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GLOSARIO

ACIDO INDOL ACETICO: también conocido como la IAA, es uncompuesto
heterociclico perteneciente al grupo de las fitohormonas llamado auxinas. La molécula se
deriva del indol, que contiene un grupo de carboximetilcelulosa (acido acético).

AUXINAS: grupo de fitohormonas que funcionan como reguladoras del crecimiento
vegetal.

CICLOS LUZ/OSCURIDAD (L/D): se refiere a los periodos de tiempo en el que las
células se encuentran expuestas a la luz en contra de los periodos en los que no. La luz
puede ser suministrada de manera intermitente o continua.

CLOROFILA: son una familia de pigmentos lipofilicos (a, b, ¢ y d) que consisten de un
anillo tretrapirrol con un d&tomo central de magnesio y que se encuentran en la mayoria de
los organismos fotosintéticos.

DISENO EXPERIMENTAL: metodologia que utiliza principios estadisticos para disefiar
pruebas o ensayos que generen la mayor cantidad de informacion sobre el sistema bajo
estudio con la mayor confiabilidad en el menor tiempo posible y al menor costo.
EXOPOLISACARIDOS: macromoléculas de carbohidratos, son sintetizadas por enzimas
asociadas a la membrana interna empleando sustratos citoplasmaticos, debiendo cruzar
la pared celular antes de ser liberadas en el medio extracelular.

FACTORES: variables que influyen y se controlan sobre una unidad experimental. Son
las variables experimentales que inciden sobre la variable de respuesta.

FITOHORMONA: son hormonas que regulan de manera predominante los
fendmenos fisiolégicos de las plantas. Controlan un gran nimero de sucesos, entre ellos
el crecimiento de las plantas, la caida de las hojas, la floracion, la formacién del frutoy
la germinacion.

FOTOBIOREACTOR: es un reactor en el cual organismos fotétrofos se cultivan y en los
que una gran proporcion de luz no se aplica directamente sobre la superficie del cultivo.
FOTOSINTESIS: es la conversidn de energia luminosa en energia quimica estable,
siendo el adenosin trifosfato (ATP) la primera molécula en la que queda almacenada esa
energia quimica.

ILUMINANCIA: es la cantidad de flujo luminoso que incide sobre una superficie por
unidad de area. Su unidad de medida en el Sl es el lux: 1 lux =1 lumen m-2.
IRRADIANZA: cantidad de energia luminica que incide sobre una superficie por unidad
de area. Esta dado en unidades de potencia por area (W m?, Jm?s™” o yE m?s™)
MICROALGA: microorganismo unicelular que contienen clorofila, ademas de otros
pigmentos fotosintéticos, capaces de realizar la fotosintesis. Incluye a un diverso grupo de
microorganismos tanto eucariotas como procariotas.

NIVEL: es un valor especifico, ya sea cualitativo o cuantitativo, de la variable
experimental seleccionada para el experimento.

NUMERO DE REYNOLDS: es unnumero adimensional utilizado en mecanica de
fluidos, para caracterizar el movimiento de un fluido o su régimen de flujo.

VARIABLE EXPERIMENTAL: en un disefio experimental es una variable que el
experimentador manipula.

VARIABLE DE RESPUESTA: en un diseio experimental es una variable que el
experimentador mide después de llevar a cabo los tratamientos, para ver como es
afectada por la variable experimental.
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RESUMEN

Con el propésito de normalizar las condiciones Optimas para la produccion de biomasa y
biomoléculas de microalgas orientadas al desarrollo de un bio-insumo agricola se
seleccionaron dos microalgas, Scenedesmus obliquus (UTEX 393) y Chlorella vulgaris
(UTEX 295) (Chlorophyceae), para la estandarizacién de las condiciones de produccion y
se realizé una evaluacion comparativa de estas especies que favorecié a Scenedesmus
obliquus, organismo utilizado para una fase adicional de optimizacion. Para este propdsito
se evalué el efecto de tres variables de proceso en la productividad y produccién de
biomoléculas, exopolisacaridos (EPS) y fitohormonas (IAA, acido indol acético), en
Scenedesmus obliquus, aplicando un disefio experimental factorial 2> por metodologia de
Screening. Las variables experimentales (VE) del disefio: agitacion (Rf, rpm), lluminancia
(Ia, lux) y fuente de carbono suministrada (C*, mezcla de aire enriquecida con CO; en %
v/v), se trabajaron en tres niveles y el coeficiente especifico de crecimiento (u, d™),
concentracion de IAA (YA, nM L") y EPS (Ych, mg L™) en el sobrenadante, se usaron
como variables de respuesta (VR). Las pruebas experimentales entregaron condiciones
optimas para las VR consideradas con u 0.64 d', EPSyIAAde 24.7mgL"'y5.42nM L™
respectivamente, para el punto optimo en los niveles maximos de las VE (11.000 lux, 4%
mezcla CO;-aire, 1.200 rpm). La ratificacion de los modelos polinédmicos generados por el
disefio experimental de optimizacién, en montajes de validacién adicionales, certifico la
representatividad de los analisis realizados en la identificacion de los parametros de
proceso que condicionan mayoritariamente la eficiencia de los fotobioprocesos. Pruebas
para la recuperacion de la biomasa de microalgas permitieron ratificar la preponderancia
del tiempo (t, min) y frecuencia (Zg, rpm) en la eficiencia de esta operacion que requerira
un paso adicional de floculacién o coagulacién para reducir el gasto energético del
sistema de recuperacion.

Palabras Claves: Chlorophyceae, acido indol acético, exopolisacaridos, disefio
experimental factorial, Screening, parametros de proceso, optimizacion.
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1. INTRODUCCION

En 2030, 8300 millones de personas viviran en el planeta. Para alimentarlos, la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) calcula
que se deberd incrementar la produccién de granos en 30%. Esta problematica se
relaciona con el hecho de que, acorde con los estudios realizados por Pimentel, 1994",
para alimentar a una persona con una dieta equilibrada y diversa, se requiere cerca de
0.5 ha de tierra labrable per capita, hace 15 afios disponiamos de solamente 0.27 ha per
capita y, dentro de 20 afios, la pérdida de suelos y el rapido crecimiento de la poblacion
habran reducido a 0.14 ha la tierra labrable disponible per capita.

Debido a la pérdida de productividad del suelo asociada a la erosién y al crecimiento de la
poblacion, el suministro de alimentos per capita se ha venido reduciendo durante los
ultimos afios y acorde con estudios realizados (FAO, Statistical Data)? contintia con esta
tendencia, por lo que se hace necesario desarrollar alternativas tecnoldgicas sostenibles y
sustentables que puedan responder a esta apremiante necesidad del sector agricola
primario.

En Colombia el Plan 2019 del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) y el
Departamento Nacional de Planeacion (DNP)® ha priorizado el cultivo de varias hortalizas
como fuente de exportaciéon nacional®. Sin embargo el cultivo de estas hortalizas y su
productividad se podria ver limitado en area y capacidad de produccion. El uso de
fertilizantes, pesticidas, y sistemas de irrigacion ayuda a compensar los efectos adversos
de la erosion pero tiene el potencial de crear problemas de salud y de polucion, destruir
los habitats, y contribuir al alto consumo de energia dirigiendo los sistemas agricolas
hacia la insustentabilidad (Pimentel et al., 1995)°.

El rol de algunos microorganismos en aplicaciones agricolas, particularmente hongos y
bacterias, es ya corriente en los sistemas de producciéon agricolas actuales y sus
beneficios igualmente ampliamente reconocidos. Los microorganismos son
indispensables para la descomposicion del material organico y el suministro de sustancias
inorganicas no asimilables directamente por las plantas o cultivos.

Como miembros de la comunidad microbiana de los suelos, las microalgas son conocidas
por contribuir a la fertilidad del suelo y a su estabilizacion gracias a su habilidad para la
produccion de polimeros extracelulares (Barclay y Lewin, 1985)°. La evidencia sobre la
produccién de sustancias con interés comercial en las microalgas de la division
Chlorophyta, particularmente exopolisacaridos y fitohormonas, ha sido documentada por
diversos autores que justifican el potencial de los géneros Scenedesmus sp. y Chlorella
sp. en la produccion de diversos metabolitos, particularmente exopolisacaridos,
fitohormonas y acidos grasos.

De igual manera estas posibilidades en el desarrollo de productos se ven fortalecidas por
el hecho de que las microalgas, como organismos fotoautétrofos, requieren para su
crecimiento, luz solar y didéxido de carbono (CO,) uno de los principales gases de efecto
invernadero, generando en el mismo proceso oxigeno (O,) y acumulando el carbono en
sus tejidos o en moléculas de interés.
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No obstante el gran potencial de este sector biotecnoldgico, los desarrollos e
innovaciones en sus procesos aun incipientes en nuestro medio, abren un abanico para la
generacion de conocimiento, capacidades y aplicaciones tecnolégicas con enfoque de
mercado que consoliden un cluster agro-biotecnolégico con énfasis en sistemas de
producciéon no contaminantes y altamente intensivos en conocimiento, ingenieria y
tecnologia.

Adicionalmente las nuevas reglamentaciones asociadas al comercio y exportacion de
productos agroindustriales o agroalimentarios como las Buenas Practicas Agricolas (GAP,
por sus siglas en inglés) promovidas por la Unién Europea y el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, apoyan ampliamente el uso de productos bioldgicos,
en reemplazo de los productos agroquimicos derivados del petrdleo altamente
contaminantes, en defensa de paquetes tecnoldégicos con énfasis biolégico, que cumplen
estas y otras reglamentaciones, favoreciendo la calidad e inocuidad de los productos.
Esta dinamica con gran demanda y poca oferta crea una oportunidad comercial y
tecnoldgica que no se puede desaprovechar.

El presente proyecto pretende, atendiendo las problematicas y oportunidades descritas
anteriormente, obtener los parametros de proceso requeridos en el desarrollo de
bioprocesos para la produccion de extractos de microalgas que contribuyan a generar
nuevas herramientas tecnoldgicas e innovativas para su uso en el disefio, validacion e
implementacién de propuestas en el manejo integrado y sostenible del suelo, orientado a
alcanzar la productividad, sanidad, calidad y los estandares de inocuidad requeridos
internacionalmente para el cultivo de hortalizas.
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2. ANTECEDENTES

Durante el siglo pasado, una gran cantidad de la superficie terrestre del planeta ha sido
transformada por un amplio rango de fenémenos (Vitousek, 1997)" que afectan de
manera diversa los ecosistemas terrestres y su capacidad de desarrollo (Wardle et al.,
2004)%. Directa o indirectamente toda persona y sociedad dependen de los recursos que
el suelo provee, principalmente alimentos y nutrientes.

De manera preferencial, la agricultura promueve la erosion del suelo al ampliar las areas
de produccién destruyendo zonas aluviales, bosques y paramos, modificar la biota nativa
y su estructura por practicas de labranza y por el rapido crecimiento de la poblacion
asociado a nuevas practicas agricolas (McNeill, 2004)°. Estas actividades inducidas por el
hombre han generado en los ultimos 60 afos la erosién y destruccidon de los ecosistemas
del suelo a niveles sin precedentes (McNeill, 2000)".

La capacidad productiva y sostenible del suelo tiene en la erosion su principal amenaza
ambiental. En los paises en desarrollo la tierra labrable se esta perdiendo en gran parte
por las malas practicas agricolas inducidas por el hombre, esto se refleja en las altas
tasas de erosidn en Asia, Africa y Sur América, cuyos suelos presentan perdidas
promedio de 30 a 40 T, ha' afio”’, en comparacién con las 17 T,, ha” afio” que
promedian los Estados Unidos y Europa (Barrow, 1991)"".

En el primer estudio sobre el mal uso del suelo en la tierra, cientificos del Internacional
Soil Reference and Information Centre (ISRIC) en Holanda, estimaron que, en 1991, la
humanidad habia degradado casi 20 millones de kilbmetros cuadrados de tierras (Mann,
2008)" y continua degradandola a una taza de 10 millones de hectareas por afio
(Pimentel et al., 1995)°.

El uso de grandes cantidades de fertilizantes, pesticidas, y sistemas de irrigacién ayuda a
compensar los efectos adversos de la erosion pero tiene el potencial de crear problemas
de salud y de polucion, destruir los habitats, y contribuir al alto consumo de energia
dirigiendo los sistemas agricolas hacia la insustentabilidad (Pimentel, 1994)".

Todos los ecosistemas de suelo y sus componentes, por encima y por debajo, interactian
de manera dinamica a través de procesos y propiedades propias que determinan flujos de
retroalimentacion positivos o negativos (Wardle et al., 2004)%. Particularmente para los
suelos tropicales presentes en zonas como Colombia, esta dinamica se hace mas
representativa dado que los regimenes de temperatura y lluvia los hacen mucho mas
dinamicos, presentando cerca de cinco veces mayor capacidad de descomposicion de
materia organica que los suelos no tropicales (Sanchez y Buol, 1975)".

Acorde con esta perspectiva se precisan de practicas adecuadas de manejo de suelos ya
que esta claramente establecido que el crecimiento de los cultivos y sus rendimientos
dependen de una combinaciéon favorable de luz, soporte mecanico, calor, aire, agua, y
nutrientes (Larson et al., 1983)'. Por tanto el suelo se convierte, basicamente, en un
ambiente para el desarrollo de raices y el agotamiento-consumo de agua y nutrientes.

La materia organica es un componente necesario del suelo, facilita la formacion de
agregados de suelo, incrementa la porosidad del suelo, y por consiguiente mejora su
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estructura, la infiltracion de agua y de manera preferencial la productividad global de los
cultivos (Chaney y Swift, 1984)'. Asimismo, la materia organica promueve la captacion de
agua, facilita el intercambio catidnico, incrementa el desarrollo radicular y estimula la
proliferacion de importante biota del suelo (Allison, 1973)'. El agotamiento de la materia
organica del suelo repercute, de manera directa, en la productividad del suelo y en los
rendimientos de los cultivos, debido a la degradacién de la estructura del suelo y al
agotamiento de los nutrientes (Pimentel et al., 1995)°.

El papel de los microorganismos en el suministro de compuestos inorganicos con una
equivalencia quimica apropiada para que sean asimilados por las plantas superiores es
bien conocido (Grant y Long, 1989)". Los microorganismos son indispensables para la
descomposicién del material organico, de igual forma el depdsito de materia organica del
suelo (detritus) debe mantenerse en estado uniforme y esto se debe en gran parte a la
descomposicion microbiana de los materiales organicos perdurables del suelo.

La biota del suelo, micro y macro, es por tanto un componente critico del suelo y
constituye una larga porcion de la biomasa presente en este. Una hectarea de suelo de
buena calidad contiene, en promedio, 1.000 kg de lombrices, 1.000 kg de artrépodos, 150
kg de protozoos, 150 kg de microalgas, 1.700 kg de bacterias, y 2.700 kg de hongos
(Pimentel et al., 1980)'®. Esta biota recicla los nutrientes disponibles en el suelo y
adicionalmente libera componentes que normalmente no se encuentran disponibles para
el aprovechamiento de los cultivares que en este se desarrollan (Wardle, 2004)®.

Los agregados del suelo compuestos basicamente por materia organica e inorganica,
determinan su estabilidad principalmente por la presencia de arcillas, sustancias del
humus y exopolisacaridos de origen unicelular. La importancia de estos exopolisacaridos
producidos por microorganismos presentes en el suelo se ha demostrado por la
observacién comparativa de la estructura del suelo tras tratamientos con periodato
(NalOy), los cuales destruyen los polisacaridos presentes, causando frecuentemente la
pérdida de estructura de los agregados (Grant y Long, 1989)"".

Adicionalmente los exopolisacaridos en el suelo, dadas sus caracteristicas particulares,
son considerados entidades separadas y distintas. Estos exopolisacaridos pueden
alcanzar el 0.1% de la materia organica de los suelos y son extremadamente resistentes a
la degradacion o a la modificacién (Grant y Long, 1989) "".

Particularmente para un grupo mayoritario presente en la microflora del suelo, las
microalgas presentes en este, son notoriamente dificiles de identificar y las especies
encontradas no se diferencian significativamente de las encontradas en medios acuaticos.
Las microalgas son especificamente importantes en la prevencion de la erosion superficial
de los cultivos. Las especies pertenecientes a la division Chlorophyta y Bacillariophyta, se
distribuyen preferencialmente en suelos acidos y neutros, mientras que las microalgas de
la division Cyanophyta, cianobacterias, tales como Anabaena, Calothrix, Oscillatoria y
Nosto1c8 spp. se encuentran en suelos predominantemente alcalinos (Pimentel et al.,
1980) °.

Se demostrado que las microalgas contribuyen de manera significativa en la dinamica del

suelo y en su estabilizacidon debido a la segregacion de sustancias extracelulares,
polimeros, que mejoran la composicion organica del suelo y modifican su estructura
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(Mazor et al., 1996)%. Los biopolimeros de este tipo por consiguiente pueden ser de
importancia biolégica en suelos agricolas como herramienta para el mejoramiento de su
estructura (Barclay y Lewin, 1985)°. Adicionalmente se ha demostrado que los
polisacaridos estan entre los tipos mas efectivos de polimeros organicos para el
mejoramiento de la estabilidad de los agregados del suelo y su capacidad de retencién de
agua (Lewin, 1997'%; Foster, 1981%%; Metting et al., 1990%"), adicionalmente su papel
dentro de la dinamica productiva de los suelos ha sido ampliamente evaluada desde
diversos puntos de vista (Metting et al., 1990)*".

Al respecto existe evidencia de que los exopolisacaridos (EPS) producidos por
Microcoleus sp. adicionados en muestras de arena (5 mg EPS g’ de arena) retenian
aproximadamente en un 30% su capacidad ligante de agua luego de desecar las
muestras de arena durante 24 horas a 55 °C, mientras que las muestras sin tratar con
EPS se secaban completamente al estar bajo las mismas condiciones (Mazor et al.,
1996)%. De igual forma en suelos con elevada salinidad existe evidencia de que los EPS
liberados por microalgas aminoran el impacto y mejoran su calidad y produccién (Apte y
Thomas, 1997)?® (Kaushik y Venkataraman, 1982)** al atrapar, probablemente, los iones
Na* egsbiofilms que restringen el influjo de Na* hacia las raices de la planta (Ashraf et al.,
2006).

Las microalgas también constituyen una fuente valiosa de productos como
ficobiliproteinas, polisacaridos, proteinas, hidrégeno, y otros metabolitos secundarios
(Cohen, 1986%; Ordog et al, 2004%”; Roeselers et al., 2008?%). Diversos estudios
describen el uso potencial de las microalgas para la produccion de compuestos bioactivos
de alto valor (Borowitzka, 19862°; Bubrik, 1991%°; Pulz et al., 2001®'; Banerjee et al.,
2002*). Las aplicaciones actuales para los compuestos quimicos aislados de diversas
clases de algas es enorme y dentro de estas aplicaciones sobresale la quimica ecologica.
Igualmente existe un gran potencial en el desarrollo de aplicaciones para nutricion
humana y animal, cosméticos, acidos grasos y pigmentos (Spolaore et al., 2006)*.

Otros compuestos de especial interés producidos por algas son los esteroides, lecitinas,
micosporinas, compuestos halogenados, poliquétidos y toxinas (Cardozo et al., 2007)*.
Por consiguiente, un suministro mayor de extractos de microalgas, fracciones o
compgsestos puros para el sector econémico se hace necesario (Dos Santos et al.,
2005).

Una propiedad funcional adicional de los extractos de algas es proporcionar factores de
crecimiento, que adicional al aporte de polisacaridos y macronutrientes, estimulan el
desarrollo de microorganismos rizosféricos, promueven el crecimiento radicular y
disminuyen la incidencia y severidad de los fitopatégenos (Stirk et al., 2002%; Ordog et al.,
2004%"). Estas afirmaciones estan basadas en evidencia acumulada (Augier, 1978
Buggeln, 1981%; Jacobs, 1986%; Evans y Trewavas 1991%°) de que algunas hormonas
que operan en organismos superiores (plantas terrestres) pudieran tener un rol similar en
las algas abriendo un area de investigacion con gran potencial de impacto.

Estos promotores de crecimiento, i.e. fitohormonas, serian acorde a lo descrito por
Bradley, 1991*" y, en un sentido amplio y aplicado, cualquier sustancia quimica capaz de
afectar el crecimiento y desarrollo de un organismo vivo empleado en concentraciones
menores de aquellas requeridas para los nutrientes. Las respuestas a las fitohormonas es
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generalmente la suma de efectos para las distintas combinaciones de una sustancia
dada, e.g. auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno, acido absisico y poliaminas,
actuando de manera conjunta o en oposicion de manera compleja. Ellas también
interactian con otros compuestos, i.e. fenoles, los cuales acorde con los estudios
adelantados por Kefeli y Dashek, 1994, tienen propiedades protectivas, estimulatorias, o
inhibitorias.

Los géneros Scenedesmus y Chlorella, que pueden ser encontrados en todo tipo de
fuentes de agua dulce, son usados ampliamente en aplicaciones tecnoldgicas e
industriales para produccion de biomasa y, para investigacién basica, ofrecen acorde con
diversos autores (Martinez Sancho et al., 1999*%; Sanchez et al. 2008*) material
experimental adecuado en el estudio de la fotosintesis y otros problemas fundamentales
en bioquimica y fisiologia que influencian los sistemas de produccion.

Adicionalmente los reportes sobre la capacidad de produccion de exopolisacaridos y
fitohormonas en microalgas verdes como Chlorella sp. y Scenedesmus sp. han sido
descritos en diversos estudios (Stirk et al., 2002* ; Bailey et al. 1973%) los cuales hacen
de estos géneros una opcién adecuada para el desarrollo de aplicaciones tecnolégicas
con impacto en el sector agricola o alimentario.

Estas posibilidades en el desarrollo de productos se ven fortalecidas por el hecho de que
las microalgas, como organismos fotoautétrofos, requieren para su crecimiento, luz solar y
diéxido de carbono (CO,) uno de los principales gases de efecto invernadero, generando
en el mismo proceso oxigeno (O,) y acumulando el carbono en sus tejidos o en moléculas
de interés.

En el presente estudio al hablar de microalga nos referimos, especificamente, a las algas
microscopicas y a las bacterias fotosintéticas oxigénicas, i.e. cianobacterias. El interés en
la explotacion de estos grupos de organismos fotétrofos se fundamenta en su potencial
uso para la produccion de biomasa en diversas aplicaciones que van desde la elaboracion
de alimentos y aditivos hasta una gran cantidad de compuestos quimicos de diverso valor
agregado y de mercado.

Las microalgas presentan distintos tipos de organizacion celular y adaptaciones
morfologicas que diferencian las distintas divisiones y clases existentes. Otro aspecto de
gran importancia es el tipo de pigmento para la recoleccidon de la energia solar que se
usara en la fotosintesis y el carbohidrato de reserva (polisacarido) que servira para
acumular la energia generada en este proceso.

La fotosintesis es un proceso unico de conversion de la energia luminica del sol, a través
del cual, se produce materia organica a partir de compuestos inorganicos y energia solar,
teniendo como intermediarios de este proceso a organismos fotoautétrofos. La
fotosintesis puede ser de dos tipos: anoxigénica y oxigénica. En el presente documento
nos enfocaremos en la fotosintesis oxigénica dado que es el proceso predominante de las
microalgas en estudio.

La fotosintesis oxigénica es basicamente una reaccion redox, en la cual diéxido de

carbono y agua son convertidos en carbohidratos y oxigeno, gracias a la energia luminica
recolectada y acumulada por moléculas de clorofila. Estas moléculas hacen parte de un
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aparato fotosintético que se organiza en organelos especiales, el cloroplasto, el cual
contiene laminas alternadas de membranas de lipoproteinas, tilacoides, y fases acuosas,
el estroma.

El proceso de conversién se divide tradicionalmente en dos etapas o fases (Masojidek et
al., 2005)*": reacciones luminosas y reacciones oscuras. Las reacciones de la fase
luminosa estan atadas a las membranas fotosintéticas; en esta etapa la energia luminica
es convertida en energia quimica (enlace quimico) generando un reductor bioquimico
NADPH; y un compuesto de alta energia ATP. En la fase oscura, llevada a cabo en el
estroma, el NADPH, y ATP generados previamente, son utilizados en la reduccion
bioquimica secuencial de diéxido de carbono (CO,) a carbohidratos.

