn a continuacion se muestran las especificaciones de cada uno de
los parametros a medir para con ellos realizar la caracterizacion cinética microbiana de la
microalga y ademas establecer las condiciones Optimas de crecimiento en C. vulgaris que
permitan obtener los mejores rendimientos en cuanto a productos generados con actividad
antioxidante que tengan una posible aplicacion a nivel biotecnolégico.

A) Crecimiento celular: Para analizar la formacion de nuevas células durante la
cinética, se realizé un conteo bajo microscopico con cdmara Neubauer de campo claro
en el objetivo No. 40, donde no es necesario realizar tincién con algln colorante como
el azul de metileno a las células ya que es posible distinguir las células viables de
aquellas con la pared celular dafiada por el color verde intenso que presentan (Zhang
et al., 2020).

B) Biomasa: se determino este parametro bajo la técnica de peso seco donde, con ayuda
de bandejas de aluminio a peso constante (peso inicial), se coloca 1 mL de muestra
para someterse a calor en un horno eléctrico durante 24 horas a una temperatura de
60 °C para que, transcurrido el tiempo, se vuelva a pesar la bandeja (peso final) con
la muestra y, por diferencia de pesos (peso final- peso inicial), se pueda calcular el
peso de las células tomadas en la muestra por mililitro de medio de cultivo (Gonzalez-
Hernandez et al., 2017).

C) Consumo de sustrato: para analizar la cantidad de sustrato organico que consume la
microalga y que es transformado en metabolitos primarios y secundarios de llevo a
cabo la construccion de una curva de calibracion de concentraciones conocidas de
NaNOz que va de 0 a 50 mM, y en donde a través de las lecturas de absorbancia
mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 301 nm es posible cuantificar
la cantidad de iones nitrato disueltos en el medio de reaccién, con ello se puede
establecer cuanto nitrato esta disponible en el medio y que se traduce a sustrato no
consumido por la microalga.

D) pH: se realizara la lectura del pH tomando el tiempo cero como el pH de referencia.
Para esto sera necesario un potenciometro de la marca HANNA Instrument modelo
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E)

F)

HI 2211 pH/ORP Meter y para el cual se requerira un volumen de muestra de 5 mL
que se contendré en tubos falcon de 25 mL.

Concentracion de oxigeno disuelto: a través del sensor Oxygen, marca ROOT
modelo SEN0237-A, se registrd en tiempo real el oxigeno disuelto el cual debe de
estar por debajo de 30% en el medio. Dicho sensor esta calibrado para una saturacion
en el medio dependiendo de la agitacion de este.

Actividad antioxidante: Para la cuantificacion de los productos formados se realiz6
la técnica ABTS™ y DPPH-*, que mide indirectamente la cantidad de compuestos
polifendlicos (en su mayoria) con dicha actividad. Para ello, la rotura celular se
realizd con perlas de vidrio realizando lavados previos con agua desionizada bajo
centrifugadora a 4000 rpm durante 5 minutos, esta operacion se ejecuto tres veces
para eliminar las sales disueltas en el medio. ElI volumen de agua desionizada
utilizada en el lavado fue de 1 ml. Una vez lavadas las células, se puso en contacto
con las perlas de vidrio suspendidas en 1 ml de agua desionizada en una centrifuga a
4000 rpm para posteriormente tomar el sobrenadante y evaluar la estabilidad de los
radicales sintéticos de ABTS™" y DPPH". Sobre el método ABTS", se preparé una
solucién radical ABTS™ a una concentracion de 7 mM, una solucién acuosa de
persulfato de amonio a una concentracion de 2.5 mM y una existencia de Trolox a
una concentracion de 80 uM/ml. Posteriormente, se realizé una curva de calibracion
en equivalentes de Trolox (uM/ml) bajo una longitud de onda de 734 nm. Una vez
construida la curva de calibracion, se calculo el porcentaje de inhibicion del radical
ABTS"" cuando estaba en contacto con la solucion de Trolox y también se calcul6 la
concentracion en equivalentes de Trolox. Para la determinacion de la actividad de la
muestra, se diluy6 un volumen de 10 pL de muestra con 990 uL de solucion ABTS"*
ajustada, se realizaron las lecturas y célculos correspondientes para expresar los
resultados en equivalentes de Trolox g/L (Damian-Reyna et al., 2018). En el método
DPPH-" se prepar6 una solucion radical de DPPH" a una concentracion de 0.046 g/L
y una existencia de Trolox a una concentracion de 80 uM/ml. Posteriormente, se
realiz6 una curva de calibracion en equivalentes de Trolox (uM/ml) bajo una longitud
de onda de 515 nm. Una vez construida la curva de calibracion, se calculo el
porcentaje de inhibicion del radical DPPH* cuando estaba en contacto con la solucién
de Trolox y también se calcul6 la concentracion en equivalentes de Trolox. Para la
determinacion de la actividad de la muestra, se diluyé un volumen de 100 pL de
muestra con 3900 pL de solucion DPPH" ajustada, se realizaron las lecturas y calculos
correspondientes para expresar los resultados en equivalentes de Trolox g/L (Damian-
Reyna et al., 2018).

Como se menciond al inicio de este apartado, se llevaron a cabo inyecciones de COz al medio
cada 24 h en un lapso de 20 s con la finalidad de aportar al medio una fuente de carbono
inorganico y promover el crecimiento celular pero, a la vez, con la inyeccion del gas por
medio de un difusor de acero inoxidable generador de burbujas intensas se pudo generar una
turbulencia que permitié mezclar y homogenizar el medio a la hora de la toma de muestra 'y
evitar precipitacion de microalgas que provocara un conteo bajo de células.
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Para esquematizar de manera sencilla la metodologia empleada a continuacidn, se presenta
el diagrama de flujo de las diferentes operaciones involucradas en el proceso.

Variables de respuesta

AEe!
| ! —_—
L J ﬁ.r""‘

Figura 5. Diagrama de flujo operacional para las cinéticas experimentales de C. vulgaris a nivel
fotobiorreactor con nitrato de sodio (NaNO3) como sustrato organico y CO, como sustrato inorganico. Medio

mixotroéfico.
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VIII.RESULTADOS

8. 1 Disefio, maquinado y construccion de fotobiorreactor

8.1.1 Disefio mecanico

Dentro de la propuesta de construccion del fotobiorreactor se puede mencionar que esta
conformado por dos tapas de acero inoxidable las cuales se denominaran “tapa A” y “tapa
B” o tapa de acero inoxidable. La tapa A estd soldada a un soporte de acero inoxidable el
cual cuenta con cuatro varillas que darén soporte y estabilidad al fotobiorreactor. La tapa A
recibird un recipiente de vidrio Pyrex® en el que contendra la microalga con todos los
nutrientes y demaés factores abidticos que favorecen su crecimiento. Una vez colocado el
recipiente, se coloca la tapa B sobre el recipiente de vidrio, el cual cuenta con una pluralidad
de sensores que miden el pH, temperatura, oxigeno, asi como un difusor de CO2, elementos
para la toma de muestras y en su centro la fuente de luz LED. Los sensores estan conectados,
como se describid anteriormente, a la tarjeta de adquisicion de datos del sistema embebido,
lo que permite monitorear en tiempo real las sefiales eléctricas en el medio de cultivo, lo que
lo diferencia de otros desarrollados anteriormente. A continuacion, la Figura 6 muestra los
componentes que componen el fotobiorreactor.

il

Figura 6. Fotobiorreactor de crecimiento de microalgas con monitoreo en tiempo real de: pH, temperatura y
oxigeno disuelto (O,), control de intensidad luminica. (A) Difusor. (B) Soporte para sensores de pH,
temperatura y oxigeno disuelto. (C) Tapas de sensores (B). (D) sensor de pH. E) Sensor de oxigeno disuelto.
(F) Cubierta de fuente de luz LED azul. G) Fuente de luz LED azul. (H) Recipiente interno para fuente de luz.
(1) Tapones de PLA para toma de muestras e inyeccion de CO-. (J) Tapén de PLA para futuros accesorios. (K)
Recipiente externo para medio de crecimiento de microalgas. (L) Soporte para fotobiorreactor de 4 postes.
(M) Cubierta de acero inoxidable.
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La cubierta M esta destinada a la bodega del medio de cultivo de microalgas, asi como a la
colocacion de todos los accesorios (sensores de oxigeno disuelto, temperatura, pH, manguera
de muestreo, manguera de entrada de dioxido de carbono que conectara con un difusor y
finalmente la fuente de luz LED). En el centro de la tapa B, se coloco la fuente de luz LED
azul, que proporciona la energia luminica necesaria para realizar la fotosintesis y donde se
puede variar el tipo de fotoperiodo ademas de la intensidad.

A través del programa de interfaz gréfica, es posible modular la intensidad de la luz de tal
manera que pueda adaptarse al tipo de microalga que se pretende cultivar, ya que no todas
las variedades de estos seres fotosintéticos reaccionan de la misma manera a la exposicion. a
la luz, que no imita su uso a un solo tipo de microalgas.

Finalmente, se puede mencionar que la matriz de luces LED de la Figura 6 se inserté en un
tubo de vidrio Pyrex® llamado "tubo interno” el cual lo protege de dafios debido a la
inmersion de la fuente de luz en el medio de cultivo, lo que provocaria un corto circuito. A
su vez, este tubo interno se coloca dentro de un “recipiente externo™ con una capacidad de 10
L del mismo material (vidrio Pyrex®) que contendrd el medio de crecimiento de las
microalgas, contendra un difusor para la microburbuja de CO>, la microalga y sensores para
la deteccion de sefiales bioquimicas.

Una vez disefiado el fotobiorreactor, la adquisicion de los diferentes sensores, asi como los
materiales de acero inoxidable, vidrio Pyrex® y la tarjeta de adquisicion de datos del sistema
embebido, se inicid la fabrica y la instrumentacion.

8.1.2 Instrumentacion

Para detectar las variaciones de respuesta en el fotobiorreactor y traducirlas fue necesario
adquirir la tarjeta del sistema embebido que, a través del voltaje medido por sensores de pH,
temperatura, oxigeno disuelto e intensidad de luz, es posible monitorear las condiciones en
tiempo real.

La tarjeta del sistema incorporado es una entrada analdgica (Al), salida analdgica (AO),
entrada y salida digital. Esta tarjeta se conecta al ordenador de alimentacion a través de USB
y conexion inalambrica (WiFi). Los conectores de cuenta A y B del puerto de expansion
(MXP). Ya dentro del programa grafico se distinguen las sefiales con el nombre del conector
CONNECTORA/DIIO1 y CONNECTORB/DIIO1. Los conectores o entradas analdgicas
pueden trabajar en un rango de 0 a 10 voltios, lo que conecta los sensores necesarios para el
fotobiorreactor.

Una vez reconfortada la tarjeta y conectada a una computadora la cual a traves de la interfaz

gréafica del programa se le podia mostrar el voltaje detectado con multiples sensores los cuales
eran los siguientes.
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Termopar

El termopar utilizado tiene conexiones marca CEIV con didmetro de bulbo de 3/6” y
extension de cable de 1 m, su revestimiento es de fibra de vidrio y el revestimiento exterior
del cable es de malla metalica que puede resistir temperaturas de hasta 5000 °C. Para realizar
la conexién del termopar fue necesario disefiar y construir el circuito para detectar la
variacion de voltaje en la tarjeta del sistema embebido para lo cual se utiliz6 el siguiente
disefio para la construccion de la placa electrénica de la Figura 7.

AMPLIFICADHK: A
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TERMOPFAR + 1 [N
THLOK K12
THLOK-LE L 448

ALIMENTACHON T
¥

Pl

TELOCK-1Y

Figura 7. Circuito disefiado para conexién de termopar y tarjeta de adquisicion de datos del sistema embebido
en fotobiorreactor para crecimiento de microalgas.

El termopar es alimentado por la fuente de alimentacion a 24 voltios y desde este sensor se
conectan en serie los demas sensores utilizados en el fotobiorreactor.

Electrodo para oxigeno disuelto (O>)

El sensor utilizado para la deteccion de oxigeno disuelto en medio acuoso fue un sensor de
oxigeno disuelto SEN0237-A de lamarca DFROBOT compatible para Arduino el cual
contiene 3 conexiones; GND, VCC y una salida analdgica, su rango de deteccién es de 0 a
20 mg/L. Las conexiones son de tipo BNC y funciona a 5 voltios. A través de este sensor es
posible realizar las mediciones en mg/L y %. Por otro lado, este sensor ya cuenta con su
tarjeta electronica de fabrica por lo que no es necesario el disefio de la circuiteria, por lo que
Unicamente se realiz6 la conexion directamente al puerto CONNECTORB/DIIOL para su
calibracion en el programa grafico y posteriormente su validacion.

Electrodo para pH

Este electrodo es de la marca HANNA Instruments modelo HI 2211 pH/ORP Meter que fue
calibrado con tampones comerciales de la marca SIGMA para pH de 4 y 7. Funciona a 12
voltios y cuenta con entrada analégica BNC compatible con la tarjeta de adquisicion de datos.
Para la instrumentacion se conecto directamente este sensor al puerto CONECTORB/DIIO1
de la tarjeta, asi como una fuente de alimentacién a 24 volts, la cual alimenta a todos los
sensores del fotobiorreactor, una vez conectados se registraron las variaciones de voltaje a
través del programa de interfaz grafica y con ellas se construy6 una curva de calibracién que
se describird mas adelante para poder hacer las lecturas en tiempo real del pH.
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Intensidad de luz

Para la fuente de luz LED del fotobiorreactor fue necesario disefiar y construir la placa
electronica con la cual se realizara la variacion de intensidad luminica (Luxes) a través del
programa grafico, por lo que a continuacion se presenta el diagrama correspondiente en la

Figura 8.
MY @

6t

TREMEL THRS L

Figura 8. Circuito disefiado para la conexion de la fuente de luz LED vy la tarjeta de adquisicion de datos del
sistema integrado en el fotobiorreactor para controlar la intensidad de la luz medida en Luxes durante el
crecimiento de las microalgas.

La tarjeta eléctrica de la fuente de luz LED se conectd directamente al puerto N de la siguiente
Figura 9y de esta forma la variacion la pudo realizar el usuario a través del programa gréfico.

8.1.3 Configuracion experimental
Disefio
Cada una de las partes que componen el fotobiorreactor fueron ensambladas y conectadas a

los distintos sensores para su validacion y comenzar con la cinética de crecimiento
exploratoria. La disposicion del equipo fue la siguiente como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Diagrama de ensamblaje general de los componentes metalicos, de vidrio y eléctricos del
fotobiorreactor para el crecimiento de microalgas con monitoreo en tiempo real para la optimizacion de los
rendimientos de metabolitos primarios y secundarios.

36



La Figura 9 muestra que la etiqueta A es la corriente que alimenta la fuente de alimentacion
de 24 voltios para los sensores del fotobiorreactor. La etiqueta E indica la fuente de
alimentacion de 24 voltios para los sensores, esta corriente se indica en la etiqueta F, que
alimenta directamente al sensor de temperatura en color rojo (K), este a su vez se conecta al
sensor de pH (M) y al circuito para regulacion de la intensidad luminosa (N). El sensor de
oxigeno disuelto (L) funciona a 3.5 voltios y no est& conectado a la fuente de alimentacion,
se alimenta de la tarjeta del sistema integrada (H). Los sensores de temperatura, oxigeno
disuelto y pH (K, L y M) se conectan al puerto CONNECTORB/DIIO1 (I). En cuanto al
regulador de luz, se conecta directamente al puerto G de la tarjeta del sistema integrado (H).
La tarjeta del sistema embebido (H) es alimentada por una fuente J y las sefiales detectadas
son enviadas (B) a la computadora (C) donde son procesadas y almacenadas para su
tratamiento experimental de esta manera se instrumento el fotobiorreactor comprobando las
sefiales detectadas en el programa de interfaz grafica y teniendo un registro de las sefiales
medidas en un intervalo de 1 s para su posterior tratamiento experimental.

Como se menciono, las sefiales detectadas por los distintos sensores han sido validadas y es
posible comenzar con cinéticas exploratorias para microalgas.

8.1.4 Aplicacion experimental bioquimica

Para comenzar con la cinética microbiana de las microalgas, es necesario preparar el medio
de crecimiento acuoso 3N-BBM+V adicionado con nitrato de sodio como sustrato y
esterilizarlo a 20 psi y 120 °C por un tiempo de 15 min. El medio de cultivo preparado para
el fotobiorreactor se encuentra en un volumen de 7.5 L, se coloca en el vaso externo (Figura
6 letra K) y se introduce en la autoclave para su esterilizacion. Una vez que el medio de
crecimiento esté listo, los siguientes componentes se esterilizan en las mismas condiciones;
recipiente interno para la fuente de luz LED azul (Figura 6 letra H), tornillos para sujetar los
sensores de pH y oxigeno disuelto (Figura 6 letra B), tapa de acero inoxidable (Figura 6 letra
M), difusor de acero inoxidable (Figura 6 letra A) , tapas de tornillos de acero inoxidable
para los sensores de pH, temperatura y oxigeno disuelto (Figura 6 letra C), mangueras para
difusion y muestreo de COy, filtro de COg, tornillos metalicos. Por otro lado, con el uso de
una campana de flujo laminar y luz ultravioleta se esterilizan los componentes del
fotobiorreactor que son sensibles a la temperatura; sensor de pH, oxigeno disuelto, sensor de
temperatura con clip Figura 6 letras B, D y E) y sellos plasticos para las tapas de los sensores
de acero inoxidable y fuente de luz LED azul (Figura 6 letra G).

