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Resumen: Se presenta el estudio comparativo entre dos medios de cultivo de la microalga Nannochloropsis oculata, con el objetivo de determinar
cudl es la alternativa mas viable para el mantenimiento de cepas y la generacion de inéculos para volimenes mayores de produccion. Se encontré
que el uso del medio Yashima, presenta mejores resultados en cuanto a la tasa de crecimiento en la fase exponencial, a la capacidad de carga 'y
al maximo rendimiento, en comparacién con el medio de cultivo Guillard F/2, lo que indica que, el uso de fertilizantes agricolas puede ser una
opcion factible y econdmica para la generacion de biomasa, misma que podria ser aprovechada, posteriormente, en la produccion de
bioenergéticos.
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Cultivation of microalgae Nannochloropsis oculata for the production of energy-
valuable compounds

Abstract: The comparative study between two culture media of the microalga Nannochloropsis oculata is presented, with the objective of
determining which is the most viable alternative for the maintenance of strains and the generation of inoculums for larger production volumes.
It was found that the use of the Yashima medium presents better results in terms of the growth rate in the exponential phase, the load capacity
and the maximum vyield, in comparison with the Guillard F/2 culture medium, which indicates that, the use of agricultural fertilizers can be a
feasible and economical option for the generation of biomass and its subsequent transformation into biodiesel.
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Introduccién

De acuerdo a Jiménez-Escobedo & Castillo-Calderéon (2021), la generacién de energia es un gran desafio para el
crecimiento econdmico, ya que proviene principalmente de combustibles fdsiles de naturaleza agotable, situacion
preocupante por el creciente consumo y precios elevados. Por lo que, la busqueda de combustibles alternativos y de
bajo impacto ambiental es cada vez mas importante para el desarrollo regional, estatal y nacional, generando interés
en la utilizacién de energias renovables como los biocombustibles (Acosta & Chaparro-Giraldo, 2009).

El uso de microalgas para la obtencién de biodiésel representa una técnica viable gracias a su alto contenido lipidico y
a su perfil de acidos grasos, aunque hace falta el desarrollo de tecnologias que disminuyan el costo de produccion
(Castillo et al., 2017).

Hernandez-Pérez & Labbé (2014), indican que la eleccion del tipo de sistema de cultivo es importante, y debe realizarse
en base a factores bioldgicos, técnicos, ambientales y econdmicos, dentro de los que se encuentran:

a) Luz. La intensidad luminica es uno de los principales parametros a considerar en un cultivo (Contreras-Flores
et al., 2003). En ausencia de limitacién por nutrientes, la fotosintesis se incrementa con el aumento de la
intensidad luminica, hasta alcanzar la maxima tasa de crecimiento especifica para cada especie en el punto de
saturacion por luz (Park et al., 2011). Pasado este punto, se alcanza el punto de fotoinhibicion, con resultados
perjudiciales para la misma célula e incluso la muerte, implicando pérdida de eficiencia fotosintética y
productividad del cultivo (Contreras-Flores et al., 2003; Richmond, 2004; Martinez, 2008; Park et al., 2011).
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Los cultivos microalgales exteriores suelen sufrir fotoinhibicidn en las principales horas del dia debido a la alta
intensidad luminica (Martinez, 2008). Bajo ciertas condiciones, los cultivos con mayor densidad celular (>3 g/L)
son capaces de utilizar la luz incidente con mayor eficiencia en comparacién con cultivos convencionales
diluidos (Contreras-Flores et al., 2003). Esto se debe al autosombreado, donde las células mas cercanas a la
superficie dan sombra a las capas inferiores, con células mas alejadas de la superficie (Contreras-Flores et al.,
2003; Markou & Georgakakis 2011; Park et al., 2011). Un sistema de mezcla eficiente permitird un acceso
periddico de todas las células a la luz, de lo contrario, sera perjudicial puesto que la intensidad luminica decrece
con el aumento de la turbidez (Contreras-Flores et al., 2003; Markou & Georgakakis, 2011). En sistemas HRAP
(High Rate Algal Ponds), el mecanismo de paletas provee una eficiente mezcla vertical permitiendo una
exposicién intermitente de las células a la luz (Park et al., 2011).