La energia de la fotosintesis es entregada en forma de luz, es decir, radiacién
electromagnética que viaja a una velocidad de 3 x 10 m s™. Basados en la longitud de
onda, la radiacion electromagnética puede ser dividida en varios componentes, sin
embargo, como luz se denota la radiacién con longitudes de onda entre 10° y 10® m (10°
a 10" nm). La parte visible del espectro de luz se encuentra en el rango de los 380 nm a
los 750 nm. Este rango de longitudes de onda, del violeta hasta el rojo, corresponde a la
radiacion fotosintéticamente activa, PAR por sus siglas en inglés, la cual es a su vez la
radiacion utilizable en la fotosintesis.

Acorde con la teoria cuantica, la energia luminica es suministrada en la forma de
paquetes separados denominados fofones, i.e. quantos unitarios de luz (energia). Los
pigmentos fotosintéticos absorben la energia de los fotones, y los transfieren a los centros
de reaccién donde es utilizada para diversas reacciones fotoquimicas. Segun la ley de
Einstein, una mol de un compuesto debe absorber la energia de N fotones (N=6.023 x
10%, el numero de Avogrado) para iniciar una reaccién. Esta unidad es denominada un
Einstein (E=6.023 x 10% quanta).

El flujo luminoso se mide en lumens (Im); la intensidad de la iluminacién, iluminancia, es
expresada en Jux (Im m?) y expresa la intensidad luminica sobre una superficie (cantidad
fotométrica). En ficologia también es comun la medicion de la energia luminica incidente
sobre una superficie, i.e. flujo de energia radiante o flujo luminoso, irradianza, en
unidades de potencia por la unidad de area (W m? o J m?s™, cantidad radiométrica). Sin
embargo, dado que las reacciones fotoquimicas en la fotosintesis dependen del numero
de fotones incidentes sobre una superficie, resulta l6gico expresar la irradianza como el
numero de quanta (fotones) que alcanzan una unidad de superficie en la unidad de
tiempo correspondiente, i.e. se mide la densidad del flujo de fotones fotosintéticos en
umol quanta m?s™ o yJE m?s™.

Los organismos fotoétrofos, sin excepcion, contienen pigmentos fotosintéticos para la
recoleccién de la energia luminica. Existen tres clases principales de pigmentos: clorofilas
(Chl), carotenoides y ficobilinas. Las Chl (pigmentos verdes) y los carotenoides
(pigmentos naranjas y amarillos) son lipofilicos y se encuentran asociados en complejos
Chl-proteina, mientras que las ficobilinas son hidrofilicas.

Las moléculas de Chl consisten de un anillo tetrapirrol (cabeza polar, cromoforo) que

contiene un atomo central de magnesio, y una cadena larga de alcohol terpenoide
(exceptuando la Chl ¢). Estas moléculas estdn unidas de forma no-covalente a las
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apoproteinas, formando complejos para la recoleccién de luz/energia o fotosistemas.
Estructuralmente, los varios tipos de moléculas de Chl designadas a, b, ¢ y d difieren en
los radicales sustitutos del anillo tetrapirrol. Todas las clorofilas tienen dos bandas
principales de absorcion: azul o verde-azul (450-475 nm) y rojo (630-675 nm). La Chl a
esta presente en todos los fotoautétrofos oxigénicos como una parte del nucleo y centros
de reaccion de los complejos pigmento-proteina, y en las antenas colectoras de luz esta
acompafada de Chl b o Chl c. Los denominados pigmentos accesorios (antenas) Chl b, ¢
y d extienden el rango de absorcién de luz.

El ciclo de Calvin-Benson es la principal ruta metabdlica para la formacion de compuestos
organicos a partir de dioxido de carbono. En este proceso, la energia y el poder reductor
del ATP y NADP, respectivamente, es usado en la sintesis de azucares que pueden ser
oxidados inmediatamente para la generacion de energia, combinados en polisacaridos de
bajo peso molecular para procesos de transporte, o almacenados-excretados en largas
cadenas de polisacaridos.

Las algas del presente estudio, Chlorella sp. y Scenedesmus sp., pertenecen a la clase
Chlorophyceae orden Chlorococcales. Estas microalgas presentan clorofilas a y b asi
como diversidad de carotenoides que se acumulan en diversas condiciones de estrés. El
carbohidrato de reserva es el almidon, polimero compuesto de amilasa y amilopectina el
cual, a diferencia de otras microalgas, es formado en el interior del cloroplasto (Tomaselli,
2005)*. Las aplicaciones comerciales que explotan las microalgas verdes se relacionan
con un estrecho numero de generos de Chlorophyceae entre las cuales se destaca
Chilorella, Dunaliella, Haematococcus, Botryococcus 'y Scenedesmus.
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Figura 1. Principales rutas metabdlicas para la sintesis de algunos metabolitos primarios y secundarios en microalgas.
Adaptado de Burja et al., 2001,

Las especies de los géneros Scenedesmus sp. y Chlorella sp. han sido evaluadas en
diversas investigaciones (Lombardi et al. 2005*°; Becker 1984°%; Orddg et al. 2004°";
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Martinez Sancho et al. 1999*%; Roeselers et al. 2008°%; Mandal y Mallick 2009%°) para el
uso de su biomasa o metabolitos en una gran diversidad de aplicaciones, e.g. agregacién
de particulas de suelo, atrapamiento de iones-bioremediacion, nutricion humana,
pigmentos-luteina, antimicrobianos, anticancerigenos, tratamiento de residuos,
acuacultura-piensos, entre otras.

Dichas aplicaciones representan un amplio potencial dada la diversidad de productos que
se pueden generar a partir de estos organismos y a la particularidad metabdlica que
presentan los organismos fotoautétrofos (ver figura 1). Los principios basicos para el
cultivo microbiano en general son aplicables a las microalgas. Sin embargo, su capacidad
de utilizar la luz solar como fuente de energia los ubica en un lugar preferencial con
relacion a otros microorganismos.

Como se mencionaba anteriormente las microalgas son capaces de desarrollar diversos
mecanismos troficos para su replicacion y crecimiento centrados de manera preferencial
en las dos principales formas de nutricion: autotrofia (fototrofia) y heterotrofia (fagotrofia),
de las cuales la autotrofia es ampliamente la que reviste mayor importancia en la
biotecnologia de las microalgas.

Las diferentes rutas metabdlicas posibles para las microalgas se muestran en la figura 2.
Los organismos autotroficos obtienen su energia por medio de la captacion y absorciéon
de energia luminica para la reduccién de CO, a través de la oxidacién de sustratos,
principalmente agua, con la consiguiente liberacion de O, (fotétrofos oxigénicos). Los
organismos fotoautétrofos solo requeriran iones minerales inorganicos para realizar sus
diversas reacciones metabdlicas. No obstante, un gran grupo de estos organismos
requerira cantidades minimas de compuestos organicos para su crecimiento, e.qg.
vitaminas.

Figura 2. Posibilidades troficas para microalgas, considerando el crecimiento heterotrofico y autotréfico como los
principales. Adaptado de Grobbelaar, 2005%.

Las posibilidades troficas en las microalgas generalmente se intercambian en funcién de
las condiciones de crecimiento dentro del medio o sistema. Un importante aspecto al
respecto, identificado y descrito por Fogg, 1966 y Grobbelaar, 1983, es el rol de las
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sustancias organicas que son excretadas bajo ciertas condiciones medioambientales, e.g.
acido glicdlico, fosfatasas alcalinas y un grupo amplio de exudados organicos. Richmond,
2000%”, y Grobbelaar, 1985°%, han realizado sugerencias relacionadas con el efecto y
funcion de estos exudados durante el cultivo.

El hecho de que las microalgas actuen como bombas organicas y que cantidades
apreciables de estas sustancias sean excretadas, sugiere que una parte significativa de la
productividad global no forma parte de la fraccion particulada, la cual es normalmente
medida cuando los rendimientos son determinados, estudios detallados al respecto han
sido realizado por Grobbelaar, 2005°°, con Scenedesmus obliquus como organismo de
estudio.

Dado la condicién metabdlica de los organismos fotoautdtrofos para su crecimiento
resulta claro que el principal aspecto que condiciona el cultivo en masa de estos
microorganismos esta en el uso eficiente y efectivo de la totalidad de energia (luz solar)
disponible para maximizar la productividad fotosintética de biomasa, e.g. células y
metabolitos secundarios. Esto es particularmente valido para el cultivo en masa de
microalgas a campo abierto, proceso en el cual el uso de la energia solar, acorde a lo
establecido por Richmond, 2005%, es piedra angular sobre el cudl los prospectos para
esta rama de la biotecnologia descansan.

Los sistemas para produccion de microalgas a nivel industrial se pueden catalogar en dos
tipos principales: abiertos y cerrados. Los desarrollos iniciales para la produccién en masa
de microalgas y sus metabolitos a nivel comercial se centraron en el uso de sistemas
abiertos (open ponds), sin embargo un reducido nimero de especies se cultivan en estos,
dado que se requiere de ambientes altamente selectivos debido a que existe un alto
riesgo de contaminacién del medio de cultivo por hongos, bacterias y protozoos, y a que
se presente antagonismo con otras microalgas que tienden a ser dominantes en el cultivo
en lugar de la especie original usada como indculo.

Los sistemas de produccion cerrados, de aqui en adelante fotobioreactores (PBR),
proporcionan un ambiente aislado que facilita el cultivo de especies sensibles que no
pueden ser cultivadas en sistemas abiertos. Tredici, 2005%", establece que el PBR se
puede definir como un reactor en el cual organismos fototrofos (bacterias, algas o células
vegetales) son cultivados o usado para llevar a cabo una reaccion fotobioldégica en los
que una gran proporcién de la luz (>90%) no se aplica directamente sobre la superficie del
cultivo, sino que tiene que pasar a través de las paredes transparentes del sistema
(reactor) para alcanzar las células cultivadas. Los PBR ofrecen un ambiente cerrado de
cultivo que facilita por lo tanto un ambiente controlado que asegura en gran medida el
desarrollo de la especie deseada. Por tal razén, estos sistemas permiten la explotacién de
la gran diversidad de las cerca de 50.000 especies de microalgas conocidas, muchas de
las cuales tienen un gran potencial para la produccion de biomasa o metabolitos
secundarios.

Estudios adelantados por Janssen et al., 2000%, establecen que el régimen de luz dentro
de un PBR es caracterizado por un gradiente de luz que varia proporcionalmente desde la
superficie hasta el interior, de mayor a menor respectivamente. Esto principalmente
debido a que los PBR son especialmente confinados por las dimensiones del recipiente,
limitando la energia luminica que se entrega en el sistema y, adicionalmente, dificultan el
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intercambio directo de gases con sus alrededores. Por tal razén el sistema debera
maximizar la eficiencia para lograr la conversion de la luz (energia) entregada (OPD) por
unidad de area/volumen.

Diversos factores determinan la eficiencia de un PBR para la produccién de biomasa, no
obstante estos factores pueden resumirse en un adecuado control de los gradientes,
transversales y longitudinales, de diferentes parametros o variables (v.g. temperatura, luz,
régimen de flujo, concentracion de gases CO,/O,) en el medio de cultivo.

A nivel industrial el uso de cultivos celulares de alta densidad es la principal alternativa
para lograr altos rendimientos. Estos cultivos incrementan la densidad celular de manera
exponencial hasta que toda la energia luminica disponible (PAR) es absorbida por el
cultivo. Una vez que esta concentracién celular es alcanzada, la masa celular alcanza un
estado estacionario de acumulacion, rata linear, hasta que la luz por célula o algun
substrato en el medio de cultivo se vuelva limitante, o alternativamente, alguna actividad o
condicion inhibitoria detenga el crecimiento celular.

Adicionalmente, dependiendo de las caracteristicas de flujo o mezcla dentro del PBR, las
microalgas estardn expuestas a ciertas variaciones hidrodinamicas que afectan la
conversion de luz de manera positiva 0 negativa. Estas limitaciones, descritas por Rosello
Sastre et al., 2006°%, afectan la eficiencia de los sistemas de produccién al generar zonas
oscuras de flujo que limitan el disefio, y por ende, la tasa fotosintética del proceso.

Las fluctuaciones que se presentan por tanto en el sistema de produccién inciden en el
metabolismo algal, particularmente por la generacion de gradientes, debido a que los
sistemas de produccion de mayor uso, tubulares y air-lif, operan como sistemas o
reactores plug-flow, que limitan la geometria de disefo. Esto es particularmente
importante desde el punto de vista ingenieril, puesto que el CO, como fuente de carbono
del proceso puede convertirse en limitante a lo largo del eje longitudinal de operacion del
reactor y el O, puede acumularse en niveles toxicos. Los gradientes transversales seran
igualmente otra gran limitacion en el disefio debido a que la tasa de penetracién de la luz
o energia en el cultivo se ve afectada sensiblemente en cultivos de alta densidad. Yang,
2000%, Sanchez, 2008%°, Greque de Morais, 2007%, entre otros autores establecen en
sus estudios que otros factores de proceso a considerar en la operacion y disefio de PBR
podrian ser los coeficientes de dilucién, los tiempos de residencia, la alternancia de ciclos
luz/oscuridad, composicion del medio de cultivo y los materiales de construccién del
equipo.

A las complejidades propias de la ingenieria del proceso, descritas anteriormente, debera
afiadirse factores medio ambientales como los ciclos circadianos, variaciones de
temperatura durante el dia, variabilidad en la irradianza solar debido a cambios
estacionales, orientacion del equipo para maximizar la eficiencia por unidad volumétrica y
de area, efectos de sombreado en cultivos de alta densidad, entre otros. Brevemente se
podria decir que el reactor podria ser un generador de ambiente o “envirome” y el
objetivo, especificamente en sistemas fotobioldgicos, seria definir y controlar factores
limitantes de tal manera que el sistema sea optimizado usando variables que condicionen
todos los procesos bioldgicos relacionados; una representacion de este planteamiento se
muestra en la figura 3. Vunjak-Novakovik, 2005%, establece que en Ultima instancia todos
los factores ambientales descritos anteriormente afectaran la cinética de la division celular
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0 de la sintesis de metabolitos y, en nuestro caso y de manera consecuente el
funcionamiento y viabilidad del sistema de produccion.

La gran variabilidad de especies y productos, caracteristica principal de la biotecnologia
de las microalgas, implica un amplio espectro de técnicas de separacion que pueden o
deben ser aplicadas para el aislamiento de metabolitos o biomasa. Sin embargo, se
puede generalizar sobre los procesos downstream en cultivos de microalgas, que se
requeriran al menos uno 0 mas pasos de separacion solido-liquido para la obtencion o
separacion del producto deseado. La biomasa de microalgas es usualmente recolectada
por sedimentacion, centrifugacion o filtracion, generalmente de manera adicional se
requerira un paso de floculacién o coagulacion adicional.

Transcriptome

|

Proteome

|

Metabolome

"ENVIROME”

Figura 3. Diagrama de las interacciones representativas entre el ambiente celular (“envirome”) y el metabolismo
celular. Adaptado de Liden, 2002%.

Sin embargo esta generalizacidon sobre los sistemas de recuperacion no obedece a
procesos especificos y, por el contrario, el sistema de recuperacion y purificacion u
obtencion del producto final debera obedecer a consideraciones de mercado y
econémicas preferencialmente. Muffler y Ulber, 2005, incluyen adicionalmente dentro del
proceso de recuperacion algunos parametros del sistema de produccion (upstream) que
influencian el proceso de recuperacion o downstream que se deberan considerar:

o Propiedades caracteristicas del microorganismos o linea celular (e.g. tamafio,
forma)

e Ubicacion del producto (i.e. intra-extra celular)

o Estabilidad del producto (e.g. labilidad, composicion)

e Sub-productos o impurezas (e.g. sales, fragmentos celulares)
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e Concentracién del producto deseado (biomasa o metabolito) en el medio de cultivo
del cual debera ser recuperado.

Gudin y Therpenier, 1986’°, han determinado que particularmente para los procesos de
recuperacion de células de microalgas el proceso de recuperacion representa cerca de un
20-30% de los costos totales de produccion. Esto se debe principalmente al tamafno de
las microalgas y a su baja concentracion en el medio de cultivo.

Al igual que en otros bioprocesos las actividades de procesamiento downstream en la
biotecnologia algal presentan un desarrollo incipiente y se convierten por tanto en un area
activa de investigacion. Tal como se lo discute lineas arriba, el desarrollo de un método
de recuperacién y purificacion de biomasa o metabolitos proveniente de microalgas,
requiere del analisis detallado del sistema de produccion y necesidades de
comercializacion que permitan el disefio e implementacion de un sistema econdmico,
eficiente, efectivo y adaptado a las necesidades o consideraciones propias del sistema de
produccién disefiado.

Acorde con lo planteado, la biotecnologia de microalgas y sus aplicaciones representa un
potencial bastante amplio con relacion al desarrollo de sus procesos, sistemas y
productos que se relaciona preferencialmente con problematicas de desarrollo con alto
impacto en la generacién de desarrollo y bienestar para la sociedad.

28



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener los parametros de proceso requeridos para el escalamiento de un bioproceso
orientado al desarrollo de mejoradores de suelos a base de extractos de microalgas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Estandarizar las condiciones de cultivo y la produccion de biomasa para las
especies de microalgas Scenedesmus sp. - Chlorella sp.

3.2.2. Establecer alternativas y metodologias para el disefio y desarrollo del proceso de
obtencion de extractos o biomoléculas de las microalgas Scenedemus sp. y Chlorella sp.

3.2.3. Analizar y caracterizar las fracciones de la biomasa obtenida y evaluar
comparativamente su potencial uso agronémico.

3.2.4. Analizar y definir los parametros de proceso que permitan el disefio del sistema de

produccién requerido para la produccion de biomasa o biomoléculas de la especie de
microalga que haya presentado el mayor potencial de uso agronémico.
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4. MATERIALES Y METODOS

El cumplimiento de las actividades planteadas en el presente proyecto se desarrollé, de
manera general, acorde con el diagrama descrito en la figura 4. Basicamente el proceso
se dividi6 en dos etapas principales de evaluacion que si bien se muestran
secuencialmente, no necesariamente siguieron estrictamente este patrén. Cada una de
las cuatro etapas descritas profundiza de manera especifica en los resultados principales
del proyecto descritos para los objetivos del proyecto (numeral 3.2).

Caracterizacién

Modelamiento del de extractos
sistema

l Evaluacion Andlisis
137 cepas Tecnologias Proceso

Disefios
experimentales
: 5 - T

' DOWNSTREAM bIsefo
JHINS T REA SISTEMA DE
--_ﬂ PROCESSING - PRODUCCION
[ |

SELECCION

MICROALGA

Figura 4. Diagrama del desarrollo secuencial de la estrategia operativa seguida para el cumplimiento de los objetivos
principales del proyecto. La secuencia de actividades/resultados no se corresponde necesariamente en su orden.

Acorde con el plan operativo se establecié un esquema de trabajo a nivel experimental y
analitico que permitiera establecer las principales actividades e insumos requeridos para
el cumplimiento de los objetivos planteados. El esquema descrito en la figura 5, detalla un
proceso continuo de experimentacion y de analisis transversal que consolida los
principales pasos requeridos para la obtencion de los parametros de proceso estipulados
en el objetivo general del proyecto.

Cco
2 Microalgas Downstream Scale-up

Factibilidad y
Desarrollo
{ Producto-Proceso]

Desarrollo
materia prima

—_—
PBR

LUZ SOLAR

BIOMOLECULAS
(ENERGIA)

Fraccionamiento (EPS'GP) Evaluacién
biomasa agrondmica

BIOMASA

Parametros Alternativas y Pruebas en campo
de proceso caracterizacién (cultivo y suelo)

Figura 5. Plan de desarrollo y experimentacién establecido para el proyecto en funcion del plan operativo y orientado al
desarrollo de la materia prima del proyecto, extracto de microalga; donde EPS = exopolisacaridos, GP = promotores de
crecimiento, ES = estructurador de suelo.
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En las actividades de downstream y scale-up se puede observar una doble linea de
desarrollo para su cumplimiento que relaciona el trabajo, auténomo pero
interdependiente, de otros profesionales que hacen parte del proyecto y que atienden
actividades especializadas en estos procesos particularmente.

4.1. ORGANISMOS

Scenedesmus obliquus (UTEX 393) y Chlorella vulgaris (UTEX 295), algas verdes, se
usaron como organismos de estudio para los desarrollos y actividades descritas en el
presente documento. Las especies pertenecen a la division Chlorophyta, y se distinguen
por sus pigmentos fotosintéticos, clorofilas (Chl) a y b, y su carbohidrato de reserva,
almidon. Este genero abarca un gran grupo de organismos con una gran variabilidad
morfolégica y comprende cuatro clases: Micromonadophyceae, Charophyceae,
Ulvophyceae y Chlorophyceae. Las algas del presente estudio, C. vulgaris y S. obliquus,
pertenecen a la clase Chlorophyceae orden Chlorococcales

Las cepas fueron seleccionadas basadas en cinco criterios relacionados con los objetivos
y actividades planteadas en la presente investigacion; estos se describen a continuacion:

1. Requerimientos de produccién simples y similares,

2. Disponibilidad de informacion para su cultivo/produccion,

3. Que pH suelo del cultivo meta, Brassica oleracea, y pH predominante para
desarrollo microalgas fuera similar,

4. Que existiera evidencia de que fueran productoras de polisacaridos extracelulares
y/o promotores de crecimiento,

5. Los géneros seleccionados deberian tener reportes documentados sobre su uso
efectivo en el mejoramiento de la calidad de suelo o la productividad de materias
primas agricolas.

4.2. MEDIO DE CULTIVO

Cuadro 1. Composicion basica del medio Bristol para el cultivo de microalgas

# Componente Cantidad Concentracion de la Concentracion final
solucién stock

1 NaNO; 30 mL/L 10 g/400mL dH20 8.82 mM

2 CaCl,-2H,0 10 mL/L 1 g/400mL dH20 0.17 mM

3 MgSO47H,0 10 mL/L 3 g/400mL dH20 0.3 mM

4 Ky;HPO, 10 mL/L 3 g/400mL dH20 0.43 mM

5 KH,PO, 10 mL/L 7 g/400mL dH20 1.29 mM

6 NaCl 10 mL/L 1 g/400mL dH20 0.43 mM

7 P-IV Metal Solution®* 6 mL/L

8 Vitamins Solution** 6 mL/L
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El medio de cultivo utilizado para todos los ensayos realizados con las dos especies de
microalgas bajo estudio fue el medio Bristol, recomendado por la UTEX, el cual esta
basicamente compuesto por sales y minerales, mas una solucion de vitaminas,
constituida basicamente por tiamina y biotina. La composicion detallada se muestra en el
cuadro 1.

4.3. PRUEBAS EXPERIMENTALES Y METODOS ANALITICOS

Acorde con el plan experimental establecido, el cultivo de las microalgas bajo estudio por
el proyecto se realiz6 en dos etapas principales: estandarizacion y optimizacion. Los
ensayos de estandarizacién se utilizaron como referencia para el establecimiento de una
linea base de produccién a partir de la cual se especificd un sistema o plan de ensayos
para optimizacion que permitiera establecer los parametros de proceso base y objeto de
investigacion. Una etapa adicional de validaciéon se utilizé para certificar las respuestas
6ptimas y los modelos obtenidos en la fase de optimizacién.

4.3.1. MONTAJES DE ESTANDARIZACION

4.3.1.1 Disefno experimental. Se utilizaron recipientes de vidrio traslucido con un
volumen total de 5 L que trabajoé a un volumen estandar de 2 L. Para la produccién de la
biomasa, crecimiento fotoautétrofo, se utilizé medio de cultivo Bristol (ver seccion 4.2), y
como fuente de carbono se utiliz6 CO, gaseoso. Un esquema del montaje se muestra en
la figura 6.