Una vez que el material estéril esta listo, cada uno de los componentes se colocé en la
campana de flujo laminar con luz ultravioleta de la siguiente manera:

1. Elvaso exterior se coloco sobre el soporte de acero inoxidable a 4 postres para seguir
afiadiendo los 7.5 L de medio.

2. Se introdujo el difusor de acero inoxidable al que se debe conectar por la parte
superior una manguera de latex y el filtro de CO..

3. Los sujetadores de acero inoxidable para los sensores de pH, temperatura y oxigeno
disuelto estan unidos a la tapa de acero inoxidable. Con la ayuda de cubiertas de acero
inoxidable para estos tres sensores y tornillos se fijan a la cubierta.
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4. Bajo presion se colocaron los sensores de pH y temperatura. En el caso del sensor de
temperatura, no es necesario ya que ya viene fijado al sujetador de acero inoxidable.

5. Las mangueras de latex para muestreo y para inyeccion de CO2 se colocaron en los
pequefios orificios.

6. Latapa se coloco en el recipiente exterior.

7. Por el orificio central se introdujo el preinoculo con microalgas para que comience el
crecimiento.

8. El tubo interno para la fuente de luz LED azul se colocd y sujet6 con la ayuda de la
tapa y los tornillos de acero inoxidable.

9. Finalmente, se colocd la fuente de luz LED vy se retir6 la campana de flujo laminar
para conectar los sensores al gabinete electronico e iniciar el programa de monitoreo
de la cinética microbiana.

Para comenzar a monitorear una vez que la computadora esté encendida, se hace clic en el
icono del programa LabVIEW vy selecciona el proyecto titulado "Fotobiorreactor”. A
continuacidn, se conecta la tarjeta de adquisicién de datos a la computadora y se encienden
los sensores a través de la fuente de alimentacidn de 24 voltios. Una vez detectada la tarjeta
por el ordenador, se abre la interfaz disefiada en la que se registra en tiempo real el
comportamiento del pH del medio, la temperatura y la concentracion de oxigeno disuelto
(expresado en % y en mg/L). Esta interfaz permite ajustar la intensidad de la luz LED azul
en un rango de 0 a 1100 Iimenes y ademas cuenta con una salida de datos en forma de tabla
donde se concentran los datos adquiridos en tiempo real en un intervalo de tiempo por
segundo (s). Tan pronto como se detiene el programa con el boton "STOP", se abre
automéaticamente un documento con extension ".xIsx" donde se concentran todos los datos
adquiridos y, por lo tanto, se guardan, analizan o exportan.

Una vez finalizada la cinética microbiana, se cierra el programa “LabVIEW?”, se desconecta
la tarjeta de adquisicion de datos del puerto USB de la computadora, se enciende la fuente de
alimentacion de los sensores.

El fotobiorreactor instalado y listo para el crecimiento de microalgas tiene un aspecto como
el de la siguiente Figura 10.
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Figura 10. Aspecto final del fotobiorreactor. (A) Gabinete con componentes electrénicos. (B) Fuente de
alimentacion de 24 voltios. (C) Tarjeta de adquisicion de datos. (D) Arreglo electronico para sensor de
temperatura. (E) Arreglo electrénico para sensor de oxigeno disuelto. (F) Arreglo electrénico para sensor de
pH. (G) Disposicion electronica para la regulacion de la intensidad de la luz. (H) Fotobiorreactor montado
con sensores de monitoreo en tiempo real y fuente de luz LED azul.

8.1.5 Calibracion
Temperatura

El primero de los sensores a calibrar fue el termopar (sensor de temperatura) para lo cual se
obtuvo una solucion estandar de agua destilada, la cual con ayuda de bafios de hielo y
calentamiento sobre rejilla magnética se realizaron variaciones de temperatura. Las
variaciones de temperatura se realizaron en un rango de 0 a 90 °C, el limite superior se debid
a que a partir de esta temperatura el agua comenzo a hervir. Los incrementos fueron graduales
+2 °C. Las pruebas se realizaron por triplicado y las respuestas detectadas en la variacién del
voltaje se presentan en la siguiente Figura 11.
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Figura 11. Curva de calibracion de sensor de temperatura en fotobiorreactor para crecimiento de microalgas
monitoreado en tiempo real. n=3, a=0,05.

Como se puede observar en la Figura 11, los datos tienen un comportamiento lineal e incluso
la variacion entre cada uno de los muestreos es estadisticamente similar ya que las
desviaciones estandar son muy cercanas a las medias de cada dato. Al calcular el valor de r?
para la correlacidn de Pearson fue de 0.994, por lo que la sefial es detectada y traducida tanto
por la tarjeta, como en el programa grafico, por lo que la medicion es confiable. Con la
ecuacion obtenida se logrd estimar y monitorear la temperatura ya que el termopar fue
sometido a solucion de problemas de agua destilada y en todos los experimentos se logro
tener una medicion correcta en tiempo real.

Oxigeno disuelto (O2)

Para la calibracién del sensor de oxigeno disuelto se utilizan muestras de agua destilada
donde se sabe que el agua alcanza naturalmente una saturacion del 20% de oxigeno en el
medio (Silva & Palma, 2006) y que, al ser sometida a altas temperaturas sin llegar a
evaporarse, se elimina el oxigeno disuelto, por lo que la concentracion seria igual al 0%. Este
porcentaje se refiere al oxigeno disponible en el agua cuando se disuelve, no implica los
atomos que componen la molécula de agua (Maldonado-Ocampo et al., 2005). Por otro lado,
a medida que el agua pasa por un proceso de agitacion, se le va incorporando oxigeno al agua
hasta llegar a la saturacion, es decir, al 100%. Para saber cuél seria la saturacion de oxigeno,
las muestras se sometieron a agitacion bajo una parrilla eléctrica con agitador magnético, con
lo cual se informo el cambio de voltaje a medida que pasaba el tiempo de agitacion y se
detenia hasta que el electrodo no presentaba cambios significativos, con lo cual se supuso
que ya se habia alcanzado la saturacion de oxigeno en el medio. Los intervalos de tiempo
para tomar la muestra de voltaje a medida que se agitaba el agua destilada fueron cada
minuto. Los datos obtenidos tuvieron un comportamiento como los de la siguiente Figura 12;
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Figura 12.Curva de calibracion de sensor de oxigeno disuelto (O) en fotobiorreactor para crecimiento de
microalgas monitoreado en tiempo real. n=3, a=0,05.

El coeficiente de regresion de Pearson tuvo un valor de r? de 0.985, con lo cual se pueden
realizar buenas estimaciones en muestras de concentracion desconocida. De manera similar,
con la ecuacion de la Figura 12 generada, se continu6 colocando en el programa grafico
dentro del algoritmo y se obtuvieron las medidas correctas al leer las muestras del problema.

pH

El sensor de pH, en el cual se construy6 una serie de diluciones a través de soluciones buffer
estandar marca SIGMA donde se vario el pH en incrementos de 0.5 partiendo desde una
solucidn buffer de 1 hasta un rango mayor de 11.5. La razdn de no trabajar con una escala de
1 a 14 para la curva de calibracion de pH fue porque la experimentacion en el crecimiento de
microalgas, y especificamente de un modelo bioldgico de C. vulgaris, el pH éptimo para el
crecimiento es 10 por lo que no es necesario preparar buffers alcalinos arriba de 12, ya que
no son necesarios e implica un gasto adicional para el proceso operativo debido a que en la
curva se utilizaron buffers marca Golden-Bell. A continuacion, se muestra la referencia que
se agrego al trabajo donde se indica el pH éptimo de la microalga. Los diferentes tampones
a los que debian prepararse se realizaron utilizando tampén de fosfato monobaésico y
etilamina. Los voltajes registrados en el sensor conectado a la tarjeta de adquisicion de datos
fueron los siguientes en la Figura 13:
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Figura 13.Curva de calibracion de sensor de pH en fotobiorreactor para crecimiento de microalgas
monitoreado en tiempo real. n=3, a=0,05.

Mediante una regresion lineal y con la estimacidn del valor r? en la correlacion de Pearson
se obtuvo un valor de 0.998, con lo cual se indica que el voltaje detectado tiene relacion
directa con el tipo de solucion a un pH determinado y por lo tanto se puede estimar el pH de
alguna solucion de pH desconocido.

De esta manera, el pH de las soluciones desconocidas, asi como tampones estandar de
laboratorio, podria medirse correctamente en tiempo real a través del programa de interfaz
gréfica.

Intensidad de luz

La intensidad de la luz a la que se va a trabajar la cinética de crecimiento de las microalgas
la determina el usuario, la medicion de los Luxes emitidos por la fuente de luz LED azul se
realizd a través de un Medidor de Luz Digital de lamarca MASTECH (MS6612) para lo cual
se tomaron medidas en cuatro puntos de la fuente de luz; delantero, lateral derecho, lateral
izquierdo y trasero. Se tomaron medidas en un punto alto y bajo de cada una de las tiras de
luz LED y las medidas se hicieron con variaciones del ciclo de trabajo de +£0.05 trabajando
en un rango de 0 a 1 ciclo de trabajo. Los resultados de la curva de calibracion a través de la
medicion del modo se presentan en la Figura 14.
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Figura 14. Curva de calibracién de intensidad de luz en fotobiorreactor para crecimiento de microalgas
monitoreado en tiempo real. n=3, a=0,05.

La calibracién se realizé offline debido a que para aislar la fuente de luz de cualquier emision
externa se construyo un cilindro de plastico con el cual se realizaron diferentes mediciones
como se menciona en el apartado de materiales y métodos; sin embargo, una vez operando
el reactor online se debe medir la intensidad donde no se tendran variaciones a menos que, a
través del software del equipo, se indiquen las condiciones de trabajo.

Como se puede observar, el valor de r? en la correlacion de Pearson fue de 0.998, lo que
permite que se pueda programar el programa grafico para que el usuario configure los Luxes
de trabajo y el programa realice ajustes a los ciclos de trabajo correspondientes.

De esta forma se instrumento el fotobiorreactor comprobando las sefiales detectadas en el
programa de interfaz gréfica y teniendo un registro de las sefiales medidas con un intervalo
de 1 s para su posterior tratamiento experimental.

Dentro del andlisis previo que se ha realizado sobre la construccion del fotobiorreactor, se
pueden mencionar diferentes trabajos en los que no se ha encontrado ningln invento similar
al propuesto en este trabajo. Para ello se realizaron busquedas en la base de datos de obras
en busca de patentes o que hayan sido registradas como patentes. Los inventos son los
siguientes:

“Dispositivo de iluminacion para biorreactores”, con el que, debido a que se consigue una
distribucion de luz muy homogénea de alta intensidad en el fotobiorreactor cilindrico
mediante diodos emisores de luz SMD (tecnologia de dispositivos de superficie), con los que
el portador es directamente montado, que esta disefiado como una placa de circuito impreso.
El montaje directo junto con el disefio compacto de los LED SMD permite un montaje muy
denso, preferentemente superior al 30%, de forma especialmente preferente superior al 60%,
cuando se utilizan placas multicapa incluso hasta un 75% de cobertura de la superficie del
soporte. con LED. Por ejemplo, se pueden usar LED de color blanco calido con un espectro
similar a la luz solar, posiblemente en combinacion con LED de colores o LED que emiten
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en el rango UV. Mediante el uso combinado y el control asistido por ordenador de LED
monocromaticos y de espectro blanco similar a la luz solar, se pueden generar diferentes
intensidades y espectros de luz. Con el dispositivo de iluminacion externo en las paredes
transparentes del reactor, se puede lograr una distribucién de luz casi homogénea dentro del
reactor (también) radialmente.

Por otro lado, el trabajo el registrado por Aramanco services CO, propone una invencion
referente a un fotobiorreactor con diodos emisores de luz (LED) pulsantes para la fotofijacion
rentable de didxido de carbono (CO>). Preferiblemente, los LED emiten luz de foco estrecho
auna longitud de onda de 660 nm para optimizar el secuestro de didxido de carbono mientras
se minimizan los costos de energia y aumenta la fotosintesis de algas (Aramanco services
CO, 2021). Ademaés, también se puede mencionar el trabajo titulado ‘“Fotobiorreactor
multicapa tipo cilindro”, donde se propone un multifotobiorreactor cilindrico para el cultivo
masivo de microalgas. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un
fotobiorreactor para el cultivo masivo de microalgas que utiliza una fuente de luz en forma
de placa o circular que consiste en un diodo emisor de luz (LED), un diodo emisor de luz
organico (OLED) y una fuente de luz flexible. -diodo emisor (LED), que son delgados para
minimizar el volumen y altamente eficientes energéticamente (Inha Ind Partnershio inst.,
2021).

Por lo tanto, el objeto de la presente invencion es proporcionar un fotobiorreactor cilindrico
que sea mas delgado que una fuente de luz como una lampara LED esférica o una lampara
fluorescente, que tenga una alta productividad por volumen y que pueda satisfacer varias
condiciones de aplicacion. La fuente de luz cilindrica esta hecha de un LED flexible (diodo
emisor de luz flexible). Es preferible que la forma exterior de la camara de reaccion sea
cilindrica. Ademas, la fuente de luz cilindrica se puede apilar una 0 mas en la camara de
reaccion. Si bien la invencién no ha sido comparada en su totalidad con otros trabajos
existentes en cuanto a la produccién de biomasa o de algunos otros metabolitos, lo cierto es
que reuniendo todas las condiciones para un crecimiento éptimo en el equipo y colocando
los sensores en los lugares indicados brindan un correcto seguimiento de las condiciones de
crecimiento y logra que existan altos niveles de produccion ya que las condiciones de trabajo
mixotroficas que es la condicion éptima de crecimiento que sumado a la morfologia del
equipo ayudara en ello. Previo a este trabajo se ha realizado un trabajo a nivel de matraz en
nuestro equipo de trabajo donde el medio de cultivo es heterétrofo y se ha observado que con
las condiciones trabajadas se han encontrado rendimientos significativos en comparacion con
los existentes actualmente, por lo que se espera que, al pasar de una experimentacion a nivel
de matraz a un nivel de fotobiorreactor con la construccion, los niveles de respuestas
aumenten y por lo tanto sean competitivos.

De la misma manera, se tiene un fotobiorreactor para la produccion en masa de microalgas
utilizando fuente de luz en forma de placa de alta eficiencia energética donde la invencidn es
un fotobiorreactor para la produccion en masa de microalgas, en el cual LED (light emitting
diode), OLED (organic light diodo emisor) y el LED flexible esta equipado en un sustrato
para transmitir la luz de manera eficiente y permitir el cambio de la fuente de luz. Ademas,
podemos hablar de un fotobiorreactor con deflectores provistos integralmente de fuente de
luz interna para el cultivo de microalgas en alta densidad” (registro KR101043583B1) donde
la invencién se relaciona con un fotobiorreactor para el cultivo de microalgas en alta
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concentracion, y mas particularmente, para un fotobiorreactor para mejorar la eficiencia de
agitacion de una fuente de luz interna hecha de un LED (diodo emisor de luz) para mejorar
la eficiencia de utilizacion de la luz y la biomasa de gas y microalgas la presente invencion
se refiere a un fotobiorreactor en el que se forma integralmente un deflector para maximizar
eficiencia del cultivo microbiano.

Por ultimo, se puede hacer referencia al trabajo realizado por Honda et al, que desarroll6 un
fotobiorreactor de alta eficiencia para microalgas bajo un sistema de intercambio de gases
para una central térmica y donde se compara este equipo con uno abierto. tanques al aire
libre. La innovacion del equipo disefiado es que cuenta con una fuente de luz artificial central
que busca tener un mayor rendimiento en el crecimiento de microalgas, asi como poder
regular y ajustar la concentracion de CO> para intercambiar este gas con O para realizar un
metabolismo mixotréfico. La fuente de luz artificial fue fibra Optica, generando un equipo
eficiente y econdmico; sin embargo, se menciona que las dimensiones del equipo son
pequefias. La intensidad de la luz aplicada fue de 1000 lux y como resultado se concluyé que
se logro el intercambio de gases CO2 y O en el proceso de crecimiento de la microalga
Chlorella pyrenoida, generando un gasto 100 veces mayor que los cultivos al aire libre, por
lo que se puede ser un proceso que implique un gasto energético pero que logre un
crecimiento adecuado de las microalgas. Con base en esto, se reafirma que el disefio del
equipo descrito en este trabajo presenta caracteristicas que pueden brindar un crecimiento
adecuado y con resultados positivos significativos para el crecimiento de las microalgas ya
que, por mencionar algunas caracteristicas, el equipo también cuenta con una alimentacion
de COz para el crecimiento mixotrofico y trabajando bajo una intensidad de luz recomendada
como se describe en el trabajo ya que el fotobiorreactor disefiado para este trabajo va de 0 a
1120 lux (Honda, 2019).

