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Resumen

En la presente investigacion se evalud crecimiento celular de la microalga
Chlorella vulgaris a diferentes espectros de luz (blanca, azul, violeta, roja) a 100
umol m2 sty flujo constante de aireacidn de 2.5 vwvm, en fotobiorreactores (FBR)
de columna de burbujeo; finalizando cada experimento se realizd extraccidon de
biomasa, centrifugando el medio de cultivo a 4,000 rpm por 10 min. Los valores
de maximo crecimiento celular fueron de 13.3x10° cel mL' en luz blanca,
9.88x10° cel mL* roja, 8.83x10° cel mL? luz azul y 7.50x10° cel mL* luz violeta; los
datos de mayor crecimiento celular, asi como mayor consumo de N-NH4* (60%) y
tasa de crecimiento especifico u (0.0229 d*) fueron a condiciones de luz blanca;
por el crecimiento celular obtenido se puede indicar que no hubo dafio por
fotoinhibicién; por tanto, segln estos datos, se puede mencionar que las
condiciones de aireacion y luz blanca planteadas son las éptimas en relacion al
crecimiento celular de Chlorella vulgaris.

Palabras claves: Chlorella vulgaris, fotobiorreactor, Microalga, Luz.

Abstract

In this research, cell growth of the microalga Chlorella vulgaris was evaluated at
different light spectra (white, blue, purple, red) at 100 p m2s? and constant
aeration flow of 2.5 vvm, in bubble column photobioreactors (FBR); At the end of
each experiment, biomass extraction was carried out, centrifuging the culture
medium at 4,000 rpm for 10 min. The maximum cell growth values were 13.3x10°
cel mLtin white light, 9.88x10° cel mL™ red light, 8.83x10° cel mL™* blue light and
7.50x10° cel mL?* purple light; the data of higher cell growth, as well as higher
consumption of N-NH4" (60%) and specific growth rate p (0.0229 d) they went to
white light conditions; Due to the cell growth obtained, it can be indicated that
there was no damage due to photoinhibition; Therefore, according to these data,
it can be indicated that the conditions of aeration and white light proposed are
the optimal ones in relation to the cell growth of Chlorella vulgaris.
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1. Introduccion

Muchos paises han buscado fuentes de energia alternativas que sean sustentables y limpias; dentro de
estas fuentes de energia renovables existen los biocombustibles que son de gran interés, ya que propician
una reduccion de las emisiones de gas de efecto invernadero [1]. El biodiesel es un combustible liquido
que recibe un gran interés debido a sus ventajas sobre el diésel fosil [2].

Las microalgas son mas viables como materia prima y alternativa para la obtencién de biomasa ya que su
crecimiento no requiere grandes extensiones de tierras como los cultivos convencionales, utilizan aguas
residuales o marinas como medio de cultivo [3], al igual muchas especies de microalgas tienen un corto
tiempo de duplicacidn con una alta eficiencia de fijacién de CO, mds de 10 veces en comparacién con las
plantas de cultivo convencional [4]; A diferencia de la biomasa lignoceluldsica, las microalgas pueden
producirse en estanques o biorreactores, minimizando el impacto de la produccidon de biomasa en la
agricultura, pueden producirse durante todo el afo, sus estructuras de pared celular no contienen lignina,
qgue forma una barrera fisica para la hidrdlisis enzimatica [5].

Las microalgas son fotoautdtrofas, esto quiere decir que pueden utilizar la luz como Unica fuente de
energia cuyas caracteristicas espectrales y cantidad pueden afectar su fotosintesis tasa de crecimiento y
composicion de los componentes celulares, lo que afecta su valor nutricional para su uso [1]. A su vez la
calidad de la luz juega un papel importante en la composicidon bioquimica de las microalgas [6,7]; La luz
roja estd relacionada con una alta eficiencia de conversidn de carbono de las células microalgales,
mientras que las enzimas clave en la acumulacidn de triglicéridos de la fotosintesis estan controladas por
la longitud de onda de la luz azul [8].