b) Temperatura. La produccion algal aumenta proporcionalmente con la temperatura hasta alcanzar la
temperatura éptima de cada especie. Por encima de esta, aumenta la respiracion y la fotorrespiracion reduce
la productividad global. La temperatura dptima varia entre las especies, pero en general esta entre 28° y 35°C
(Park et al., 2011). En un sistema de cultivo cerrado, la temperatura se puede controlar por varios mecanismos,
tales como rociadores de agua, inmersion del colector solar en piscinas, reactor dentro de un invernadero,
entre otros (Martinez, 2008). Por el contrario, en un sistema de cultivo abierto es muy dificil de controlar,
aunque se pueden realizar ciertas acciones simples para disminuir el efecto, como cubrir los estanques con
plasticos transparentes (Borowitzka, 1999; Martinez, 2008, Park et al., 2011).

c) pHyCO,. El pH (potencial de Hidrégeno) del cultivo esta influenciado por varios factores como la productividad
algal, larespiracion, la alcalinidad y composicién idnica del medio de cultivo, la actividad microbiana autotréfica
y heterotréfica y la eficiencia del sistema de adicién de CO; (didxido de carbono) (Martinez, 2008; Park et al.,
2011).

Como en los otros parametros, cada especie necesita un rango determinado de pH que permita un crecimiento
Optimo (Martinez, 2008), siendo pH=8 el mas indicado para especies dulceacuicolas (Park et al., 2011). Por
encima o debajo de éste, presentan un descenso en la productividad, que no solo afecta el crecimiento algal,
sino también la capacidad de remover el nitrégeno en sistemas de tratamientos de aguas (Park et al., 2011).

El pH puede controlarse con un sistema automatizado de inyeccidon de CO,, o incluso, con adiccidn de acido o
base permitiendo, ademas, suministrar CO, necesario para cultivos de alta productividad (Berenguel et al.,
2004; Martinez, 2008; Sialve et al., 2009). Las necesidades de CO, pueden ser considerables, por lo que los
costos asociados pueden ser también elevados para un cultivo comercial (Sialve et al., 2009; Mendoza et al.,
2011; Acién et al., 2012), de ahi la importancia de buscar una forma econémica de mitigar estos costos
(Abatzoglou & Boivin, 2009; Acién et al., 2012). Asi, se han realizado variados estudios sobre las capacidades
de diferentes microalgas para la fijacién de CO, desde diversas fuentes gaseosas (Mann et al., 2009; Wang et
al., 2010, Ho et al., 2011), considerandose altamente eficientes en este proceso (Ho et al., 2012). De esta
manera, se ha sugerido la creacidn de cultivos comerciales para trabajar en conjunto con fuentes generadoras
de CO,, como cogeneradores (Ho et al., 2011, 2012; Infante et al., 2012). También han sido utilizadas en la
depuracion de biogds a partir de digestién anaerobia, limpiando el gas resultante de CO; y H,S (sulfuro de
hidrégeno) y elevando su capacidad calorifica (Mann et al., 2009; Sialve et al., 2009; Douskova et al., 2010; Park
etal.,2011; Rawat et al., 2011; Kao et al., 2012), aunque la literatura sobre la técnica aln es escasa (Abatzoglou
& Boivin, 2009).

La adicidn de CO, ha demostrado mejorar la productividad en HRAPs a escala experimental en tratamiento de
aguas residuales, aumentando la productividad incluso a mas del doble (Mann et al., 2009; Park et al., 2011).
Se trata de hecho, de una préctica estandar en todos los sistemas para produccion de algas comerciales
(Martinez, 2008; Mendoza et al., 2011; Park et al., 2011).

d) Nutrientes. El nitrogeno es el nutriente mas importante para las microalgas (después del carbono) y se
incorpora como nitrato (NOs’) o como amonio (NH4*) (Grobbelaar, 2004; Martinez, 2008; Abdel-Raouf et al.,
2012). Es también un factor critico para regular el contenido de lipidos de las microalgas (Park et al., 2011).
Tipicamente, las microalgas tienen un contenido lipidico aproximadamente del 20%, pero cuando el nitréogeno
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se convierte en el factor limitante del crecimiento, la acumulacion de los niveles de lipidos aumenta en mas de
40% (Park et al., 2011; Ho et al., 2012; Ho et al., 2013). Sin embargo, usando la limitacion de nitrégeno para
estimular la acumulacién de lipidos en las células de algas, a menudo reduce la produccién de algas, lo que
sugiere que las dos condiciones, alto contenido en lipidos y alta productividad, pueden ser mutuamente
excluyentes (Park et al., 2011).