Como se puede apreciar con los antecedentes encontrados, la disposicion y tipo de sensores
para el disefio del fotobiorreactor en este trabajo es alentador para su uso a nivel industrial y
no existe nada similar que permitiera la recién otorgada IP en el " categoria de modelo de
utilidad".
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8. 2 Cinéticas microbianas a nivel matraz

Como primera parte del trabajo doctoral se llevé a cabo el disefio y aplicacion de un disefio
de experimentos de cribado a dos factores con dos puntos centrales, en donde se evaluaron:
el tipo de sustrato, concentracion de sustrato y tipo de fotoperiodo (tiempo de exposicion a
la luz). Como sustratos se utilizaron acetado de sodio y glicerol. En cuanto a las
concentraciones trabajadas se tomaron, para acetato de sodio 0.0005 g/L, 0.0010 g/L y 0.0015
g/L. Para glicerol se trabaj6 a 0.27 g/L, 0.33 g/L y 0.44 g/L. Los tipos de fotoperiodos fueron
dos: el primero corto a 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad (8:16) y el segundo inverso, es
decir, 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. El total de corridas experimentales fueron de 8
para cada sustrato, haciendo un total de 16 y en donde cada experimentacion fue realizada
por triplicado de manera aleatoria en una sola fase o desarrollo de experimentos, un solo
bloque.

Lo primero que se presenta para analisis el crecimiento celular, el cual esté representado por
la cantidad de células nuevas formadas a lo largo de las cinéticas microbianas. Las cinéticas,
como se menciond anteriormente, se iniciaron bajo una concentracion celular de 50x10°
células/mL y de alli se comenzo con el conteo bajo microscopio en la camara de Neubauer.
El comportamiento se presenta en la siguiente Figura 15.

2.2 - ® #

»i

1.8 a = &

Log, [Cellsnd]

Log, [Callsmi]

1.6 - =
1.4 -

1.2

T T T r T T T T T T ,
T T T T T T T T T T !
0 24 48 72 9 120 144 168 192 216 240 264 e 24 48 Tz 96 120] 244 168 192 216, 240: 208

Time (h) Time (h)
-] n ]
2.8 2.8 -
2.6 | 2.6 |
2.4 4 L 2.4 o
= ) =
S 224 ol = a o 'E 2.2 &
] 5 = = &
% 2.0 4 ¥ g 2.0 4 a
1 a
= s = 4 5 O Mozl = = g
S 5 - & % Py - = & Y = -~ e P Py » a a P S - -
CIE X en
1.4 1.4
1.2 1.2
1.0 T T T T T T T T T T ) 1.0 T . T T T r T T T T 1
L 24 48 72 o6 120 144 168 192 216 240 264 o 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
Time (h) Time (h)

Figura 15. Crecimiento celular de C. vulgaris en medio fotoheterotréfico: (A) acetato de sodio en fotoperiodos
de 8 horas de luz y 16 de oscuridad; (B) acetato de sodio en fotoperiodos de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.
00,0005 g/L, 0,001 g/L y A0,0015 g/L concentracion de acetato de sodio; (C) glicerol en fotoperiodos de 8
horas de luz y 16 horas de oscuridad; (D) glicerol en fotoperiodos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
00.27 g/L, 0.33 g/Ly A0.44 g/L de concentracion de glicerol.
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Con base en la Figura 15, se puede observar claramente que bajo la condicion de acetato de
sodio, y bajo las tres condiciones de concentracién, hubo un incremento en el nimero de
células iniciales llegando a la fase exponencial alrededor de la hora 96, entrando a la fase
estacionaria alrededor de la hora 144, y tomando un tiempo de adaptacion de alrededor de 72
h, por lo que se puede decir que esta condicion de crecimiento permitié a C. vulgaris activar
su metabolismo luego de un periodo de 3 dias. Comparando el fotoperiodo con acetato de
sodio bajo 8 h de luz, con respecto a las tres condiciones de concentracion de sustrato, el
mayor valor de LoglO se obtuvo en la hora 168, siendo 2.16, 2.02 y 1.96 para las
concentraciones de 0.0005, 0.001 y 0.0015 g/ L, respectivamente; luego de realizar una
prueba de ANOVA de una via, se encontr6 que, en este momento, hubo diferencias
significativas, y que la mejor condicion fue bajo una concentracion de 0.0005 g/L. El valor
de r? fue 0.998. Para el fotoperiodo de 16 h de luz al mismo tiempo, 168 fue donde se encontrd
el mayor valor de Log10, siendo de 2.37, 2.37 y 2.52 para la concentracion de 0.0005, 0.001
y 0.0015 g/L, respectivamente. Las dos primeras condiciones; sin embargo, fueron
estadisticamente iguales, siendo diferente solo la concentracion mas alta. El valor de r? para
este ANOVA unidireccional fue 0,999. Por lo tanto, se puede decir que, para este fotoperiodo,
hubo un efecto igualmente positivo para las condiciones mas bajas y medias en la
concentracion de sustrato, pero para una concentracion mas alta de sustrato, hubo una
inhibicion del crecimiento celular.

Finalmente, para analizar si el tipo de fotoperiodo influia en el crecimiento celular, se
tuvieron en cuenta los puntos de maximo crecimiento celular en el mismo tiempo de
crecimiento (168 h), y se observo que, estadisticamente, las condiciones eran diferentes,
excepto por la condicion de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a una concentracion de sustrato
de 0,0005 y 0,001 g/L de acetato de sodio; sin embargo, estas fueron las condiciones con
mayor crecimiento celular, por lo que se puede decir que el tipo de fotoperiodo influyé en el
crecimiento celular y que las que tuvieron una mayor prolongacién en el tiempo favorecieron
el crecimiento celular en C. vulgaris. El valor Prob>F fue <0.0001, con un valor ANOVA
r? de 0,999. La explicacion de que el comportamiento sea constante o lento en la hora 144 se
debid a que si ya hubo una disminucién en el consumo de sustrato, como se vera en la figura
17A; el comportamiento coincidié con la disposicion del sustrato diluido: cuando menos
estaba disponible para la microalga, su crecimiento exponencial dej6 de aumentar, y ni
siquiera hubo una fase exponencial marcada, como se observa en la Figura 15(B). De la
misma manera, esto se aplicaba al efecto del fotoperiodo, ya que era un factor inductor de la
actividad metabdlica para el crecimiento celular. En el caso de la concentracion de 0.0005
g/L, a la hora 144 la disponibilidad de sustrato fue minima, como se vera en la Figura 17(A);
este valor bajo puede deberse a la falta de consumo de acetato de sodio y, por lo tanto, no se
promovio el crecimiento.

En cuanto a la condicion de glicerol, solo bajo la condicion de 0.27 g/L después de un
fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad hubo un crecimiento significativo, comenzando
el paso exponencial a la hora 96 y alcanzando la fase estacionaria a la hora 168. En cuanto al
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, hubo crecimiento tanto en las condiciones de
0.27 como de 0.33 g/L, comenzando la fase exponencial en la hora 72, y alcanzando el
maximo crecimiento celular en la hora 168, cuando se observd la fase estacionaria, por lo
que se puede decir que la saturacion del medio con glicerol a 0.44 g/L inhibi el crecimiento
celular. En cuanto al analisis comparativo, mediante el ANOVA de una viay el analisis HSD
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de Tukey-Kramer, el valor de r?> para el ANOVA fue de 0.994 con un valor de Prob>F
<0.0001, por lo que hubo diferencias significativas. Con el anélisis HDS de Tukey-Kramer
se pudo identificar que el glicerol se encuentra en una concentracion de 0.33 y 0.44 g/L
después de un fotoperiodo corto (8 h de luz), y la condicion de 0.44 g/L después de un
fotoperiodo largo (16 h de luz), no fueron significativamente diferentes, ya que no hubo
division celular. La condicion que favorecio el crecimiento; sin embargo, fue la de 0.33 g/L
de glicerol en fotoperiodos prolongados. Ademas, el resto de las condiciones experimentales
fueron estadisticamente diferentes; por lo tanto, el tipo de fotoperiodo, asi como la
concentracion y el tipo de sustrato son relevantes para el crecimiento de C. vulgaris.

En este estudio, buscabamos un aumento en la cantidad de nuevas células formadas, ya que
este era un estudio destinado a servir como base en la cinética de crecimiento a nivel del
fotobiorreactor; de esta forma, a mayor numero de células, se podra tener una mayor
concentracion de metabolitos sintetizados, si se encuentran los factores que promuevan dicha
sintesis, ya que puede haber células grandes (biomasa), pero no necesariamente tienen una
mayor sintesis de pigmentos. Lo anterior se desprende de lo observado en un estudio de Kong
et al. a partir del afio 2020, en el que hubo un aumento en la cantidad de biomasa generada,
pero disminuciones significativas en la cantidad de pigmentos en C. vulgaris (EI-Sheekh et
al., 2019).

Para la cinética se decidio iniciar con una concentracion de 50x108 células/mL, ya que la
cinética se inici6 con concentraciones de 10x10° células/mL, 20x10° células/mL y 30x10°
células/mL en estudios exploratorios previos, pero al momento del muestreo, no se obtuvo
una cantidad significativa observado habia un nimero considerable de células en la camara
de Neubauer, por lo que las tomas de muestras de exploracion indicaron una concentracion
mas baja que las iniciales, y habia demasiada variacién en el recuento de células. Con una
concentracion de 50x108 células/mL, este recuento se observé mejor. Las Figuras 15(B), (D)
muestran el comportamiento en las fases cinéticas, ya que se observéd el efecto del
fotoperiodo. Creemos; sin embargo, que el nimero de células no fue mayor porque el sustrato
inorganico era limitante, y esto se reafirmd como se muestra en la Figura 17. Para este estudio
se buscaron condiciones de optimizacion, es decir, una cantidad baja de sustrato, pero
suficiente para promover el crecimiento celular, asi como promover la sintesis de metabolitos
debido a la condicion de estrés.

Para el segundo pardmetro a analizar se presenta el comportamiento de la biomasa en la
siguiente Figura 16.
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Figura 16. Biomasa de C. vulgaris bajo crecimiento fotoheterotréfico: (A) acetato de sodio en fotoperiodos de
8 horas de luz y 16 de oscuridad; (B) acetato de sodio en fotoperiodos de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.
00,0005 g/L, 0,001 g/L y A0,0015 g/L concentracion de acetato de sodio, (C) glicerol en fotoperiodos de 8
horas de luz y 16 horas de oscuridad; (D) glicerol en fotoperiodos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
00.27 g/L, 0.33 g/L y A0.44 g/L de concentracion de glicerol.

Las Figuras 16(A), (B) muestran que se observo una disminucion de la biomasa con respecto
a la biomasa inicial, lo que puede deberse a que, si se compara con la Figura 15, se presento
un crecimiento celular, pero no un crecimiento o agrandamiento de las células
individualmente; por lo tanto, bajo la técnica de peso seco, no se permitié una alta
sensibilidad donde se detectaron por su peso las pequefias y numerosas células nuevas
formadas. Adicional a esto, se observd que, durante los dias de cinética, el medio se tornaba
verde, y habia tramos donde se presentaba un agrupamiento de células en forma de racimos,
por lo que, al momento de tomar la muestra para peso seco, no hubo un muestreo uniforme
de material celular, a pesar de que el crecimiento se produjo bajo agitacion. Con los datos
obtenidos; sin embargo, fue posible calcular la cantidad de biomasa en el matraz y el grado
en que se podria concentrar para formular y producir productos biotecnoldgicos, como se
puede ver en la Figura 15 la formacion de células.

Teniendo en cuenta la biomasa después de la fase exponencial de la Figura 15, se encontro
gue la mayor concentracion se alcanzo en el acetato de sodio después de las 8 h de luz, en la
hora 144, cercana a la hora en que se inici0 la fase estacionaria, y donde hubo una
concentracion maxima de 0.85, 1.15 y 1.03 g/L para la concentracion de 0.0005, 0.001 y
0.0015 g/L de sustrato, respectivamente. Para el acetato de sodio a las 16 h de luz, la
concentracion maxima se alcanz6 en la hora 168, siendo 1.63, 2.03 y 2.4 g/L para la
concentracion de 0,0005, 0,001 y 0,0015 g/L de sustrato, respectivamente. Con estos datos
se realizé un analisis ANOVA de una via, el cual tuvo un r? de 0.991, indicando diferencias
significativas entre las condiciones evaluadas; con la prueba Tukey-Kramer HSD se
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observaron diferencias significativas, en que el acetato de sodio a un fotoperiodo de 16 h de
luz logro la mé&xima concentracion, y con lo cual se puede apreciar que el tipo de fotoperiodo
y el tipo de sustrato tuvieron mayor efecto que la concentracion del sustrato. A pesar de ello,
se encontrd una concentracion maxima de biomasa a la hora 24, tras un fotoperiodo de 16 h
de luz, que fue de 3.825 g/L, por lo que seria interesante ver si en este momento se pueden
variar nuevos parametros que permitan aumento de este valor o para mantenerlo a lo largo
de la cinética experimental microbiana con disefios experimentales mas robustos.

En cuanto al comportamiento de la biomasa para glicerol en la Figura 16(C),(D), se puede
observar que no existio una linea ascendente en la cantidad de biomasa, tanto para el
fotoperiodo de 16 h de luz, como para el fotoperiodo de 8 h de luz, como en ambos casos los
valores oscilaron entre una concentracion de 1.2 g/L a 2.3 g/L; una prueba de Tukey-Kramer
HSD indic6 que no hubo diferencias significativas, por lo que en el glicerol no tuvo efecto el
tipo de concentracién de sustrato, ni el tipo de fotoperiodo.

El consumo de sustrato dentro de la cinética de crecimiento se comport6 de manera inversa
a la generacion de nuevas células, biomasa y productos; La Figura 17 muestra el
comportamiento observado:
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Figura 17. Consumo de sustrato de C. vulgaris bajo crecimiento fotoheterotrofico: (A) acetato de sodio en
fotoperiodos de 8 horas de luz y 16 de oscuridad; (B) acetato de sodio en fotoperiodos de 16 horas de luz y 8
de oscuridad. 00,0005 g/L, 0,001 g/L y A0,0015 g/L concentracion de acetato de sodio; (C) glicerol en
fotoperiodos de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad; (D) glicerol en fotoperiodos de 16 horas de luz y 8
horas de oscuridad. 00.27 g/L, 0.33 g/L y A0.44 g/L de concentracion de glicerol.
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Como se muestra en la Figura 17(A), (B), hubo un consumo significativo en las diferentes
concentraciones de sustrato. En la Figura 17(B) se puede apreciar una mayor disminucion.
Este comportamiento estuvo de acuerdo con lo observado en la Figura 15(B), que fue la
condicion experimental con mayor formacion de células. En la Figura 17(A), la disminucion
fue menos pronunciada, asi como los aumentos menores en las celdas de la Figura 15(A).
Con base en estas observaciones concluimos que el sustrato utilizado estaba siendo
consumido por las microalgas, para activar su metabolismo y promover su division celular;
cuando el acetato de sodio comenz0 a agotarse o limitarse fue cuando la microalga entr6 en
su estado estacionario. Con respecto al consumo de glicerol, se puede observar en la Figura
17(C), 17(D), que fue solo en la condicién de fotoperiodo prolongado, Figura 17(D), que
ocurrio una disminucion en la concentracion de glicerol, y que este mismo comportamiento
se invirtio, en cuanto al numero de células formadas, en la Figura 15(D). En cuanto a la
Figura 17(C) (fotoperiodo corto), se puede observar que en las condiciones de glicerol de
0.001 y 0.0015 g/L, las disminuciones fueron minimas, ya que no hubo condiciones que
favorecieran la induccién de actividad metabdlica en las microalgas, como se muestra en la
Figura 15(C), e iniciar el consumo de sustrato, de manera que el glicerol se mantuvo
constante o tuvo ligeras variaciones de concentracion a lo largo de la cinética. Con lo anterior,
se reafirmé el hecho de que el tipo de fotoperiodo, asi como el tipo de sustrato, influia
directamente en la activacién metabolica para el crecimiento celular.

En cuanto a los productos formados con actividad antioxidante, a continuacion, se presentan
las Figuras 18 y 19. La Figura 18 muestra la actividad antioxidante evaluada por el método
ABTS "y la Figura 19 muestra los resultados correspondientes a la actividad evaluada por el
método DPPH".
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Figura 18. Actividad antioxidante de C. vulgaris bajo crecimiento fotoheterotréfico con el método ABTS™: (A)
acetato de sodio en fotoperiodos de 8 horas de luz y 16 de oscuridad; (B) acetato de sodio en fotoperiodos de
16 horas de luz y 8 de oscuridad. 00,0005 g/L, 0,001 g/L v A0,0015 g/L concentracion de acetato de sodio;
(C) glicerol en fotoperiodos de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad; (D) glicerol en fotoperiodos de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad. 00.27 g/L, ©0.33 g/Ly A0.44 g/L de concentracion de glicerol.
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Figura 19. Actividad antioxidante de C. vulgaris bajo crecimiento fotoheterotréfico con método DPPH":(A)
acetato de sodio en fotoperiodos de 8 horas de luz y 16 de oscuridad; (B) acetato de sodio en fotoperiodos de
16 horas de luz y 8 de oscuridad. 00,0005 g/L, 0,001 g/L y A0,0015 g/L concentracion de acetato de sodio;
(C) glicerol en fotoperiodos de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad; (D) glicerol en fotoperiodos de 16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad. 00.27 g/L, ©0.33 g/L y A0.44 g/L de concentracion de glicerol.