Figura 6. Montaje Pruebas preliminares de estandarizacion sistema de produccion en el cultivo fotoautotrofo de las
microalgas Scenedesmus obliquus 'y Chlorella vulgaris.
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La energia para la reduccién del carbono inorganico se suministré con lamparas de barra
fluorescente Phillips de 60 W ubicadas en la parte superior de los recipientes. Se
trabajaron fotoperiodos de 24 horas en todas las réplicas para cada especie con una
iluminancia (Ia) promedio durante los ensayos de 1.250 lux d™!, medida con un luxémetro
Minipa MLM 1010. El pH se ajusté al inicio de cada prueba en 6.8 y se trabajo todos los
ensayos a temperatura ambiente. Para cada réplica del experimento se evalu6 el
crecimiento celular (Yc) mediante conteo de células por unidad de volumen (Células mL™).

Los ensayos de esta etapa se analizaron comparativamente para las dos especies bajo
estudio, considerando de manera preferencial la productividad en el tiempo para cada una
y calculando los coeficientes de crecimiento y otros parametros de utilidad para este
proposito descritos por Wood, 2005”", y que se describen con detalle en la seccion 4.4.
Adicionalmente en estos experimentos se cuantificé la concentracion de auxinas y
exopolisacaridos (EPS) presentes en el sobrenadante de cada una de las especies al
finalizar su fase de crecimiento exponencial.

Concluidas las pruebas experimentales de esta y, basados en los resultados finales
encontrados, se realizo la seleccion de la cepa que presentaba un mayor potencial en
cuanto a su productividad en biomasa, exopolisacaridos y fitohormonas (auxinas) para su
uso en el desarrollo del objetivo del proyecto.

4.3.1.2 Diseno del analisis. En la identificacion de las principales condiciones y
parametros que inciden sobre la respuesta de las especies bajo estudio y considerando
preferencialmente los analisis comparativos que permitieran seleccionar la especie con
mayor potencial para su uso en los montajes de optimizacion, el conjunto de estadisticos
seleccionados para la interpretacion de los resultados fueron los siguientes:

¢ Media (£): medida de tendencia central que refleja el valor promedio de un conjunto
de datos experimentales

e Varianza (0%): es una medida de variabilidad que me permite estandarizar la
desviacion de un fendmeno (factor o variable) con respecto a su media, al elevarlo al
cuadrado.

° Desviacién estandar (o0): es otra medida de variabilidad que basicamente me permite
definir cuanto se separan los datos de la media. Formalmente es la raiz cuadrada de
la varianza por lo que su valor estara en las mismas unidades del factor o variable
bajo estudio.

° Rango (W): estadistico descriptivo que mide la amplitud o separacion de un conjunto
de datos experimentales calculado a partir de los valores minimos y maximos del
conjunto.

e Minimos y Maximos: representan los limites superiores e inferiores del conjunto de
datos evaluados para la variable bajo estudio.
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Prueba (estadistico) de asimetria: la asimetria es el tercer momento que describe la
naturaleza de una distribucion; que tan ladeado esta el conjunto de datos analizados
(hacia la izquierda o derecha). Una distribucion asimétrica hacia la izquierda tendra
una asimetria negativa, por correspondencia una asimetria positiva sera indicativo de
que la distribucion sera asimétrica hacia la izquierda.

Este efecto puede ser usado para definir si un conjunto de datos proviene de una
distribucién normal, en el estadistico de asimetria se considerara que cuando este
presente valores fuera del rango de -2 a +2 indicaria diferencias significativas de la
normalidad, lo cual tiende a invalidar pruebas que comparan las desviaciones
estandar de un conjunto de datos.

Prueba (estadistico)-t: esta prueba de hipétesis permite definir si conjuntos de datos
normales de dos muestras, que se asume tienen la misma varianza, tienen medias
significativamente diferentes. La prueba construye igualmente los intervalos de
confianza para la diferencia de medias el cual si no contiene el valor 0.0 en su rango
querra decir que existe una diferencia estadistica significativa entre las medias de las
dos muestras con un nivel del 95.0% de confiabilidad.

La prueba-t también puede usarse para determinar una hipotesis especifica sobre si
la diferencia entre las dos medias de las poblaciones que proviene las muestras es
igual a 0.0. En este caso la hipétesis nula es que la diferencia entre las medias es
igual a 0.0 y la alternativa sera que la diferencia no es igual a 0.0. En esta prueba si
el valor-P calculado es menor de 0.05 se descarta la hipétesis nula (media 1 = media
2) a favor de la alternativa (media 1 # media 2).

Prueba (estadistico)-F: esta prueba de hipoétesis compara las varianzas de dos
muestras y también construye los intervalos de confianza para cada desviacion
estandar y para el coeficiente de las varianzas. El intervalo de confianza para los
coeficientes de las varianzas indica cuando este contiene el valor 1.0, que no existe
una diferencia estadistica significativa entre las desviaciones estandar de las dos
muestras al 95% de confianza.

La prueba-F también puede usarse para determinar una hipétesis especifica sobre las
desviaciones estandar de las poblaciones de las que provienen las dos muestras. Esta
prueba ha sido construida para determinar si el coeficiente de las desviaciones
estandar es igual a 1.0 contra la hipotesis alternativa de que el coeficiente no es igual
a 1.0. Cuando el valor-P calculado para esta prueba es menor de 0.05 se descarta la
hipétesis nula (o 1 = 0 2) en favor de la alternativa (o 1 # 0 2).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov: esta prueba de hipétesis compara las distribuciones
de las dos muestras. Esta prueba computa la distancia maxima entre las
distribuciones acumulativas de las dos muestras. Cuando el valor-P de esta prueba es
mayor o igual a 0.05, no existe diferencia estadistica significativa entre las dos
distribuciones a un nivel de confianza del 95.0%.

Estos estadisticos que incluye medidas de tendencia central, medidas de variabilidad,
medidas de forma y pruebas de hipétesis, se utilizardn para comparar y evidenciar si
existe una diferencia significativa entre las respuestas consideradas durante estos
ensayos para las dos especies (muestras) evaluadas.
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4.3.2. MONTAJES DE OPTIMIZACION

4.3.2.1 Diseiio experimental. Los métodos estadisticos de disefio de experimentos
tienen como principal funcién encontrar las condiciones 6ptimas de un proceso o sistema
de produccion con minimo esfuerzo y con la maxima confiabilidad.

Las técnicas de disefio experimental son ampliamente utilizadas en la actualidad debido a
gue proporcionan una serie de ventajas evidentes respecto a los métodos tradicionales de
investigacion ya que permiten estudiar simultdneamente distintas variables (factores),
pueden evidenciar las interacciones existentes entre las mismas, suponen un ahorro
importante de experimentos, tiempo y recursos, permiten estimar la fiabilidad de los
resultados y, en general, proporcionan mayor informacion.

Una forma para optimizacion de procesos con técnicas de disefio experimental es el uso
de disefio factoriales. En el disefio factorial se fijan unos niveles para los factores y se
planifican experiencias en las que se combinan dichos niveles de todas las formas
posibles para la realizaciéon de un experimento. Asi todos los niveles para un factor se
combinan con todos los niveles de los demas factores considerados en la programacion
del experimento. ElI cambio de nivel en los factores tiene su influencia dentro del modelo
matematico empleado para la descripcion del sistema.

Dentro del disefio factorial la metodologia de superficie de respuesta permite evaluar y
caracterizar la informacion obtenida con la experimentacién que depende de k factores,
mediante una superficie con k + 1 dimensiones. En el caso mas simple, el estudio de la
influencia de 2 variables X e Y (factores) sobre una funcién objetivo Z, denominada
respuesta, dara lugar a una superficie formada por la unién de todos los puntos (X, Y, Z)
que satisfagan la relacion Z = 7(X, Y). Esto puede observarse en un diagrama XYZ, en el
cual cada pareja de valores (X, Y, Z) de los factores llevara asociado un valor (Z)
correspondiente a la respuesta.

Debido a que es practicamente imposible determinar todos los puntos del dominio
experimental, se utilizan modelos matematicos empiricos que permiten describir el
comportamiento del sistema de interés sin que se estudie completamente la regidn
experimental. Esto permite obtener, a partir de la experimentacion en algunos puntos
seleccionados (niveles) para los factores, los coeficientes de un modelo descriptivo del
sistema estimado mediante regresion.

Los disefios bajo metodologia de Screening utilizan una superficie de respuesta plana que
genera un modelo polindmico de primer grado. El estimado para los valores de los
coeficientes del modelo polindmico que se pretenden modelar es calculado utilizando el
minimo de experimentos posibles. Al disefo factorial se le pueden afiadir nuevos puntos,
algunos de los cuales se situan en el centro del disefio para poder estimar el error
experimental.

La optimizacién se realizé aplicando un disefio factorial 2, con k=3 factores, agitacion (R,
rom), lluminancia (Ia, lux) y fuente de carbono suministrada (C*, mezcla de aire
enriguecida con CO, en % v/v), analizados en dos niveles. El disefio factorial por
metodologia de Screening, permite estimar los efectos principales y las interacciones de
primer orden. Adicionalmente se utilizaron 4 experimentos en el punto central para poder
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estimar el error experimental asociado a las respuestas: coeficiente especifico de
crecimiento (u, d™"), concentracién de exopolisacaridos-EPS en el sobrenadante (Ych, mg
L™, y de acido indol acético-IAA (Ya, nM L™). De esta forma se obtuvo un disefio con 12
experimentos para 3 factores evaluados en 3 niveles (ver Tabla 1). El analisis de las
respues;gs para cada ensayo se realizo utilizando el software estadistico Statgraphics
plus 5.0°“.

Para el desarrollo de estos ensayos se utilizaron recipientes para cultivo Kontes de 500
mL (ver figura 7), que se mantuvieron a una temperatura constante de 27 °C +/- 5 °C. En
los ensayos que requerian agitacion para modificar el régimen de flujo (Rf) se equipo cada
recipiente Kontes con un impulsor de base magnético y la velocidad se controld
manualmente tal como se muestra en la figura 4. La iluminancia se midié en el centro
geometrico de cada recipiente con un luxémetro Minipa MLM 1010 y la intensidad del flujo
luminoso, Ia (lux), se ajustd modificando la capacidad (W) de la fuente de luz. La
concentracion de carbono en la mezcla, C* (% CO; v/v) se controlo mediante ajuste de la
presion de descarga del sistema.

Tabla 1. Descripcion del disefio experimental base usado en la optimizacion, caracterizacion del sistema de produccion
e identificacion de los parametros de proceso en la microalga Scenedesmus obliquus.

Disefio Base |
Numero de factores experimentales 3 Resumen Disefho
Numero de respuestas 3 Clase Factorial
Numero de corridas 12 Nombre Screening 23
Discretizados Experimental
Factores Bajo Ato Bajo  Alto  Unidades
Intensidad flujo luminoso -1.0 1.0 5,000 11,000 lux
Fuente de carbono -1.0 1.0 0 4 % CO2vi
Régimen de flujo -1.0 1.0 0 1,200 rpm
Respuestas Unidades
Concentraciéon de Exopolisacaridos mg L-1
Concentracion de Acido Indol Acético nM L-1
Coeficiente especifico de crecimiento d-1

El disefio se selecciono basado en el control local disponible para el ensayo ya que la
informacion a la mano para el procedimiento no era muy amplia. La metodologia, acorde
a lo descrito por Box y Hunter, 19867, se aplica para propésitos de optimizacién y de
igual forma todas las variables de los ensayos eran continuas, permitiendo el uso
adecuado de esta técnica.

También fue importante para la eleccién de este disefio buscar interacciones entre los
factores experimentales seleccionados; cabe recordar que las interacciones solo se hacen
visibles en experimentos factoriales, y la metodologia de Screening permite una
aproximacion facil para la identificaciéon de estas interacciones tal como ha sido descrito
por Sharma et al., 19997,
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Otra variable de proceso calculada en los presentes ensayos fue el nUmero de Reynolds
impulsor, Rei. Considerando los hallazgos realizados por Pruvost, 2008’°, esta variable y
el hecho de que la condicion hidrodinamica del cultivo afecta la conversion de luz en los
sistemas de produccion fotoautotréficos permitira a través de su cuantificacion apoyar
analisis relacionados con los regimenes de flujo evaluados en el disefo.

La respuesta optima que se encontraria en los presentes ensayos se utilizaria para la
validacién del modelo generado y para la estabilizacion final del sistema de produccion
mas adecuado acorde con las variables experimentales establecidas.

Figura 7. Montajes de optimizaciéon para la evaluacion de las variables experimentales en disefio factorial por
metodologia de Screening en el cultivo fotoautotrofo de la microalga Scenedesmus obliquus.

Finalmente, se debe resaltar que el disefio experimental realizado se utilizé6 Unicamente
para la especie de microalga Scenedesmus obliquus, dada su evaluacién superior
durante la fase de estandarizacion.

4.3.2.2 Diseino del analisis. Para la eleccién de las tablas, figuras y pruebas estadisticas
que se prepararian para ayudar a descifrar los efectos bajo estudio, se tuvo en
consideracion que el material proporcionara gran cantidad de informacion en forma clara,
concisa y de facil interpretacion. Acorde con esto las siguientes pruebas estadisticas y
diagramas fueron seleccionadas:

e Diagrama de Pareto: el grafico esquematiza de manera simplificada la
representatividad de cada factor evaluado asi como cada pareja de interacciones
acorde con el experimento realizado. El nivel de las barras representara que tan
significativo es, de mayor a menor, cada factor o interrelacién en funciéon de una
respuesta especifica. Adicionalmente el grafico incluye la linea de significancia de
cada efecto acorde con el valor P calculado en el analisis de varianza para cada
factor e interaccion, esta linea representa por tanto el valor P (correspondiente a
0.05) a partir del cual valores inferiores se podran considerar significativos en la
respuesta con un 95% de confiabilidad.
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Diagrama de interacciones: esta representacion grafica muestra para una pareja de
factores (e.g. A-B) el tipo de relacion que presentan en funcion de una respuesta
especifica. Para el analisis siendo la interaccién AB sujeta a evaluacion, la variable A
se ubicara sobre el eje de abscisas en sus niveles correspondientes mientras la
variable B se graficara como un par de lineas que corresponderan a sus niveles
maximos (lineas +,+) y minimos (lineas -,-). La linea graficada y su pendiente que
estan en funcién de la respuesta deberan interpretarse acorde con el tipo de
interrelacion que pueda existir para los factores correspondientes.

Diagrama de efectos principales: este grafico muestra la interrelacion entre los niveles
considerados para un factor unitario y su efecto en la respuesta del experimento a
través de una proyeccion lineal del efecto. La proyeccion se realiza para los factores
que se ubican en el eje de abscisas mientras que la respuesta, en el eje de
ordenadas, se ve relacionada con el factor correspondiente y su nivel a partir de la
proyeccion lineal del efecto. La representatividad del factor sobre la respuesta
dependera de la pendiente de la linea.

Superficie de respuesta con contornos: esta representacién representa la
interrelacion de k factores mediante una superficie de k+7 dimensiones. En los
presentes ensayos la superficie representara el efecto de dos variables (X, Y) sobre
una respuesta (R) mientras se mantiene la otra variable (Z) constante. La superficie
ajusta en sus contornos una descripcidon estimada del comportamiento a partir de
puntos especificos (niveles) desde los que se estima una region experimental
completa.

Andlisis de varianza (ANOVA): la tabla ANOVA realiza una particion de la variabilidad
en la respuesta correspondiente en piezas separadas para cada uno de los efectos.
Posteriormente prueba la significancia estadistica de cada efecto al comparar la
media cuadratica contra un estimado del error experimental. Los valores P generados
en la tabla permiten estimar cuando un factor o interaccidén son significativamente
diferentes de cero, valor P menor de 0.05, con un nivel de confiabilidad del 95%.

Modelo matematico: a través de un andlisis de regresién se genera una ecuacion,
polinomio de primer grado, la cual ha sido ajustada acorde con los datos obtenidos
durante la experimentacion. EI modelo ajustado para cada variable de respuesta
permite modelarlo y realizar una descripcién empirica de las variables en funcién de
una respuesta que estara dentro de los rangos o niveles limite considerados en los
niveles de cada factor y sus interacciones. El polinomio ajustado a las condiciones
experimentales tiene la siguiente conformacion basica:

R=C+x*A+ y*B+ z*C + x;AB + y*AC + z*BC Ecuacion 1
Donde:

R = Valor estimado por el modelo para la variable de respuesta
C = Constante empirica de la ecuacion
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X, Y, Z = Constantes empiricas de cada variable experimental

X, Vi, Zi = Constantes empiricas de cada interaccion entre variables

A, B, C = Constante empirica correspondiente a cada variable experimental (solo
valido dentro del rango evaluado)

Todas las constantes se consideraran por tanto coeficientes de regresion que
corresponden de manera especifica a una variable de respuesta. Los valores de las
variables y la respuesta asociada estan especificados en las unidades originales
usadas durante el experimento.

¢ Respuesta 6ptima: este analisis muestra la combinaciéon de factores y niveles que
maximiza (0 minimiza de ser deseado) la variable de respuesta dentro de la regiéon
correspondiente a la experimentacion. Dicha respuesta sera por tanto el objetivo final
de la experimentacion de optimizacion.

4.3.3. MONTAJES DE VALIDACION. Para la validacion de la respuesta optima
encontrada en el disefio experimental de Screening se realizé un montaje final con las
condiciones optimas por triplicado. En estos ensayos se evalud la productividad del cultivo
(Ye, células mL™), clorofilas y proteinas de la biomasa acorde con las metodologias
estandarizadas para este propésito. La evaluacion de EPS en el sobrenadante (Ych, mg L
') para verificar la presencia y cantidad de polisacaridos en esta fase. La determinacion de
auxinas se centré en la cuantificacién de IAA (Ya, nM L™), fitohormona representativa del
grupo de auxinas y con relevancia en diversas aplicaciones industriales vy
agroalimentarias.

Las respuestas de los diferentes ensayos se graficaron y examinaron con ayuda del
software para analisis estadistico Statgraphics plus 5.0, utilizado en la evaluacién de
resultados para toda las pruebas de la investigacion. La respuesta optima validada en los
ensayos experimentales se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de la corrida experimental usada para estandarizacion y validacion de la respuesta 6ptima obtenida
durante el disefio experimental de optimizacién. Los ensayos se efectuaron con la microalga Scenedesmus obliquus.

RESPUESTA OPTIMA

Fact Discretizados Experimental
actores Bajo Alto Bajo Alto Unidades
Intensidad flujo luminoso - 1.0 - 11,000 lux
Fuente de carbono - 1.0 - 4 % CO2vlv
Régimen de flujo - 1.0 - 1,200 rpm
Respuestas Unidades
Concentracion de Exopolisacaridos mg L-1
Concentracién de Acido Indol Acético nM L-1
Coeficiente especifico de crecimiento d-1
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4.3.4. EXTRACCION Y OBTENCION DE EXTRACTOS. Dado que los procesos de
obtencion de microalgas cuentan generalmente con dos o mas pasos para la
recuperacion de biomasa o metabolitos debido a la alta dilucion de los cultivos, se decidio
evaluar la eficiencia del principal proceso de recuperacion, centrifugacion, como
alternativa tecnolégica para maximizar la eficiencia de las operaciones Downstream. El
procedimiento basicamente se fundamento en la evaluacién de eficiencias, expresadas en
la remocion de biomasa del medio, analizando en el proceso la interaccion entre las
variables que inciden en su respuesta y su significancia en niveles para de esta forma
obtener la respuesta Optima, i.e. combinaciéon de niveles entre variables, que permita
analizar la alternativa de recuperacion valorada.

4.3.4.1. Centrifugacion: frecuencia y tiempo. La recuperacion centrifuga de células y
biomasa algal es, acorde con lo descrito por Mohn, 1980%, y Molina-Grima, 2003, el
método preferido en las operaciones downstream, debido a que la gran mayoria de
microalgas pueden ser separadas de la suspension por este método. La eficiencia de este
sistema esta estrechamente relacionada con las caracteristicas de asentamiento de las
células, el tiempo de residencia del proceso, la profundidad de asentamiento,
concentracion de la suspension y la intensidad de la centrifugacion, i.e. gravedades a las
gue se somete el extracto diluido.

Considerando que la operacion de centrifugacion es intensiva en energia la relacién de
tiempo/gravedades optima que maximice la concentracién del extracto seria el objetivo de
estas pruebas experimentales. Para esto, considerando que se tenia buen control local de
las variables de proceso y claridad en su representatividad sobre la respuesta, se utilizé
un disefio experimental por metodologia de superficie de respuesta 2° mas puntos estrella
centrado en las caras. Las variables experimentales, tiempo (t, min) y frecuencia (Zg,
rom), se manejaron en niveles maximos y minimos contra dos variables de respuesta:
turbidez (Tntu, NTU) y células removidas (Yr, Células mL™).

Las variables de respuesta se calcularon de manera independiente buscando minimizar
en ambos casos, la concentracion de células y la turbidez del medio. Adicionalmente y
como apoyo para el analisis de las corridas se calculo el porcentaje de eficiencia de la
remocion de células, el cual expresa la relacién entre variables experimentales en funcién
de su capacidad para concentrar la biomasa del extracto y obtener por tanto una fase
sélida (biomasa/pellet) y liquida (sobrenadante). Las mediciones de turbidez y células
removidas se realizaron sobre el sobrenadante y el porcentaje de eficiencia se calculé al
relacionar la respuesta obtenida de cada corrida con el valor inicial de un blanco, i.e.
extracto algal con concentracién celular de 1.02 x 107 células mL™", valor que fue
constante para todos los ensayos. Las lecturas de turbidez se realizaron en un
turbidimetro Orion aquafast || de Thermo Electron Corporation. La concentracion celular
se cuantificd midiendo la absorbancia del medio de cultivo a 560 nm vy los resultados se
calcularon a partir de la curva de calibracion estandarizada para este propésito (ver
seccidn 4.4). La descripcién del disefio experimental se muestra en el anexo F.
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4.4. DESCRIPCION DE METODOS ANALITICOS

4.4.1 MONITOREO DE BIOMASA Y MEDIO DE CULTIVO. Los valores de biomasa (Yc,
células mL™") fueron cuantificados usando un contador de particulas (Beckman, USA) en
lecturas por duplicado y adicionalmente se validé la concentracion de células reportada
midiendo la densidad optica del cultivo a 560 nm para S. obliquus y a 550 nm para C.
vulgaris acorde con los procedimientos descritos por Martinez Sancho, 1999, y Shamala,
1982 I. Para las mediciones de densidad optica del cultivo se utilizaron cubetas en vidrio
de 1 cm y las mediciones de absorbancia se realizaron en un espectofotometro Varian-
Cary 100 equipado con lamparas de luz visible y UV.