El fosforo es fundamental en muchos procesos celulares, tales como la formacién de acidos nucleicos y
transferencia de energia (Grobbelaar, 2004). Aunque el contenido en fésforo de las microalgas es menor al 1%,
su deficiencia en el medio de cultivo es una de las mayores limitaciones al crecimiento. En los medios de cultivo
suele incorporarse en forma de fosfato monodcido (HPO,*) o fosfato didcido (H.PO4) (Grobbelaar, 2004;
Martinez, 2008).

Las microalgas son organismos fotosintéticos de elevado valor biotecnoldgico debido a que presentan gran variedad
de aplicaciones como: la produccion de proteinas para la alimentacion animal y humana (Kim, 2015; Kiron et al., 2012),
su aprovechamiento para la generacion de biocombustibles como el biodiésel y el bioetanol (Plata et al., 2009), poseen
capacidad biorremediante de aguas residuales (Matamoros et al., 2016) y acumulan metabolitos de interés en
diferentes areas empresariales (farmacéutica, cosmética, entre otras), tales como los acidos grasos poliinsaturados
(por ejemplo, el acido oleico, linoleico, linolénico, araquiddnico (ARA), eicosapentaenoico (EPA) y docoxahexaenoico
(DHA), asi como diferentes pigmentos, tales como las clorofilas y carotenoides (Orosa et al., 2005; Ramirez, 2013;
Cérdoba-Castro et al., 2015).

En particular, el género Nannochloropsis pertenece al reino Chromista y al filo Heterokontophyta, se caracteriza por
ser una microalga unicelular, con formas subesféricas o cilindricas que va de los 2 a los 4 um, con cloroplastos que van
del color amarillo al verde (Guiry et al., 2013). Contiene clorofila a y otros pigmentos como astaxantina, zeaxantina y
canthaxantina. Este género de microalgas agrupa a las especies que contienen la mayor cantidad de acidos grasos
poliinsaturados, de gran importancia en la nutricion de animales marinos, especialmente en el crecimiento y desarrollo
de larvas de peces, moluscos y crustaceos (Sanchez-Torres et al., 2008).

La microalga Nannochloropsis oculata se ha utilizado ampliamente como alimento para el rotifero Brachionus plicatilis
Mueller, el cual transfiere eficientemente los acidos grasos poliinsaturados algales a las larvas de peces marinos
(Sanchez-Torres et al., 2008). Ademas, es reconocida por su valor nutricional como una excelente fuente de proteinas,
carbohidratos, lipidos y vitaminas. Esta especie contiene cantidades elevadas de acidos: EPA, ARA y DHA.
Adicionalmente, por su alto contenido de acido palmitico (C16:0) y palmitoleico (C16:1n-7), es una muy buena fuente
para producir biodiésel (Martinez-Macias et al., 2017), por lo que, el objetivo del presente trabajo fue determinar las
condiciones de cultivo de la cepa Nannochloropsis oculata para implementar un sistema en lote, con vistas a su
aprovechamiento para la produccién de bioenergéticos.

Materiales y Métodos

Los cultivos se llevaron a cabo por triplicado en sistemas por lote alimentado, en matraces Erlenmeyer de 500 mL, por
un periodo de 21 dias, cuyas condiciones se describen a continuacion:

1) Temperatura: 22+1°C

2) pH:7.0a 8.5, ajustado a través de la adicidon de CO,

3) Aireaciony agitacidn: se realizé una aireacidn leve, no enriquecida con CO,, una vez al dia, durante la fase inicial
de crecimiento (2 dias después de la inoculacién), con ayuda de una bomba provista con un filtro de fibra. En
el extremo de la manguera empleada para este fin, se implementé un filtro de algoddn y carbén activado, para
disminuir la carga bacteriana y la posibilidad de contaminaciéon por particulas ajenas al cultivo. Cuando
aumentd la concentracion celular, se incrementé el flujo de aire a 17 L/h, para asegurar la suspension de la
microalga en el medio de cultivo, una dispersidn efectiva de los nutrientes y la mejora de la disponibilidad de
luz para las células.

4) lluminacidn: artificial provista por lamparas fluorescentes tipo “cool-white” de 40 W, las 24 horas del dia.