En estudios sobre la comercializacién de biomasa a partir de microalgas, se ha observado que las cepas
de Chlorella, Scenedesmus y Chlamydonas, son las mds apropiadas como materia prima por su rica
produccién de carbohidratos para su transformacién en la produccién de bioetanol [9,10]. Ademas, se
sabe que el estrés ambiental cambia la composicidn de las microalgas y debe tenerse en cuenta para
maximizar el contenido de carbohidratos de las microalgas. De igual manera, otros factores ambientales,
por ejemplo, los nutrientes, la luz y la temperatura en el cultivo pueden afectar tanto al crecimiento de
las algas como a la composicion de la biomasa. Es por estas situaciones, que en el presente trabajo se
estudio el efecto de la exposicidn a diferentes espectros de luz, utilizando la microalga Chlorella vulgaris,
como alternativa para el crecimiento celular en fotobiorreactor de columna de burbujeo.

2. Antecedentes

El cambio climatico consiste fundamentalmente en el calentamiento del planeta que tiene lugar por el
llamado efecto invernadero ocasionado por determinados gases entre los que destaca el diéxido de
carbono (CO3), producido principalmente durante la combustion de las fuentes de energia fésiles. De
hecho, la mayor parte de la energia mundial se obtiene de recursos fésiles como el petrdleo, el carbén 'y
el gas natural [11], en tabla 1 se indican ciertos contaminantes quimicos generados por la combustion del
carbodn. El calentamiento del planeta supone una grave amenaza para la poblacién del futuro ya que puede
ocasionar una considerable gama de problemas: elevacion del nivel del mar, mayor frecuencia e
intensidad de fendmenos meteoroldgicos extremos, desaparicidon de determinadas especies de animales
y plantas [12,1]. Esta situacién demanda urgentemente un replanteamiento y conciencia, para utilizar
fuentes alternativas de energia basadas en procesos sustentables, renovables y amigables con el
ambiente, que ademas posibiliten la captura de CO, (didxido de carbono). Una opcion energética
promisoria que ha resultado muy atractiva en afos recientes son las bioenergias que se pueden obtener
a partir de biomasa [13,14].
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Tabla 1. Principales contaminantes quimicos generados por la combustion del carbdn.
Gases y particulas SO2, CO2, NOx, CO, particulas.

Inorgéanicos Arsénico, Berilio, Cloruro de Hidrégeno,
Fluoruro de Hidrégeno, Cadmio, Cromo,
Cobalto, Plomo, Manganeso, Mercurio,
Niquel, Fésforo, Selenio.

Organicos Acetaldehido,  Benceno, Etilbenceno,
Metilcloroformo, Formaldehido, Naftaleno,
Fenol, Tolueno, Tetracloroetileno, Acetato
de vinilo, Xileno.

Los efectos contaminantes producidos por la combustién de los combustibles fésiles en las personas se
manifiestan a corto, mediano y largo plazo, afectan principalmente a la poblacién pediatrica, mujeres
embarazadas, personas mayores y a las que padecen enfermedades respiratorias y cardiovasculares. Las
enfermedades asociadas oscilan desde banales (conjuntivitis, rinitis, faringitis, entre otras) hasta graves y
potencialmente mortales (bronquitis asmatica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, insuficiencia
cardiaca e incremento del riesgo de cancer) [15].

2.1 Energia de biomasa
Existen diversas fuentes de energia que son sustentables y limpias entre las cuales existen, hidrdaulica,
solar, edlica, mareomotriz, entre otras; los biocombustibles pueden producirse a partir de diferentes
materias primas de biomasa, actualmente se discuten como una fuente de energia alternativa
prometedora debido a varias ventajas segln la materia prima, los biocombustibles se pueden clasificar en
cuatro generaciones principales [16-17].
+* Primera generacion: Incluyen la biomasa comestible como el maiz, la soja y el girasol [18]. El uso
de biomasa comestible requiere cantidades significativas de fertilizantes, agua y grandes
extensiones de tierras de cultivo que compiten con los cultivos alimentarios y plantearon el
debate ““alimento versus combustible [19-20].
++ Segunda generacion: Depende de la utilizacion de biomasa lignocelulésica no comestible, como
paja de arroz, paja de trigo, aserrin y desechos municipales. Aunque los desechos lignocelulésicos
se discuten como el primer candidato para la producciéon de biocombustibles debido a su
abundancia, el desafio en su utilizacién es eliminar la lignina y superar la estructura recalcitrante
para mejorar la accesibilidad de la celulosa y la hemicelulosa. Por lo tanto, el pretratamiento es
un paso esencial, que requiere mucha energia, consume mucho tiempo y/o es costoso [21].
+»+ Tercera generacion: Las algas de tipo salvaje han atraido una enorme atencién en la produccion
de biocombustibles de tercera generacion [22].
+» Cuarta generacion: Mientras que las microalgas genéticamente modificadas se discuten
actualmente como materia prima de biocombustibles de cuarta generacion [23].