4.42 PARAMETROS CINETICOS. Los valores de biomasa (Yc, células ml") y
regresiones exponenciales fueron usados para calcular el coeficiente de crecimiento
especifico maximo (Mmax. d'1), ecuacion 1, durante la fase de crecimiento exponencial del
cultivo. La duplicaciéon por dia se calculé a partir de la ecuacién 4, y el tiempo de
duplicacion acorde con la ecuacion 5:

r=Ln (N¢/Ng) /At — Ln Ny—Ln No /At

r=g—-m —sim=0, tenemos que:r=yu Ecuacion 2
K=r/0,6931 Ecuacién 3
K =Log 2 (N; - No) / At Ecuacion 4
t4=0,6931/r Ecuaciéon 5
Donde:

r = coeficiente especifico de crecimiento cuando la mortalidad (m) es igual a cero (d™)
u = coeficiente especifico de crecimiento (d™)

m = mortalidad de las células (d")

K = Duplicaciones de la poblacion por dia (células d”)

N, = Tamafio de la poblacién al final del intervalo de tiempo (células mL™")

No = Tamafio de la poblacién al inicio del intervalo de tiempo (células mL™)

At = Intervalo de tiempo (dia)

ty = Tiempo de duplicacién de la poblacién de células (d™)

4.4.3 CONCENTRACION DE CLOROFILA EN BIOMASA. La medicidon de clorofilas se
realizé a través del método espectofotométrico descrito por Hansman, 19738, ajustado a
las condiciones existentes. EI método se estandarizo en un espectrofotometro Varian-
Cary 100 equipado con lamparas de luz visible y UV, las lecturas se realizaron a 665, 645
y 630 nm. Para las lecturas la biomasa fue tratada con una mezcla de acetona-agua para
extraer los pigmentos, sometiendo a ultrasonido por 10 minutos y dejando hidrolizar a 4
°C por 24 horas. El extracto obtenido fue centrifugado a 4.000 rpm durante 20 minutos y
el sobrenadante fue recuperado para ser leido en el espectrofotometro. El valor de
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concentraciéon para clorofilas a y b en la biomasa se calculd utilizando las siguientes
ecuaciones:

Chla (mgL")=11,6 DO 665 - 1,31 DO 645 - 0,14 DO 630 Ecuacion 6

Chl b (mg L™")= 20,7 DO 645 - 4,34 DO 665 - 4,42 DO 630 Ecuacion 7

El contenido total de clorofilas en la biomasa (Y,) se estableci6 como la suma total de
clorofilas a y b. A partir de estos valores se calculo el coeficiente de absorcién de la
biomasa (Ka) como una funcion del contenido total de pigmento a partir de la siguiente
ecuacién (Acién Fernandez et al., 1998)°:

Ka=0.01+299*Y, r* = 0.8746 Ecuacion 8

4.4.4 CONCENTRACION DE PROTEINA. El analisis de proteinas se dividid6 en dos
etapas: extraccion y cuantificaciéon. Para la primera etapa se probaron los diferentes
métodos de extraccion de proteinas en microalgas descritos por Meijer, 1998%. El analisis
y validacién de los métodos permitié seleccionar aquellos que mejor se ajustaban a cada
una de las especies de microalgas bajo estudio.

El protocolo establecido para los analisis y seleccionado para los procedimientos fue el de
Meijer®, modificado. A las células se les adiciona una solucién de NaOH y se someten a
un proceso térmico a una temperatura de 90 °C por 30 minutos, a continuacion se realiza
un choque térmico y se neutraliza la solucién, se lleva a cabo una centrifugacién a 4.000
rom por 5 minutos y se procede a la siguiente etapa de cuantificacion espectrofotométrica.

La cuantificacion de proteina se realizo por el método de Bradford Modificado, 1976%'. Se
realizé una curva de calibracion utilizando una solucién estandar de albumina de suero
bovino (BSA) a una concentracién de 0,1 mg mL". Las lecturas se hicieron a dos
longitudes de onda de 590 y 450 nm.

Las muestras algales una vez sometidas al proceso de extraccidén se trataron con el
reactivo de Bradford y la determinacion de concentracion de proteina se realizé a través
de lectura en espectrofotometro, Varian-Cary 100, tomando como referencia la curva de
calibracion descrita anteriormente.

4.4.5 CONCENTRACION DE AUXINAS. La determinacion de auxinas (Yax, ug mL™") se
realiz6 por método colorimétrico utilizando como indicador el reactivo de Salkowsky
acorde a lo descrito por Gordon y Weber, 1950%, compuesto por HCIO, y FeCl; en
proporcion 2:1. Con el reactivo se elabordé una curva de calibraciéon a una concentracion
de 0.03 mg mL" utilizando como patrén &cido indol acético - IAA. Las lecturas se
realizaron en un espectrofotémetro Varian-Cary 100 a 530 nm.

Para determinar la concentracion de auxinas en las dos fracciones, biomasa vy

sobrenadante de las dos microalgas, se realizaron tratamientos previos a la adicién del
reactivo de Salkowsky. Para el sobrenadante se realizé la clarificacion por filtracion,
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mientras que la biomasa se trato con nitrégeno para realizar el rompimiento celular
seguido de una maceracion con arena abrasiva y centrifugando el extracto a 4.000 rpm
por 5 minutos, el sobrenadante de este proceso junto con el sobrenadante clarificado fue
utiizado para la reaccibn con el reactivo de Salkowsky en proporcion 1:2,
respectivamente. Las concentraciones finales se expresaron en mg mL™".

4.4.6 CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS Y EXOPOLISACARIDOS. Para la
cuantificacién de carbohidratos intracelulares y extracelulares se estandarizaron dos
procedimientos independientes que se describen a continuacion.

4.4.6.1 Analisis de carbohidratos totales intracelulares (Ycnb). La concentracion de
carbohidratos totales intracelulares se realizo por el método de antrona-acido sulfurico
descrito por Yemm y Willis, 1954%. El reactivo de antrona se preparo con 0,01 g de
antrona en H,SO,; 72% “/.; se procedié a elaborar una curva de calibracién utilizando
como patron una solucion stock de D-Glucosa, las lecturas se realizaron en un
espectrofotémetro Varian-Cary 100, a 630 nm.

La extraccién de carbohidratos de la biomasa microalgal se realizé teniendo en cuenta la
metodologia utilizada por Yemms y Willis®®, y modificada por Band, 1999%. Las células se
someten a un proceso de hidrolisis por 24 horas en una mezcla CHCI;-CH3;0H,
transcurrido este tiempo, se realizan varios lavados y se centrifuga a 4.000 rpm por 5
minutos, se adiciona HCI sometiendo a ebullicién por 1 hora, transcurrido este paso se
realiza una ultima centrifugacion a las mismas condiciones descritas anteriormente. El
sobrenadante obtenido se analiza utilizando el reactivo de antrona con la curva de
calibracién realizada previamente.

4.4.6.2. Analisis de carbohidratos extracelulares o exopolisacaridos - EPS (Ych mg
L™"). El analisis de carbohidratos extracelulares o EPS en el sobrenadante de los cultivos
de las dos especies de microalgas se realizé teniendo en cuenta la metodologia descrita
por Lewin, 1956%°, y modificada por Moore, 1964%. El sobrenadante es clarificado por
filtracién, procediendo a la precipitacion de los carbohidratos con etanol para concentrar
posteriormente por evaporacion. Los extractos libres de materia organica son pesados
para determinar la cantidad de carbohidratos presentes en éste.

4.47 CONCENTRACION DE ACIDO INDOL ACETICO - IAA (Y,, nM L"). La
determinacion de IAA se realizé teniendo en cuenta la metodologia descrita por Mazur et
al., 2001%’. Los sobrenadantes clarificados fueron ajustados a pH 3 con HCI 4M sujetos a
una columna de amberlita XAD-4. La cuantificacion de acido indol acético se realizo por
HPLC (High Performance Liquid Chromatography), utilizando una columna Microsorb MV
100-5 C18 (150 x 4.6mm) con una fase mévil compuesta por dos solventes: CH;OH -
CH3COOH al 1% en relacion 10:90; y CH3;OH - CH;COOH al 1% en relacion 99:1. Las
lecturas se realizaron con una bomba BAS acoplada a un detector UV Varian-Prostar 225
a 280 nm, por un tiempo de 20 minutos.
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4.4.8 VISCOSIDAD DINAMICA Y DENSIDAD DEL MEDIO DE CULTIVO. La
cuantificacion de la viscosidad dinamica (u, mPa s”) del medio de cultivo durante el
crecimiento de las microalgas se realizé utilizando un viscosimetro con cabeza de alfiler
(Brook Field, LDVD-1+T ). Las mediciones de densidad (o, g mL") y viscosidad
correspondientes se realizaron acorde con los métodos descrito por Wazer et al., 19638 y
el valor reportado corresponde al promedio de tres réplicas.

Los valores de u y p se utilizaron para el calculo del niumero de Reynolds impulsor (Rei)
acorde con la ecuacion 9 descrita por Doran, 1995. Estos valores se utilizaron para los
analisis experimentales y de resultados durante las pruebas de optimizacion y validacion.

Rei=N,D?p /u Ecuacion 9

Donde N; es la velocidad del impulsor, D; es el didmetro del impulsor, los valores de p y p
corresponden a las mediciones del medio de cultivo descritas lineas arriba. El patrén o
régimen de flujo en los recipientes Kontes usados en los ensayos por lo tanto podra, al
igual que el flujo en tuberias, ser laminar o turbulento en funcion del valor de Rei. Este
valor por tanto marca la transicion del régimen de flujo, aunque depende de la geometria
del impulsor y del tanque. Para los presentes analisis se considerara que los régimen de
flujo para un Rei determinado se especificaran dentro de los siguientes valores: flujo
laminar Rei< 10; flujo en transicion 10 < Rei < 10.000; flujo turbulento Rei > 10.000.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el analisis de las pruebas y disefios experimentales de estandarizacion, optimizacion
y validacion se utilizé el software estadistico Stathgraphics plus version 5.0.

5.1. MONTAJES DE ESTANDARIZACION. Las pruebas para estandarizacion del sistema
de produccién se enfocaron en la obtencion de informacion relacionada con la capacidad
de crecimiento y de produccién de biomoléculas para las especies bajo estudio. Los
resultados presentados corresponden al promedio de ensayos por triplicado para cada
especie.

En la figura 8 se muestra el resultado para los coeficientes de crecimiento mas relevantes
de manera comparativa. Los valores de p (d”) presentan rangos variables de 0.29 — 0.35
para C. vulgaris y de 0.47 — 0.50 en S. obliquus, con cifras promedio de 0.31 y 0.48
respectivamente. El analisis de asimetria para las dos muestras certifica que los datos
provienen de una distribucién normal con valores para C. vulgaris y S. obliquus dentro del
rango -2 a +2 (0.6613 para los dos conjuntos), lo que valida analisis comparativos que se
puedan hacer con las desviaciones estandar de estas muestras.

El analisis comparativo de las medias de p para ambas especies acorde con la prueba-t
permite afirmar que los valores son estadisticamente diferentes (P < 0.05, ver anexo A) y
que la especie Scenedesmus obliquus tiene parametros cinéticos superiores a Chlorella
vulgaris bajo las condiciones consideradas en los ensayos. A partir de este resultado se
deduce que, al ser la duplicacién por dia (K) y el tiempo de duplicacion (t4), dependientes
de p el andlisis comparativo de estas variables sera igualmente valido entre ambas
especies.

Parametros de crecimiento
2.50
2.00 O S. obliquus
m C. wlgaris
1.50-
< 1.00]
S
0.00
v K td
O S. obliquus 0.48 0.70 1.43
B C. vulgaris 0.32 0.46 2.20
Coeficientes cinéticos

Figura 8. Coeficientes de crecimiento para las especies Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris. p: coeficiente
especifico de crecimiento (d™"), K: duplicacién por dia (d™), ts: tiempo de duplicacion (d™")
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Adicional al valor de los coeficientes cinéticos calculados, en las figuras 9 y 10 se muestra
la grafica de productividad celular (Células mL™") contra el tiempo (11 mediciones durante
un periodo de 20 dias) para Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus respectivamente.
Estas curvas permiten validar cualitativamente los valores cinéticos que estadistica y
graficamente muestran un rendimiento superior en productividad y de manera primordial
en reproducibilidad para la microalga Scenedesmus obliquus sobre Chlorella vulgaris. En
estas graficas se puede observar que Chlorella vulgaris muestra un fase de adaptacion al
inicio del ciclo que la retraza con relacién a Scenedesmus obliquus.

Es conveniente considerar la relativa homogeneidad en las curvas hasta puntos cercanos
al exponente 1 x 10°, punto en el que para ambas especies, se observa mayor
discrepancia en los datos. Este efecto se puede considerar asociado al efecto limitante de
algun sustrato que ocasiona una descompensacioén de las células y que por la disparidad
gue genera en las curvas, podria asociarse con la luz y su dispersién en el medio. Resulta
igualmente relevante considerar la mayor disparidad en las curvas para Chlorella vulgaris
al compararla con Scenedesmus obliquus especie que muestra un crecimiento muy
homogéneo para los tres ensayos realizados.

Adicionalmente, si se observa comparativamente las curvas promedio para ambas
especies (figura 11), es clara la diferencia en homogeneidad para estas, lo cual se ratifica
al ajustar la curva a una linea de tendencia exponencial que muestra Chlorella vulgaris,
un bajo ajuste incluso para sus valores promedio al presentar un valor R? de 0.8966
contra 0.9654 en S. obliquus.

Curva de crecimiento Chlorella vulgaris montaje
estandarizacion
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Figura 9. Curvas de crecimiento Chlorella vulgaris montajes de estandarizacion. Montajes por triplicado (R1, R2, R3) y
curva promedio (P), durante 20 dias de cultivo.
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Curva de crecimiento Scenedesmus obliquus
montajes de estandarizacion
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Figura 10. Curvas de crecimiento Scenedesmus obliquus montajes de estandarizacion. Montajes por triplicado (R1, R2,
R3) y curva promedio (P), durante 20 dias de cultivo.

Curvas de crecimiento valores promedio

productividad microalgas
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Figura 11. Curvas de crecimiento promedio-comparativo en las microalgas Scenedesmus obliquus'y Chlorella vulgaris
durante los ensayos de estandarizacion.
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En la figura 12 se muestran los segmentos representativos de las curvas de crecimiento,
acorde con los resultados obtenidos en los ensayos para ambas especies. A partir de este
analisis se distinguen tres zonas (rojo, azul y verde) con diferente pendiente asociada al
incremento en el numero de células. Estudios independientes (Pulz, 2001%" Cs0gor,
1999%; Tredici, 1999°") podrian explicar y justificar este comportamiento al considerar que
con el incremento de células en el medio el efecto de la luz sobre estas es menor debido
a que una mayor densidad celular reduce la profundidad de la trayectoria (path length) de
los fotones sobre el medio y con esto la disponibilidad de energia para las diferentes
reacciones fotobiologicas.

Curvas de crecimiento valores promedio
productividad microalgas o ERe
1006409 — 78— e
% 1.00E+08
Lo
Fﬂs 1.00E+07
1.00E+06 -
8
e
2
B
=]
E —e— C. wilgaris —a—S. obliquus
1.00E+03 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Mediciones

Figura 12. Segmentos representativos para la curva de crecimiento promedio-comparativa en las microalgas
Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris, ajustado acorde a los resultados obtenidos en tres réplicas por especies.

La microalga al contar con energia suficiente (luz/fotones) para su desarrollo presentara
un rapido crecimiento (zona roja) que continuara hasta que la densidad del cultivo
modifique sustancialmente la disponibilidad de luz y se requiera un ajuste fisiolégico para
continuar con el crecimiento. Estas tres zonas en la curva (roja, azul, verde) serian
equivalentes a las zonas superficiales, féticas y oscuras descritas para los sistemas de
produccion (Acién Fernandez, 1997%; Burguess, 2006%; Qiang, 1998%), fotobioreactores,
de alta densidad celular utilizados a gran escala.

Evidencia relevante que respalda esta afirmacion ha sido publicada por Osborne, 1986%,
en la que se ha identificado adaptaciones fisioldgica de las microalgas para bajos niveles
de luz en el medio, condiciones en la que estos organismos inician un proceso de
compensacion en el cual se incrementa la sintesis de proteina y clorofila, componentes
esenciales de los complejos fotosintéticos. Molina Grima, 1996%, describe como durante
este proceso el crecimiento celular continua pero se hace mas lento, debido al mayor
requerimiento energético de mantenimiento para el cultivo (tramo azul) hasta que se
alcanza un nivel de compensacion en el cual la microalga estabiliza o detiene su
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crecimiento (tramo verde) ya que la energia absorbida es utilizada en su totalidad para el
mantenimiento de sus actividades metabdlicas basicas.

Dado que el analisis de sistemas complejos como los bioldgicos requiere de una amplia
cantidad de datos que permitan fortalecer su estudio, se incluyeron los analisis de
clorofilas a y b (figura 13) de la biomasa. Esto considerando el hecho de que, como
pigmentos fotosintéticos principales de las microalgas pertenecientes a la divisiéon
Chlorophyta, su presencia en la célula esta estrechamente relacionada con la
productividad y cinética de desarrollo de estos microorganismos (Janssen, 2003)%’.

Concentracion clorofilas a y b biomasa microalgas
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Figura 13. Concentracion pigmentos fotosintéticos microalgas Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris. Chl a:
clorofila a, Chl b: clorofila b.

En el anexo B se muestran los resultados obtenidos para los analisis estadisticos
comparativos realizados para las biomoléculas consideradas: clorofilas (a y b), auxinas,
carbohidratos y proteina.

La valoracién y cuantificacion de clorofila a para las microalgas en estudio se valido
estadisticamente encontrando que para los valores promedio de C. vulgaris 'y S. obliquus,
1.03mgmL™y 1.81 mg mL" respectivamente, se puede asumir el hecho de que los datos
provienen de una distribucion normal. Contando con esto, el analisis comparativo (prueba-
t) certifica la diferencia entre las medias de concentracion para este pigmento en las
especies. Igual procedimiento se siguidé para las clorofilas b para ambas especies que
mostraron medias de 0.52 mg mL" en C. vulgaris y en 0.75 mg mL" S. obliquus las
cuales no se diferencian estadisticamente.

Considerando por tanto la concentracion total de pigmentos (Y,, clorofilas a y b) en la

biomasa es evidente la diferencia favorable para Scenedesmus obliquus (2.57 mg mL”
contra 1.55 mg mL™), aspecto que confirma los valores de los coeficientes cinéticos (y, K,
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tq) reportados en la figura 8. El calculo del coeficiente de absorcion (Ka), ecuacién 8 y
figura 14, fortalece el planteamiento segun el cual un mayor crecimiento de Scenedesmus
obliquus deberia reflejarse en una mayor concentracién de pigmento fotosintético y de
proteina, claves en el andamiaje de captura y transferencia energética requerido para
alcanzar tasas de crecimiento mas altas y eficientes, estudios independientes y
relacionados con este aspecto (Pirt, 1986%; Bonardi, 2005%) respaldan este anlisis.

De manera adicional en los resultados de clorofila debera considerarse como aspecto
suplementario la relacién entre Chl a y b para ambas especies. La Chl a esta presente
como una parte de los nucleos y centros de reaccion de los complejos pigmento-proteina,
y en las antenas recolectoras de luz esta acompafiada por Chl b en nuestro caso.
Particularmente en este analisis la presencia mayoritaria de Chl a en relaciéon a la Chl b
para S. obliquus hace pensar que la longitud de sus antenas podria ser mas corta y por
tanto la distribucion de luz dentro del cultivo seria mas homogénea. La evidencia
respaldaria esta afirmacién y nos permitiria tener en consideracion que la distribucion de
luz dentro del cultivo es un factor determinante para mejorar las eficiencias de los
procesos fotobioldgicos en sistemas cerrados.

Valor Coeficiente de absorcién - Ka microalgas
8.00 o
6.00+ T
& 4.00- N
2.00 —
0.00
S. obliquus C. vulgaris
O Ka 7.69 4.64
Especie microalga

Figura 14. Coeficiente de absorcion, Ka, calculado para las especies de microalgas Scenedesmus obliquus 'y Chlorella
vulgaris.

Las biomoléculas de interés principal para el proyecto, exopolisacaridos y auxinas, se
cuantificaron para cada especie y, al igual que con los coeficientes de crecimiento, se
validaron estadisticamente para ratificar la diferencia entre los valores medios reportados.
Adicional a estas sustancias se cuantificd la concentracién de proteina total al ser este un
polimero de especial interés en aplicaciones agricolas. La evaluacion de estas sustancias
se hizo para la biomasa y el sobrenadante, fracciones que se generaban ftras
centrifugacion del medio a 20.000 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 4 °C.
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La concentracién de biomoléculas, auxinas y proteinas (ug mL™"), en la biomasa se
muestra en la figura 15 para las dos especies. La concentracion de auxinas de esta
fraccion (Yaxs,) para S. obliquus varia en el rango de 5.0 — 11.2 ug mL™" con una media
estimada de 9.7 yg mL™". C. vulgaris muestra un rango similar de 6.2 — 11.8 pug mL™
aunque la media de 8.7 ug mL™" es ligeramente inferior. El analisis de asimetria para las
dos muestras valida analisis comparativos y acorde con la prueba-t no se puede
considerar que la diferencia de auxinas es estadisticamente valida, por lo que se
considera que su concentracion es igual y para efectos de produccion se producirian en la
misma proporcion en esta fraccion.

Considerando que para una cantidad de extracto unitaria estandar el valor de Yx, en la
biomasa es practicamente igual entre especies, no se podria afirmar que la presencia de
estas sustancias incida de manera significativa en la cinética del crecimiento, ya que al
ser los parametros cinéticos ampliamente variables entre especies se esperaria una
respuesta similar para estas biomoléculas. Debera considerarse sin embargo que bajo
condiciones constantes de cultivo la variacion de estas moléculas es practicamente
inexistente y por tanto se producirian de manera regular para el desarrollo vy
mantenimiento de la célula. Adicionalmente, se podria especular sobre el hecho de que
este tipo de moléculas varia de manera amplia su presencia en los tejidos de organismos
fotosintéticos en funcién de factores medioambientales o fisiolégicos inestables que
estimulan o inhiben su produccién como mecanismo de adaptacion tal como lo describe
Evans y Trewanas®.

Concentracion biomoléculas biomasa microalgas
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Figura 15. Concentracion de biomoléculas de interés en la biomasa de las microalgas Scenedesmus obliquus y
Chlorella vulgaris: Auxinas y Proteina.

La evaluacion de proteina muestra medias con diferencia significativa en su
concentraciéon, 11.67 y 19,87 uyg mL", para C. vulgaris y S. obliquus respectivamente.
Acorde con la prueba de simetria los valores proceden de una distribucién normal y la
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prueba-t valida estadisticamente la diferencia de concentracion entre especies al
presentar un valor P menor a 0.05 corroborando la amplia diferencia registrada en la
figura 15. Al estar la concentraciéon de proteina relacionada con el aparato fotosintético,
altas productividades se relacionarian con cultivos que disponen mayor proporcién de
esta biomolécula. Estas afirmaciones apoyadas en diversos estudios (Renaud, 2001'%;
Guil-Guerrero, 2008""") justificarian la mayor productividad y concentracion de proteina en
S. obliquus.

El analisis de auxinas y proteina para la fraccion del sobrenadante se muestra en la
figura 16. Para S. obliquus la diferencia en la concentraciéon de auxinas en esta fraccién
(Yaxs) es aproximadamente el 45% del valor reportado para la biomasa con un valor
promedio total de 4.40 ug mL™". C. vulgaris muestra un comportamiento similar, con una
concentracion Yaxs de 3.00 uyg mL™" que representa aproximadamente un 35% de la
concentracién reportada en la biomasa.

Los estadisticos de asimetria y la prueba-t en auxinas evidenciaron lo visto previamente
en la fraccion de biomasa, al encontrar que no existe una diferencia estadistica
significativa entre especies. La diferencia en concentracién de auxinas para las
fracciones, biomasa y sobrenadante, en ambas especies es superior en la biomasa tal
como se muestra en el cuadro 2, sin embargo debe considerarse que la proporciéon de
estos promotores de crecimiento (GP), cercana al 30% en cada una, es ampliamente
significativa. Las concentraciones y niveles de GP en el sobrenadante hacen preveer la
existencia de un mecanismo de regulacion cinético, fisiolégico o0 metabdlico que se activa
bajo condiciones que se describiran con detalle en la secciéon 4.2 y que promueven la
liberacion de compuestos de bajo peso molecular al medio que podrian cumplir funciones
prote%tzoras o atractivas tal como se ha propuesto en otros estudios (Tarackhovskaya,
2006 ).

Concentracion biomoléculas sobrenadante microalgas
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Figura 16. Concentracion de biomoléculas de interés en sobrenadante de las microalgas Scenedesmus obliquus y
Chlorella vulgaris: Auxinas y Proteina.
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Estos sistemas secundarios de regulacion metabdlica no tendrian, basados en los
resultados encontrados, un efecto significativo en la cinética de desarrollo (metabolismo
primario) y su naturaleza y funcién estaria mas relacionado a sistemas de compensacion
que se activarian para alguna funcién de proteccién o compensacion fisiolégica particular.
Los ensayos de optimizacion que evallan interacciones entre variables permitiran
describir con mayor claridad los posibles factores que se asocian a la produccion de estas
sustancias.