Se realizaron dos ensayos diferentes, cuyos medios de cultivos fueron:
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Ensayo 1: Se empled una solucion salina al 20% (preparada con agua destilada), enriquecida con soluciéon Guillard F/2,
misma que se filtré y esterilizé por autoclavado a 120°C y 15 Ib/in? de presién durante 15 minutos. Composicion final
por litro: 75 mg/L KNOs;, 5.65 mg/L NaH,P04.2H,0, 4.360 mg/L EDTA.Na,, 3.150 mg/L FeCl;.6H,0, 0.010 mg/L
CuS04.5H,0, 0.022 mg/L ZnS04.7H,0, 0.010 mg/L CoCl,.6H,0, 0.180 mg/L MnCl, .4H,0, 0.006 mg/L Na,Mo004.2H,0, 2
pg/L cianocobalamina cristalina (B12), 0.100 mg/L tiamina (B1) y 0.001 mg/L biotina.

Ensayo 2: Se utilizd una solucién salina al 20% (preparada con agua destilada), enriquecida con solucién Yashima, la
cual fue filtrada y esterilizada por autoclavado. Composicidn final por litro: 100 mg sulfato de amonio para agricultura
21%, 15 mg superfosfato de calcio para la agricultura 21%, 15 mg urea para la agricultura 21%, 30-50 pg Clewat 32. La
solucién Clewat 32 se usé como fuente de micro-nutrientes y estd compuesta por: 3.85 g/L FeCl,, 1.66 g/L ZnCl,, 7.75
g/L MnCly, 0.17 g/L CoCl,, 0.07 g/L CuSO4, 6.32 g/L (NH4)sM07024, 24.70 g/L H3BOs, 0.05 g/L EDTA.Nax.

Al finalizar, la biomasa se separd por centrifugacion. Se determiné la densidad celular (cel/mL), con una camara de
Neubauer. La productividad de la biomasa (g/L/d), se estimé mediante la cuantificacién de la concentracién de clorofila
a (mg/mL).

Resultados y Discusion

Las microalgas se reproducen principalmente por division celular, presentando un crecimiento rdpido cuando se
inoculan en un medio de cultivo no limitante y se mantienen en condiciones ambientales adecuadas (Arredondo &
Voltolina, 2007).

En general, las condiciones ambientales cambian con la edad del cultivo, por lo cual también se modifica la velocidad
de crecimiento poblacional. Esto permite reconocer diferentes fases de crecimiento, que sirven para describir la forma
en la cual cambia la concentracidon celular o de biomasa. En una curva de crecimiento, como la que se presenta en la
Figura 1, se pueden reconocer las diferentes fases (Arredondo & Voltolina, 2007).

TN

In X

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento tipica, en la cual se muestran las diferentes fases, marcadas como: 1-fase de adaptacion; 2-fase de
aceleramiento; 3-fase exponencial; 4-fase de desaceleracidn del crecimiento; 5-fase estacionaria; y 6-fase de muerte (Fuente:
Arredondo & Voltolina, 2007).

La duracidn de la fase de adaptacion depende del estado de las células que conforman el indculo, de las cuales también
depende el éxito del cultivo, la tasa de crecimiento poblacional es cero. En la fase de aceleramiento se incrementa la
sintesis de componentes celulares estructurales, que lleva al incremento del peso individual y a la divisién celular, por
lo que la tasa de crecimiento aumenta. En la fase exponencial, la velocidad de crecimiento o de multiplicacion celular
es la maxima y, ante la ausencia de factores limitantes, la tasa de crecimiento se mantiene constante. En la fase de
desaceleracion se hace evidente el efecto de alguno de los factores que limitan el crecimiento y en consecuencia el
numero de divisiones celulares disminuye, por lo que la tasa de crecimiento decrece; en este punto, la composicion
bioquimica de las microalgas cambia con respecto a la fase de aceleracidn, es decir, decrece la sintesis de proteinas y
se incrementa la sintesis de productos de reserva como carbohidratos y lipidos. Durante la fase estacionaria, las
condiciones del cultivo son limitantes, las tasas de crecimiento y de mortalidad se equilibran y el nimero de células,
peso seco total y organico, asi como la composicidon bioquimica, permanecen relativamente constantes. En la Ultima
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fase, la fase de muerte, la limitacién de nutrientes, sumada al incremento de desechos metabdlicos y a la proliferacion
de bacterias, ocasiona la muerte o lisis celular, por lo que la mortalidad es superior al crecimiento, la concentracion
celular disminuye, se registra una disminucién de la biomasa y la tasa de crecimiento es negativa (Arredondo &
Voltolina, 2007).