2.2 Microalgas

Se han estudiado diferentes fuentes de biomasa para obtener aceites y grasas, entre las que se encuentran
las microalga, a las que se les atribuyen muchas ventajas como mayor eficiencia fotosintética en
comparacion con las plantas terrestres, altas tasas de produccion de biomasay la posibilidad de cultivarse
a la vez de aprovecharse como un tratamiento terciario de aguas residuales, gracias a su capacidad de
remocién y aprovechamiento de ciertos nutrientes presentes como nitrogeno o fésforo, al igual que
proporcionan una mayor productividad de biomasa que los cultivos terrestres [2,24].
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Muchas especies de microalgas son ricas en lipidos y proteinas, sin embargo, algunas especies
como Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas, Scenedesmus y Spirulinason, son conocidos por su contenido
de carbohidratos particularmente alto de mas del 50% del peso de las células secas en condiciones de
cultivo especificas [25]; Ademas, la produccion de biomasa depende de la especie de microalga, y el uso
de una especie con una tasa de crecimiento rapida y alto contenido de carbohidratos es importante para
la comercializacion de la produccién de bioetanol utilizando microalgas [26].

Algunas especies de microalgas pueden producir mayor cantidad de nutrientes, sometiéndolas a
condiciones con diversos factores bidticos y abidticos, como: intensidad de luz, variaciones de
temperatura, salinidad, intensidad de agitaciéon [1,26]. Al igual que ciertas especies de microalgas
presentes en aguas contaminadas son utilizadas en tratamientos de aguas residuales por su elevada
tolerancia. Ademas, varias de éstas también son utilizadas para fines comerciales especificos [27, 28, 29].
Los géneros Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena, Chlamydomonas, Oscillatoria,
Micractinium, Golenkinia, Phormidium, Botryococcus, Spirulina, Nitzschia, Navicula y Stigeoclonium han
sido registrados en aguas residuales desde distintas procedencias [29,30].

La utilizacidon de microalgas como materia prima para el desarrollo de biorrefinerias se ha estudiado con
bastante interés en los ultimos afios, debido al potencial de esta materia prima para la obtencién de
biocombustibles y bioproductos; sin embargo, a pesar de los méritos antes mencionados, la viabilidad de
la produccion de biocombustibles a partir de microalgas aun no estd bien establecida [2,3,31]. La
interrupcion celular y la extracciéon de componentes son el cuello de botella significativo en la produccién
de biodiesel y bioetanol a partir de biomasa microalgal; con respecto al cultivo, este se ha llevado a cabo
de forma natural o artificial, desde lagos y estanques abiertos hasta fotobiorreactores altamente
complejos y controlados. Sin embargo, para lograr una productividad por area de cultivo a escala
comercial con una conversién eficiente de la energia, se deben disefar sistemas de cultivos sostenibles y
rentables [32]. Se han realizado muchos estudios para mejorar la produccién de los compuestos objetivo
seleccionando las especies de microalgas, ajustando el método de extraccién u optimizando las
condiciones de crecimiento de microalgas [33]. Sin embargo, muchos de estos métodos son ineficientes
y/o requieren un procesamiento quimico o fisico de larga duracidn e insostenible que conduce a muchas
cargas ambientales y costos elevados [34].

El componente cuantitativamente mds importante de la biomasa algal son las proteinas, las cuales pueden
representar hasta el 50% del peso seco total y que sumadas a los lipidos y a los carbohidratos constituyen
hasta el 90% del peso seco total, mientras que los minerales, los acidos nucleicos, los pigmentos y los
demas componentes menores suman el 10% restante [30], como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion quimica (en % del peso seco total) de diferentes microalgas.