Los valores promedio de proteina en el sobrenadante de 0.67 y 0.47 pyg mL™" para C.
vulgaris 'y S. obliquus respectivamente, se pueden considerar provenientes de una
distribucion normal acorde con la prueba de asimetria. La comparacion de medias acorde
con la prueba-t revela que la diferencia entre medias no es estadisticamente significativa
(P > 0.05), a diferencia del valor de proteina en biomasa reportado lineas arriba. En S.
obliquus la concentracion de proteina es ampliamente superior en la biomasa, mas de 42
veces, si se compara los 0.47 ug mL" de proteinas del extracto (Yps). En C. vulgaris el
valor de Yps, 17 veces inferior al encontrado en la biomasa y es correspondiente al
resultado general de esta fraccidén para ambas especies.

Cuadro 2. concentracion de promotores de crecimiento, fitohormonas-auxinas, en fracciones extracto microalgas
Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris, durante los ensayos de estandarizacion.

Distribucién promotores de crecimiento (auxinas) en microalgas
Fraccidén
Biomasa 9,67 69% 8,73 74%
Sobrenadantd 4,40 31% 3,00 26%
TOTAL 14,07 100% 11,73 100%

En la figura 17 se muestra los valores consolidados del andlisis de carbohidratos para las
dos fracciones analizadas del extracto, biomasa y sobrenadante. Los resultados para la
fraccién biomasa muestran una diferencia significativa en los rangos de concentracion
para cada especie con valores entre 800 — 1.400 mg L™ para C. vulgaris y de 2.600 —
3.500 mg L™ en S. obliquus. Los promedios para C. vulgaris y S. obliquus, 1.100 y 2.933
mg L, se diferencian claramente y acorde con la prueba de asimetria, ambos provienen
de una distribucién normal (ver anexo 3).

La prueba-t para las medias de concentracion de carbohidratos/polisacaridos en la
biomasa (Ychb) certifica la diferencia observada en la figura 17, al presentar un valor P
inferior a 0.05 que ratifica la hipétesis alternativa lo cual permite afirmar que existe una
diferencia estadistica significativa entre las medias para ambas especies.

El consolidado para el analisis de carbohidratos en sobrenadante (Ych mg L™), i.e. EPS en
la figura 17, muestra una diferencia significativa en los valores promedio para S. obliquus
y C. vulgaris que presentaron cifras promedio de 61.85 y 44.52 mg L, respectivamente.
Los rangos de dichas mediciones entre 42.89 — 45.59 mg L™ para C. vulgaris y 60.62 —
63.96 mg L en S. obliquus, provienen de una distribucién normal acorde con la prueba
de asimetria. Al comparar las medias queda en evidencia, con un nivel de confianza del
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95%, que los datos para concentracion de EPS son al igual que en la biomasa
estadisticamente diferentes para las especies bajo estudio a favor de S. obliquus.

Comparativamente las concentraciones de carbohidratos en las fracciones evaluadas son
ampliamente superiores en la biomasa para ambas especies de microalgas. En S.
obliquus los exopolisacaridos representan poco mas del 2% del total de carbohidratos en
el extracto, cifra que en términos absolutos seria cerca de 47 veces inferior en
comparacion al valor correspondiente encontrado en la fraccién de biomasa. Para C.
vulgaris la relacién porcentual de carbohidratos es igualmente superior en la biomasa con
los exopolisacaridos representando el 4.1% del total y siendo la diferencia absoluta
ampliamente inferior para esta especie con 24.4 veces mas carbohidratos en la fraccion
de la biomasa si se comparan sus totales en el extracto.

Concentracion de carbohidratos en microalgas
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S. obliquus . C. wlgaris
Microalga

Figura 17. Concentracion de carbohidratos biomasa y sobrenadante de las microalgas Scenedesmus obliquus y
Chlorella vulgaris: Carbohidratos.

Para el analisis de carbohidratos/exopolisacaridos se observé una diferencia significativa
en los promedios que nuevamente fueron favorables a Scenedesmus obliquus aunque
con una diferencia estadistica significativa para las dos fracciones. En el cuadro 3 se
muestra el comparativo entre especies que permite determinar que la concentracion de
carbohidratos en la biomasa (capsulares e intracelulares) de Scenedesmus obliquus es
superior en poco mas del 63% de la encontrada en Chlorella vulgaris, dicha diferencia de
concentraciones podria explicar la diferencia de comportamiento durante el desarrollo que
mostrd patrones muy diferentes para ambas especies (figura 10), ya que al contar con
una mayor fuente energética acumulada Scenedesmus obliquus tendria mejor capacidad
de compensacion ante cambios en las condiciones ambientales, particularmente los
efectos de auto-sombreado (self-shading) y dispersion de la luz (scattering), que afectan
la trayectoria de luz al interior del cultivo y que acorde con algunos estudios (Ogbonna,
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2000'%) condicionan la disponibilidad de energia requerida para la fijacion de carbono,
desarrollo y productividad del cultivo.

Los niveles de exopolisacaridos en el sobrenadante son igualmente superiores en los
medios de Scenedesmus obliquus, 27% superiores, es decir cerca de 1.4 veces la
cantidad encontrada en Chlorella vulgaris. Este valor superior de carbohidratos en el
sobrenadante se ve reflejado en los datos de viscosidad dinamica (u, mPa*s) calculados
para el medio de cultivo durante los ensayos y que se muestran en la figura 18.

Cuadro 3. Concentracion de carbohidratos-exopolisacaridos en medios de cultivo microalgas, Scenedesmus obliquus y
Chlorella vulgaris, durante los ensayos de estandarizacion. Los valores de concentracion de carbohidratos se dan en mg L™

Distribucion carbohidratos (exopolisacaridos) en microalgas
Fraccién c
Biomasa 2933,33 98% 1100,00 96%
Sobrenadantd 62,00 2% 45,00 4%
TOTAL 2995,33 100% 1145,00 100%

Para S. obliquus el incremento en el valor de viscosidad del medio al finalizar el cultivo fue
superior al 100% al pasar de 1,407 mPa s™' a cerca de 2,84 mPa s™, valor que duplica el
inicial. Por el contrario en C. vulgaris el incremento fue solamente del 16,4% con un valor
final de 1,64 mPa s™. Sobre estos resultados debe considerarse sin embargo que las
sustancias poliméricas producidas por C. vulgaris presentaban una propiedad particular
que promovia la formacion de peliculas sobre las superficies de los recipientes y demas
dispositivos que entraban en contacto con el medio, por el contrario en S. obliquus este
fenémeno no se observo lo que coincide con reportes (Roselers, 2008'%) que sefialan
que la produccion de estas sustancias para esta especie esta relacionada con la
formacion de agregados de células que se generan ante condiciones adversas.

Variacion en la viscosidad medio* montajes de
estandarizacion (*20°C)
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Figura 18. Variacion en la viscosidad dinamica () para los medios de cultivo durante el desarrollo de las especies de
microalgas Scenedesmus obliquus y Chlorella vulgaris, Los valores u se dan en mPa*S y fueron calculados a una
temperatura de 20°C.
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A partir de los resultados de viscosidad encontrados para los presentes ensayos queda
en evidencia la relaciéon directa entre la produccion y liberacion de exopolisacaridos en el
medio y su efecto en la reologia del medio. Estos resultados, similares a aquellos
evidenciados por Singh et al. 2000'%, se relacionarian por tanto con la capacidad para la
fijacion de carbono y sintesis de carbohidratos intracelulares (polimeros) puesto que la
mejor respuesta en la produccion de estas sustancias en S. obliquus fue consistente con
los analisis que relacionan la productividad y produccién de estas sustancias en las dos
fracciones consideradas.

El analisis de los presentes resultados favorece de manera general a Scenedesmus
obliquus, organismo que se utilizara por tal razén en las pruebas de optimizacion y
validacién del sistema ya que presenta, claramente, un comportamiento mas favorable
para el cumplimiento y desarrollo de los objetivos planteados en el presente proyecto.

5.2. MONTAJES DE OPTIMIZACION

El consolidado de las respuestas para los presentes ensayos se muestra en el cuadro 4.
Considerando que para los ensayos se utilizaron tres variables de respuesta, en el
analisis experimental se describiran de manera detallada y utilizando el software
estadistico Statgraphics plus 5.0, los resultados correspondientes a cada variable de
respuesta (VR) establecida, en secciones independientes. En los presentes analisis
aquellas tablas, graficas, cuadros que no sean relacionados durante el desarrollo del texto
pero que sean referenciados se incluyen en el anexo C.

Cuadro 4. consolidado de respuestas por variable experimental durante los ensayos de optimizacion, disefio
experimental factorial 2° por metodologia de Screening en la microalga Scenedesmus obliquus. Donde, Ia : flujo luminoso-
iluminancia (lux); C*: fuente de carbono (mezcla aire-CO; % v/v); Rf: régimen de flujo medio (rpm); Ya: concentraciéon de
acido indol acético en extracto-IAA ("M L™); Yen: concentracion de exopolisacaridos en sobrenadante (mg L™); p: coeficiente
especifico de crecimiento (d'1).

VE por niveles Respuesta montaje
Montaje Ia c* Ych_1 YA_1
mg L nML
1 1 1 1 0,66 2477] 5,418
2 1 -1 1 0,39] 15,05 7,392
3 1 -1 -1 0,35 8,8] 9,046
4 -1 1 1 0,42 16,17 4,423
5 -1 -1 1 0,27 13,3] 3,615
6 0 0 0 0,36 17,96 5,369
7 1 1 -1 0,62 13,44 7,794
8 -1 -1 -1 0,32 13,7] 6,237
9 -1 1 -1 0,42 15,07 2,636
10 0 0 0 0,36 14,76/ 5,567
11 0 0 0 0,35 14,5] 5,734
12 0 0 0 0,37] 14,63] 6,003
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Dado que para estos montajes se utilizé un disefio experimental con tres variables de
respuesta, i.e. coeficiente especifico de crecimiento-CEC (u, d™'); concentraciéon acido
indol acético-IAA en el sobrenadante (Ya, nM L) y concentracién de exopolisacaridos-
EPS en el sobrenadante (Ych, mg L"), se incluyen en el presente capitulo las
interpretaciones correspondientes a los resultados reportados mas relevantes y que
contribuyen de manera significativa, acorde con el autor, al desarrollo, comprobacion y
analisis de los efectos encontrados.

5.2.1. COEFICIENTE ESPECIFICO DE CRECIMIENTO (u, d') COMO VARIABLE DE
RESPUESTA. Los resultados obtenidos a partir del disefio experimental utilizando esta
VR muestran valores bastante confiables tal como se evidencia en la tabla ANOVA (tabla
3) que reporta un error cuadratico medio (Mean Square), una medida de la variacion al
azar, bastante bajo. Esto permite argumentar que la confianza en los resultados obtenidos
es bastante buena.

De la tabla también puede obtenerse como principal resultado, que el valor P es
significativo para dos de los efectos, Ia (lux) y C* (CO,, % v/v), al presentar valores P
inferiores a 0.05 a un nivel de confiabilidad del 95%. Altamente llamativo resulta el bajo
nivel de significancia de Rf (rpm) en los resultados con un valor P muy por encima de 0.05
qgue implicaria una baja relevancia de esta variable en el incremento celular.

Contando con la amplia significancia del Ia y C*, debe destacarse que el efecto de todas
las variables y sus interacciones repercute directamente y de manera positiva en la
maximizacion de p, respuesta bajo analisis. Esto resultados indican que con objeto de
optimizar la respuesta en ensayos posteriores, los niveles (rangos) estudiados para cada
variable experimental no ejercieron un efecto negativo en la respuesta final obtenida. Esta
significancia, alta para las variables Ia y C*, y baja para Rf y demas interacciones entre
variables, puede verse de manera mas clara en el diagrama de Pareto, figura 19. Para
destacar adicionalmente en este diagrama la preponderancia de las interacciones Ia - C*
ela- R

Tabla 3. Analisis de Varianza disefio experimental de Screening para S. obliquus usando el coeficiente especifico de
crecimiento (u, d™') como variable de respuesta.

Analysis of Variance for CEC

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Flux 0.0435125 1 0.0435125 15.48 0.0110
B:C02 0.0780125 1 0.0780125 27.76 0.0033
C:Agitacion 0.0001125 1 0.0001125 0.04 0.8493
AB 0.0105125 1 0.0105125 3.74 0.1109
AC 0.0021125 1 0.0021125 0.75 0.4256
BC 0.0003125 1 0.0003125 0.11 0.7523
Total error 0.01405 5 0.00281

Total (corr.) 0.148625 11

R-squared = 90.5467 percent

57



Acorde con lo planteado se entiende que la dinamica de las reacciones quimicas en los
procesos fotobioldgicos se relacionan de manera primordial con el suministro de gases
(i.e. fuente de carbono, CO,) y la intensidad de la fuente de luz utilizada. Estos factores
controlarian, para una temperatura y pH relativamente constante o dentro de un margen
manejable, los procesos o reacciones relacionados con la productividad del cultivo. El
valor del estadistico R-cuadrado (R-squared, en la tabla 3) respaldaria esta afirmacion ya
que tal como el disefio fue ajustado, el modelo explica un 90.55% de la variabilidad en p,
valor que permite afirmar que el disefio fue bien ajustado y permite realizar analisis
confiables a partir de las variables, experimentales y de respuesta, incluidas para este
propdsito.

Standardized Pareto Chart for CEC

B:CO2
A:Flux
AB
AC
BC

;. +

C:Agitacion

1 2 3 4 5 6
Standardized effect

Figura 19. Diagrama de Pareto para el estudio de los factores de crecimiento iluminancia (A), fuente de carbono (B) y
régimen de flujo (C) sobre el coeficiente especifico de crecimiento (u, d'1) en la microalga Scenedesmus obliquus.

o

La representatividad de los efectos para factores experimentales en y, queda evidenciada
al observar el diagrama de efectos principales en la figura 20. En el diagrama los tres
factores, eje de abscisas, se muestran en su respuesta 6ptima para cada nivel evaluado
(minimo, medio y maximo; -1, 0, 1 respectivamente) en correlacion para la variable de
respuesta en el eje de ordenadas. La pendiente de los tres efectos muestra ser positiva
para cada una de ellas, sin embargo, el nivel de esta es notoriamente mas representativo
para interacciones Ia y C*.

Para complementar el analisis de los efectos principales es necesario verificar los efectos
de las interacciones entre factores experimentales sobre la respuesta, razén principal
para el uso de este disefio factorial. Las interacciones entre variables experimentales,
representativo acorde con la tabla ANOVA vy el diagrama de Pareto, se muestra en el
diagrama de interacciones, figura 21.
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Main Effects Plot for CEC
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Figura 20. Diagrama de efectos principales para el coeficiente especifico de crecimiento (y, d-1) en la microalga
Scenedesmus obliquus.

Los efectos de aditividad de todas las interacciones (lineas que no se cruzan) entre
variables para los niveles considerados resultan evidentes en su objetivo de maximizar la
respuesta considerada. La interaccién entre Ia y C* resulta evidente al mostrar en el nivel
maximo para C* la pendiente mas pronunciada (linea +,+; interaccion AB en la figura 21).
De igual manera para las interacciones adicionales, si bien no tan claro como para AB, el
efecto de las variables en su nivel maximo maximiza y en todas las combinaciones de
factores consideradas (AC y BC).

Interaction Plot for CEC
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Figura 21. Diagrama de interacciones para las variables experimentales - VE en funcién de la variable de respuesta -
VR; donde: VR = coeficiente especifico de crecimiento (u, d™'), A = lluminancia (lux), B = fuente de carbono (CO; % v/v), C =
régimen de flujo (rpm). Valores correspondientes a la microalga Scenedesmus obliquus.

Gran parte del efecto y representatividad del régimen de flujo se podria asociar a
procesos mecanicos relacionados con la fisiologia y estabilidad de la célula en el medio
de cultivo, sin embargo, y de manera particular en sistemas de produccién para
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organismos fotoautétrofos, la dinamica de flujo incide sobre la eficiencia en la distribucion
de la luz asociada con la dispersion de las células en el medio y a los efectos de auto-
sombreado (self-shading) que se generan en cultivos de alta densidad. Si se analiza con
detenimiento la interaccion AC de la figura 21 se puede evidenciar el efecto de la
hidrodinamica en la creacion de diferentes ciclos de iluminacion, ciclos de luz-oscuridad
(L/D), que hacen variar la intermitencia a la cual la energia luminica es suministrada en
las microalgas. La intermitencia en la iluminacién para los cultivos con microorganismos
fotoautétrofos es analoga a la alimentacion discontinua de cultivos heterétrofos cuando
esta es su fuente de energia tal como ha sido planteado por Lee y Pirt, 1981'%.

Interaction Plot for CEC
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Figura 22. Diagrama desglosado para la interaccién flujo luminoso/lluminancia (A) contra el régimen de flujo/rpm (C)
en funcion de la variable de respuesta VR = coeficiente especifico de crecimiento (, d'1), Los valores corresponden a
aquellos reportados para la microalga Scenedesmus obliquus en la figura 21 pero solo para la interaccién correspondiente.

La figura 22 representa la interaccién AB entre Ia y Rf para la VR p, d”', de manera mas
detallada. En el eje de abscisas muestra los niveles maximos (11,500 lux) y minimos
(5,500 lux) de Ia; a su vez para Rf la linea -1.0 a -1.0 representa el nivel minimo (Rei ~ 0)
y lalinea 1.0 a 1.0 representa el nivel maximo (Rei ~ 90,000). Al considerar el cultivo con
una densidad celular constante se debe tener en cuenta que aquellas células que cuentan
con un régimen de flujo turbulento tendran ciclos L/D mucho mas cortos que aquellas que
manejan un régimen de flujo menos turbulento o laminar. La productividad (u, d™') en
relacién a los ciclos L/D se ve ampliamente afectada por la intensidad de luz, entre mayor
sea la intensidad de esta menor debera ser el ciclo, fracciones de luz mas cortas y
proporcionalmente mayor turbulencia en el medio. En otras palabras, entre mayor
iluminacion, mas largo el periodo de oscuridad que debe ser proporcionado por el sistema
para evitar pérdidas de productividad-desarrollo, estos efectos han sido evidenciados de
igual forma en los estudios realizados por Wu y Merchuk, 2001,

Acorde con esto y considerando la productividad (u, d”), se deberia entender que bajos
niveles de iluminaciéon maximizarian el desarrollo de la microalga con regimenes de flujo
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laminares y por el contrario al incrementar la turbulencia del medio se deberia esperar
mayores productividades con flujos luminosos altos. Esta interaccion es exactamente la
que se representa en la figura 22 vy, por lo tanto, confirmaria el efecto de interaccion entre
estas variables que relacionaria la disponibilidad de luz y la dinamica de flujo a través de
ciclos L/D que dependen del tipo de flujo y de la intensidad de iluminacion.

Estimated Response Surface
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Figura 23. Superficie de respuesta obtenida del disefio experimental de Screening para la VR Coeficiente Especifico de
Crecimiento (y, d'1) en la microalga Scenedesmus obliquus.

La figura 23 muestra la superficie de respuesta para el disefio experimental considerando
M, como VR. La superficie complementa claramente el andlisis de interacciones y de
efectos principales mostrando una respuesta 6ptima de p en los niveles maximos de
todas las variables con descensos bastante marcados cuando se trabaja en los niveles
minimos (-1) de Ia y C*, lo cual concuerda con la informacion reportada en las figuras 19 y
20 (Diagramas de Pareto y de Efectos Principales respectivamente).

La respuesta optima para los ensayos refleja los efectos ideales evidenciados en las
graficas y tablas del disefio, sefialando un 6ptimo para validacién de todos los factores en
su nivel maximo (tabla 4).

Tabla 4. Respuesta 6ptima para el disefio experimental de Screening VR Coeficiente Especifico de Crecimiento (y, d'1)
en la microalga Scenedesmus obliquus.
Optimize Response

Goal : maximize CEC

Optimum value = 0.6425

Factor Low High Optimum
Flux -1.0 1.0 1.0
co2 -1.0 1.0 1.0
Agitacion -1.0 1.0 1.0
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5.2.2. CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS EN EL SOBRENADANTE -
EXOPOLISACARIDOS (Ych, mg L) COMO VARIABLE DE RESPUESTA. La relevancia
de los resultados, la evidencia sobre las interacciones y su representatividad es altamente
confiable, acorde con la tabla ANOVA (Tabla 5). El error cuadratico medio (Mean Square),
no es muy bajo, sin embargo, apoyados en el valor de R-cuadrado (92.82 %) de la misma
tabla se puede afirmar que el ajuste del disefio con relacién a esta variable de respuesta
es representativo y permite realizar andlisis confiables de las variables, sus interacciones
y respuestas.

Tabla 5. Analisis de Varianza disefio experimental de Screening para S. obliquus usando la concentraciéon de
exopolisacaridos (Ycn , mg L'1) como variable de respuesta.

Analysis of Variance for Exopolisacaridos

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Flux 1,75781 1 1,75781 0,85 0,4000
B:C02 42,9201 1 42,9201 20,65 0,0061
C:Agitacion 41,4505 1 41,4505 19,94 0,0066
AB 12,6253 1 12,6253 6,07 0,0569
AC 35,322 1 35,322 16,99 0,0092
BC 5,29751 1 5,29751 2,55 0,1713
Total error 10,3922 5 2,07844

Total (corr.) 149,765 11

R-squared = 93,061 percent

El diagrama de Pareto (Figura 24) muestra que dos de los parametros, C* y Rf, asi como
una de las interacciones (Ia — Rf, AC), tienen un efecto significativo en la respuesta
obtenida. Este resultado se puede corroborar al revisar el valor P en la tabla ANOVA que
evidencia para estos factores su representatividad al mostrar valores menores de 0.05
para este estadistico.

Standardized Pareto Chart for Exopolisacaridos

B:CO2 m -+

C:Agitacion .-
AC
AB
BC

A:Flux

0 1 2 3 4 5
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Figura 24. Diagrama de Pareto para el estudio de los factores de crecimiento lluminancia (A), Fuente Carbono (B) y
Agitacion (C) sobre la concentracion de exopolisacaridos (Yen, mg L) en la microalga Scenedesmus obliquus.
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Es importante destacar que todas las variables y sus interacciones tienen efectos
positivos en la respuesta (barras azules para todas las respuestas en la figura 24) y, a
diferencia de la evaluacién con la variable de respuesta p, el efecto de Rf fue altamente
significativo en los resultados encontrados.

El efecto de Rf sobre la respuesta durante el disefio experimental se relaciona con el
parametro adimensional definido en el numero de Reynolds impulsor (Rei), descrito en el
capitulo 3, ecuacién 9. En el anexo D se muestran los valores calculados de Rei durante
los ensayos para los niveles de agitacion considerados. En el desarrollo y analisis de
fotobioreactores (PBR) el papel de esta variable es clave al considerar su efecto en el
comportamiento fotosintético del cultivo, debido a que la cadena de procesos asociados
con la captura de energia y la sintesis de moléculas organicas cubre un amplio rango de
etapas con diferentes constantes de tiempo que, especificamente para la fijacion de CO,,
se corresponde con los ordenes de magnitud del proceso de mezcla.

Este aspecto, evidenciado por Merchuk et al., 2007'%, se relaciona ampliamente con la
relevancia del régimen de flujo evidenciada durante los ensayos, particularmente en la
produccion de EPS que se vio ampliamente favorecida por los regimenes de flujo
turbulentos tal como se demuestra al observar el diagrama de efectos principales para Ych
(mg L") en la figura 25, en esta figura la representatividad de los efectos para las
variables experimentales en Ych queda evidenciada al observar las tres variables
experimentales, eje de abscisas, en su efecto sobre la respuesta 6ptima para cada nivel
evaluado (-1, 0,1) en correlacién para la VR, en el eje de ordenadas. La pendiente de los
tres efectos muestra ser positiva para cada una de ellas, sin embargo, el nivel de esta es
notoriamente mas representativo para las variables Rfy C*.

Main Effects Plot for Exopolisacaridos
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Figura 25. Diagrama de efectos principales para la concentracion de exopolisacaridos (Yen, mg L) en la microalga
Scenedesmus obliquus.