La Figura 18 muestra una tendencia de comportamiento en los datos similar a la que se
muestra en la Figura 15; por lo tanto, se puede suponer que, a medida que aumenté el nimero
de células, hubo un aumento en la cantidad de metabolitos con actividad antioxidante
sintetizados y almacenados. Se realiz6 un andlisis bivariado, a traves de una correlacion de
Pearson, el cual establecio que el acetato de sodio, luego de un fotoperiodo de 8 h de luz y
16 h de oscuridad, tuvo un valor de r? de 0.46, 0.37 y 0.17 para concentraciones de acetato
de sodio de 0.0005, 0.001 y 0,0015 g/L, respectivamente; por lo que se pudo ver una
correlacion, pero no fue lineal, lo que puede deberse a que se favorecio la sintesis de otros
compuestos productos del metabolismo primario, y que esta condicion experimental no
provocé que las microalgas sintetizaran una gran cantidad. concentracion de metabolitos
secundarios con esta actividad, que protegian a la célula cuando estaba bajo estrés. Respecto
a lo observado en el acetato de sodio luego de un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad, se obtuvo un valor de r? de 0.91, 0.85 y 0.05 para la concentracion 0.0005, 0.001
y 0.0015 g/L, respectivamente, lo que indicO que esta situacion de estrés promovid un
aumento en la cantidad de metabolitos secundarios que protegian a la célula de la exposicién
a laluz. La condicion donde se observé una mejor correlacion fue bajo una concentracion de
0.0005 g/L, asi como 0.001 g/L, de acetato; por lo que se puede decir que estos fueron ideales
para inducir la sintesis de metabolitos con actividad antioxidante.

En cuanto al glicerol como sustrato, la correlacion de Pearson mostro que, tras un
fotoperiodo de 8 h de luz, el valor de r? de la relacion de metabolitos secundarios, con
respecto al nimero de células formadas, fue de 0.75, 0.05 y 0.02 para la concentracion de
0.27,0.33y 0.44 g/L, respectivamente; por lo tanto, solo la condicion de 0.27 g/L mostr6 una
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respuesta positiva en la formacion de estos metabolitos. El resto de las corridas
experimentales arrojaron pocos datos, ya que no hubo crecimiento celular en esas
condiciones. Por otro lado, luego de un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, se
obtuvieron los siguientes valores de r?: 0.80, 0.15 y 0.07 para la concentracion de 0.27, 0.33
y 0.44 g/L, respectivamente; por lo tanto, ocurrié algo similar a lo observado en el
fotoperiodo corto; sin embargo, se puede observar que hubo mayor linealidad en la condicion
de 0.27 g/L de glicerol, por lo que fue ideal para favorecer la formacion de estos productos
cuando se utilizo glicerol como sustrato.

Finalmente, respecto a la Figura 19, las correlaciones entre la actividad antioxidante y el
namero de células formadas en las diferentes condiciones experimentales fueron similares a
las indicadas en los parrafos anteriores; sin embargo, los resultados obtenidos entre la
actividad antioxidante medida a través del método ABTS™" y DPPH" fueron diferentes, ya
que el primero midié metabolitos lipofilicos e hidrofilicos, mientras que el segundo midio
solo metabolitos lipofilicos. Para la condicién de acetato de sodio, luego de un fotoperiodo
corto (8 horas luz), el valor de r? fue de 0.82, 0.59 y 0.55 para la concentracion de 0.0005,
0.001 y 0.0015, respectivamente; por lo tanto, nuevamente, la condicién que permitié una
mejor linealidad bajo estrés fue la condicion de 0.0005 g/L de acetato de sodio. En cuanto al
fotoperiodo largo (16 horas luz), los valores de r? fueron 0.78, 0.84 y 0.03 donde hubo una
mejor relacion en la sintesis de metabolitos lipofilicos e hidrofilicos en acetato de sodio como
sustrato a una concentracion de 0.001 g/L bajo un fotoperiodo largo (16 h de luz).

El glicerol, luego de un fotoperiodo de 8 h de luz (corto) con correlacién de Pearson tuvo
un valor de r? de 0.12, 0.04 y 0.06; por lo tanto, no hubo correlacion, bajo esta condicion, en
la sintesis de metabolitos lipofilicos e hidrofilicos. En cuanto al fotoperiodo de 16 h de luz
(largo), el valor de r? fue de 0.76, 0.13 y 0.03 para las concentraciones de 0.27, 0.33 y 0.44
g/L, respectivamente; por lo tanto, solo la primera condicion fue favorable e indujo una
sintesis ligeramente lineal de metabolitos antioxidantes tanto lipofilicos como hidrofilicos.
Teniendo en cuenta los analisis anteriores, nuestra conclusion preliminar fue que la condicion
donde las variables de respuesta medidas se vieron favorecidas fue la del acetato de sodio a
fotoperiodos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, bajo una concentracion de 0.001 g/L o0 0.0005
g/L.

Con los metabolitos cuantificados, el crecimiento celular y la concentracion de biomasa, fue
posible la caracterizacién cinética de C. vulgaris con glicerol y acetato de sodio como
sustratos; se encontrd que, con acetato de sodio como sustrato, C. vulgaris podia crecer
adecuadamente en una concentracion de 0.001 g/L, en un fotoperiodo de 16 h de luzy 8 h de
oscuridad, con un tiempo de duplicacion de 4,84 h (t4) y una velocidad de division 6=0.20 h-
1, teniendo una concentracion de biomasa al final de la cinética de 2.075 g/L a la hora 240.
Respecto al glicerol como sustrato se encontr6 que, a una concentracion de 0.33 g/L de
glicerol, y tras el mismo fotoperiodo (16 h de luz 'y 8 h de oscuridad), el tiempo de duplicacion
(tq) fue de 4.63 h, con una tasa de division maxima de 6=0.18 h-1, y con una concentracion
de biomasa en el final de la cinética de 1.4 g/L. Sin embargo, aunque el tiempo de duplicacion
fue menor que el observado con acetato de sodio como sustrato, asi como la cantidad de
metabolitos con actividad antioxidante, el mejor sustrato para la sintesis de estos metabolitos
y para el crecimiento celular fue el acetato de sodio bajo fotoperiodos prolongados de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad.
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Finalmente, se calcularon las tasas especificas de crecimiento; el célculo se realizo con la
concentracion inicial de biomasa en el dia 0, y el dia en que se obtuvo la méaxima
concentracion, utilizando la siguiente Ecuacion 1:

Td =

w
t

Ec1

donde W1y W2 fueron la concentracion de biomasa (g/L), y t1 y t2 fueron el tiempo en que
se evalud el cambio en la concentracion de biomasa, expresado en dias. Con esto, los
resultados para un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, con acetato de sodio como
sustrato, fueron de 0.0425 g L' dia™!, 0.5365 g L' dia™' y 0.2682 g L' dia ~'. El acetato de
sodio, a una concentracion de 0.001 g/L, fue por tanto la mejor condicion para la obtencion
de biomasa. En cuanto al glicerol bajo el mismo fotoperiodo, se obtuvo una tasa de 0,1823 g
L' dia™! para una concentracion de 0.44 g/L; para el resto de las condiciones se obtuvieron
valores iguales a cero o negativos ya que, como se puede observar en la Figura 2, el
comportamiento de la biomasa fue variable a lo largo de las 240 h, a pesar de que las muestras
se homogeneizaron manual y eléctricamente.

Comparando con lo reportado por Li et al., se pudo observar que la fase exponencial se inicio
en la hora 48, como se reporta en este estudio, llegando a la fase estacionaria alrededor de la
hora 144, por lo que el comportamiento fue similar, lo que significé que C. vulgaris estaba
creciendo favorablemente al usar acetato de sodio o glicerol como sustrato. Segin lo
informado por Li, se utilizé carbonato de sodio a una concentracion de 160 mM, y las
condiciones de acetato de sodio para este funcionaron adecuadamente como el glicerol (las
equivalencias fueron 6.1 mM, 12.2 mM y 18.3 mM para cada sustrato); por esta razon, la
presencia de iones de sodio no fue la causa de la inhibicion de C. vulgaris, ya que no es un
organismo halofilo que mantiene los iones de sodio para el mantenimiento celular (Li et al.,
2018). Se puede observar que la condicion del acetato de sodio después de un largo
fotoperiodo fue favorable para la formacion de biomasa. La biomasa generada fue favorable
en comparacién con los resultados de un estudio de Heredia-Arroyo et al. 2011, en el cual,
bajo crecimiento autétrofo, heterétrofo y mixotréfico a 160 rpm a 30 °C, y con glucosa como
sustrato a una concentracion de 4 g/L, la biomasa fue de 0.4 g/L, 0.75 g/L y 1.40 ¢/ L,
respectivamente. Los puntos maximos obtenidos en este estudio; sin embargo, fueron de 3.8
g/L para la condicion de acetato de sodio a una concentracion de 0,0015 g/L de sustrato a la
hora 24, y a la hora 168 se obtuvo 2.4 g/L para la misma condicién, seguido de por la
condicion de 0.44 g/L de glicerol con una concentracién de biomasa de 1,8 g/L en la hora
168; ambas condiciones fueron en los fotoperiodos largos (16 h de luz y 8 h de oscuridad),
por lo que estos resultados reafirmaron que el tipo de fotoperiodo tiene un efecto significativo
en la biomasa generada y en la formulacién del medio, la deformacién y las condiciones de
operacion a el nivel de matraz permitiendo rendimientos superiores a los ya trabajados, por
lo que escalando estas condiciones a nivel de fotobiorreactor en futuras investigaciones se
podrian lograr mayores resultados; ademas, el uso de menos sustrato podria ahorrar recursos,
en comparacion con el uso de glucosa de forma convencional.

Estévez-Landazébal et al., por su lado evaluaron el crecimiento de C. vulgaris en aguas
residuales, adicionando como sustrato una condicion de acetato de sodio y otra de glicerol.
En el acetato de sodio se variaron las concentraciones en 5, 10 y 15 mM, resultando una
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concentracion maxima de biomasa de 1.96 g/L, 2.66 g/L y 3.4 g/L; en comparacion, en este
estudio, a concentraciones de acetato de sodio de 6.1 mM, 12.2 mM y 18.3 mM, los
resultados fueron una concentracion maxima de biomasa de 2 g/L, 3 g/L y 3.6 ¢/L; la
preparacion del medio tuvo un efecto significativo en la produccion, en comparacion con lo
reportado anteriormente, ya que los nitratos de sodio estaban presentes en los componentes
del agua residual, favoreciendo el crecimiento, por lo que este estudio pudo generar mejores
rendimientos, ya que solo se disponia de acetato de sodio como una fuente de metabolismo
(Estévez-Landazabal et al., 2013).

Recientemente, en 2019, se evaluo el crecimiento de C. vulgaris bajo estrés, en medio
fotoheterdtrofo, con diferentes concentraciones de acetato de sodio (1 g/L, 2 g/L y 4 g/L), es
decir, como acetato de sodio agregado con sulfato de hierro a las mismas concentraciones de
acetato de 1 g/L, pero variando la concentracién de sulfato de hierroa 0,5 g/L 'y 1 g/L. Los
resultados mostraron que el acetato de sodio solo tuvo una concentracion maxima de biomasa
de 2.2 g/L para la condicién de 1 g/L de acetato de sodio, y una concentracion de 3,5 g/L en
el medio con la adicién de sulfato de hierro de 0.5 g /I Como se puede apreciar, los resultados
fueron cercanos a los obtenidos en este estudio; sin embargo, el sustrato utilizado fue mejor,
ya que en esta investigacion se utilizaron concentraciones de 0.005 g/L, 0.001 g/L y 0.0015
g/L, generando ahorro de insumos, donde las condiciones operativas dieron mayores
rendimientos para la aplicacion tecnoldgica. Esta variacion puede deberse al tiempo de
exposicion a la luz ya que, en un estudio de EI-Sheekh et al., no se especificé el fotoperiodo.

Como se puede observar, el tipo de fotoperiodo es un factor de gran importancia para el
crecimiento de las microalgas, ya que un mayor tiempo de exposicion a la radiacion permite
una mayor eficiencia en la fotosintesis, y genera un mayor nimero de células que no son
proporcionales a la biomasa sintetizada. Para apoyar lo anterior, podemos citar un estudio de
Blair et al. 2014, donde se evaluo el tipo de luz en la cinética de crecimiento a nivel de matraz
en 200 mL, 25 °C y 160 rpm de agitacion, similar a la experimentada en este estudio. Blair
et al. observaron que, de los colores de luz analizados (rojo, azul, blanco y verde), el de mejor
rendimiento de biomasa fue donde se utilizé luz blanca seguida de luz azul, con una
concentracion de 0.04 g/L por dia'y 0.02 g/L por dia, en comparacion con lo obtenido para
el acetato de sodio y el glicerol a las 16 h de luz y 8 h de oscuridad, con una concentracion
de 0.38 g/L por dia 'y 0.15 g/L por dia; las condiciones experimentadas fueron favorables, y
la luz roja tipo LED utilizada permitio la absorcion de luz para optimizar la generacion de
biomasa. Ademas, las observaciones del mismo estudio sobre el comportamiento de la
biomasa fueron similares a nuestro propio estudio; no hubo traza cinética exponencial, pero
fue mas lineal, y la division celular tuvo una respuesta similar bajo luz blanca, por lo que se
comprobo que el tipo de luz tenia un efecto en la division celular, al generar células méas
grandes, pero que no genera la cantidad proporcional de biomasa que hubiera generado una
traza similar en ambos parametros. Por otro lado, en cuanto a la composicion quimica de C.
vulgaris, segun el tipo de luz al que se exponga, destacamos el estudio realizado por Kula et
al. en 2013, donde se evalud el contenido de algunos metabolitos en luz fluorescente, siendo
expuestos a luz azul y roja ya luz roja en el rango rojo lejano; esto se realizd6 mediante luz
LED durante 10 dias, y se observé que el mejor crecimiento se presentaba en luz roja y azul,
y que era alli donde se favorecia la actividad metabdlica. La actividad metabdlica se midio a
través de la emision de energia calorifica en los cultivos asociada a los procesos de intensidad
de la respiracion celular. Ademas, se observo que las microalgas, al ser expuestas a estas
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condiciones de radiacion, generaban metabolitos que permitian regular el efecto de absorcion
de la luz, para que esta no las afectara. Estas moléculas podrian, por espectroscopia Raman,
indicar terpenos, debido a la doble banda para convertirlos en moléculas cromoforas que
absorbian la luz y asi evitaban que dafiaran otros componentes celulares. Entre estos
compuestos destacamos los f-carotenos e incluso los polifenoles, de los cuales se sabia que
tenian actividad antioxidante, por lo que esto demuestra que la respuesta en la estabilizacion
de los radicales sintéticos de ABTS™" y DPPH" se debi6 a la presencia de estas moléculas, ya
que ambos métodos midieron la actividad de moléculas liposolubles como los carotenos
(DPPH") y moléculas hidrosolubles como los polifenoles (ABTS™).