Especie Proteina Carbohidratos Lipidos
Scenedesmus obliqus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus dimorphus 08-18 21-52 16-40
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Spirulina maxima 60-71 13-16 06-07
Dunaliella Salina 57 32 9
Tetraselmis suecica 39 8 7
Isochrysis galbana 41 5 21
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2.3 Sistema de cultivo

Los sistemas de cultivo abiertos son menos costosos de construir y operar, con mayores capacidades de
produccién. No obstante, las lagunas deben utilizar mayores cantidades de energia para homogeneizar
sus nutrientes, el agua del sistema no debe bajar como 15 cm minimo, estos sistemas requieren mayores
extensiones de tierra, ademas son susceptibles a cambios climaticos, dificultando mantener un control de
temperatura y se pueden contaminar con facilidad [36].

Los FBR son sistemas cerrados en los cuales podemos manipular factores que pueden beneficiar el
proceso de cultivo, variando la cantidad de luz suministrada, las tasas de aireacidn, el mezclado, y asi
evitar la acumulacién de oxigeno, [37]. Los sistemas de cultivo cerrado se pueden configurar dependiendo
de las caracteristicas fisicas y bioldgicas de la especie microalgal, ademas reducen pérdidas de CO,,
permitiendo una mayor densidad de células y mayores productividades volumétricas [35].

2.4 Medio de cultivo

El medio de cultivo debe proporcionar los nutrientes suficientes para el crecimiento de las microalgas,
como se muestra en la Tabla 3, los elementos fundamentales son Carbdn, Nitréogeno, Fésforo y Azufre.
Otros minerales esenciales son el Hierro, Magnesio, oligoelementos y, en algunos casos el Silicio [38].

Tabla 3. Nutrientes para el crecimiento de las microalgas.

Nutrientes Ingredientes Funcion Rango
principales conveniente

Carbono CO2, HCOs-, CO3% Proporcionar carbono a la célula 1-10gL?

Nitrégeno NOs-, Urea, N2 Proporciona nitr6geno a la célula 10-2000mgL?

Fosforo Hidrofosfatos y fosfatos Proporcionar Fosforo a la célula 10-500 mgL?

Sulfuros sulfato Proporciona Azufre a las proteinas 1-200 mgL?

y las reacciones

Sales K, Ca, Na, y Mg Mantener la estructura y actividad 0.1-100 mgL?

inorganicas celular

Elementos Fe, Zn, Mn, Pb, Cd Factores coenzima 0.01-10 mgL?

trazas

Vitaminas B,C, E Ayuda a la division celular 0.01-100 gL

2.5 Factores que limitan el crecimiento de las microalgas

Varios parametros de cultivo como la intensidad de la luz, el fotoperiodo, la temperatura, la salinidad, el
pH, la mezcla, etc. influyen en el crecimiento de las microalgas. Por tanto, se hace imperativo optimizar y
mantener estos parametros durante el proceso de cultivo. Los parametros generalizados y sus rangos
Optimos se muestran en Tabla 4.

Tabla 4. Parametros que afectan el crecimiento microalgal, Depende del volumen y la densidad adaptados de FAO
(por sus siglas en inglés: Food and Agriculture Organization) [40].

Parametros Rango Optima
Temperatura (°C) 16-27 18-24
salinidad (gL™) 12-40 20-24
Intensidad de luz (pmolm=2s™1) 1000-10,000 2,500-5000
fotoperiodos (luz: oscuridad) 16:8 (minimo)

24:0 (méximo)
pH 7-9 8.2-8.7

2.6 Intensidad de luz y calidad
La cantidad y la calidad de la luz determinan la cantidad de energia disponible para que los organismos
fotosintéticos realicen sus actividades metabdlicas. Las microalgas requieren condiciones dptimas de
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iluminacidn para una fotosintesis eficiente. El fotoperiodo, la intensidad de la luz y la longitud de onda de
la luz son algunos de los factores importantes que afectan la tasa de fotosintesis. Las condiciones de luz
afectan directamente el crecimiento, el contenido de pigmento, la cantidad de proteina y la cantidad de
lipidos en las microalgas [40].

La iluminacién artificial como las luces LED o lamparas pueden contribuir a una produccién continta de
energia luminica, pero obviamente a mayor coste econémico y energético [41]. Ante la necesidad de
eleccién de luz artificial, es importante conocer el espectro de absorcién de las algas cultivadas, que
depende de los pigmentos mayoritarios presentes en ellas; la proporcién dptima entre zona iluminada de
un reactor y zona oscura se ha establecido en 15% y 85% respectivamente [41]. Es decir, el efecto de
oscuridad que se produce en el fotobiorreactor es demasiado grande y las microalgas pasarian la mayor
parte de su ciclo en oscuridad [42]. El problema del control de la luz como factor de gran influencia en el
crecimiento de las algas es la imposibilidad de definirlo mediante un Unico parametro, ya que entran en
juego las intensidades, frecuencia de cambio luz-oscuridad, proporcién de duracion de los ciclos,
hidrodindmica, configuracion del reactor o estanque [41, 42, 43].