El efecto particular del patron de flujo en el medio de cultivo también podria estar

asociado a respuestas sobre el estrés hidrodinamico que ocasiona el impulsor y que
induce en el organismo adaptaciones fisiolégicas y bioquimicas para reducir la
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susceptibilidad al dano. Gran parte del proceso de adaptacion estaria relacionado con la
sobreproduccion de EPS ya que como se puede evidenciar en la figura 26, su produccion
se maximiza de manera considerable cuando el régimen de flujo es mas turbulento
(interacciones AC y BC, lineas +,+). Evidentemente el efecto esta igualmente asociado a
una mayor disponibilidad y mejor distribucién de la fuente de energia (luz) y carbono
(COy), ya que la figura demuestra de manera clara que la sobreproduccién esta atada a
altas concentraciones de carbono en el medio y altos niveles de iluminancia sobre la
célula.

Interaction Plot for Exopolisacaridos

21 ;

+ ]
19 + N
17 .
+ ]
15 + .
k + o]
13 \ \
-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
AB AC BC

Exopolisacaridos

11

Figura 26. Diagrama de interacciones para las variables experimentales - VE en funcién de la variable de respuesta -
VR; donde: VR = Exopolisacaridos (Yen, mg mL™), A = lluminancia (lux), B = Fuente de Carbono (CO, % v/v), C = Agitacion
(rpm). Valores correspondientes a la microalga Scenedesmus obliquus.

Adicionalmente en la misma figura 26, con el analisis complementario de los efectos
principales, se observa un comportamiento bastante particular para la respuesta Ych, en el
que las lineas para las interacciones AB (Ia y C*) y AC (Ia y Rf) muestran interacciones
importantes entre niveles que muestran pendientes que maximizan la variable de
respuesta en su nivel maximo (lineas +,+ con pendiente hacia arriba) y que la minimizan
en su nivel minimo (lineas -,- con pendiente hacia abajo). Para la interaccion BC (C* y Ry)
el efecto es aditivo en los dos niveles, sin embargo la diferencia de pendiente para el nivel
maximo es bastante favorable con relacion a Ych.

La figura 27 correspondiente a la superficie de respuesta para Ych (mg L), muestra
niveles 6ptimos en los valores maximos de los tres factores experimentales considerados.
El efecto de C* y Rf es bastante evidente en la inclinacién del entramado v,
adicionalmente, debe notarse que la variable Ia muestra una pendiente que en relacién
con la VR, disminuye desde el nivel minimo (-1.0) al maximo (1.0) de manera consistente
con el diagrama de interacciones para EPS (figura 26), que en las interacciones AB (la y
C*) y AC (Ia y Rf) mostré el mismo tipo de comportamiento al trabajar Ia en sus niveles
minimos.
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Figura 27. Superficie de respuesta obtenida del disefio experimental de Screening para la VR Exopolisacaridos (Ycn,
mg L™) en la microalga Scenedesmus obliquus.

Dentro de lo planteado se debe considerar que el aumento en la produccién de EPS
afecta la viscosidad del medio y que esto a su vez reduce la velocidad de agitacion del
impulsor, lo que proporcionalmente afectara el régimen de flujo. El incremento en la
viscosidad del medio, asociado a la produccién de EPS y directamente proporcional a su
concentracién en el medio tal como se muestra en la figura 28, se consideraria por tanto
una adaptacion fisiolégica de la microalga a las condiciones ambientales del sistema de
producciéon buscando generar proteccion sobre la pared celular al recubrirla vy
consecuentemente apilar las células formando agregados que aparentemente constituyen
una proteccion efectiva contra el dano mecanico. Evidencias presentadas por Markl et al.
1991'% respaldan esta afirmacién.

Relacion EPS en el medio y viscosidad dinamica (u)
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Figura 28. Variacion en la viscosidad dinamica (u) en los medios de cultivo para la microalga Scenedesmus obliquuss,
Los valores u se dan en mPa*s™ y corresponden a mediciones realizadas a 18 °C.
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La respuesta 6ptima para los ensayos, consistente en la maximizacién de la VR para los
niveles maximos de cada factor y sus interacciones correspondientes, afianza los 6ptimos
del proceso. Estos resultados coinciden por tanto con la respuesta 6ptima encontrada
para |, y se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Respuesta 6ptima para el disefio experimental de Screening variable de respuesta EPS (Ycn, mg L'1) en la
microalga Scenedesmus obliquus.

Optimize Response

Goal: maximize Exopolisacaridos

Optimum value = 24.4117

Factor Low High Optimum
Flux -1.0 1.0 1.0
co2 -1.0 1.0 1.0
Agitacion -1.0 1.0 1.0

Particularmente para las dos respuestas evaluadas, pJ y Ych, el proceso de fijacién de
carbono asociado al desarrollo celular y a la produccién de sustancias poliméricas
requiere el suministro de una fuente inorganica de carbono que, acorde con los resultados
encontrados (ver diagramas de Pareto, figuras 19 y 24), se convierte en el principal factor
de productividad para el proceso.

Establecida su relevancia primordial dentro del sistema de producciéon es importante
considerar que su respuesta optima en los distintos ensayos esta ampliamente ligada al
tipo de interaccidon que condiciona su disponibilidad en el medio, a través del régimen de
flujo, y la eficiencia del proceso, dependiente del flujo luminoso, ya que al observar
comparativamente los diagramas de efectos principales para las VR y y Yenh, figuras 20 y
25, si bien el CO, es la variable mas relevante del proceso su efecto se acentia de
manera preferencial al interactuar con el flujo luminoso en funcién de la productividad y, al
ser la productividad asociada a la produccién de EPS, es su interaccion con el régimen de
flujo la mas relevante dentro del proceso. Esto se sustenta igualmente al observar las
correspondientes interacciones en las tablas de ANOVA para cada respuesta especifica.

Considerando que los estudios sobre el metabolismo de la fotosintesis han distinguido
entre reacciones de la fase oscura y reacciones de la fase luminosa. Para el caso de las
algas verdes, e.g. Scenedesmus obliquus, las reacciones fotosintéticas de la fase
luminosa basicamente toman la energia luminica, i.e. fotones, para la oxidacién catalitica
de moléculas de agua (H.O), formando y acumulando durante el proceso poder reductor
(NADPH) y compuestos altamente energéticos (ATP); las reacciones de la fase oscura
usan el NADPH y ATP como sustratos para ciclo de Calvin-Benson y se refiere
basicamente a la fijacién de carbono inorganico (CO,) en moléculas 3-C que se asimilan
en azucares, almidén, y lipidos, o otras moléculas requeridas para el crecimiento celular.

Dicho esto, en la interaccion fuente de carbono — régimen de flujo, BC en las figuras 21y

26, se observa una respuesta prioritariamente aditiva de la interaccién entre variables que
relaciona el efecto de la agitacion en la mayor disponibilidad, altos coeficientes de
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transferencia de masa, del carbono inorganico afiadido al medio y por ende en la
productividad (u, d') y produccién de EPS. Sin embargo, debe notarse que el efecto
aditivo descrito en la figura 21 es minimo en comparacion al observado en la figura 26,
esto permitiria confirmar que la sintesis de EPS se dispararia preferencialmente durante
situaciones adversas, en cambio la productividad en funcién de esta interaccién BC (C*y
Rf) permaneceria relativamente constante. Esto implica que la mayor disponibilidad para
el almacenamiento de carbono asociada al régimen de flujo por la mejora de los procesos
de mezcla y distribucion en el medio, incrementa la productividad aunque no de manera
directamente proporcional ya que durante el proceso se promueve la sintesis de agentes
de proteccion que modifican metabdlica y fisioldgicamente las reacciones asociadas con
la fijacion de carbono y el uso de la energia disponible.

Si se considera por tanto que una mayor disponibilidad de CO, en el medio promueve
favorablemente la productividad del cultivo, debe incluirse dentro del cuadro el efecto de
la iluminacién sobre la respuesta. Al observar la figura 29 se puede observar que la
incidencia del flujo luminoso (lux) sobre la produccion de EPS en su nivel maximo (11,500
lux) es bastante significativa cuando se trabaja con altos flujos luminosos, no es el caso
cuando la disponibilidad de carbono es minima en el medio (~ 0% CO,), linea -1.0 a -1.0,
en cuyo caso la tendencia en la respuesta es negativa como evidencia la pendiente de la
linea.

Interaction Plot for Exopolisacaridos
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Figura 29. Diagrama desglosado para la interaccion Flujo Luminoso/lluminancia (A) contra la Fuente de Carbono (B)
en funcion de la variable de respuesta VR = exopolisacaridos/EPS (mg L), Los valores corresponden a aquellos reportados
para la microalga Scenedesmus obliquus en la figura 26 pero solo para la interacciéon correspondiente.

Si adicional a la revisién de la interaccion representada en la figura 29, consideramos la
misma interaccion, AB en la figura 21 (linea -,-), se deduce que a bajos niveles de
carbono en el medio, la fijacién de carbono y sintesis molecular prioriza por mantener el
crecimiento celular y, a su vez esto repercute en la disminucién de concentracion de EPS
en el medio, ya que las reservas de azucares se destinan hacia otras actividades de
mantenimiento metabdlico. Este hecho implica que bajas disponibilidades de Iluz
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equivalen a bajos niveles de fijacién de carbono, si a esto se suma su carencia en el
medio, el ciclo de absorcion de carbono (fase oscura del proceso), no tendria insumos
suficientes para mantener la eficiencia correspondiente, ya que el carbono fijado seria
minimo y se consumiria para sostener el desarrollo de la microalga, efectos similares han
sido encontrados en estudios asociados al crecimiento bajo condiciones limitantes
(Grobbelaar, 1994)"°.

Planteado el efecto de niveles minimos en la interacciéon flujo luminoso — fuente de
carbono (AB), se debe hacer el reconocimiento sobre su notable producciéon cuando los
niveles maximos de ambas variables coinciden. Este efecto, evidente considerando que
altas disponibilidades de energia se asociarian con mayor generacion de poder reductor y
ATP, insumos base para las reacciones de la fase oscura de la fotosintesis, incrementaria
la eficiencia en la fijacion de CO, y por tanto las productividades en biomasa vy
biomoléculas. Efectos similares han sido encontrados en cepas de B. braunii (Dayananda
et al., 2007)""" que presentaron el mismo efecto de maximizacion, incluso bajo diversas
condiciones adversas, al igual que en los presentes ensayos.

De manera adicional se debe considerar que el efecto del flujo luminoso ha sido reportado
en otros estudios (Rebolloso et al., 1999)''> como una de las causas para
sobreproduccion de EPS por parte de microalgas. En los presentes ensayos y acorde con
la figura 24, el efecto de esta variable no incide de manera negativa en la respuesta,
adicionalmente la pendiente muestra una tendencia ampliamente positiva en los niveles
maximos de esta variable (figuras 20 y 29). Debera considerarse no obstante que los
niveles de flujo luminoso que promueven la secrecion de EPS se asocian a niveles
inhibitorios que, acorde con los presentes ensayos, no estarian dentro los niveles
evaluados durante el conjunto de pruebas establecidas en el disefio experimental.

La eficiencia fotosintética, productividad en biomasa o moléculas, se asocia de manera
preferencial a una interaccién entre Ia y C* de manera prioritaria. La superficie de
respuesta para p (figura 23), permite identificar una zona bastante reducida que se asocia
con la respuesta 6ptima, zona azul oscura en el contorno de la superficie, y que
claramente se encuentra en los niveles maximos de Ia y C*. La eficiencia fotosintética del
proceso queda claramente determinada por los contornos de la superficie, que muestran
una proporcionalidad en las bandas de productividad (u, d”) casi directa entre estos dos
parametros.

Considerando dentro de la eficiencia fotosintética un suministro adecuado de la fuente de
carbono, mezcla aire-CO, al 4% v/v como maximo en los presentes ensayos, la
disponibilidad de luz y su adecuada distribucién se considerarian el principal efecto a
evaluar para optimizar la produccion. La distribucion homogénea de la luz sobre las
células del cultivo permite un control adecuado de las reacciones asociadas y promueve
incrementos de productividad en funcién del flujo luminoso que a su vez se relaciona con
el régimen de flujo que experimentan las células en el sistema.

La superficie de respuesta para la produccién de EPS (Figura 27), muestra un efecto
significativo a considerar en el proceso ya que si bien el punto 6ptimo es bastante claro en
el entramado de la superficie, el efecto sobre el contorno muestra como se maximiza de
manera progresiva la interaccion entre estas variables cuando sus niveles aumentan.
Considerando que la dinamica de flujo es el factor clave que condiciona la historia de
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iluminacion de las células segin ha sido establecido por otros autores (Wu y Merchuk'®’;
Vunjak-Novakovik®), y su control en el proceso afecta los rendimientos de manera
apreciable acorde con Miller et al. 1964'", la sensibilidad de estos parametros en la
productividad deberia hacerse mayor, tal como lo muestra el contorno, en los niveles

maximos para dichas variables.

Al considerar los efectos positivos de estos parametros, claramente demostrados en las
respuestas sobre la productividad y produccion de biomoléculas, debe aclarase de
manera puntual por que las respuestas encontradas para la fitohormona-auxina acido
indol acético — IAA no se corresponde con las afirmaciones realizadas previamente. Esta
respuesta particular sera analizada en la siguiente seccion.

5.2.3. CONCENTRACION DE ACIDO INDOL ACETICO (Ya, nM L) COMO VARIABLE
DE RESPUESTA. Acorde con los valores reportados en la tabla de ANOVA (tabla 7) la
relevancia de los datos, si bien mas baja que para g y Ych, resulta ampliamente
significativa al presentar un valor del estadistico R-cuadrado de 89.61%. De manera
adicional, el error cuadratico medio (Mean Square en tabla 7) es relativamente bajo, por lo
que se considera que las interpretaciones e informacién que se pueda obtener de los
resultados obtenidos para Ya seran confiables y significativos.

Solamente un efecto, Ia, resultd significativo para esta VR al presentar un valor P inferior a
0.05 (ver anexo C). Sin embargo, los valores de C* y Rf presentaron efectos importantes
sobre la respuesta acorde con el diagrama de Pareto (figura 30), la representatividad de
la respuesta se da con un 95% de confiabilidad. Particularmente para este diagrama
resulta muy interesante destacar que, a diferencia de las otras dos respuestas
consideradas, para Ya se registraron efectos negativos de las variables experimentales y
de sus interacciones las cuales sin ser altamente significativas afectaran como se muestra
mas adelante, la respuesta 6ptima que maximiza la produccién de esta biomolécula.

Tabla 7. Analisis de Varianza disefio experimental de Screening para S. obliquus usando la concentracién de
promotores de crecimiento (Ya, nM L'1) como variable de respuesta.

Analysis of Variance for I1AA

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-value
A:zFlux 20.2853 1 20.2853 28.42 0.0031
B:C02 4.52855 1 4.52855 6.35 0.0532
C:Agitacion 2.95853 1 2.95853 4.15 0.0974
AB 0.0234361 1 0.0234361 0.03 0.8633
AC 1.276 1 1.276 1.79 0.2388
BC 1.69925 1 1.69925 2.38 0.1835
Total error 3.56859 5 0.713717

Total (corr.) 34.3396 11

R-squared = 89.608 percent
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Standardized Pareto Chart for IAA
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Figura 30. Diagrama de Pareto para el estudio de los factores de crecimiento lluminancia (A), Fuente de Carbono (B) y
Agitacién (C) sobre la concentracion de promotores de crecimiento (Ya, nM L'1) en la microalga Scenedesmus obliquus.

En el diagrama de efectos principales que se muestra en la figura 31, el efecto negativo
de los factores C* y Rf es bastante claro al evaluar la respuesta de sus niveles en relacion
a la pendiente. El aumento de intensidad y concentracion, en la agitacién y fuente de
carbono respectivamente, afecta de manera importante las concentraciones finales de Ya
en S. obliquus. Por el contrario Ia muestra una respuesta bastante positiva con el cambio
de niveles, evidenciado en la fuerte pendiente que forma en la grafica al comparar los
niveles minimos y maximos evaluados para este factor.

Main Effects Plot for IAA
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Figura 31. Diagrama de efectos principales para la concentracién de promotores de crecimiento (Ya, nM L") en la
microalga Scenedesmus obliquus.

Los efectos observados muestran claramente que el mecanismo para regular la
produccién de IAA esta relacionado con bajas disponibilidades de los medios nutritivos en
el medio, fuente de carbono y minerales, ya que al incrementar su concentracion en el
medio se observa un efecto negativo en el valor de Ya, evidenciado en la pendiente para
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los factores C* y Rf en la figura 31. Se podria relacionar este efecto considerando que
acorde con diversos estudios descritos por Tarakhovskaya'®, existe evidencia de que la
produccién de IAA se relaciona con el desarrollo celular al proporcionar una mejor y
rapida capacidad de uso y economia, de los recursos basicos para la nutricion (luz y
nutrientes), ya que se considera que su efecto primario es la activacion del complejo H*-
ATPasa en el plasmalema.

Esta afirmacién tendria un efecto importante en el proceso estudiado ya que se
consideraria que bajo condiciones oOptimas en el medio, abundancia de nutrientes y
distribucion homogénea asociadas a valores altos de los factores C* y Rf, la célula no
tendria la necesidad de producir estos metabolitos secundarios para apoyar las funciones
de absorcién de nutrientes para garantizar su desarrollo. Bajo condiciones adversas no
obstante, la excrecion de estas sustancias seria determinante, ya que mejoraria la
eficiencia de los procesos fotosintéticos para la generacion de energia requerida para el
mantenimiento y la viabilidad de la célula. Esta relacién de efectos explicaria con claridad
las pendientes para los tres factores experimentales en la grafica 31 y también justificaria
el por que C* y Rf muestran un efecto negativo en la respuesta, ya que su abundancia o
incremento seria basicamente un supresor para la sobreproduccion de IAA al medio.
Estas condiciones de estrés que maximizan la produccion de IAA también han sido
encontradas en la diatomea Skeletonema costatum (Bentley-Mowat, 1967) "',

Interaction Plot for IAA
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Figura 32. Diagrama de interacciones para las variables experimentales - VE en funcién de la variable de respuesta -
VR; donde: VR = Acido Indol Acético (Ya, nM L), A = lluminancia (lux), B = Fuente de Carbono (CO, % v/v), C = Agitacion
(rpm). Valores correspondientes a la microalga Scenedesmus obliquus.

3.4

La consideracién de los efectos principales apoyado en las interacciones de los factores
sobre Ya que se muestran en la figura 32, hace evidente el efecto negativo en todos sus
niveles y combinaciones, para C* y Rt (B y C respectivamente en la figura 32). Las
pendientes que consideran el flujo luminoso dentro de la interaccion (AB y AC) muestran
una pendiente positiva que maximiza Ya, sin embargo debe notarse que la respuesta
6ptima esta para cada interaccion en el nivel minimo (linea -,-). lgualmente el efecto
negativo de la interaccion BC en Ya es claro y concuerda con los analisis previos de las
variables independientes; esto constituye una evidencia consistente sobre las condiciones
que favorecen la produccion del acido indol acético-IAA en la microalga S. obliquus.
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La aditividad (lineas que no se cruzan) en la relacion entre los factores experimentales es
claramente evidente y simplemente aclara el panorama descrito previamente al mostrar
respuestas siempre favorables a los niveles minimos de C* y Rf. Debe notarse sin
embargo, que el flujo luminoso favorece en todo caso y de manera positiva la produccion
de IAA. Considerando que la produccién de estos metabolitos secundarios esta atada a la
productividad y desarrollo celular, una mayor disponibilidad energética asociada a los
procesos de fijacion de carbono y de sintesis molecular justificaria claramente este
comportamiento.

En la figura 33 la superficie de respuesta para IAA simplemente afirma lo visto en las
figuras y tablas previas mostrando claramente un maximo de productividad de Ya en los
niveles maximos de Ia, y en niveles minimos de C* y Rf, asociados a privacién de carbono
y nutrientes en el medio, para la respuesta Optima. Estas condiciones seran
evidentemente el punto 6ptimo para la produccién de la fitohormona que en los presentes
ensayos tuvo una concentracion maxima para la respuesta optima (ver tabla 8) de 9.046
nM L de IAA.

Estimated Response Surface
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Figura 33. Superficie de respuesta obtenida del disefio experimental de Screening para la VR Promotores de
crecimiento (Ya, nM L) en la microalga Scenedesmus obliquus.

Las mejores productividades observadas no obstante se obtienen bajo condiciones que
acorde a lo encontrado en las variables de respuesta p y Ych, podriamos considerar de
bajo rendimiento o productividad. Este aspecto, evidenciado por Mazur et al. 2001""°, en
células de Scenedesmus armatus y Chlorella pyrenoidosa, implica un 6ptimo no ideal
para los procesos de produccion debido a que la productividad en el tiempo no seria
favorable en funcion de la biomasa obtenida para el mismo. La productividad maxima de
la respuesta Optima para Ya que se muestra en la tabla 8 no se considerara por tal razén
durante los ensayos de validacion de los modelos generados para esta respuesta, aunque
debera considerarse que se estima una productividad aproximada de IAA similar a la
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encontrada en el punto éptimo seleccionado y que se discutira con detalle en la siguiente
seccion.

Tabla 8. Respuesta 6ptima para el disefio experimental de Screening variable de respuesta IAA (Ya, nM L'1) en la
microalga Scenedesmus obliquus.

Optimize Response

Goal: maximize IAA

Optimum value = 9.63675

Factor Low High Optimum
Flux -1.0 1.0 1.0
Cco2 -1.0 1.0 -1.0
Agitacion -1.0 1.0 -1.0

5.3. MONTAJES DE VALIDACION.

Partiendo de las respuestas 6ptimas encontradas para las tres variables de respuesta
consideradas las cuales se muestran consolidadas en el cuadro 4, se procedié a correr un
ensayo que validara el valor 6ptimo de las variables experimentales que maximizara la
produccion de biomasa y exopolisacaridos y que permitiera certificar, con precision y
exactitud, el valor 6ptimo propuesto por el disefio experimental.

Sin embargo, considerando que la respuesta éptima (RO) para maximizar la produccion
de Ya no coincidia con la respuesta dptima de las otros dos factores, se seleccioné6 como
RO para la validacién, aquella combinacién de factores que maximizara Yen (mg L") y p
(d™"), esto debido a que el punto 6ptimo que maximiza la concentracién de Ya presenta
valores de p de 0.34 d” y concentracién de Y., de 8.8 mg L™ tal como se muestra en el
cuadro 4, montaje 7. Estos valores correspondian para y con rendimiento por debajo del
éptimo (u de 0.66 d') de aproximadamente 47% y a su vez para la productividad de Yen,
cuyo 6ptimo fue de 24.7 mg L™ siendo por tanto un 64% inferior al 6ptimo esperado para
esta respuesta.

Evidentemente la produccion de IAA no seria la 6ptima encontrada (9.05 nM L™) en el
punto éptimo seleccionado para validacion, los valores de Ya estarian aproximadamente
un 40% por debajo de la mejor respuesta, sin embargo la productividad asociada en el
tiempo y por unidad de area se veria muy favorecida debido a que las productividades en
biomasa se incrementarian notablemente y de manera proporcional la produccién de esta
fitohormona.

Cuadro 5. Respuesta 6ptima establecida para los montajes de validacion disefio experimental de Screening con la
microalga Scenedesmus obliquus.

Respuesta 6ptima corridas validacion Valor

Factor (VE) Unidades Nivel Codificado Real
Flujo luminoso Lux Méaximo 1.0 11500
Fuente carbono | % mezcla A-cO2 Maximo 1.0 4%
Agitacion rpm Maximo 1.0 1200

Los

73

factores y



niveles establecidos para realizar los montajes de validacion se muestran en el cuadro 5 y
los resultados de estos montajes, por triplicado, se muestran consolidados en el cuadro 6.
El resumen de los estadisticos que incluye medidas de tendencia central, medidas de
variabilidad, y medidas de forma, se muestra de manera detallada en el anexo E. De
particular interés para estos analisis resulta considerar que el estadistico de asimetria
muestra para cada una de las VR valores dentro del rango -2 a +2, por lo que se
consideran provenientes de una distribucion normal. Igualmente resulta relevante para los
valores que se proyectaron de acuerdo con la RO de las tablas 4 y 6, p (d") y Yen (mg L™)
respectivamente, que los resultados proyectados se encuentran dentro del rango
promedio considerado para estas respuestas.