Se compararon las tasas especificas de biomasa (M) y se encontrd que, en medio
fotoheterétrofo con 2 y 10 g/L de sustrato, para la glucosa hubo un valor de 0.390 g L ™! dia™!
y 0.475g L 'dia™!, xilosade 0.173 g L' dia 'y 0.020 g L' dia™!, sacarosa 0.176 g L ™! dia™!
y 0.056 g L ™! dia™!, maltosa 0.447 g L' dia™! y 0.482 g L™! dia™!, acetato de sodio 0.430 g
L 'dia'y0.456 g L' dia!, glicerol 0.160 g L ' dia 'y 0.172 g L' dia !, los cuales fueron
inferiores en algunos casos a los reportados en este estudio. La condicion de acetato de sodio
después de 16 h de luz, y con una concentracion de 0.001 g/L de sustrato, tuvo un valor de
0.5365g L' dia™!, superior a lo informado por Kong et al. De igual forma, para la condicion
de glicerol a las 16 h de luz y con una concentracién de sustrato de 0.44 g/L, el resultado fue
mayor; por lo tanto, se puede concluir que las condiciones evaluadas fueron significativas
para la sintesis de biomasa. Sin embargo, debido al comportamiento en la Figura 16, se
recomienda un andlisis mas solido.
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8. 3 Cinéticas microbianas a nivel fotobiorreactor

Coémo se ha indicado, para el andlisis del crecimiento microbiano de C. vulgaris a nivel
fotobiorreactor se realiz6 e implement6 un disefio de Taguchi donde el arreglo es del tipo
L4(2%) a dos factores con 4 corridas experimentales. Los factores evaluados fueron la
concentracion de sustrato en una condicién baja y alta. El segundo factor fue el tiempo o tipo
de fotoperiodo de igual manera en una condicion baja y alta. La condicion baja de sustrato,
el cual fue nitrato de sodio, fue de 3.6 mM vy la condicién alta fue de 16.4 mM. Lo que
respecta al tipo de fotoperiodo, la condicion baja fue de 8 horas de luz y 16 horas de
oscuridad. La condicion alta de fotoperiodo fue de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

El comportamiento observado en el crecimiento de C. vulgaris en el fotobiorreactor
construido se pudo notar con un mayor control de las condicione de asepsia ya que iniciada
la cinética, la microalga junto con el medio de crecimiento, queda completamente aislado del
ambiente, lo cual bajo significativamente los problemas de contaminacion presentados en la
experimentacion a nivel matraz, esto se vio ademas contribuido ya que las tomas de muestra
en el fotobiorreactor se hacen a través de la succion mediante una bomba peristaltica, por lo
que bajo ninguna circunstancia se expone el medio a corrientes de aire que puedan contener
bacterias, hongos (esporas) o algin otro microorganismo como lo era en el caso de las tomas
de muestra a nivel matraz en donde, era necesario el destapar los matraces de 250 mL y retirar
muestras en campana de flujo laminar apoyandose de micropipetas estériles. Con las tomas
de muestra se obtuvieron las siguientes respuestas experimentales comenzando con el
crecimiento microbiano en la siguiente Figura 20.
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Figura 20. Crecimiento microbiano para C. vulgaris en medio mixotrofico, inyecciones de 20 s de CO.. (A)
3.6 mM de nitrato de sodio y (B) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas anteriores fueron realizadas
bajo fotoperiodos largos, es decir de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a una temperatura interna de 30
°C aproximadamente. (C) 3.6 mM de nitrato de sodio y (D) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas
anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos cortos, es decir de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, a
una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. n=3, a=0.05.

Como se puede observar en la Figura 20, la condicién bajo fotoperiodos largos resulta
favorable alcanzar una méaxima concentracion celular siendo hasta 50x10° células/mL como
se muestra en la Figura 20(A) y 20(B), comenzando la fase exponencial en la hora 40; sin
embargo, si se compara con el comportamiento en la Figura 20(C) y 20(D) cuyo crecimiento
es en fotoperiodos bajos se puede observar que la fase exponencial comienza antes, alrededor
de la hora 8, por lo que a la microalga le tom6 menos tiempo adaptarse y comenzar su
crecimiento en comparacion con el fotoperiodo largo. Por otro lado, bajo una condicion baja
de sustrato y bajo fotoperiodos cortos se puede observar que al aumentar la concentracion de
sustrato se ve inhibido el crecimiento de la microalga alcanzando para la condicion 20(C) un
maximo de 50x10° células/mL bajo 3.6 mM de NaNOs, en cambio al aumentar la
concentracion de NaNOs a 16.4 mM se alcanzd un maximo de 29x10° células/mL.
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Para el analisis realizado con el disefio Taguchi tomando como respuesta el crecimiento
microbiano se presenta la siguiente Figura 21, mostrando el diagrama de efectos principales
para medias cuyo comportamiento fue el siguiente:
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Figura 21. Analisis de efectos principales para el crecimiento celular con respecto a la concentracion de
nitrato de sodio NaNOs y tipo de fotoperiodo. (A) 1=3.6 mM, 2=16.4 mM de NaNQs. (B) 1= fotoperiodo 8
horas de luz y 16 horas de oscuridad, 2 = fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. n=3, a=0.05.

Como se puede observar en la anterior Figura 21 hay un efecto significativo para obtener los
mayores indices de crecimiento microbiano en donde, a medida que se trabaja con una menor
concentracion de sustrato el crecimiento se ve favorecido y se promueve la division celular,
por otro lado, los fotoperiodos largos afectan significativamente al crecimiento celular siendo
estos favorecidos cuando la microalga se ve expuesta por mayor tiempo a la luz azul tipo
LED, especificamente, en un periodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, esto habla
de la capacidad de la microalga para tener una mayor absorcion de la luz, comenzar su
metabolismo y promover su divisién celular en esta longitud de onda.

Para una comprension final del comportamiento de esta variable se realizd una prueba de
ANOVA de una via para determinar que condicion experimental promueve mayor y mejor
crecimiento celular, en donde se toma como hipoétesis nula que todas las medias analizadas
para la maxima concentracion celular a la hora 48 son iguales y como hipétesis alternativa el
supuesto de que no todas las medias son iguales. EI comportamiento de las observaciones se
muestra en la siguiente Figura 22.
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.
Figura 22.Anélisis de ANOVA para el crecimiento celular (CC) de C. vulgaris con nitrato de sodio NaNO3
como sustrato e inyecciones de CO,. Medio mixotrdfico. (1) 3.6 mM de y 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

(2) 16.4 mM dey 8 horas de luz'y 16 horas de oscuridad. (3) 3.6 mM de y 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad.
(4) 16.4 mM de y 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. n=3, 0=0.05.

Los datos obtenidos nos muestran que bajo estos cuatro niveles se tiene un valor de
confiabilidad para una r? de 88.66% donde se tiene un valor de F de 20.6 y un valor de P de
0.000, lo que indica que al menos una condicién es diferente y que por tanto se puede tener
experimentos en donde se tenga una mayor produccién de células con respecto al resto. Esta
condicion es la de una concentracion baja de NaNOs (3.6 mM) y bajo un fotoperiodo largo
(16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) como se muestra en la Figura 22 lo que confirma los
resultados obtenidos en la Figura 21 para los efectos principales. Se puede ver de igual forma
que las variaciones en los resultados solo muestran traslapes bajos las condiciones de
fotoperiodos cortos evaluando concentraciones bajas (3.6 mM) y altas (16.4 mM) de NaNOs,
asi como en aquella condicion donde se usa alta concentracion de NaNOs pero un
fotoperiodo corto, por lo que si se trabaja bajo estas condiciones los resultados son muy
similares y no se podré obtener un alto crecimiento microbiano.

Como segunda variable de respuesta se tiene la formacion biomasa generada bajo las
condiciones mixotréficas cuyo comportamiento se representa en la siguiente Figura 23.
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Figura 23. Biomasa generada por C. vulgaris en medio mixotréfico, inyecciones de 20 s de CO2. (A) 3.6 mM
de nitrato de sodio y (B) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas anteriores fueron realizadas bajo
fotoperiodos largos, es decir de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a una temperatura interna de 30 °C
aproximadamente. (C) 3.6 mM de nitrato de sodio y (D) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas
anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos cortos, es decir de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, a
una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. n=3, a=0.05.

Con la Figura 23 se puede observar gque si ocurre una formacion de precipitados a lo largo de
las cinéticas lo cual se debe a que la microalga cuando se divide, y como mecanismo de
defensa, se aglomera en forma de racimos de uva, se puede observar gque, en la mayoria de
las condiciones, conforme se acerca el final de la experimentacién se obtiene el maximo de
biomasa, alrededor de la hora 56 cuando se trata de altas concentraciones de sustrato (16.4
mM).

En cuanto al comportamiento del disefio de Taguchi se presenta a continuacion la siguiente
Figura 24.
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Figura 24. Analisis de efectos principales para la biomasa con respecto a la concentracién de nitrato de sodio
NaNOs y tipo de fotoperiodo. (A) 1=3.6 mM, 2=16.4 mM de NaNOs. (B) 1= fotoperiodo 8 horas de luz y 16
horas de oscuridad, 2= fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. n=3, a=0.05.

A medida que hay un aumento en la concentracién de NaNOs hay un aumento de la biomasa
generada; sin embargo, si se compara con lo obtenido en la Figura 20 del crecimiento celular
(CC) se observa que a una menor concentracion de NaNOz hay una mayor cantidad de
células, esto quiere decir que cuando se trabaja con una concentracion de 3.6 mM de NaNO3
la microalga al verse limitada en el sustrato busca su preservacion y por ello se ve inducida
su division para generar nuevas células pero que, no quiere decir que estas células
necesariamente tengan que desarrollar tamafios grandes que aumenten su peso. Por otro lado,
cuando se trabaja con la condicion alta de sustrato (16.4 mM) no se promueve con gran
medida la division y por ello, las células formadas disponen de abundante sustrato para
aumentar significativamente su tamafio, con este fendmeno al realizar pruebas para biomasa
como la de peso seco, es que se detecta un aumento en el peso registrado de los precipitados
celular y por ello ocurre dicho aumento en la biomasa. Para corroborar esta hipétesis se
realizd una prueba Post-hoc de correlaciones de Pearson entre el crecimiento celular y la
biomasa generada en donde se obtuvo que no hay una correlacién o relacion directamente
proporcional entre las respuestas. El valor obtenido de la correlacion es de 0.167, es decir
que el modelo y el comportamiento solo puede explicar el 16.7% del comportamiento o,
dicho de otra manera, solo este porcentaje se tiene de confiabilidad para que se tenga un
comportamiento lineal de ambas variables. Si el valor para la correlacion de Pearson es
cercano al 100%, quiere decir que hay un comportamiento proporcional entre las variables,
es decir, a menor crecimiento celular, menos biomasa y a mayor crecimiento celular mayor
biomasa. Ademas del hecho o supuesto de que la limitante de sustrato puede promover la
division celular como mecanismo de supervivencia también se ha observado que durante la
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cinética existe un fendmeno de precipitacion celular en forma de aglomeraciones (racimos
de uvas) lo cual puede ser la causa que para las tomas de muestra no se tenga una extraccion
completa de las células que favorezca este comportamiento linea, es por ello que se propone
el uso de un agitador metélico para mantener en constante agitacion del medio, ya que para
esta experimentacion la agitacion se llevo a cabo cada 8 horas por medio de burbujas de COx.

Finalmente, se llevo a cabo el analisis de ANOVA de una via para observar si hay diferencias

significativas en cuanto a las condiciones experimentales y la formacion de biomasa. El
comportamiento fue el siguiente de la Figura 25.
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Figura 25. Andlisis de ANOVA para la biomasa de C. vulgaris con nitrato de sodio NaNO3z como sustrato e
inyecciones de CO,. Medio mixotréfico. (1) 3.6 mM de y 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. (2) 16.4 mM

de y 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad. (3) 3.6 mM de y 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad. (4) 16.4
mM de y 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. n=3, a=0.05.

Con base en la Figura 25 v tras el analisis estadistico, se reporta un valor de r? de 8.78% lo
cual indica que no hay diferencias significativas en cuanto a la condicién de crecimiento y la
formacion de biomasa, ademas de eso se reporta un valor de F de 0.26 y un valor de P de
0.855, por arriba de 0.005, lo cual reafirma que la formacion de biomasa no se ve afectado o
beneficiado al variar la concentracion de sustrato o el tipo de fotoperiodo especificado en el
disefio.
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Por otro lado, y como parte del monitoreo, se llevé a cabo el registro del pH en el medio de
crecimiento. Este parametro es necesario ya que a través de él se puede observar si la cinética
de crecimiento se esta desarrollando de manera correcta, si el pH va en aumento a lo largo
del tiempo, se puede decir que el crecimiento se esta llevando de manera correcta ya que las
microalgas, como C. vulgaris, modifican el medio de crecimiento hasta alcanzar un pH
optimo de 9.8. Las cinéticas comenzaron bajo un pH en el medio alrededor de 5 y el
comportamiento es el de la siguiente Figura 26.
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Figura 26. pH en medio mixotréfico de C. vulgaris en medio mixotréfico, inyecciones de 20 s de CO-. (A) 3.6
mM de nitrato de sodio y (B) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas anteriores fueron realizadas bajo
fotoperiodos largos, es decir de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a una temperatura interna de 30 °C
aproximadamente. (C) 3.6 mM de nitrato de sodio y (D) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas
anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos cortos, es decir de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, a
una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. n=3, a=0.05.
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Como se puede observar en la Figura 26, no hubo un aumento significativo en el pH a lo
largo de la experimentacion acercandose a la basicidad (un valor de 10) lo cual se puede
deber a lo siguiente:

1. Debido al poco aumento en la cantidad de células (division celular), no se tuvo una
concentracion elevada de ellas en el medio como para afectar de manera directa y
modificar el pH inicial de la experimentacion, quedando como supuesto que, con un
aumento mayor de las células seré posible tener aumentos mayores en el pH.

2. Al tratarse de un crecimiento mixotrofico, es decir, con el uso de una fuente
inorganica de carbono, en comparacion con lo experimentado a nivel matraz en donde
el crecimiento fue fotoheterotrofico (ausencia de fuente de carbono inorganico como
el CO») se pudo ver afectado el pH y por tanto no inducir el crecimiento celular.

Para ello a continuacién se realiz6 la comparacion de Pearson entre el pH y el crecimiento
celular para ver si pudo haber un efecto sobre la division celular y se obtuvo que, solo se
puede tener una relacion del 27%, lo cual no es suficiente para sustentar que el crecimiento
celular acidifica el medio a lo largo del crecimiento, y esto cobra sentido ya que, por lo
observado en el apartado del crecimiento celular a nivel matraz, el pH tiene a aumentar hasta
alcanzar valores cercanos a 10, recordando que el punto 6ptimo para pH en medio de
crecimiento de C. vulgaris es de 9.8. Por lo que solo queda el sustentar que esta disminucion
del pH con base al crecimiento celular es por la saturacion de CO- en el medio de crecimiento
alo largos de los 5 dias experimentales ya que se ha demostrado que cuando el CO; se disocia
en un medio acuoso, se forma acido carboénico en el caso de que este carbono no sea difundido
por el medio y salga al ambiente o no sea metabolizado, en este caso por la microalga, por
tanto se recomienda un andlisis del efecto del CO. sobre el crecimiento celular con la
finalidad de analizar bajo que concentraciones, flujo y tiempo se tiene como tolerancia para
el crecimiento. Lo anterior se ve reforzado ya que a diferencia del nimero de células
formadas a nivel matraz con respecto a nivel fotobiorreactor, se tuvo una disminucion
concluyendo que, al tener un medio acido, no se ve promovido el crecimiento celular.

Aplicando la metodologia de Taguchi, el comportamiento para el pH es el siguiente de la
Figura 27.
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Figura 27. Analisis de efectos principales para el comportamiento del pH en el medio de crecimiento con
respecto a la concentracion de nitrato de sodio NaNOs3 y tipo de fotoperiodo. (A) 1=3.6 mM, 2=16.4 mM de
NaNQs. (B) 1= fotoperiodo 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, 2 = fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas
de oscuridad. n=3, a=0.05.

Se puede observar con la Figura 27 que el pH se ve disminuido cuando ocurren aumentos en
la concentracion NaNOs al igual que cuando se aumenta el tiempo del fotoperiodo y en donde
el mayor efecto se tiene con respecto la concentracion de sustrato, es decir que para poder
tener cinéticas en donde no ocurra una disminucion significativa del pH y este a su vez afecte
el crecimiento celular, se debe de trabajar bajo la concentracion de 3.6 mM, lo cual coincide
con que bajo esta condicion se promueve el crecimiento microbiano ya que estas variaciones
no inhibiran el crecimiento.

Dentro de los objetivos de este trabajo, ademas de aumentar las eficiencias en los
crecimientos de las microalgas con respecto a la formacion de nuevas células y biomasa, es
el aprovechar las moléculas o metabolitos en su interior ya que hay evidencia de una gran
gama de grupos funcionales que pueden ser aprovechados para uso biotecnoldgico. Uno de
estos usos como ya se han mencionado con antelacion es la actividad antioxidante. Por tanto
y después de la extraccion correspondiente se presenta la siguiente Figura 28 para la
cuantificacion de metabolitos polares o hidrosolubles (como los polifenoles) asi como los no
polares o liposolubles (como los terpenos) a través de la estabilidad de radicales libres
sintéticos.

Como parte del analisis se monitorio el consumo de sustrato para el calculo de los parametros
cinéticos en donde el comportamiento se muestra en la siguiente Figura 28
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Figura 28. Consumo de sustrato en cinéticas microbianas de C. vulgaris en medio mixotréfico, inyecciones de
20 s de COz. (A) 3.6 mM de nitrato de sodio y (B) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas anteriores
fueron realizadas bajo fotoperiodos largos, es decir de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a una
temperatura interna de 30 °C aproximadamente. (C) 3.6 mM de nitrato de sodio y (D) 16.4 mM de nitrato de
sodio, todas las corridas anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos cortos, es decir de 8 horas de luzy 16
horas de oscuridad, a una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. n=3, a=0.05.

Con la Figura 28 se puede observar que el crecimiento microbiano si se debe al
aprovechamiento del NaNOs y que por tanto el consumo de sustrato puede tener, 0 no, un
efecto directo sobre la division celular y la sintesis de metabolitos con actividad antioxidante,
es por ello que mas adelante se presentan los resultados complementarios de los metabolitos
para concluir el analisis.
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Figura 29. Actividad antioxidante a través del método de ABTS'" para C. vulgaris en medio mixotrofico,
inyecciones de 20 s de CO.. (A) 3.6 mM de nitrato de sodio y (B) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas
anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos largos, es decir de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a
una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. (C) 3.6 mM de nitrato de sodio y (D) 16.4 mM de nitrato
de sodio, todas las corridas anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos cortos, es decir de 8 horas de luz y
16 horas de oscuridad, a una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. n=3, a=0.05.