2.7 Metabolismo microalgal, fase luz y fase oscura

La acumulacién de carbohidratos dentro de las células de las microalgas se debe principalmente a la
fijacién de carbono durante el proceso de fotosintesis [44]. Especificamente, hay dos etapas en las
reacciones fotosintéticas, conocidas como reacciones de luz y oscuridad (Figura 1) [45]. Durante las
reacciones de luz, la energia de la luz se absorbe para dividir el agua en oxigeno y producir energia quimica
(NADPH y ATP). Posteriormente, durante las reacciones oscuras, se utilizan nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) y adenosin trifosfato (ATP) para reducir el CO; a carbohidratos a través del
ciclo de Calvin-Benson [40]; la fijacidon de CO; es catalizada por la enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
oxigenasa (rubisco) para formar dos compuestos de tres carbonos (3-fosfoglecerato) a partir de un
compuesto de cinco carbonos (ribulosa 1,5-bifosfato) [45]. Uno de los compuestos de tres carbonos
formados se usa luego como sustrato para la sintesis de carbohidratos, mientras que el otro se usa para
continuar el siguiente ciclo de Calvin-Benson. Los carbohidratos generalmente se forman en los plastidos
como componentes de almacenamiento (por ejemplo: almiddn) o se convierten en los componentes
estructurales en las paredes celulares (por ejemplo, celulosa, pectina y polisacaridos sulfatados) [46].

H20 NADP Oz
Reaccidn con — Reaccion con
| — oscuridad
0. - ATP (CH.0)

Figura 1. Reacciones luz y oscuridad en la reaccién fotosintética [40].

3. Metodologia experimental

La cepa de Chlorella vulgaris se aclimaté a condiciones de cultivo autotroficas, en los laboratorios de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma del Carmen, en Cd. del Carmen, Camp. México; para el
medio de cultivo se requirieron siete soluciones stock: cinco soluciones de sales (NH4Cl, 15.6 mgL%; NaCl,
7.0 mgLl; CaCly, 4.0 mgLt; MgS04:7H,0, 2.0 mgLl; KH,PO4 15.0 mglLl); una de metales traza (se
prepararon soluciones independientes para cada metal traza: CuSO4-5H,0, 0.98 gL'; ZnSO4-7H,0,
2.20 gL' CoCly-6H,0, 1.0 gL'Y; MnCly-4H,0, 18.0 gL, NaMo-2H,0, 0.63 glL!) [50], posteriormente se
disolvieron 3.15 g de FeCl3:6H,0 y 4.36 g de Na,EDTA* en 900 mL de agua destilada y se agregaron 1 mL
de cada una de las soluciones de metales traza, se aford a 1 Ly se agitd. La solucién alcanzé un pH igual o
menor a 2 [48]. Y finalmente una de vitaminas: para la preparacidn de la solucién con vitaminas se extrajo
el contenido de 3 capsulas de un producto comercial (vitamina FORZE VF Q-10) y se disolvié en 100 mL de
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agua destilada para obtener una concentracion de tiamina 4.33 g, biotina 1 g y Bi; 0.0036 g;
posteriormente se filtré para y se mantuvo en refrigeracion [49].