Estos valores proyectados fueron calculados a partir de los coeficientes de regresién
obtenidos por el disefo experimental para cada VR considerada, i.e. coeficiente
especifico de crecimiento (u, d™'); concentracion de acido indol acético en el sobrenadante
(Ya, nM L") y concentracion de exopolisacaridos en el sobrenadante (Ych, mg L™7). Las
ecuaciones obtenidas y sus coeficientes se muestran a continuacién para cada respuesta
en las ecuaciones 10, 11y 12.

p = 0.4075 + 0.07375" Ia + 0.09875* C* + 0.00375* + 0.03625*Ia* C* + 0.01625*[a*Rf +
0.00625*C**Rf

Ecuacion 10

Yech = 15.1733 + 0.46875"[a + 2.31625*CO2 + 2.27625*Rf + 1.25625*Ia*C* +
2.10125*Ia*Rf + 0.81375*C**Rf

Ecuacion 11

Ya = 57695 + 1.59237*Ia - 0.752375*CO2 - 0.608125*Rf - 0.054125"[a*C*
0.399375*[a*Rf + 0.460875*C**Rf

Ecuacion 12
Donde:

u = coeficiente especifico de crecimiento (d™)

Ych = concentracion de exopolisacaridos en el sobrenadante (mg L)

Ya = concentracion de acido indol acético en el extracto (nM L)

Ia = flujo luminoso-iluminancia utilizada para el cultivo fotoautétrofo (lux)

C* = concentracion fuente de carbono suministrada al medio (mezcla aire-CO, % v/v)
Rf = régimen de flujo-agitacion al que es sometido el medio (rpm)

El coeficiente especifico de crecimiento, p (d”), muestra un ajuste de su promedio para
los ensayos bastante significativo con una desviacién estandar (¢) de 0.00577 (anexo E) y
una diferencia absoluta (d™') con relacion al éptimo establecido en la tabla 4 practicamente
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nula. La concentracién de exopolisacaridos (mg L") mostré una media inferior al valor
proyectado, sin embargo este valor promedio de 23.79 mg L™ acorde con los limites
inferior y superior de o (1.592 mg L) ubica el valor del 6ptimo proyectado dentro de su
limite superior y considerando que el valor de asimetria para los resultados certifica que
los datos provienen de una distribucién normal con un valor del estadistico de -1.1935, se
puede asumir que la diferencia observada entre el promedio y el proyectado es adecuada.
Al respecto también es importante considerar que la asimetria de los datos si bien
muestra tendencia negativa es en gran parte influenciada por el resultado encontrado en
el montaje de validacion A que se muestra en el cuadro 6, este a su vez fue el que afect6
de manera mas relevante la media por debajo del proyectado al ser, estadisticamente
hablando, un inferior bajo ya que se encuentra fuera del rango inferior minimo de la
desviacién estandar del grupo de datos analizados.

Cuadro 6. consolidado resultados ensayos de validacion (montajes A, B, C) y respuesta éptima disefio experimental
Screening para la microalga Scenedesmus obliquus. EPS =mg L™ IAA=nM L™ p=d".

. A 21.96 5.782 0.65
Montaje
ey s B 24.83 4.641 0.64
validacion
C 24.59 5.362 0.65
Promedio validacion 23.79 5.262 0.65
Optima modelo DE 24.41 6.008 0.64

Para la concentracién de fitohormonas, IAA (nM L™), la respuesta esperada acorde con el
disefio experimental no se corresponde con aquella que maximiza su produccion sino con
el esperado acorde con el montaje correspondiente que maximiza las otras dos variables
experimentales consideradas. Esta concentracién esperada al ser comparada con el
promedio obtenido de 5.26 nM L™ y considerando un valor de o = 0.577 y una asimetria
de -0.5365, estaria dentro del rango superior de la media aunque dentro del intervalo
limite estimado por los estadisticos de variabilidad.

En las figura 34 y 35 se muestra, respectivamente, el consolidado de los resultados
obtenidos durante las pruebas realizadas por triplicado para cada uno de los montajes de
validacion y el comparativo entre el promedio obtenido y el valor predicho por el disefio
experimental para cada VR. Graficamente se puede validar la consistencia de las
respuestas que certifica, cualitativamente, los valores cuantitativos descritos y soportados
lineas arriba.
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Figura 34. Comparativo concentracién de biomoléculas durante los ensayos de validacion del disefio experimental en
Ia microalga Scenedesmus obllquus vs. coeficiente especifico de crecimiento. En la figura: IAA = &cido indol acético (nM L
'); EPS = exopolisacaridos (mg L™); u = coeficiente especifico de crecimiento (d™).
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Figura 35. Comparativo VR promedio para los ensayos de validacion del disefio experimental en la microalga
Scenedesmus obliquus vs. valores predichos por modelo disefio experimental. En la figura: IAA = acido indol acético (nM L
'); EPS = exopolisacaridos (mg L™); u = coeficiente especifico de crecimiento (d™).

En la figura 36 se muestra una grafica para la produccién de EPS que representa los
valores predichos por la ecuacion 10, junto con sus limites de confianza al 95% calculado
acorde con los coeficientes de regresion del disefio experimental, en relacion a las
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respuestas reales obtenidas. Los graficos correspondientes a las variables de respuesta
Ya y p se muestran en el anexo E.

Acorde con los resultados obtenidos en la validacién se evidencia que los modelos de
prediccion para el céalculo de las respuestas en funcion de las variables experimentales
consideradas en el disefio experimental cumplen satisfactoriamente con la confiabilidad
esperada del modelo, al encontrar todos los resultados dentro de los limites de confianza
establecidos.

=== |C superior

Respuestas ensayos validacion e intervalos de confianza
el EPS

(95%) modelo disefio experimental VR - EPS

= Modelo

e |C inferior

29.0
28.0
_. 2710
=
Y 26.0 -
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Respuesta Montaje

Figura 36. Comparativo valores reales montajes de validacion vs. valores proyectados modelo disefio experimental con
intervalos de confianza al 95% para la produccion de EPS (mg L) en la microalga Scenedesmus obliquus.

5.4. EXTRACCION Y OBTENCION DE EXTRACTOS.

5.4.1. CENTRIFUGACION: FRECUENCIA Y TIEMPO. En el cuadro 7 se muestra el
consolidado de los resultados obtenidos para las dos respuestas consideradas en la
evaluacion de las variables tiempo (f, minutos) y frecuencia (Fr, rpm). Los resultados
obtenidos muestran una clara incidencia del tiempo en la respuesta aunque como se
muestra en la figura 37 su incidencia se hace mas significativa en el nivel superior de esta
variable. El efecto de Fgr es claramente favorable, sin embargo, los niveles minimos
utilizados (4.000 rpm) no son adecuados o significativos y muestran una amplia diferencia
con relacién a los niveles medios y altos evaluados para esta variable experimental (ver
figura 37). Considerando la homogeneidad de los resultados para las respuestas
consideradas, remocion de células (Y,) y reduccién de la turbidez (T,), se realizara la
exposicion de sus resultados de manera paralela para facilitar su analisis posterior dentro
del documento.
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El andlisis de varianza en estos resultados muestra valores para el estadistico R-
cuadrado de 92.9 % en Y. y de 88.9 % en T, (ver anexo F), cifras que generan una alta
confiabilidad en los resultados obtenidos y los analisis que estos generen. La
representatividad de estas respuestas tiene una relacion primordial si se considera que la
centrifugacion se utiliza para separar materiales de diferente densidad mediante una
fuerza superior a la de la gravedad, por lo que altas velocidades de giro o grandes radios
de la centrifuga son ideales para maximizar el beneficio del proceso.

Cuadro 7. Consolidado resultados ensayos disefio experimental para extraccion y obtencion de extractos para la
microalga Scenedesmus obliquus.

. . . Abs Turbidez  Células / o =

Corrida Tiempo Frecuencia Remociéon  Reduccién
- (560 nm) NTU ml células turbidez

1 10 4000 0.2047 20.1 3.17E+06 68.9% 88.1%
4 10 4000 0.1901 19.8 2.88E+06 71.8% 88.3%
2 10 6500 0.1658 16.2 2.40E+06 76.5% 90.4%
5 10 6500 0.1608 15.9 2.30E+06 77.5% 90.6%
3 10 9000 0.1576 15.5 2.23E+06 78.1% 90.8%
6 10 9000 0.1407 14.7 1.89E+06 81.4% 91.3%
7 15 4000 0.1892 19.5 2.86E+06 71.9% 88.5%
8 15 4000 0.1833 19.4 2.75E+06 73.1% 88.5%
9 15 6500 0.1516 15.6 2.11E+06 79.3% 90.8%
10 15 6500 0.1515 15.3 2.11E+06 79.3% 90.9%
11 15 6500 0.1496 15.1 2.07E+06 79.7% 91.1%
12 15 6500 0.1433 14.9 1.95E+06 80.9% 91.2%
15 15 6500 0.1733 19.2 2.55E+06 75.0% 88.6%
16 15 6500 0.1690 18.6 2.46E+06 75.9% 89.0%
17 15 6500 0.1589 15.9 2.26E+06 77.9% 90.6%
18 15 6500 0.1397 14.6 1.87E+06 81.6% 91.4%
13 15 9000 0.1311 14.4 1.70E+06 83.3% 91.5%
14 15 9000 0.1306 14.2 1.69E+06 83.4% 91.6%
22 20 4000 0.1679 18.0 2.44E+06 76.1% 89.3%
19 20 4000 0.1727 18.7 2.53E+06 75.2% 88.9%
20 20 6500 0.0683 12.7 4.45E+05 95.6% 92.5%
23 20 6500 0.0648 11.0 3.75E+05 96.3% 93.5%
21 20 9000 0.0334 8.4 0.00E+00 100.0% 95.0%
24 20 9000 0.0450 7.5 0.00E+00 100.0% 95.6%

En el disefio experimental se buscé identificar la mejor combinacion de tiempo (f, minutos)
y frecuencia (Fgr, rpm) que proporcionara el mejor beneficio con el minimo esfuerzo, ya
que el principal problema que plantea la centrifugacion industrial cuando se deben tratar
grandes cantidades de material es que la capacidad y la velocidad de la centrifuga no se
pueden aumentar indefinidamente, ya que la tensidén mecanica en estos equipos aumenta
en proporcién al (radio)? y la velocidad de operacién también se ve restringida por la
necesidad de una descarga continua de materiales.
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Figura 37. Grafico VR consolidado disefio experimental centrifugacion. El % de remocion de células se basa en una
concentracién inicial de 1.02 x 10" células mL™; el % de reduccién de turbidez se basa en una turbidez inicial de 169 NTU.

Partiendo de la consideracién planteada, la frecuencia de la centrifuga sera el factor
predominante del proceso y esta representatividad de los efectos para las variables
experimentales, acorde con el diagrama de Pareto para Y, y T., es coherente con dicha
afirmacion tal como se puede observar en la figura 38 A y B. En la cual se evidencia para
Y. un claro efecto en la respuesta de las dos variables consideradas y de sus
interacciones respectivas al presentar valores P por debajo de 0.05 (ver anexo X). Igual
efecto se encontré para T,, aunque se debe considerar que el efecto cuadratico de la
frecuencia (BB en la figura 38-B) no fue significativo en la respuesta al mostrar un valor P
superior a 0.05.

En funcidon de estos resultados se debera incluir dentro del analisis el hecho que la
efectividad de la centrifugacion, si bien accesoria para la magnitud de Fg, depende
realmente de la velocidad que alcanzan las células o moléculas durante el proceso. Esta
velocidad terminal dependera de manera amplia y, acorde con la ley de Stoke, del tamafio
de la particula y de las propiedades fisicas de la fase continua de la mezcla (viscosidad y
densidad principalmente). Sin embargo, al considerar la trayectoria de las particulas se
puede entender que estas se moveran en funcién del tiempo al que son expuestas a esta
fuerza.

79



A B

Standardized Pareto Chart for Biomasa Standardized Pareto Chart for NTU
B:Frecuencia 1 + B:Frecuencia 0+
I - ;. -
A:Tiempo A:Tiempo
AA AA
AB AB
oo [ | [
o 2 4 6 8 10 o 2 4 6 8 10
Standardized effect Standardized effect

Figura 38. Diagramas de Pareto para el estudio de los factores experimentales, frecuencia (rpm) y tiempo (min), sobre
la remocion de células (A, células mL™) a y la turbidez del extracto (B, NTU) en los extractos de la microalga Scenedesmus
obliquus.

El efecto y representatividad de t y Fr, queda claramente elucidado al observar los
diagramas de efectos principales para las correspondientes respuestas (Figura 39 Ay B).
Los diagramas muestran efectos mas favorables en la respuesta (niveles inferiores en T,
y Ye) para la variable tiempo que adicionalmente muestra un efecto cuadratico mas
representativo principalmente en los niveles inferiores para Y y Te.
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Figura 39. Diagrama de efectos principales para la concentracion de células en el extracto (A, células mL'1) y turbidez
del extracto (B, NTU) en la microalga Scenedesmus obliquus, durante pruebas experimentales de centrifugacion.

Adicionalmente puede observarse para Fr que si bien su efecto tiende a estabilizarse en
los niveles maximos su comportamiento es practicamente lineal, razén por la cual se
entenderia la baja representatividad de su efecto cuadratico como quedo evidenciado en
la tabla ANOVA vy el diagrama de Pareto para esta respuesta.

La importancia y peso de los factores sobre la respuesta encontrada es bastante clara
aunque debemos considerar que el efecto del tiempo de exposicion a la fuerza tiene una
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respuesta cuadratica, acentuada en los niveles minimos y que se torna lineal al aumentar
el tiempo del proceso. El efecto contrario se observa con relacion a la frecuencia que
muestra una tendencia lineal en los niveles minimos y que tiende a estabilizarse sobre los
niveles maximos. Esta relaciéon de efectos entre niveles para t y Fgr, se puede analizar de
manera mas clara al observar las interacciones entre variables para las respuestas Y. y T,
que evidencia la linealidad de Fr en los niveles maximos (figura 40) y la transicion
cuadratica a lineal del efecto de t en funcion del incremento de la exposicidon a la fuerza

centrifuga.
A B
Interaction Plot for Células extracto Interaction Plot for NTU extracto
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Figura 40. Diagrama de interacciones para las variables experimentales: A - tiempo min) vs. frecuencia (rpm), B —
frecuencia (rpm) vs. tiempo durante disefio experimental de centrifugacion realizado con extractos de la microalga
Scenedesmus obliquus para Y. (A, células mL'1) y Te (B, NTU).

A pesar de la consistencia en los resultados obtenidos debe considerarse que la
representatividad de las respuestas se hace altamente evidente solamente en los niveles
superiores de t y Fr. Este efecto se puede ver claramente al analizar los contornos de la
superficie de respuesta para Y, y T, figuras 41 y 42 respectivamente, que muestran un
efecto cuadratico bastante marcado para el tiempo caracterizado en las zonas grises y
cafés de los contornos. Igualmente se observa una amplia zona de transicién, en azul
claro para la figura 41 y en amarillo para la figura 42, a partir de la cual se empieza a
acentuar un efecto de proporcionalidad entre las variables experimentales que se
mantiene constante al incrementar el nivel de las variables experimentales.

Estos efectos de ftransicion respaldarian las observaciones previas al relacionar
respuestas lineales en los 6ptimos de los factores y un comportamiento cuadratico sobre
los niveles minimos de estos. Claramente por lo tanto la respuesta 6ptima se encontraria
en los niveles maximos de las variables experimentales, aunque debe considerarse la
existencia de una pequefia zona de estabilizacién a partir de la cual se incrementa el
efecto de los factores t y Fg sobre la respuesta.
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Figura 41. Superficie de respuesta para la VR numero de células en sobrenadante (células ml'1) obtenido durante los
ensayos experimentales para definir los parametros 6ptimos del proceso centrifugacion, operacion Downstream, a partir de
los extractos de la microalga Scenedesmus obliquus.
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Figura 42, Superficie de respuesta para la VR Turbidez (NTU) obtenido durante los ensayos experimentales para
definir los parametros 6ptimos del proceso centrifugacién, operacién Downstream, a partir de los extractos de la microalga
Scenedesmus obliquus.

A partir de esto se definira una respuesta 6ptima (ver anexo F) que se encontrara sobre
los niveles maximos de las variables experimentales aunque teniendo consideracion
particular sobre una respuesta 6ptima que se puede ajustar acorde con los contornos de
la superficie de respuesta elaboradas durante el analisis del disefio experimental.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el disefio experimental resulté evidente el efecto
de los factores experimentales y sus distintas interacciones en la respuesta evaluada
durante cada corrida. Estos cambios obtenidos ante estimulos ambientales, i.e.
variaciones en niveles entre factores experimentales, pueden ser por tanto definidos
sobre la base de la respuesta obtenida en las distintas corridas ante factores que podrian
definirse como limitantes o estresantes para la célula.

Bajo este enfoque un factor limitante seria aquel que determinaria la tasa de cambio en el
crecimiento de la microalga o en el desarrollo, favorable o desfavorable, de una reaccion
bioquimica especifica. El estrés resultaria por tanto en un desbalance metabdlico inducido
en una célula o, en este caso microalga, por una condicion ambiental que requiere un
ajuste metabdlico o bioquimico antes de que un nuevo estado estacionario de desarrollo
pueda establecerse. Esta afirmacion se representa de forma secuencial y para mayor
claridad en la figura 43.

Respuesta
mecanismo
adaptacion

vty [ "ENVIROME”

Nuevo estado
estacionario

Flgura 43. Mecanismo de respuesta ante estimulos medioambientales, factores de estrés o limitantes, de células u
organismos Vivos.

En los ensayos de estandarizacién la respuesta de las microalgas S. obliquus y C.
vulgaris fue consistente en la respuesta obtenida mas no en la proporcién y magnitud del
efecto de adaptacion lo que permitié identificar con relativa claridad a S. obliquus por un
rendimiento superior particularmente en la produccion de EPS y biomasa, al presentar
diferencias significativas estadisticamente para sus parametros cinéticos (Y, K, T,) y la
concentracién de carbohidratos (intra y extra celulares) y proteina, favorables a
Scenedesmus obliquus.
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Durante los ensayos de optimizacién la evidencia que respalda esta afirmacion fue
sélida, considerando los resultados de los diferentes estadisticos utilizados para la
evaluacion de las respuestas. La claridad sobre el efecto de las dos variables
experimentales principales en los ensayos experimentales, i.e. fuente de energia y
carbono, es concluyente acorde con los analisis y estadisticos considerados. Ya que se
lograron incrementos en el valor de y de hasta el 28% al comparar las mejores respuestas
de los ensayos de estandarizacion contra los de optimizacion. En la fase de optimizacion
se destaca que la diferencia entre maximos y minimos para este parametro fue cercana al
52%, evidenciando la preponderancia de las variables experimentales sobre las
respuestas optimas.

Sin embargo, es importante destacar a partir de un analisis comparativo de las respuestas
que la produccion de EPS y IAA se maximiza bajo condiciones ambientales
diametralmente opuestas y que evidentemente obedece a adaptaciones disimiles ante
efectos de estrés que condicionan el desarrollo de las células algales. En la figura 44 se
muestra un consolidado de los resultados obtenidos para las biomoléculas objeto de
estudio, acido indol acético y exopolisacaridos, durante los ensayos experimentales de
optimizacién y estandarizacion que evidencia como la produccion de ambas biomoléculas
se da bajo condiciones ambientales, niveles de los factores experimentales, diferentes si
se observa que los niveles de mayor productividad de p (d”') y EPS en M1 para la gréfica
no se corresponden para IAA (montaje M1-1, en la figura 44).
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Figura 44. Consolidado comparativo de VR promotores de crecimiento (IAA, nM L™) y exopolisacaridos (EPS, mg L™)
vs. coeficiente especifico de crecimiento (, d'1), obtenido durante los ensayos experimentales de optimizacion (M1-M3) y
estandarizacion (M5) en la microalga Scenedesmus obliquus.
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Adicionalmente al observar la respuestas consolidadas para la validacion en el cuadro 4
el montaje 1, que presenta los niveles maximos para las tres variables experimentales,
presenta un rendimiento en IAA (nM L-1) inferior en aproximadamente un 60% si se
compara con la concentracion de esta sustancia encontrada en el montaje 3 (maxima
iluminacion pero con supresién de carbono y agitacion).

A partir de los factores del disefio o variables de proceso, la productividad en biomasa
para cualquier sistema de produccién dependera del grado en el que las condiciones del
cultivo se ajustan con los requerimientos de la especie bajo estudio, en los ensayos
Scenedesmus obliquus, es decir la variacion de una o mas variables condicionara el nivel
y el tipo de respuesta (productividad o concentracién de un metabolito particular) que la
microalga genere.

En nuestro caso considerando que estas condiciones O6ptimas para maximizar la
produccién de biomoléculas no son correspondientes para nuestro caso (niveles 6ptimos
de IAA no son equivalentes a niveles 6ptimos de EPS y ), se debera suponer que la
productividad esta claramente determinada por el coeficiente especifico de crecimiento, el
cual para una dinamica de flujo y temperatura relativamente definida, es una funcién del
perfil de luz en el interior del reactor y del régimen de iluminacioén al que las células son
sometidas, parametros que se constituyen en la conclusion base de los resultados
obtenidos.

Comparativo concentracion biomoléculas IAA-EPS Diseno
Experimental Screening

IAA (NM / L)
EPS (mg/ L)

M3-1
M3-2

a I
= = = =
Corrida experimental

Figura 45, Coeficiente especifico de crecimiento (u, d”) en funcion de la concentracion de biomoléculas, fitohormonas
(IAA, nM L") y exopolisacaridos (EPS, mg L) obtenido durante los ensayos de optimizacion con la microalga Scenedesmus
obliquus.
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Teniendo esto en consideracion y, a partir de los resultados en las respuestas
consideradas durante el disefio experimental de optimizacion que se muestran en la figura
45, las interacciones entre estas variables (Ia, Rf y C*), tienen una incidencia altamente
representativa en la productividad asociada a esta. Para efectos practicos
consideraremos por tanto que la cantidad de luz suministrada, la eficiencia en la
distribucién y por tanto la capacidad de fijacion de carbono dependiente de esta eficiencia,
se deberan tener como prioridad en el desarrollo de bioprocesos con organismos
fototrofos.

No obstante la alta representatividad de los factores en los ensayos, fueron sus
interacciones las que evidenciaron de manera mas clara durante el analisis aquellas
condiciones ambientales del proceso que incidian de manera preferencial en el proceso
de produccion del sistema de cultivo. Teniendo en mente los elementos para el desarrollo
de procesos descritos en la figura 46 se tiene un panorama mas claro relacionado con los
parametros de procesos que podran ser considerados como relevantes para el disefio y
escalamiento de fotobioprocesos.
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Figura 46. Elementos del desarrollo de procesos considerados para la obtencion de los parametros de proceso para el
escalamiento de un fotobioproceso.

Las interacciones entre la microalga y el sistema de produccién, enfocado en la obtencién
de un ambiente especifico para el desarrollo de reacciones especificas, sera por tanto el
objetivo y orientacion final del sistema de produccion. Durante la fase de estandarizacion
se selecciond el biocatalizador a partir del analisis comparativo de dos especies de
microalgas que finalmente favorecid a S. obliquus. En las fases de optimizaciéon y
validacion se profundizé en los factores de proceso que condicionaran la reaccién
fotobiolégica y que determinaran las principales caracteristicas del disefio de produccién.
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Los parametros funcionaran por tanto como componentes del envirome que me
determinaran condiciones de proceso especificas para maximizar la productividad y
reproducibilidad del sistema. Acorde con los resultados encontrados se distinguen tres
parametros principales con interacciones especificas que generaran respuestas puntuales
sobre la microalga del medio y que a su vez estableceran las condiciones de estabilidad
del proceso. Sin embargo, se debe considerar con mucho cuidado la interaccién de estos
parametros y sus variables, ya que dependiendo de los niveles en los que estas
interactuen y del objetivo del sistema de produccion, los parametros deberan ajustarse de
manera adecuada para maximizar el resultado final esperado.