En la Figura 29 se puede mencionar que bajo cualquiera de las condiciones a nivel
fotobiorreactor se promueve la sintesis de metabolitos secundarios polares con actividad

antioxidante y que por tanto C. vulgaris contiene dichas moléculas como posible mecanismo
de defensa.

Por otro lado, dentro de la misma Figura 29 se puede observar que se mantiene una maxima
actividad antioxidante dentro de la condicion de bajo nivel de sustrato y bajo fotoperiodo,
aunque también hay actividad bajo un alto nivel de sustrato y un alto fotoperiodo; sin
embargo, este resultado solo muestra actividad bajo ciertas horas del crecimiento,
especificamente dentro de las horas 24 a la 48, diferente a lo observado en la Figura 29C en
donde la actividad se mantiene e incluso va en aumento de la hora 40 a la hora 72.

Para una conclusion reforzada a continuacion se presenta el grafico resultante del anélisis de
Taguchi en la Figura 30.
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Figura 30. Analisis de efectos principales para la actividad antioxidante por el método de ABTS** con respecto
a la concentracién de nitrato de sodio NaNOs3 y tipo de fotoperiodo. (A) 1=3.6 mM, 2=16.4 mM de NaNOs. (B)
1= fotoperiodo 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, 2= fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
n=3, a=0.05.

Dentro de la Figura 30 se puede ver claramente que la concentracidn de sustrato promueve
la respuesta mayor para los metabolitos antioxidantes y que esta a su vez se ve favorecida
cuando se trabaja bajo concentraciones de 3.6 mM. Ademas de esto el fotoperiodo juega un
papel importante para la misma promocion de la actividad a diferencia de lo observado en la
Figura 24 ya que la pendiente es mas pronunciada y tiene similitud con la generada para el
sustrato de la Figura 30. El fotoperiodo que favorece la respuesta antioxidante es aquel de 8
horas de luz y 16 de oscuridad.

Para complementar el analisis se continua con la determinacion de la fraccién no polar
(terpenos) de los antioxidantes contenidos en la microalga, ya que el método de ABTS™ mide
de manera general a los metabolitos tanto polares (polifenoles) asi como no polares (terpenos)
con dicha actividad. De esta manera a continuacion se presenta la siguiente Figura 31.
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Figura 31. Actividad antioxidante a través del método de DPPH" para C. vulgaris en medio mixotréfico,
inyecciones de 20 s de CO.. (A) 3.6 mM de nitrato de sodio y (B) 16.4 mM de nitrato de sodio, todas las corridas
anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos largos, es decir de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a
una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. (C) 3.6 mM de nitrato de sodio y (D) 16.4 mM de nitrato
de sodio, todas las corridas anteriores fueron realizadas bajo fotoperiodos cortos, es decir de 8 horas de luz y
16 horas de oscuridad, a una temperatura interna de 30 °C aproximadamente. n=3, a=0.05.

En la Figura 31 se puede observar que C. vulgaris de igual forma al ser cultivada en medio
mixotrofico a nivel matraz conserva la habilidad para sintetizar metabolitos con actividad
antioxidante en donde dichos metabolitos sean de caracteristicas no polares, se puede
observar que la mayoria de las condiciones experimentales muestran sefiales con actividad,
pero de igual manera se puede observar que hay una condicién en donde la microalga no es
capaz de sintetizarlos con una significancia grande.

Siguiendo con los concluyentes del analisis Taguchi se presenta la siguiente Figura 32 para
los efectos principales con respecto a los metabolitos no polares.
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Figura 32. Analisis de efectos principales para la actividad antioxidante por el método de DPPH' con respecto
a la concentracién de nitrato de sodio NaNOs3 y tipo de fotoperiodo. (A) 1=3.6 mM, 2=16.4 mM de NaNOs. (B)
1= fotoperiodo 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad, 2= fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.
n=3, a=0.05.

Para esta situacion se puede observar con la Figura 32 que el fotoperiodo es el que muestra
o influye sobre la mayor y mejor respuesta evaluada y que, dentro de ello, los fotoperiodos
cortos de 8 horas de luz promueven la sintesis; sin embargo, para este caso la concentracion
de sustrato de 3.6 mM afecta la sintesis, es decir, el comportamiento de la respuesta es inverso
a lo observado en la Figura 32(B), esto quiere decir que es posible seleccionar el tipo o
naturaleza de metabolitos para su posible aplicacién si se trabaja bajo condiciones bajas o
altas de sustrato y con ello desarrollar productos especificos.

De esta forma se realiz6 una correlacion de Pearson a diferentes variables de respuesta: la
primera de ellas es para analizar la relacion del crecimiento celular con respecto la actividad
antioxidante tanto para ABTS"* como para DPPH", para concluir si a medida que se consigan
mas namero de células sin importar su peso, tamafio o volumen se puede tener una proporcion
con respecto a dicha actividad. Como segundo analisis se realizd lo mismo, pero con respecto
a la biomasa generada para saber si medida de que se tiene células mas grandes o con mayor
peso se pueden tener una mayor cantidad de metabolitos producidos y contenidos en la
microalga. Finalmente se realizd una correlacion sobre la respuesta antioxidante bajo los dos
métodos experimentales.
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Correlacion entre crecimiento celular y actividad antioxidante

El valor obtenido para la correlacion entre el crecimiento celular y la sintesis de metabolitos
secundarios de caracter polar a través del ABTS™" es de —0.055 con un valor de P de 0.866
por arriba del valor de alfa de 0.005, es decir que no se encuentra una proporcionalidad entre
la sintesis de estas moléculas con el numero células formadas, es decir, si hay un efecto
positivo 0 negativo en dicha sintesis es debido a la condicién de crecimiento mas no al
namero de células formadas. Por otro lado, el valor obtenido para la correlacion entre el
crecimiento celular y la actividad de metabolitos no polares medidos a través del radical de
DPPH" fue de 0.767 lo que quiere decir que el comportamiento explica un 76.7% de
confiabilidad en donde dependiendo del numero de células se tendra una mayor 0 menos
namero de metabolitos con dicha actividad, el valor de P fue de 0.004 estando por debajo de
0.005 lo cual permite tener un rango de error aceptable y confiable que sustenta sentencia
anterior. Con ello se puede concluir que la actividad antioxidante se ve afectada por la
condicion de crecimiento de manera positiva o negativa; sin embargo, cuando la condicion
experimental favorece el crecimiento celular, se podra tener una sefial positiva y significante
con respecto a la sintesis de metabolitos no polares como lo pueden ser lo terpenos.

Correlacion entre biomasa generada y actividad antioxidante

En cuanto a la biomasa generada y si esta, a medida que se aumenta, puede tener un aumento
de la actividad antioxidante se observé que la correlacion de Pearson es de —0.208 por lo
que no se explica una dependencia para dicha actividad y donde el valor de P es de 0.517 lo
cual no muestra relacion, esto para ABTS™". Para el caso con DPPH' se tuvo un valor de 0.080
lo cual sigue siendo bajo y no demuestra dependencia como en el caso anterior con respecto
al crecimiento celular, ademas de que el valor de P es elevado el cual es de 0.805. Por lo que
se puede concluir que solo la condicion experimental tiene un efecto sobre la sintesis de
metabolitos secundarios, pero no hay una relacion directa con la biomasa, es decir la
generacion de poca o demasiada biomasa no aumentara o disminuira de manera proporcional
la actividad antioxidante.

Correlacion entre sintesis de metabolitos con actividad antioxidante de naturaleza polar y
no polar.

Finalmente se llevo a cabo el analisis entre si la sintesis de metabolitos secundarios tanto
polares como no polares de hace de manera proporcional, es decir, si hay un aumento en la
cantidad de metabolitos polares ocurrira el mismo aumento en la sintesis de metabolitos no
polares. Para ello se tuvo un valor de la correlacion de Pearson de 0.187 en donde queda de
manifiesto que el comportamiento puede explicar o tener certeza del comportamiento en
hasta un 18.7% lo cual no es recomendable para indicar que el comportamiento sera
proporcional en todos los casos experimentales, ademas de que el valor de alfa es de 0.561.

Como se puede observar, es factible el crecimiento de C. vulgaris a nivel fotobiorreactor
usando una fuente de luz LED ya que promueve la division celular, generacién de biomasa
y la sintesis de metabolitos secundarios con actividad antioxidante tanto polares como no
polares y para ello a continuacidn se presenta la caracterizacion cinética microbiana con base
a los resultados obtenidos.
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En cuanto a la caracterizacién enzimatica microbiana se tiene que para la condicion de
crecimiento de C. vulgaris de 3.6 mM de NaNOz y un fotoperiodo alto de 16 horas de luz 'y
8 horas de oscuridad se tiene un tiempo de duplicacion (tq) de 4.32 horas, una velocidad
especifica de crecimiento (p) de 0.0266 hy una velocidad de division (8) de 0.2314 ht. En
cuanto a los rendimientos calculados se tiene un valor de Y xis de 2.94y Y ;_agTs-+s de 3.83
asi como Y p prpH.s de 4.8. Para la condicion de16.4 mM de NaNOs y un fotoperiodo bajo
de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad se tiene un tiempo de duplicacion (tq) de 4.3287
horas, una velocidad especifica de crecimiento () de 0.0264 h™y una velocidad de division
(8) de 0.231 h. Los rendimientos calculados se tiene un valor de Y ws de 2.21y Y , aBTs-+s
de 3.37 asi como Y , pepu-s de 0.0048. Para la condicion de 3.6 mM de NaNOs y un
fotoperiodo bajo de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad se tiene un tiempo de duplicacion
(tg) de 3.76 horas, una velocidad especifica de crecimiento () de 0.0465 h™'y una velocidad
de division (8) de 0.2658 h. En cuanto a los rendimientos calculados se tiene un valor de Y
xis de 2.75y Y , aBrs-+/s de 17.79 asi como Y , pppu-s de 2.4. Finalmente, para la condicion
de 16.4 mM de NaNOs y un fotoperiodo alto de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad se
tiene un tiempo de duplicacion (tq) de 3.85 horas, una velocidad especifica de crecimiento
(1) de 0.0424 h'y una velocidad de division (8) de 0.2594 ht, En cuanto a los rendimientos
calculados se tiene un valor de Y xs de 5.6 y Y , aBts-+s de 10.83 asi como Y , pppu.s de 10.
Por lo que se puede observar que la mejor condicion para el crecimiento es aquellas bajo un
fotoperiodo bajo de 8 horas de luz ya que esto promueva al crecimiento celular al igual que
hay un aumento en los rendimientos con base a la actividad antioxidante y ademas se puede
concluir que la concentracion de sustrato afecta la division celular y por tanto el crecimiento
ya que de las cuatro corridas experimentales en el disefio Taguchi se puede observar que la
aclimatacion mas corta y el comienzo del crecimiento microbiano es bajo una condicion de
bajo sustrato (3.6 mM de NaNOs) asi como un baja exposicién a la luz LED azul (8 horas de
luz y 16 horas de oscuridad)
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IX. CONCLUSIONES

Con el trabajo realizado, y hablando del rubro del disefio, maquinado e
instrumentacién de fotobiorreactor se puede concluir que este dispositivo cuenta con
los medios necesarios para detectar sefiales bioquimicas como; pH, temperatura y
concentracion de oxigeno, asi como regulacion de la intensidad luminica en tiempo
real, permitiendo el seguimiento y caracterizacion de la cinética de crecimiento de las
microalgas. Ademas, por su disefio y componentes, puede ajustarse para el
crecimiento de una amplia gama de microalgas, por lo que se pueden incrementar los
rendimientos de biomasa y metabolitos primarios y secundarios que actualmente
estan disponibles a nivel industrial. Por otro lado, se puede mencionar que el
fotobiorreactor disefiado se encuentra en proceso de registro como modelo de utilidad
con namero de registro MX/u/2021/000559, considerandose un equipo con un disefio
unico que puede favorecer la investigacion de microalgas., por lo que es posible su
escalada. Finalmente, se puede concluir que el fotobiorreactor mide en tiempo real
las variables bioquimicas con las que se pueden optimizar las condiciones de
crecimiento de las microalgas, beneficiando a los sectores de alimentacion, salud y
energia.

En cuanto a las cinéticas microbianas a nivel matraz, y tras el analisis del disefio de
cribado, se puede concluir que C. vulgaris es una especie de microalga que puede
crecer favorablemente en medio fotoheterotréfico, con acetato de sodio o glicerol
como sustrato. Su crecimiento; sin embargo, se ve favorecido al trabajar con acetato
de sodio, ya que se observo una mayor formacion de células, biomasa y formacion de
productos con actividad antioxidante. Ademas, la concentracion del sustrato tuvo un
efecto significativo en la cinética de C. vulgaris, ya que a altas concentraciones se
puede inhibir el crecimiento especificamente en la mezcla 3N-BBM+V y medio
glicerol, lo que puede ser por saturacion e interferencia en las cadenas metabdlicas o
impidiendo que el sustrato esté disponible para las microalgas. Por otro lado, se puede
concluir que el tipo de fotoperiodo tiene un efecto significativo en el crecimiento y
sintesis de metabolitos con actividad antioxidante, ya que hubo mayor actividad en
fotoperiodos largos. Finalmente, se puede concluir que C. vulgaris es capaz de
sintetizar metabolitos con actividad antioxidante y almacenarlos en el interior de la
célula como proteccidn contra el estrés, y que estas habilidades podrian explotarse a
nivel biotecnoldgico.

La mejor condicién de crecimiento a nivel matraz fue de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad (fotoperiodo largo), con acetato de sodio como sustrato y con una
concentracion de 0.0005 g/L generando una respuesta de 0.65 mg/mL para ABTS"y
0.62 mg/mL para DPPH".

Para las cinéticas a nivel fotobiorreactor, y de igual forma con el disefio de Taguchi,
es posible concluir que C. vulgaris conserva y sigue desarrollando un correcto
crecimiento en donde, se ve promovida la sintesis de metabolitos con actividad
antioxidante tanto para moléculas polares (polifenoles) como no polares (terpenos) y
que dicho crecimiento se ve favorecido fajo una concentracion baja de sustrato como
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lo es el NaNOs (3.6 mM) y bajo un corto tiempo de fotoperiodo (8 horas de luz y 16
horas de oscuridad). Sin embargo, durante el crecimiento a nivel matraz se tuvo un
mayor nimero de células, pero tiempos de duplicacion menores por lo que es posible
decir que el fotobiorreactor retne las condiciones adecuadas en el medio de
crecimiento para favorecer el desarrollo de microalgas como lo es C. vulgaris; sin
embargo, es posible que el numero de células no se vea favorecido ya que el
fotobiorreactor cuenta con inyecciones de CO2 lo cual promueve que el medio acudo
se acidifique y por tanto la microalga no crezca satisfactoriamente al no alcanzar un
pH de 9.8 por lo que se sugieren nuevos experimentos en donde se pueda medir la
difusion del gas y su aprovechamiento en el medio asi como la tolerancia en el
dispositivo para que C. vulgaris no se vea afectada en su desarrollo.

La mejor condicion en cuanto a la promocion en la sintesis de metabolitos con
actividad antioxidante a nivel fotobiorreactor fue bajo una concentracién de 3.6 mM
NaNOs y un bajo tiempo de fotoperiodo el cual es de 8 horas de luz y 16 horas de
oscuridad, generando una respuesta de 16 uM/mL para ABTS""y 6 uM/mL DPPH".

Con los resultados obtenidos, y a lo largo de las cinéticas tanto a nivel matraz como
fotobiorreactor, fue posible determinar actividad antioxidante en cada toma de
muestra. Dicha actividad evaluada con los métodos del radical de ABTS™" y DPPH*
indican que C. vulgaris sintetiza metabolitos de naturaleza liposoluble e hidrosolubles
y que son producidos como mecanismo de defensa.

Se puede concluir de manera general que para ambos casos, matraz y fotobiorreactor,
el tipo, concentracion de sustrato y tiempo de exposicion a la luz (fotoperiodo) influye
de manera directa en el crecimiento de C. vulgaris y que para todo este trabajo la
mejor condicidn de crecimiento es a nivel fotobiorreactor, con nitrato de sodio como
sustrato, a una concentracion de 3.6 mM y un fotoperiodo de 8 horas de luz y 16 horas
de oscuridad con base a su caracterizacion cinética ya que es donde se presenta el
menor tiempo de duplicacion celular.