Se utilizaron 4 botellas de polietilentereftalato (PET) como fotobiorreactores (FBR), con un volumen
operacional de 2.5 L de medio de cultivo en cada uno; para el ensamble de cada FBR se utilizaron ademas
2 botellas de PET con capacidad de 1 L, una conteniendo agua destilada y la segunda agua clorada al 20%,
ambas con volumen de 500 mL; se utilizaron dos bombas de aire ELITE 799 para agitacidn; cada sistema
de cultivo estuvo interconectado mediante mangueras de 4 mm de diametro; con la finalidad de que el
aire proporcionado por las bombas se humidifique, éste pasa en primera instancia por la botella con agua
destilada y posteriormente se adapta al FBR con medio de cultivo para la agitacién; el aire saliente del FBR
se transfirié a la solucidon clorada de la segunda botella para evitar contaminacion al exterior [43]; Tres
FBR fueron forrados con una capa de un derivado de celulosa la cual absorberd la luz y la reemite a
distintas longitudes de onda: violeta (400-450 nm), azul (450-500 nm) y roja (620-700) y el cuarto se
mantuvo sin forrar. A su vez se utilizaron 5 Barras LED en la parte trasera y 5 en la delantera, en los lados
se utilizaron 3 lamparas fluorescentes de 1.3 W de 0.55 M de largo, distribuidas de manera horizontal,
con la finalidad de obtener 100 umol m2s?y fotoperiodos de 12:12 h. El flujo de aireacidn fue constante
a 2.5 vwm con la finalidad de mantener un mezclado homogéneo en el cultivo, para una correcta
iluminacidn y evitar sedimentacién (Ver Figura 2).

Botella con
aguay cloro

«Barras Luz
blanca

Bomba
pecera Botella con agua
1.5HP destilada

Figura 2. Ensamblado de los FBR desde la bomba hasta la botella contenedora de cloro.

La densidad celular se verific6 cada 24 h, mediante conteo celular con cdmara Neubauer
Hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad; se tomé 1 mL de muestra de cultivo y posteriormente se
colocd en la cdmara para ser observada al microscopio con un lente de 40x, posteriormente se realizo el
conteo celular.

DC (celmL™) = Células contadas x 10,000 (1)

Para el método de biomasa peso seco se filtré un volumen de 10 mL del medio con biomasa microalgal
utilizando un filtro a peso constante. El filtro con la muestra se introdujo en una estufa por 24 h a 130 °C,
después de este tiempo se colocd en un desecador hasta que alcanzd la temperatura ambiente, el filtro
se pes6 y mediante diferencia de pesos se obtuvo el valor de la biomasa en peso seco de la muestra,
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donde BPS es biomasa peso seco, PF; es filtro con biomasa, PF, filtro sin biomasa y v es el volumen del
medo filtrado de la muestra en mL [48].

BPS(gL™) = * 1000 (2)

Para realizar la determinacién de consumo de nitrégeno se filtraron 50 mL de medio de cultivo
agregandole 4 gotas de H,SO4, para mantenerse en refrigeracidén. Posteriormente el volumen se separd
en 2 muestras de 25 mL, a cada una se le agregd 5 mL de solucidn amortiguadora de boratos y 4 gotas de
NaOH 6N. Después se prepararon en 2 matraces 25 mL de solucién indicadora de acido boérico, a cada uno
se les agregd 3 gotas de indicador Shiro Toshiro; las muestras de cultivo se destilaron en equipo Buchi
micro kjeldahl y se colectaron 50 mL en los matraces con la solucién de acido bérico y esta se titularon
con H;SO4 0.02 N hasta que la solucién cambio de verde a morado. La concentracién de N-NH." se
determiné con la siguiente ecuacion:

PF,—PF,
1%

Volumen de acido gastado x 0.02Nx14
Volumen de muestra

x1000 (3)

N —NH, =

El medio se centrifugd a 4,000 rpm por 10 min para concentrar la biomasa microalgal. La biomasa
recuperada se congelé a -4.0 °C para su conservacién, posteriormente se liofilizé por un lapso de 3 dias y
se mantuvo en refrigeracion constante [49]. Para conocer si existié diferencia significativa en los
resultados obtenidos, se realizd analisis de varianza (por sus siglas en ingles ANOVA) con ayuda del
programa Statdisk versidn 12.0.2, si se obtenia una diferencia significativa en los resultados se utilizaba la
prueba Tukey.

4. Resultados experimentales

En la Figura 3 se muestran los conteos celulares realizados a los experimentos cada 24 h. Observandose
una fase de adaptacion en los 4 cultivos pasando las primeras 24 h, seguido de una fase exponencial muy
prominente en el cultivo con luz blanca con un maximo conteo de 13.3x10° celmL™.

1.40E+07
1.20E+07
1.00E+07
8.00E+06
6.00E+06
4.00E+06
2.00E+06

0.00E+00
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h

Blanca Azul Roja Violeta

Figura 3. Graficas de crecimiento celular (cel x mL?) vs Tiempo (h)
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Por otra parte, se observa que el cultivo realizado con luz roja, presenta un maximo crecimiento de
9.88x10° celmL?, mientras que el experimento con luz azul, mostré un maximo desarrollo celular de
8.83x10° celmLy por ultimo el experimento con luz violeta, presenté maximo crecimiento celular de
7.50x10° celmL?, los resultados obtenidos fueron inferiores a los reportados en otros trabajos en
condiciones similares [50, 51, 52].