Con el objetivo de estimar el efecto de los medios de cultivo empleados, en la dindmica del crecimiento poblacional,
se calculd la relacién N:P para ambos ensayos, considerando la composicién quimica de los medios Guillard F/2 y
Yashima (Tablas 1 y 2). Se encontraron razones de 20:1 para ambos casos, las cuales se encuentran dentro del rango
Optimo (16-24:1) para la especie de microalga estudiada (Corsini & Karydis, 1990; Darley, 1987).

Tabla 1. Composicidon molar de los macronutrientes en cada uno de los ensayos.

Ensayo N(mM) P(mM) K(mM) N:P
Guillard F/2 0.80 0.04 0.74 20:1
Yashima 2.00 0.10 - 20:1

Tabla 2. Composicidn quimica de los medios utilizados.

Guillard F/2 Yashima
Macronutrientes
N (mg/L) 11.2 28.00
P (mg/L) 1.24 3.10
K (mg/L) 28.86 -
Ca (mg/L) - 4.02
Micronutrientes
Fe (mg/L) 0.70 0.07
Mn (mg/L) 0.48 0.17
Zn (mg/L) 0.004 0.05
Cu (mg/L) 0.003 0.002
B (mg/L) - 0.24
Na (mg/L) 1.38 .

Mg (mg/L) - -

En el medio de Yashima, el nitrégeno se encuentra en forma amoniacal y de urea; mientras que en el de Guillard F/2
se encuentra en forma de nitrato, principalmente.

Se determind la tasa de crecimiento de la fase exponencial, empleando la Ecuacién 1, donde b = p,,, es la tasa de
crecimiento exponencial y a = InN(0) (Sanchez-Torres et al., 2008).

LnN(t) = a + bt (2)

El crecimiento de las microalgas se modelé usando la Ecuacidén 2, en tiempo continuo (Roughgarden, 1998), donde N(t)
es la densidad celular en el tiempo t (células/mL), tmax €s la tasa maxima de crecimiento (1/dia) y K es la capacidad de
carga del cultivo (células/mL). La estimacion de los parametros pmax Y K para cada uno de los tratamientos se realizd
mediante optimizacion numérica.

K
K. _ (2)
1—(1—N—0)g Hmaxt

N(t) =
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La Tabla 3, resume los parametros estimados para ambos ensayos.

Tabla 3. Parametros estimados para el cultivo de Nannochloropsis oculata (limite de confianza al 95 %).

Ensayo Hexp Hmax K MR
(1/dia) (1/dia) (10° células/mL) (g/L)

Guillard F/2 0.91+0.12 0.89+0.05 244.72+21.14 1.32+0.39

Yashima 0.97+0.11 1.16+0.13 761.59+97.69 3.90+0.31

Se encontré que la mayor tasa de crecimiento en la fase exponencial fue obtenida en el ensayo con Yashima, esto
derivado de que el amonio es consumido preferentemente, debido al menor costo energético que implica su consumo
(Wheeler, 1983; Thompson et al., 1989; Dortch et al., 1991).

Existe evidencia de que en muchas microalgas el consumo de nitrato es reducido e incluso inhibido en presencia de
amonio, debido a que las enzimas requeridas para la reduccion del nitrato son desactivadas por el proceso de
asimilacion del amonio (McCarthy, 1981; Syrett, 1981).

En relacidn a la capacidad de carga, en el caso del ensayo con Yashima, este resultado fue superior, a pesar de que el
medio Guillard F/2, tiene una buena relacidon N:P y estd disefiado para satisfacer todos los requerimientos de la
microalga, sin embargo, las concentraciones de dichos macronutrientes estan por debajo que la del medio Yashima,
esto ocasiona que, a largo plazo, no pueda soportar densidades celulares muy altas.

El maximo rendimiento (MR) del cultivo (Tala 3), que representa la maxima cantidad de biomasa que puede extraerse
por unidad de tiempo en estado estacionario, también se obtuvo para el ensayo con Yashima, mismo que se estimé
mediante la Ecuacién 3.

MR = % 3)

Conclusiones

El crecimiento de Nannochloropsis oculata en los ensayos, comprueba que el uso de fertilizantes agricolas (medio de
cultivo Yashima) es una alternativa viable para el mantenimiento de cepas y la generacién de indculos para volumenes
mayores de produccién, mismos que, por el tipo de acidos grasos presentes en ellos, pueden ser utilizados con fines
energéticos para la produccién de biodiésel, debido a que la densidad celular obtenida es superior con respecto a la de
Guillard F/2.
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