El cultivo a nivel fotobiorreactor es ideal para propiciar las condiciones de inocuidad
y monitoreo en tiempo real en cinéticas de microalgas, especificamente de C.
vulgaris; sin embargo es necesarios hacer mejoras para un aumento en los
rendimientos como lo es un sistema de agitacion continua ya que, aunque se tuvo un
menor tiempo de duplicacion en comparacion con la experimentacion a nivel matraz
y, ademas se redujo el tiempo de trabajo de 10 a 5 dias, a paso del tiempo el burbujeo
no es suficiente para mantener en total movimiento a las aglomeraciones de
microalgas ocurriendo una sedimentacion y por tanto una disminucion en el
crecimiento y consumo de sustrato.
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Abstract

Chiorella vilgarts 1s a microalgae belonging to the order of the Chlorococcales, of the Oocytaceae family, of the genus Chiorella,
which has a green colour due to the chloroplasts it contains. Its shape 1s spherical with a size that vartes from 1 to 10 microns.
These microalgae contain, in addition to chlorophyll, a significant amount of intracellular proteins, carbohydrates, liptds, vitamin
C, p-carotenes and B vitamins (B1, B2, B6 and B12), which ts why it 1s commonly used for the preparation of food supplements,
as well as for the production of cosmetics, clinical treatments and even for the detoxification of heavy metals In wastewater.
For this reason, the followtng review speaks from the morphology of the microalgae C. vulgaris to recent Investigations regarding
the primary and secondary metabolites. This research also provides an overview of the areas of opportunity for the development
of new products and process Improvements In order to Increase the existing ylelds so far to optimize responses based on the
desired products, the formulation of varlous growth media or the design of new photobloreactors which allow greater control
of growth conditions and easy scaling for high productions at the industrial level that cover the current global needs.

Keywords: composition, growing, metabolites, applications.

Practical application: With the analysts of the morphology of the microalgae, their metabolism, reproduction and the
Investigations that have been carrled out regarding the primary and secondary metabolites that they produce during their
growth and the ablotic factors that are Important during growth 1s possible propose designs optimization of cell growth of the
C. vulgaris spectes with which the ytelds of biomass and metabolites in crops can be increased at the photobloreactor level

1 Introduction

Thestudy of microalgae has become Important in recent years
because they are considered as raw matertals for chemical compounds
that have been affected by thetr primaryand secondary metabelism,
such as lipids, whose main application 15 for the generation of
blodiesel. Among the advantages that the use of microalgae has
at an industrial level, it can be identified that thelr cultivation is
easy and fast, since they can complete thetr growth cyde ina few
days and can develop both in salt water and freshwater in ponds.,
forests, and even once In fermentation tanks, have also been found
to grow tn wastewater (Lu et al., 2015). The C. vulparis strains are
species of microalgae that grow easily and quickly where, based
on their metzbolism, the culture medium can be autotrophic,
heterotrophic, mixotrophic and photobtoreactor, observing that
the highest concentration of blomass 1s genres when working in a
mixotrophic medium or photobloreactor level, so 1t 1s Interesting
to analyze the growth of C. vudgaris In a mixotrophic medium
using a photobloreactor. Among the applications that can be given
to the metabolites produced by C. vulgaris 1s the production from
the liptds that it produces as well as the synthests of proteins and
some carbohydrates { Ardila-Alvarez et al., 2017).

1.1 Morphology

C. vulgaris 1s 2 microscopic organism with a size of 2 to
10 pm and with a structure similar to that of higher plants,
because it contalns; a cell wall, mitochondrla, and chloroplasts,

the latter being necessary to carry out photosynthests(Safi
etal, 2014).

Regarding the cell wall, it 1s the main defense against botic
and ablotic factors of the microalgae. At the beginning of the
cell wall formation, its thickness 1s approximately 2 nm and as
the microalgas matures, the thickness Increases until it reaches a
thicknessof 21 nm{ Yamamoto et al, 2004). As for the mitochondria,
1t can be mentioned that they are in charge of carrying out the
metabolic processes with which the microalgae will obtain its
energy, necessary to carry out all the growth and maintenance
processes. The mitochondria of C. vilparts are made up of double
membranes, proteins and phospholipids. Finally, C. vulgaris only
contains a single chloroplast which 1s composed of phospholipids
and conststs of two membranes where the first s permeable to
certain metabolites and some 1ons, but the second membrane
15 highly selective and its function is the transport of proteins.
In additton to this function, the synthesis of starch granules 1s
possible within the chloroplast (Safi et al, 2014). Within the
chloroplasts are the thylakolds where the chlorophyll 1s found,
with which it 1s possible to capture energy through radiatton and
that it is used by the organism to create Its own food. The following
Flgure 1 shows the C. vulgarfs morphology.

As can be seen in Figure 1, C. vulgaris have a defined spherical
shape and the amount of chlorophyll and prgments contained in
them makes It possible to observe the living cells that keep their
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Figura 33. Portada de articulo de revision con JCR acerca de la microalga C. vulgaris.
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Chlorella vulgaris, a microalgae important to be used in Biotechnology: a review
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Abstract

Chlorelia vulgaris 1s 2 microalgae belonging to the order of the Chlorococcales, of the Oocytaceae family, of the genus Chlorelia,
which has a green colour due to the chloroplasts it contains. Its shape Is spherical with a size that varies from 1 to 10 microns.
These microalgae contain, in additton to chlorophyll, a significant amount of intracellular protetns, carbohydrates, Iptds, vitamin
C, p-carotenes and B vitamins (B1, B2, B6 and B12), which ts why 1t is commonly used for the preparation of food supplements,
as well as for the production of cosmetics, dinical treatments and even for the detoxtfication of heavy metals In wastewater.
For this reason, the following review speaks from the morphology of the microalgae C. vulgaris to recent Investigations regarding
the primary and secondary metabolites. This research also provides an overview of the areas of opportunity for the development
of new products and process improvements in order to increase the extsting ylelds so far to optimize responses based on the
destred products, the formulation of vartious growth media or the design of new photobtoreactors which allow greater control
of growth conditions and easy scaling for high productions at the industrial level that cover the current global needs.

Keywords: composition, growing. metabolites, applications.

Practical application: With the analysis of the morphology of the microalgae, their metabolism, reproduction and the
Investigations that have been carrled out regarding the primary and secondary metabolites that they produce during their
growth and the abtotic factors that are iImportant during growth 1s possible propose designs optimization of cell growth of the

C. vulgaris specles with which the ylelds of blomass and metabolites In crops can be Increased at the photobloreactor level

1 Introduction

‘The study of microalgae has become Important in recent years
because they are considered as raw matertals for chemical compounds
that have been affected by thetr primary and secondary metabelism,
stch as liptds, whose matn application is for the generation of
blodiesel. Among the advantages that the use of microalgae has
at an Industrial level, It can be 1dentified that thetr cultivation Is
easy and fast, since they can complete their growth cyde in a few
days and can develop both In salt water and freshwater in ponds.,
forests, and even once In fermentation tanks, have also been found
to grow in wastewater (Lu et al, 2015). The C. vulgaris strains are
species of microalgae that grow easily and quickly where, based
on thetr metabolism, the culture medium can be autotrophic,
heterotrophic, mixotrophic and photobioreactor, observing that
the highest concentration of blomass Is genres when working in a
mixotrophic medium or photobioreactor level, so it 1s interesting
to analyze the growth of C. vulgaris in a mixotrophic medium
using a photobloreactor. Among the applicattons that can be given
to the metabolites produced by C. vulgarss is the production from
the lipids that 1t produces as well as the synthests of proteins and
some carbohydrates (Ardila- Alvarez et al.,, 2017).

L1 Morphalogy

C. vulgaris 1s a microscoplc organism with a size of 2 to
10 pm and with a structure similar to that of higher plants,
because It contains; a cell wall, mitochondria, and chloroplasts,

the latter being necessary to carry out photosynthesis(Safl
et al., 2014).

Regarding the cell wall, it 1s the main defense against blotic
and ablotic factors of the microalgae. At the beginning of the
cell wall formatton, its thickness 1s approximately 2 nm and as
the microalgae matures, the thickness increases until it reaches a
thicknessof 21 nm{Yamamoto et al, 2004). As for the mitochondria,
It can be mentioned that they are In charge of carrying out the
metabolic processes with which the microalgae will obtain its
energy, necessary to carry out all the growth and maintenance
processes. The mitochondria of C. vulparis are made up of double
membranes, proteins and phospholiptds. Finally, C. vulgarts only
contains a single chloroplast which 1s composed of phospholipids
and conststs of two membranes where the first 15 permeable to
certain metabolites and some tons, but the second membrane
1s highly selective and Its function 1s the transport of protelns.
In additton to this function, the synthests of starch granules 1s
possible within the chloroplast (Saff et al., 2014). Within the
chloroplasts are the thylakotds where the chlorophyll 1s found,
with which it s possible to capture energy through radiatton and
that It is used by the organism to create its own food. The following
Figure 1 shows the C. vulgaris morphology.

As can be seen In Figure 1, C. viilgaris have a defined spherical
shape and the amount of chlorophyll and pigments contained in
them makes It possible to observe the living cells that keep thetr

Received 08 Aug., 2020
Accepizd 15 Sept., 2020

Termoltgice Nacional de México, Instituto Ternoldgice Morelic, Morelia, Michoacdn. México

*Corresponding author: juan gh@moreia tecnm mx

Foud Scl. Technol, Campinas, ¥42, 837320, 2022

1

Figura 34. Portada de articulo con JCR acerca del crecimiento de la microalga C. vulgaris bajo
condiciones fotoheterotréficas a nivel matraz.
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DELFIN

DE LA INVESTIGACION Y EL POSGRADO DEL PACIFICO

' PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL PARA EL FORTALECIMIENTO

19 de junio de 2023

M.C. Jesus Alberto Coronado Reyes
Instituto Tecnoldgico de Morelia
PRESENTE

Estimado Investigador

La Coordinacién General del Programa Interinstitucional para el Fortalecimiento de
la Investigacion y el Posgrado del Pacifico (Programa Delfin), agradece su
disposicion para asesorar a estudiantes que realizaran estancias de investigacion en
el XXVIIl Verano de la Investigacién Cientifica y Tecnologica del Pacifico.

Con este Programa y a fravés de la experiencia adquirida al integrarse a los
proyectos de investigacion en desarrollo, pretendemos fortalecer la vocacion de los
jovenes por la Ciencia y la Tecnologia, y asi contribuir en la formacion de capital
humano, para consolidar la investigacion, el desarrollo y la innovacion tecnologica en
los paises participantes.

El Programa Delfin esta integrade actualmente por 277 instituciones de educacion
superior, de las cuales 142 son de México, 106 de Colombia, 1 de Costa Rica, 3 de
Estados Unidos de MNorteamerica, 6 de Micaragua y 19 de Peru, quienes en XXVII
versiones del Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, han
movilizado a 70,036 estudiantes de todas las dreas del conocimiento, estimando que
un gran porcentaje de los jovenes, ya realizaron o estan cursando estudios de
posgrado en el pais y el extranjero. Estamos convencidos que la experiencia
personal y académica que Usted transmitira a los jovenes contribuira de forma
extracrdinaria en la decision de los estudiantes para integrarse a programas de
posgrados de calidad.

Por este motivo y de manera particular, le presento a Francisco Ariel Fajardo
Sanchez, estudiante del 5o semestre de la camera de Ingenieria Bioguimica, de el
Instituto Tecnoldgico de Morelia, quien realizara con su asesoria PRESENCIAL el
XXVl Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, en el pericdo
comprendido del 19 de junio al 4 de agosto de 2023.

Los estudianies estan comprometidos a trabajar de acuerdo con el programa de
actividades que en conjunto definan, asi como respetar las normas y politicas
establecidas, y mantener una conducta ejemplar en el desempeiio de las actividades
académicas que les asignara.

Le recordamos, que a fravés de su comeo electronico recibid un usuario y
contrasefia para que ingrese a sSu  sesion en nuestro  sitio  web
www_programadelfin org mx, en procesos de estancia para confirmar €l inicio, avalar

Figura 38. Constancia de participacion como asesor investigador en el programa de verano delfin 2023.

Alumno 1.

COORDINACION SEMERAL
UNVERSIDAD AUTONOMA DE MAYARIT | SECRETARIA DE INVESTISACION ¥ POSGRADD
CIUDAD DE LA CULTURA 5/M, CF. 53000, TEFIC, HAYARIT: MEXICO
TEL: +321-311-241-33-00 EXT. 2527 CEL- +521-331- 181-54-34 E-mail: coordiradon.genersl@programacesin. org.mx
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DELFN
’ PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL PARA EL FORTALECIMIENTO
DE LA INVESTIGACION Y EL POSGRADO DEL PACIFICO

19 de junio de 2023

M.C. Jesus Alberto Coronado Reyes
Instituto Tecnolégico de Morelia
PRESENTE

Estimado Investigador

La Coordinacion General del Programa Interinstitucional para el Fortalecimiento de
la Investigacién y el Posgrado del Pacifico (Programa Delfin), agradece su
disposicion para asesorar a estudiantes que realizaran estancias de investigacion en
el XXVl Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnelogica del Pacifico.

Con este Programa y a través de la experiencia adquinda al integrarse a los
proyectos de investigacion en desarrolle, pretendemos fortalecer la vocacion de los
jovenes por la Ciencia y la Tecnologia, y asi contribuir en la formacion de capital
humano, para consolidar la investigacién, el desarrollo y la innovacidn tecnoldgica en
los paises participantes.

El Programa Delfin esta integrado actualmente por 277 instituciones de educacion
superior, de las cuales 142 son de México, 106 de Colombia, 1 de Costa Rica, 3 de
Estados Unidos de Norteamerica, 6 de Nicaragua y 19 de Pert, quienes en XXVII
versiones del Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, han
movilizado a 70,036 estudiantes de todas las areas del conocimiento, estimando que
un gran porcentaje de los jovenes, ya realizaron o estan cursando estudios de
posgrado en el pais y el exiranjero. Estamos convencidos que la experiencia
personal y académica que Usted transmitira a los jévenes contribuira de forma
extraordinaria en la decision de los estudiantes para integrarse a programas de
posgrados de calidad.

Por este motivo y de manera particular, le presento a Doris Garcia Zamudio,
estudiante del 5to semestre de la camera de Ingeneria Bioquimica, de el Instituto
Tecnologico de Morelia, quien realizara con su asesoria PRESENCIAL el XXWIII
Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, en el periodo
comprendido del 19 de junio al 4 de agosto de 2023,

Los estudiantes estan comprometidos a trabajar de acuerdo con el programa de
actividades que en conjunto definan, asi como respetar las normas y politicas
establecidas, y mantener una conducta ejemplar en el desempefio de las actividades
académicas que les asignara.

Le recordamos, que a través de su correo electrénico recibid un usuario y
confrasefia para que ingrese a su  sesidn  en  nuestro  sitio  web
www._programadelfin.org.mx, en procesos de estancia para confirmar el inicio, avalar

COORDINACION SEMERAL
UNNVERSIDADN AUTOMNOMS DE NAYARTT / SECRETAR[A DE INVESTIGACIGN ¥ POSGRADD
CIUDAD DE LA CULTURA 5/, CF. 53000, TEFIC, MAYARIT; MEXICO
TEL: #321-311-241-25-00 EXT. 8327 CEL: +324- 313- 141-54-54 E-mail: coordiradon. general@programacetin ong.mx

Figura 39. Constancia de participacion como asesor investigador en el programa de verano delfin 2023.
Alumno 2.



DELFIN

DE LA INVESTIGACION Y EL POSGRADO DEL PACIFICO

’ PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL PARA EL FORTALECIMIENTO

19 de junio de 2023

M.C. Jesus Alberto Coronado Reyes
Instituto Tecnoldgico de Morelia
PRESENTE

Estimado Investigador

La Coordinacion General del Programa Interinstitucional para el Fortalecimiento de
la Investigacién y el Posgrado del Pacifico (Programa Delfin), agradece su
disposicidn para asesorar a estudiantes que realizaran estancias de investigacion en
el XXVl Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica del Pacifico.

Con este Programa y a través de la experiencia adquinda al integrarse a los
proyectos de investigacidn en desarrollo, pretendemos fortalecer la vocacidn de los
jévenes por la Ciencia y la Tecnolegia, y asi contribuir en la formacion de capital
humano, para consolidar la investigacion, el desarrollo y la innovacion tecnologica en
los paises participantes.

El Programa Delfin esta integrado actualmente por 277 instituciones de educacién
superior, de las cuales 142 son de México, 106 de Colombia, 1 de Costa Rica, 3 de
Estados Unidos de MNorteameérica, 6 de Nicaragua y 19 de Pert, quienes en XXVII
versiones del Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, han
movilizado a 70,036 estudiantes de todas las areas del conocimiento, estimando que
un gran porcentaje de los jovenes, ya realizaron o estan cursando estudios de
posgrado en el pais y el extranjero. Estamos convencidos que la experiencia
personal y académica que Usted transmitira a los jovenes contribuira de forma
extraordinaria en la decision de los estudiantes para integrarse a programas de
posgrados de calidad.

Por este motive y de manera particular, le presento a Cristina Mondragén Diaz
Barriga, estudiante del 4to semestre de la carrera de Ingenieria Bioguimica, de el
Instituto Tecnologico de Morelia, quien realizara con su asesoria PRESENCIAL el
XX Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnolégica del Pacifico, en el periodo
comprendido del 19 de junio al 4 de agosto de 2023.

Los estudiantes estdn comprometidos a trabajar de acuerdoe con el programa de
actividades que en conjunto definan, asi como respetar las normas y politicas
establecidas, y mantener una conducta ejemplar en el desempefio de las actividades
academicas que les asignara.