En la Tabla 5 se indican los resultados de los pardmetros de densidad celular, tasas especificas de
crecimiento (i) y consumo de nitrogeno de los experimentos realizados; en los cuales se puede observar
gue, comparando estos cuatro experimentos los mejores resultados se obtuvieron durante el
experimento con espectro de luz blanca, obteniendo una méaxima densidad celular de 13.3x10° celmL?,
tasa especifica de crecimiento de 0.0229 d y consumo de nitrégeno de 60%. Mientras que los demas
experimentos con espectros de luz (rojo, azul y violeta) estuvieron en el rango de 50 a 45% de consumo
de nitrégeno, maxima densidad celular de 8.83x10° celmL™ y la tasa de crecimiento especifico (1) no
superd los 0.0168 d™2; se realizd una prueba de ANOVA para conocer si existié una variacidn significativa
en los resultados, si se encontraba una diferencia significativa en los resultados se utilizaba la prueba
Tukey, en la cual se pudo observar que los resultados en crecimiento celular y consumo de nitrégeno de
los experimentos con luz roja, azul y violeta no tuvieron diferencias significativas (P=0.05).

Tabla 5. Experimentos en diferentes espectros de luz suministrados, datos promedio de maxima densidad celular,
tasa de crecimiento especifico g, consumo de nitrégeno y biomasa peso seco X.

Equipo Espectro de luz Méx. densidad V] Consumo X
celular (db) N-NH4 (%) (gL
(celx10® mL1)
Columna de Blanco 13.3+2.042 0.0229+1.16 60.00+ 21.312 1.26+0.282
burbujeo Rojo 9.88+1.18° 0.0168+0.90 50.00+ 17.91° 0.894+0.47°
Azul 8.83+0.77° 0.0162+1.00 49.00+ 16.54° 0.890+0.66
Violeta 7.50+0.75b 0.0160+0.86 45.00+ 17.68° 0.80+0.84b

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (p=0.05); (+
Desviacidn estandar).

Los resultados obtenidos de crecimiento y remocién de nitrégeno (N-Hs*), fueron similares a los
reportados por otros autores [53,54] de igual manera en otros estudios se indican valores de densidad
celular mayor a 17x108 cel mL?, una tasa especifica de crecimiento mayor de 0.1800 d! y consumo de (N-
NH,*) del 90 %; esto sugiere que al haber un aumento en la densidad celular, las células microalgales
consumen el N-NH;* de su medio [48,55], esta situacion se observod en cada uno de los experimentos, sin
embargo, en cada uno existié6 una longitud de onda diferente, lo que se manifesté de acuerdo a los
resultados obtenidos en el presente trabajo, cabe mencionar que los resultados pudieran variar si se
hubieran dejado por mds tiempo hasta alcanzar la fase estacionaria o de estabilidad antes de la fase de
muerte, ya que aun se observa una tendencia a seguir creciendo, segun se observa en las graficas. De
acuerdo a estos resultados, se puede continuar realizando otros estudios y determinar en cuales
condiciones de espectro de luz se pueden obtener otros productos como lipidos o bioetanol, para
enriquecer este trabajo.

5. Conclusiones

En relacion al crecimiento celular, en cada experimento a los diferentes espectros de luz se obtuvieron
valores donde se incrementd el valor inicial del inéculo, con resultados similares comparado a otros
estudios, sin embargo, en ningln experimento se observé alglun tipo de dafio por fotoinhibicidn de
acuerdo a la intensidad luminica proporcionada, esto se demuestra por el crecimiento celular obtenido y
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las observaciones realizadas con ayuda del microscopio. En general se concluye que el espectro de luz
blanca es el mas adecuado para produccidon de biomasa microalgal, por las caracteristicas que demuestra
para que las plantas se desarrollen y produzcan biomasa, posteriormente se pueden desarrollar otros
estudios para determinar las posibilidades de producir otros compuestos de importancia, como lipidos y
carbohidratos como precedentes para obtencién de biodiesel y bioetanol.
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