Los parametros y sus interacciones, representadas en la figura 47, tendran como principal
fendbmeno a considerar la dinamica de flujo, que tal como quedd evidenciado se
constituye en aspecto determinante del proceso debido a que el régimen de flujo ideal
para la produccion condiciona la disponibilidad de luz y esto a su vez repercutira en el
desarrollo de los procesos de fijacién de carbono y sintesis de macromoléculas en la
microalga. Los ciclos luz/oscuridad seran acorde con la interaccion del régimen de flujo y
el flujo luminoso, la principal interaccion a considerar dentro del proceso ya que en
funcién estos ciclos se establece la eficiencia del proceso en el aprovechamiento de una
disponibilidad de luz/energia dada, que a su vez define criterios de diseno para el PBR
gue maximicen de forma constante en el equipo la distribucion homogénea de la luz y por
tanto la reproducibilidad de las reacciones.

Ciclos luzfoscuridad
En cada elemento de volumen

- Laminar, turbulento - Eficiencia PAR
- Pérdidas presion - Dispersién
- Cizalla ) ) - Gradiente radial tubo

Control reaccion

Gradientes direccién de Dinamica y cinética
- Aireacion/gas escape
(CO,/0,)

flujo fotosintesis

- Temperatura, pH
- Irradianza

Figura 47. Parametros de procesos y sus interacciones considerados como fundamentales durante el cultivo de
organismos fotoatutétrofos.

La entrada de gases, fuente de carbono del cultivo, sera dentro del control de la reaccion
un aspecto vital a considerar y que para cualquier tipo o configuracién del sistema de
produccién debera presentarse como vital si se quiere lograr un aprovechamiento
eficiente y eficaz de la fuente de energial/luz en el cultivo. Este gas de entrada debera
proveerse de manera preferencial en exceso a lo largo de cada elemento de volumen del
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PBR buscando con esto el uso total de la luz disponible para su fijacién en la biomasa
algal.

Los parametros considerados, acorde con las respuestas de validacion en la seccion 4.3
que respaldan su seleccion, se podran agrupar para el escalamiento de fotobioprocesos
en un conjunto de variables, i.e. operacionales, ambientales y de disefio (ver figura 48),
que permitan el disefio, desarrollo y optimizacion de sistemas de produccion a partir de
microalgas u otros organismos fotosintéticos unicelulares con escalas ajustadas a las
necesidades y limitaciones de desarrollo que sean correspondientes.

Basicamente se puede concluir que el éxito del sistema de produccion y su escalamiento
dependera de la capacidad para maximizar la distribucién de luz de manera homogénea
dentro del PBR y de lograr regimenes de flujo adecuados a la intensidad luminosa media,
irradianza o iluminancia, que impacta la superficie de las células. Por ultimo se debera
tener los sistemas de control adecuados que permitan registrar y regular la concentracion
de gases de entrada y de salida que aseguren una reaccion homogénea en el sistema.

VARIABLES OPERACIONALES VARTABLES AMBIENTALES VARIABLES DE DISENO

Velocidad de flujo Irradianza I_Jiéme_tro tubo-longitud
Composicion gas Ciclos (circadiano, estacional) Orientaci6n/inclinacién PBR

Coeficiente dilucion Temperatura (max.-min.) Coeficiente area/volumen
Ciclos luz/oscuridad Material construccion

VARIABLES

CULTIVO A GRAN ESCALA —-— o

TOMA DE DATOS: MONITOREO GASES CONTROL BIOMASA
ENTRADA-SALIDA: PARAMETROS:

Concentracién
Irradianza COz2y 02 Caudal — turbulencia biomasa
Coeficiente Dilucion Perfil bioquimico

T, pH, DO2,

MEDICIONES

8 V
E Caracterizacion de Evaluar fendémenos de Modelar crecimiento
estado fisiolégico transporte pequeiia/gran microalga (sistema)
g (rapida y eficiente) escala (optimizacion) de interés
e
(=}
s MAXIMIZAR
J EFICIENl_:IA
g FOTOSINTETICA

AJUSTE/EVALUACION PBR
(BANCO DE DISENO)

L

Figura 48. Vvariables de proceso a considerar en el disefio y desarrollo de sistemas de produccion para organismos
fotétrofos a escala industrial.

Adicional a estas variables se debera considerar para los procesos downstream que la
recuperacion de sélidos o moléculas de medios de cultivo de microalgas exige, para
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o6ptimos resultados, altos valores fuerza centrifuga relativa (RCF) con tiempos de
retencién en el rango medio y alto para extractos sin tratar. Considerando que el aumento
del tamafo de particulas del extracto incrementara la eficiencia general del proceso el uso
de floculantes o coagulantes en el proceso podra ser una alternativa altamente viable
para maximizar este proceso sin tener que recurrir a valores RCF excesivamente altos
que pueden incrementar los costos de recuperacion ostensiblemente.
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ANEXO A. Consolidado analisis estadisticos comparativos grupo de datos cinéticos
fase estandarizacion entre las microalgas Scenedesmus obliquus y Chlorella

vulgaris.

Analysis Summary

Sample 1: CEC Chlorella vulgaris (Cv)
Sample 2: CEC Scenedesmus obliquus (So)

Sample 1: 3 values ranging from 0,29 to 0,35
Sample 2: 3 values ranging from 0,47 to 0,5

Summary Statistics

CEC Cv CEC So
Count 3 3
Average 0,316667 0,483333
Median 0,31 0,48
Geometric mean 0,315701 0,483173
Variance 0,000933333 0,000233333
Standard deviation 0,0305505 0,0152753
Standard error 0,0176383 0,00881917
Minimum 0,29 0,47
Maximum 0,35 0,5
Range 0,06 0,03
Lower quartile 0,29 0,47
Upper quartile 0,35 0,5
Interquartile range 0,06 0,03
Skewness 0,93522 0,93522
Stnd. skewness 0,6613 0,6613
Coeff. of variation 9,64753% 3,1604%
Sum 0,95 1,45
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Comparison of Means

95,0% confidence interval for mean of CEC Cv: 0,316667 +/- 0,0758917
[0,240775,0,392558]
95,0% confidence interval for mean of CEC So: 0,483333 +/- 0,0379458
[0,445388,0,521279]
95,0% confidence interval for the difference between the means

assuming equal variances: -0,166667 +/- 0,0547524 [-0,221419,-0,111914]

t test to compare means
Null hypothesis: mean1 = mean2

Alt. hypothesis: mean1 NE mean2
assuming equal variances: t = -8,45154 P-value = 0,00107379

Comparison of Standard Deviations

CEC Cv CEC So
Standard deviation  0,0305505 0,0152753
Variance 0,000933333  0,000233333
Df 2 2

Ratio of Variances = 4,0

95,0% Confidence Intervals
Standard deviation of CEC Cv: [0,0159064,0,192002]
Standard deviation of CEC So: [0,00795319,0,0960009]
Ratio of Variances: [0,102564,156,0]

F-test to Compare Standard Deviations
Null hypothesis: sigma1 = sigma2

Alt. hypothesis: sigma1 NE sigma2
F=4,0 P-value=04

Kolmogorov-Smirnov Test

Estimated overall statistic DN = 1,0
Two-sided large sample K-S statistic = 1,22474
Approximate P value = 0,0995803
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ANEXO B. Consolidado analisis comparativos grupo de datos concentracién de
biomoléculas fase de estandarizacion entre las microalgas Scenedesmus obliquus
y Chlorella vulgaris.

Auxinas en biomasa

Analysis Summary

Sample 1: Auxinas Chlorella vulgaris Biomasa (Aux Cv B)
Sample 2: Auxinas Scenedesmus obliquus Biomasa (Aux So B)

Sample 1: 3 values ranging from 5,0 to 11,2
Sample 2: 3 values ranging from 6,2 to 11,8

Summary Statistics

Aux Cv B Aux So B

Count 3 3
Average 8,73333 9,66667
Variance 10,8133 9,17333
Standard deviation 3,28836 3,02875
Minimum 5,0 6,2
Maximum 11,2 11,8
Range 6,2 5,6
Stnd. skewness -1,04383 -1,12932

Comparison of Means

95,0% confidence interval for mean of Aux Cv B: 8,73333 +/- 8,16875
[0,564586,16,9021]
95,0% confidence interval for mean of Aux So B: 9,66667 +/- 7,52383 [2,14283,17,1905]
95,0% confidence interval for the difference between the means

assuming equal variances: -0,933333 +/- 7,16638 [-8,09972,6,23305]

t test to compare means
Null hypothesis: mean1 = mean2

Alt. hypothesis: mean1 NE mean2
assuming equal variances: t = -0,361599 P-value = 0,735943
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Comparison of Standard Deviations

Aux Cv B Aux So B
Standard deviation 3,28836 3,02875
Variance 10,8133 9,17333
Df 2 2

Ratio of Variances = 1,17878

95,0% Confidence Intervals
Standard deviation of Aux Cv B: [1,71211,20,6665]
Standard deviation of Aux So B: [1,57694,19,0349]
Ratio of Variances: [0,0302251,45,9724]

F-test to Compare Standard Deviations
Null hypothesis: sigma1 = sigma2

Alt. hypothesis: sigma1 NE sigma2
F=1,17878 P-value = 0,917945

Kolmogorov-Smirnov Test

Estimated overall statistic DN = 0,333333
Two-sided large sample K-S statistic = 0,408248
Approximate P value = 0,996255

Auxinas en sobrenadante

Analysis Summary

Sample 1: Auxinas Chlorella vulgaris Sobrenadante (Aux Cv S)
Sample 2: Auxinas Scenedesmus obliquus Sobrenadante (Aux So S)

Sample 1: 3 values ranging from 2,5 to 3,3
Sample 2: 3 values ranging from 3,5 to 5,2
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Summary Statistics

Aux Cv S Aux So S
Count 3 3
Average 3,0 4.4
Variance 0,19 0,73
Standard deviation 0,43589 0,8544
Minimum 2,5 3,5
Maximum 3,3 5,2
Range 0,8 1,7
Stnd. skewness -1,15263 -0,367321

Comparison of Means

95,0% confidence interval for mean of Aux Cv S: 3,0 +/- 1,08281 [1,91719,4,08281]
95,0% confidence interval for mean of Aux So S: 4,4 +/- 2,12245 [2,27755,6,52245]
95,0% confidence interval for the difference between the means

assuming equal variances: -1,4 +/- 1,53753 [-2,93753,0,13753]

t test to compare means
Null hypothesis: mean1 = mean2

Alt. hypothesis: mean1 NE mean2
assuming equal variances: t = -2,5281 P-value = 0,0647945

Comparison of Standard Deviations

Aux Cv S Aux So S
Standard deviation 0,43589 0,8544
Variance 0,19 0,73
Df 2 2

Ratio of Variances = 0,260274

95,0% Confidence Intervals
Standard deviation of Aux Cv S: [0,22695,2,73945]
Standard deviation of Aux So S: [0,444851,5,36968]
Ratio of Variances: [0,00667369,10,1507]
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F-test to Compare Standard Deviations
Null hypothesis: sigma1 = sigma2

Alt. hypothesis: sigma1 NE sigma2
F =0,260274 P-value = 0,413043

Kolmogorov-Smirnov Test

Estimated overall statistic DN = 1,0
Two-sided large sample K-S statistic = 1,22474
Approximate P value = 0,0995803

Proteina en biomasa

Analysis Summary

Sample 1: Proteina Chlorela vulgaris Biomasa (Prot Cv B)
Sample 2: Proteina Scenedesmus obliquus Biomasa (Prot So B)

Sample 1: 3 values ranging from 10,2 to 12,6
Sample 2: 3 values ranging from 19,2 to 20,7

Summary Statistics

Prot Cv B Prot So B
Count 3 3
Average 11,6667 19,8667
Variance 1,65333 0,583333
Standard deviation 1,28582 0,763763
Minimum 10,2 19,2
Maximum 12,6 20,7
Range 2,4 1,5
Stnd. skewness -1,09276 0,6613
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Comparison of Means

95,0% confidence interval for mean of Prot Cv B: 11,6667 +/- 3,19415 [8,47251,14,8608]
95,0% confidence interval for mean of Prot So B: 19,8667 +/- 1,89729 [17,9694,21,764]
95,0% confidence interval for the difference between the means

assuming equal variances: -8,2 +/- 2,39734 [-10,5973,-5,80266]

t test to compare means
Null hypothesis: mean1 = mean2

Alt. hypothesis: mean1 NE mean2
assuming equal variances: t = -9,49672 P-value = 0,000686137

Comparison of Standard Deviations

Prot Cv B Prot So B
Standard deviation 1,28582 0,763763
Variance 1,65333 0,583333
Df 2 2

Ratio of Variances = 2,83429

95,0% Confidence Intervals
Standard deviation of Prot Cv B: [0,669473,8,08104]
Standard deviation of Prot So B: [0,397659,4,80005]
Ratio of Variances: [0,072674,110,537]

F-test to Compare Standard Deviations
Null hypothesis: sigma1 = sigma2

Alt. hypothesis: sigma1 NE sigma2
F =2,83429 P-value =0,52161

Kolmogorov-Smirnov Test

Estimated overall statistic DN = 1,0
Two-sided large sample K-S statistic = 1,22474
Approximate P value = 0,0995803
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ANEXO C. Estadisticos y tablas complementarias disefio experimental de
optimizacién

VR Exopolisacaridos

Estimation Results for Exopolisacaridos

Observed Fitted Lower 95,0% CL Upper 95,0% CL
Row Value Value for Mean for Mean
1 24,7 24,4058 21,0228 27,7889
2 15,05 15,6333 12,2503 19,0164
3 8,8 8,50583 5,12277 11,8889
4 16,17 16,7533 13,3703 20,1364
5 13,3 13,0058 9,62277 16,3889
6 17,96 15,1733 14,1035 16,2432
7 13,44 14,0233 10,6403 17,4064
8 13,7 14,2833 10,9003 17,6664
9 15,07 14,7758 11,3928 18,1589
10 14,76 15,1733 14,1035 16,2432
11 14,5 15,1733 14,1035 16,2432
12 14,63 15,1733 14,1035 16,2432

Average of 4 centerpoints = 15,4625
Average of model predictions at center = 15,1733

Contours of Estimated Response Surface
Flux=1,0
1F worwm wssmms. 1 Exopolisacar
| == 12,0-12,8
| . 12,8-13,6
| ™™ 13,6-14,4
B 14,4-15,2
15,2-16,0
| =% 16,0-16,8
| . 16,8-17,6
| 0 17,6-18,4
| . 18,4-19,2
e, SRR 19,2-20,0
-1 06 02 02 06 1 N 20,0-20,8

CO2

1

1

0,6 F

1 1

Agitacion

1

o
(o}
1

1
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Path of Steepest Ascent for Exopolisacaridos

Predicted

Flux Cc0o2 Agitacion Exopolisacaridos
0,0 0,0 0,0 15,1733

1,0 1,36123 1,44725 28,4436

2,0 2,21452 2,45866 47,1639

3,0 3,00629 3,43084 72,7025

4,0 3,77153 4,38837 105,078

50 4,52214 5,33873 144,284

VR Coeficiente Especifico de Crecimiento

Estimation Results for CEC

Observed Fitted Lower 95,0% CL Upper 95,0% CL
Row Value Value for Mean for Mean
1 0,66 0,6425 0,518107 0,766893
2 0,39 0,36 0,235607 0,484393
3 0,35 0,3325 0,208107 0,456893
4 0,42 0,39 0,265607 0,514393
5 0,27 0,2525 0,128107 0,376893
6 0,36 0,4075 0,368164 0,446836
7 0,62 0,59 0,465607 0,714393
8 0,32 0,29 0,165607 0,414393
9 0,42 0,4025 0,278107 0,526893
10 0,36 0,4075 0,368164 0,446836
11 0,35 0,4075 0,368164 0,446836
12 0,37 0,4075 0,368164 0,446836

Average of 4 centerpoints = 0,36
Average of model predictions at center = 0,4075

Contours of Estimated Response Surface

Agitacion=1,0

17

|

CEC
i 0,27-0,31
il 0,31-0,35

1 mm 0,35-0,39

I 0,39-0,43
0,43-0,47
0,47-0,51

| = 0,51-0,55

0,55-0,59

| = 0,59-0,63

Il 0,63-0,67



Path of Steepest Ascent for CEC

Predicted
Flux Cc0o2 Agitacion CEC

0,0 0,0 0,0 0,4075
1,0 1,21691 0,15063 0,649691
2,0 2,30809 0,421757 0,971634
3,0 3,34817 0,753684 1,37884
4,0 4,36093 1,12287 1,87328
5,0 5,35689 1,61732 2,45595

VR Coeficiente Especifico de Crecimiento

Estimation Results for IAA

Observed Fitted Lower 95,0% CL Upper 95,0% CL
Row Value Value for Mean for Mean
1 5,418 6,00875 4,02629 7,99121
2 7,392 6,7 471754 8,68246
3 9,046 9,63675 7,65429 11,6192
4 4,423 3,731 1,74854 5,71346
5 3,615 4,20575 2,22329 6,18821
6 5,369 5,7695 5,14259 6,39641
7 7,794 7,102 5,11954 9,08446
8 6,237 5,545 3,56254 7,52746
9 2,636 3,22675 1,24429 5,20921
10 5,567 5,7695 5,14259 6,39641
11 5,734 5,7695 5,14259 6,39641
12 6,003 5,7695 5,14259 6,39641

Average of 4 centerpoints = 5,66825
Average of model predictions at center = 5,7695

Contours of Estimated Response Surface
| A‘gjta‘cig’)n‘=-‘1,‘0 |

17 1 1AA
| ma247
| m4752
| m5257
| m5762
6,2-6,7
1 w6772
Im7277
1117782
| m8287
My | A ASRESK w8792
4 06 02 02 06 1 WH92:97

[=)
N
I




Path of Steepest Ascent for IAA

Flux

Predicted
Cc0o2 Agitacion 1AA

0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
5,0

0,0 0,0 5,7695
-0,519373 -0,531622 8,44361
-1,1415 -1,31687 12,4821
-1,85499 -2,2731 18,2926
-2,64079 -3,34277 26,1389
-3,48192 -4,48939 36,1925
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ANEXO D. Numeros de Reynolds impulsor (Rei) calculados para los montajes de
optimizacién en funcioén de la velocidad de agitacion.

Numero de Reynolds impeller ensayos de
optimizacién

120.000

100.000 -

80.000 O S. obliquus

60.000

40.000

20.000

0
Rei max (1200 rpm) Rei med (600 rpm)
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ANEXO E. Estadisticos complementarios analisis disefios experimentales de
validacion.

Summary Statistics

CEC EPS IAA
Count 3 3 3
Average 0,646667 21,5033 5,26167
Variance 0,0000333333 5,84693 0,33302
Standard deviation 0,0057735 2,41804 0,577079
Minimum 0,64 19,37 4,641
Maximum 0,65 24,13 5,782
Range 0,01 4,76 1,141
Stnd. skewness -1,22474 0,622171 -0,536509

95,0 percent confidence intervals

Mean Stnd. error Lower limit  Upper limit
CEC 0,646667 0,00333333 0,632324 0,661009
EPS 21,5033 1,39606 15,4966 27,5101
IAA 5,26167 0,333177 3,82812 6,69521
Sigma Lower limit Upper limit
CEC 0,0057735 0,00300602 0,0362849
EPS 2,41804 1,25897 15,1968
IAA 0,577079 0,300461 3,62679

112



ANEXO F. Descripcion y analisis estadisticos complementarios disefo experimental
de centrifugacion.

VR NTU Extracto

Analysis of Variance for NTU extracto

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Tiempo 55,9008 1 55,9008 33,42  0,0000
B:Frecuencia 138,72 1 138,72 82,92  0,0000
AA 18,6252 1 18,6252 11,13  0,0039
AB 15,4012 1 15,4012 9,21 0,0075
BB 5,95021 1 5,95021 3,56 0,0765
blocks 0,24 1 0,24 0,14 0,7096
Total error 28,4394 17  1,6729

Total (corr.) 258,453 23

R-squared = 88,9963 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 85,9397 percent
Standard Error of Est. = 1,29341

Mean absolute error = 0,837847
Durbin-Watson statistic = 1,13035 (P=0,0083)

Path of Steepest Ascent for NTU extracto

Predicted
Tiempo Frecuencia NTU extracto
(min)  (rpm)

15,0 6500,0 16,0396
16,0 7111,18 14,6972
17,0 7529,64 13,4275
18,0 7858,11 12,0843
19,0 8134,6 10,6196
20,0 8377,47 9,01285
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Optimize Response
Goal: minimize NTU extracto
Optimum value = 8,28125

Factor Low High Optimum

Tiempo 10,0 20,0 20,0
Frecuencia 4000,0 9000,0 9000,0

Contours of Estimated Response Surface
(X 1000)

T T T T T T T e w1 NTU extracto

: ] WM 8,0-9,5
o 8- - Wm 9,5-11,0
O : ] 11,0-12,5
GCD 7F - 1l 12,5-14,0
S : ] 14,0-15,5
O 6 s 15,5-17,0
A | = 17,0-18,5
L 5¢ . 18,5-20,0

: 1 WM 20,0-21,5

4L ]

10 12 14 16 18 20
Tiempo

Regression coeffs. for NTU extracto

constant = 10,8536
A:Tiempo =2,53233
B:Frecuencia =-0,001892

AA =-0,07475
AB =-0,000111
BB =1,69E-7

The equation of the fitted model is

NTU extracto = 10,8536 + 2,53233*Tiempo - 0,001892*Frecuencia -
0,07475*Tiempo”2 - 0,000111*Tiempo*Frecuencia + 1,69E-7*Frecuencia’*2
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VR Células Extracto

Analysis of Variance for Células extracto

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Tiempo 6,87053E12 1 6,87053E12 90,78 0,0000
B:Frecuencia 6,9312E12 1 6,9312E12 91,58 0,0000
AA 1,76333E12 1 1,76333E12 23,30 0,0002
AB 1,1552E12 1 1,1552E12 15,26 0,0011
BB 4,64133E11 1  4,64133E11 6,13 0,0241
blocks 5,04167E8 1 5,04167E8 0,01 0,9359
Total error 1,28661E12 17 7,56831E10

Total (corr.) 1,80715E13 23

R-squared = 92,8804 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 90,9028 percent
Standard Error of Est. = 275106,0

Mean absolute error = 183785,0
Durbin-Watson statistic = 1,46121 (P=0,0627)
Lag 1 residual autocorrelation = 0,268006

Path of Steepest Ascent for Células extracto

Predicted
Tiempo  Frecuencia Células extracto
(min)  (rpm)

15,0 6500,0 2,1E6
16,0 6915,54 1,79486E6
17,0 7226,17 1,46532E6
18,0 7481,54 1,09657E6
19,0 7703,09 682949,0
20,0 7902,01 221793,0
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Optimize Response
Goal: minimize Células extracto
Optimum value = -76666,7

Factor Low High Optimum

Tiempo 10,0 20,0 20,0
Frecuencia 4000,0 9000,0 9000,0

Contours of Estimated Response Surface
(X 1000)

1 Células extra
1 HH -100000,0-
1 I 300000,0-7
1 700000,0-1
1 1l 1,1E6-1,5E
1,5E6-1,9E
1 1,9E6-2,3E
1 IH 2,3E6-2,7E
. 2,7E6-3,1E
1 IH 3,1E6-3,5E

8

Frecuencia

Tiempo

Regression coeffs. for Células extracto

constant =201200,0
A:Tiempo =736267,0
B:Frecuencia =-461,6

AA =-23000,0
AB =-30,4
BB =0,0472

The StatAdvisor

The equation of the fitted model is
Células extracto = 201200,0 + 736267,0*Tiempo - 461,6*Frecuencia -
23000,0*Tiempo”2 - 30,4*Tiempo*Frecuencia + 0,0472*Frecuencia’*2
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