Le recordamos, que a través de su correo electronico recibié un usuario y
contrasefia para que ingrese a su sesion  en  nuestro  sitio web
www._programadelfin.org.mx, en procesos de estancia para confirmar el inicio, avalar

Figura 40. Constancia de participacion como asesor investigador en el programa de verano delfin 2023.

Alumno 3.

COORDIMACIGN SEMERAL
UNIVERSIDAD AUTOMOMA DE MAYARIT / SECRETARIA DE INVESTISACIGN ¥ POSGRADD
COUDAD DE LA CULTURA 5/, CF. 53000, TEFIC, MAYARIT; MEXICO
TEL: +321-311-211-22-00 EXT. 2927 CEL: +321-311- 141-54- 34 E-mail: coordiradon genersl @programaserin org. mq
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DELFIN

DE LA INVESTIGACION Y EL POSGRADO DEL PACIFICO

’ PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL PARA EL FORTALECIMIENTO

19 de junio de 2023

M.C. Jesus Alberto Coronado Reyes
Instituto Techolégico de Morelia
PRESENTE

Estimado Investigador

La Coordinacion General del Programa Interinstitucional para el Fortalecimiento de
la Investigacion y el Posgrado del Pacifico (Programa Delfin), agradece su
disposiciéin para asesorar a estudiantes que realizaran estancias de investigacion en
el XXVIIl Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica del Pacifico.

Con este Programa y a través de la experiencia adquirida al integrarse a los
proyectos de investigacion en desarrollo, pretendemos fortalecer la vocacion de los
jovenes por la Ciencia y la Tecnologia, y asi contribuir en la formacion de capital
humano, para consolidar la investigacion, el desarrollo y la innovacién tecnoldgica en
los paises participantes.

El Programa Delfin esta integrado actualmente por 277 instituciones de educacion
superior, de las cuales 142 son de México, 106 de Colombia, 1 de Costa Rica, 3 de
Estados Unidos de Morteamérica, 6 de Nicaragua y 19 de Peni, quienes en XXVII
versiones del Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica del Pacifico, han
movilizado a 70,036 estudiantes de todas las areas del conocimiento, estimando que
un gran porcentaje de los jovenes, ya realizaron o estan cursando estudios de
posgrado en el pais y el extranjero. Estamos convencidos que la experiencia
personal y académica que Usted transmitird a los jovenes contribuird de forma
extraordinaria en la decision de los estudiantes para integrarse a programas de
posgrados de calidad.

Por este motivo y de manera particular, le presenfo a Maria Fernanda Sandoval
Sanchez, estudiante del 4to semestre de la carrera de Ingenieria Bioquimica, de el
Instituto Tecnoldgico de Morelia, quien realizard con su asesoria PRESENCIAL el
XXVIIl Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, en el periodo
comprendido del 19 de junio al 4 de agosto de 2023.

Los estudiantes estan comprometidos a trabajar de acuerdo con el programa de
actividades que en conjunto definan, asi como respetar las normas y politicas
establecidas, y mantener una conducta ejemplar en el desempefio de las actividades
acadeémicas que les asignara.

Le recordames, que a través de su correc electrénico recibid un usuaric vy
contrasefia para que ingrese a su sesion en  nuestro  sitic web
www _programadelfin.org.mx, en procesos de estancia para confirmar el inicio, avalar

Figura 41. Constancia de participacion como asesor investigador en el programa de verano delfin 2023.

Alumno 4.

COORDINACION GENERAL
UNIVERSIDAD AUTGMOMA DE MAYARIT / SECRETARIA DE INVESTISACIOM ¥ POSGRADD
CUDAD DE LA CULTURA SN, CF. 53000, TEFIC, NAYARIT: MEXICO
TEL +321- 311- 244-23-00 EXT. 2327 CEL: 4521-313- 141-54-34 E-mail: coordiradon.genersl@programad=sin.ong.mx
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DELFIN
P PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL PARA EL FORTALECIMIENTO
d DE LA INVESTIGACION Y EL POSGRADO DEL PACIFICO

19 de junio de 2023

M.C. Jesus Alberto Coronado Reyes
Institute Tecnoldgico de Morelia
PRESENTE

Estimado Investigador

La Coordinacion General del Programa Interinstitucional para el Fortalecimiento de
la Investigacion y el Posgrado del Pacifico (Programa Delfin), agradece su
disposicion para asesorar a estudiantes que realizaran estancias de investigacion en
el XXVIIl Verano de 1a Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico.

Con este Programa y a través de la experiencia adquirida al integrarse a los
proyectos de investigacion en desarrollo, pretendemos fortalecer la vocacion de los
jévenes por la Ciencia y la Tecnologia, y asi contribuir en la formacién de capital
humano, para consolidar la investigacion, el desarrollo y la innovacion tecnologica en
los paises participantes.

El Programa Delfin esta integrado actualmente por 277 instituciones de educacion
superior, de las cuales 142 son de México, 106 de Colombia, 1 de Costa Rica, 3 de
Estados Unidos de Norteamérica, 6 de Nicaragua y 19 de Pert, quienes en XXVII
versiones del Verano de la Investigacién Cientifica y Tecnologica del Pacifico, han
movilizado a 70,036 estudiantes de todas las areas del conocimiento, estimando que
un gran porcentaje de los jovenes, ya realizaron o estan cursando estudios de
posgrado en el pais y el extranjero. Estamos convencidos que la experiencia
personal y académica que Usted transmitird a los jovenes contribuird de forma
extraordinaria en la decision de los estudiantes para integrarse a programas de
posgrados de calidad.

Por este motivo y de manera particular, le presento a Ricarde Alejandro Téllez
Bazan, estudiante del 5to semestre de la carrera de Bioguimica, de el Instituto
Tecnologico de Morelia, quien realizara con su asesoria PRESENCIAL el X3V
Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del Pacifico, en el pericdo
comprendido del 19 de junio al 4 de agosto de 2023.

Los estudiantes estdan comprometidos a trabajar de acuerdo con el programa de
actividades que en conjunfo definan, asi como respetar las normas y politicas
establecidas, y mantener una conducta ejemplar en el desempefio de las actividades
académicas que les asignara.

Le recordamos, que a través de su comeo electronico recibio un usuario y
contrasefia para gue ingrese a su  sesidn  en  nuestro  sitio  web
www programadelfin.org.mx, en procesos de estancia para confirmar el inicio, avalar

COORDIMACIGN SEMERAL
UNNVERSIDAD AUTOMOMA DE MAYARIT / SECRETARIA DE INVESTISACHIN ¥ POSGRADO
COUDAD DE LA CULTURA 5/W, CF. 53000, TEFIC, MAYARIT; MEXICO
TEL: +321-311-241-25-00 EXT. 3527 CEL- 4321-311- 141-54-34 E-mail: coordiradon. genersl@programadesin ong. mx
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Figura 42. Constancia de participacion como asesor investigador en el programa de verano delfin 2023.
Alumno 5.

TECNOLOGICO

ﬁ NACIONAL DE MEXICO

@CONACYT g ’ e S s atle ((eaizsaasin))

Goblerno de
MICHOACAN

El Gobierno del Estado de Michoacdn, a través del Instituto de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
en colaboracion con el Tecnolégico Nacional de México, campus Instituto Tecnoldgico
de Morelia y el respaldo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia,
otorgan la presente:

CONSTANCIA

JESUS ALBERTO CORONADO REYES

POR LA EXPOSICION DE SU PONENCIA ANALISIS DEL CRECIMIENTO CINETICO DE CHLORELLA VULGARIS BAJO CONDICIONES DE CULTIVO
A . HETEROTROFICO PARA LA OPTIMIZACION EN LA SINTESIS DE METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS. EN EL EJE 1. INVESTIGACION

° BASICA DE LA MESA 3: CIENCIAS AGRICOLAS Y BIOTECNOLOGIA

En el marco de las actividades académicas del

# GQNoRESO Encuentro
Dcincia y el deJovenes
TECNOLOGIA E Investigadores
INNOVACION del Estado de Michoacdn

Morelia, Michoacdn, a 30 de octubre de 2020

A s

Dr. José Luis Montanez Espinosa Dr. José Luis\Gil Vazquez
Director General del Instituto de Cienciaq, Director del Tecnolégich Nacional de México,
Tecnologia e Innovacion del Estado de Michoacdan campus Instituto Tecnolégico de Morelia

Figura 43. Constancia de participacion en congreso ICTI en el afio 2020.
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Z05] Instituto de Ciencia, =) secretariade 25| Comisién Estatal Gobierno
=|| Tecnologia e Innovacién b3 Igualdad Sustantiva 2¥=|| para el Desarrollo =/ deMichoacan
tlef| <o wcnoach EE y Desarrollo de las E@ de los Pueblos Indigenas wtttinag » toatar

S Mujeres Michoacanas

B @oovor 1y REomceor @

El Gobierno del Estado de Michoacan, a través del Instituto de Ciencia, Tecnologia e Innovacion,
en colaboracion con el Tecnolégico Nacional de México, campus Instituto Tecnolégico de
Morelia y el respaldo del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia otorgan la presente:

CONSTANCIA

JESUS ALBERTO CORONADO-REYES, MIRANDA VALERIA MARTINEZ-OLGUIN, EVELYN RAMIREZ-ACOSTA,
JUAN ALFONSO SALAZAR-TORRES, JUAN CARLOS GONZALEZ-HERNANDEZ; JESUS ALBERTO CORONADO-
REYES, MIRANDA VALERIA MARTINEZ-OLGUIN, EVELYN RAMIREZ-ACOSTA, JUAN ALFONSO SALAZAR-
TORRES, JUAN CARLOS GONZALEZ-HERNANDEZ

Contro deehabiocen
incusioninfnst
Michoacan

w25 I

UiM

POR LA EXPOSICION DE SU PONENCIA CARACTERIZACION CINETICA DE LA MICROALGA CHLORELLA VULGARIS A NIVEL
MATRAZ CON GLICEROL COMO SUSTRATO EN EL EJE 1. INVESTIGACION BASICA DE LA MESA 3: CIENCIAS AGRICOLAS Y
En el marco de lasgieteenoideiarcademicas del

SR o (@) Encuentro

e Jovenes
ClENCIA \—/Investigadores
E INNOVACION = delEsbado de Michoacin

Morelia, Michoacan, a 22 de Octubre de 2021

Biol. Maria Pie Trujillo Garcia Dr. José Luis Gil Vazquez

Directora General del Insi
Tencologia e Innovacién del E:

Figura 44. Constancia de participacion en congreso ICTI en el afio 2021.

je Ciencia Director del Tecnologico Nacional de México,
de Michoacan campus Instituto Tecnolégico de Morelia
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@. Gobigrno
E@z ticTI e
El Gobierno del Estado de Michoacan.a
través del
Instituto de Ciencia, Tecnologia e Innovacion.en
colaboracion con la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

otorga la presente

CONSTANCIA

JESUS ALBERTO CORONADO REYES, SALAZAR-TORRES JUAN ALFONSO;
GONZALEZ-HERNANDEZ JUAN CARLOS
POR LA EXPOSICION DE SU PONENCIA DISENO, CONSTRUCCION E INSTRUMENTACION
DE FOTOBIORREACTOR PARA CRECIMIENTO DE MICROALGAS EN EL EJE 1. INVESTIGACION
EN LAS CIENCIAS BASICAS DE LA MESA 2: CIENCIAS DE LA INGENIERIA Y TECNOLOGIA

PROYECTO ASESORADO POR: SALAZAR-TORRES JUAN ALFONSO; GONZALEZ-
HERNANDEZ JUAN CARLOS

En el marco de las actividades académicas del

S {*Encuentro
CIENCIA de Jovenes
I Investigadores

E INNOVACION dnl Estincio e Michoacin

- Moreha, Michoacan * 28 d

octubre de 2022 W Z)//’Z\

Dr.Raul Cardenas Navarro

Dra. A!ejLndra,O oa Zarzosa
N

DIRECTORA GENERAL RECTOR
Instituto de Ciencia. Tecnologia e Innovaciondel Estado de Universidad Michoacana de San Nicolas de
Michoacan Hidalgo

Figura 45. Constancia de participacion en congreso ICTI en el afio 2022.
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AMIDIQ &

Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica AC.

XLUT Encuentro Macional de la AMIDICQ

“La Ingrnieria Cuimica,
la Sostenibilidad v la Eeomomis Clroular”

La Academia Mexicana de Investigacion y Docencia
en Ingenieria Quimica A.C.

otorga el presente

RECONOCIMIENTO

a.

Jesus Alberto Coronado-Reyes, Luis Alberto Madrigal-Perez, lvone Huerta-Aguilar, Mariana Alvarez-
Mavarrete, luan Carlos Gonzalez-Hernandez

Por la presentacion del trabajo en modalidad oral:

Caracterizacion cinética y actividad antioxidante de Chlorella vulgaris en medio fotoheterotrofico a
nivel matraz con glicerol como sustrato

ID: 218

XLl Encuentro Nacional de la AMIDIQ
Puerto Vallarta, Jal., México. 23 al 26 de agosto de 2022

P-’-" M)
v
4}@1‘9 (Crmts
Dr Adorge Ramdn R.J..rdl‘l Ortiz w\;lna
PF‘ESIDE DE LA AMIDIZ ¥ DEL C{SMITE ORGAKIZADOR PRESIDENTE DEL COMITE TECNICOD

J

Figura 46. Constancia de participacion en congreso AMIDIQ en el afio 2022.




EDUCACION @Mmﬁm

Instituto Tecnologico de Morelia
Subdireccion Académica

Departamento de Ciencias Basicas
Morelia, Michoacan, 30/abril/2022
Asunto: Aceptacion de cartel

Estimado colega:

Con relacién a su trabajo titulado:

008: CRECIMIENTO Y CARACTERIZACION DE CHLORELLA VULGARIS EN MEDIO
FOTOHETEROTROFICO A NIVEL MATRAZ PARA DISENO Y CONSTRUCCION DE
FOTOBIORREACTOR.

Cuyos autores son:

Jesis Alberto Coronado-Reyes, Juan Alfonso Salazar-Torres, Juan Carlos Gonzalez-
Hernandez.

Que nos envid para su consideracion como posible presentacion en el 16° Congreso
Multidisciplinario de las Ingenierias y 2° Sesion de Carteles de Estudios Matematicos Aplicados,
nos es grato hacerle de su conocimiento gque, de acuerdo con los resultados del proceso de seleccion,
su frabajo ha sido aceptado para su presentacién en la modalidad de CARTEL.

Le recordamos gue la presentacion de los mismos se realizara el lunes 02 de mayo del 2022 de 09:00
a 14:00 horas en la explanada de nuestra institucién, donde habra un espacio especialmente asignado
para su CARTEL y la fecha limite para enviarnos su trabajo es el 01 de mayo del presente afio.

A nombre del TecNM y del Instituto Tecnolégico de Morelia, le agradecemos su participacion y
esperamos tener la oportunidad de saludarlo personalmente en el evento.

Atentamente

Comité Evaluador.

E & & ow
Figura 47. Carta de aceptacion para participacién en congreso de ciencias bésicas dentro del Instituto
Tecnoldgico de Morelia. Afio 2022.
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Electronic Journal of Biotechnology

Design, Construction and Instrumentation of
Photobioreactor for Microalgae Growth

Jesis Alberto Coronado-Reves', Juan Alfonso Salazar-Torres®, Juan Carlos Gorzalez-Hernandez =

' Tecneologico Nacional de Meéxico/Instituto Tecnologico de Morelia,
* Tecnologico Nacional de México/Instituto Tecnologico de Morelia.
“I Tecnolégico Macional de México/Instituto Tecnoldgico de Morelia: juan ghi@morelia tecnm mixc

Abstract: The cultivation of microalgae has been a biotechnological technique with a
large amount of throughout history has been obtained, however, it has been observed that
depending on the growth conditions to which they are subjected, either by the team or by
the sources of substrate and exposure to light, the yields in the production of carbohydrates,
proteins, lipids, vitamins, polyphenols and terpenes (primary and secondary metabolites)
are increased or reduced, in addition to the fact that there 1s very little information on the
optimization of the processes productive. That is why the present work consists of
designing and implementing a photobioreactor with internal blue LED light to monitor in
real time the pH, temperature, carbon dioxide (CO;) concentration and light intensity to
increase current vields. in the production of biomass and metabolites with a wide
application at the biotechnological level In the same way, with the development of this
device, 1t 1s sought that 1t can be easily scalable at an industrial level. In conclusion, it can
be mentioned that the construction of the photobioreactor was completed with an
immediate response for the control of microbial growth, with which the expenimentation
can begin

Background: The objective of this work 1s to present the design of a cylindnical
photobioreactor with a concentric blue LED light source and which has sensors for
monitoring temperature, pH and dissolved oxygen in real time to control the growth of
microalgae under mixotrophic growth in such a way that so that optimal operational points
can be found and thereby increase the current yields in the production of primary
metabolites such as carbohydrates, proteins and lipids as well as secondary metabolites
such as pigments (polyphenols and terpenes) whose application in biotechnology covers the
food, pharmaceutical, and pharmaceutical sectors. and energetic.

Figura 48. Portada de propuesta de articulo con registro JCR sobre disefio de fotobiorreactor para crecimiento
de microalgas.
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