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RESUMEN

El desarrollo tecnolégico del emisor de luz de diodo (LED) también conocido como
diodos electroluminosos ha llevado a su uso como una fuente de iluminacion para plantas
fotosintéticas para la mejoria de sus caracteristicas morfoldgicas, asi como la disminucion
de costos comparados a otras fuentes de iluminacion artificiales. En contraste con los
cultivos agricolas, hay pocos estudios con cultivos de microalgas que hayan utilizado LEDs
como fuente luminica y ninguno con Isochrysis aff. galbana (T-ISO), que es una de las
microalgas mas utilizadas en la acuicultura. Los LEDs proveen iluminacion de longitud de
onda especifica 0 monocromatica y en este estudio se aplicaron LEDs rojos y blancos en un
fototobioreactor de tipo Erlenmeyer de 1-L para determinar el crecimiento y la calidad de la
biomasa, comparandose con los resultados obtenidos con la luz de lamparas fluorescentes
normales. En afios recientes el interés en el uso comercial de las microalgas se ha
incrementado, por ser ricas en proteinas, vitaminas y acidos grasos poliinsaturados, sin
embargo, los costos de produccion de la biomasa es costosa, por lo que para que su uso
biotecnoldgico sea econdmicamente viable, es necesario no sélo optimizar la cantidad de
biomasa producida, sino también la cosecha, asi como la calidad de luz que se aplica al
sistema. La fotosintesis es un fenomeno fisico indispensable para el crecimiento de las
microalgas y la produccion de biomasa, por lo que la cantidad y calidad de la luz (longitud
de onda), es un parametro importante a considerar. Basado en lo anterior, este trabajo se
enfocd a desarrollar dos sistemas que emplearon la luz: (1) para medir la cantidad de la
biomasa a través de procesamiento de imagenes digitales; y, (2) para modificar la calidad
de la biomasa evaluado en funcién de la composicion de carbohidratos, lipidos y proteinas
totales. La microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) fue elegida como el organismo
modelo por contener gran cantidad de lipidos totales y 4cidos grasos del grupo de los
omega-3. Los resultados obtenidos fueron: (1) Primer linea de investigacion: medicion de
biomasa total: se desarroll un sistema para medir la biomasa de las microalgas a través de
procesamiento de imagenes digitales. El sistema consiste de una caja oscura conteniendo
una ldmpara incandescente con voltaje regulado para mantener constante la iluminacion. La
luz se aplico en la parte inferior de un matraz Erlenmeyer de un litro de capacidad
conteniendo un cultivo de la microalga. La imagen es capturada por una camara CCD
(dispositivo acoplado de carga eléctrica) colocada a 90° del recipiente. La intensidad de la
luz reflejada por el cultivo celular es proporcional a la biomasa de la muestra, por lo tanto,
permite cuantificar la biomasa de una muestra cualquiera. Las imagenes captadas de una
camara CCD fueron convertidas a imagenes digitales expresadas en pixeles. Posteriormente
se procesaron en el software MATLAB para convertir las imagenes de formato RGB a
escala de gris (luminosidad). Se generaron las curvas de calibracion para tres algoritmos:
dos algoritmos estandares de tonos de grises y un modelo (M1) propuesto, y trazadas en
funcion de un conteo celular (cel mL™) estandar con un contador Coulter. Para evaluar la
eficacia de los algoritmos, las tres curvas resultantes fueron contrastadas con respecto a una
estimacion de muestras desconocidas con distinta densidad celular. El rango de medicion
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del aparato fue de 1.52 x 10° a 8.10 x 10° cel mL™", en el que la diferencia porcentual fue
menor al 10% respecto al contador Coulter, El algoritmo propuesto M1 dio un mejor ajuste
en términos de rango dindmico y provee un esquema aplicable para la medicién de biomasa
de otras microalgas de distinto color. La ventaja de este sistema para el laboratorio y usos
industriales es que ademdas de proporcionar una medida no destructiva de bajo costo
también permite estudiar continuamente el crecimiento de las microalgas para una
diagnosis temprana. (2) Segundo linea de investigacion: Modificacion de la calidad de la
biomasa. Se construyeron dos sistemas de produccion de microalgas con luz
monocromatica utlizando diodos electroluminosos (LEDs). En ambos sistemas se
emplearon LEDS (rojos y blancos). En el sistema “A”, los LEDs se colocaron en la parte
superior del cultivo, mientras que en el sistema “B”, iluminaba el cultivo desde la base del
matraz. En ambos sistemas “A” y “B” la concentracién celular fue siempre més elevada
con los cultivos iluminados con luz fluorescente (grupo control). En el grupo control se
alcanzé una media de 8.27 x 10° a 10.9 x 10°%el mL™". Los resultados obtenidos con
respecto a la concentracion celular, mostraron que la calidad de la luz en Isochrysis aff.
galbana (T-1SO), a diferencia de las microalgas verdes descritas en la literatura, su
replicacion fue muy baja con luz de LEDs rojo y blanco independientemente de la
intensidad luminica utilizada posiblemente porque requiere otra longitud o longitudes de
onda. En ambos sistemas “A” y “B” los resultados de concentracién promedio de proteinas,
carbohidratos, lipidos de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) al final de 5 dias de cultivo con
LED rojo y blanco y con luz fluorescente eran muy similares. Por ejemplo en sistema “B”
el porcentaje para LED rojo, LED blanco y luz fluorescente fueron: 32.2 + 5.7, 30.1 + 2.8 y
27.6 = 4.7% (proteinas); 8.7 = 3.7, 7.5 + 1.9 y 8.0 £ 1.0 % (carbohidratos); y 35.6 + 7.7,
38.8 4+ 6.8 y 37.8 £ 1.8 (lipidos), respectivamente. En el sistema "A" los resultados fueron
muy similares, excepto en el porcentaje de proteinas que fue dos veces menor comparado
con el sistema “B”.

Palabras clave: biomasa, microalga, Isochrysis aff. galbana (T-ISO), procesamiento de
imégenes digitales, luz monocromatica
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Co-directores
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ABSTRACT

The development of light emitting diode (LED) technology has led to its use as a
light source for photosynthetic crop plants to improve and control morphological
characteristics as well as reduce costs compared to other artificial light sources. In contrast
to crops, there are fewer studies using LED-based light with microalgae and none
cultivating the microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO). This is the case even though I.
galbana (T-ISO) is one of the most commonly cultivated microalgae strains in aquaculture
and a candidate for mass cultivation. LEDs are an excellent light source canditate to
provide illumination of specific or monochrome wavelength. One of principal component
of this study is to apply both red and white LEDs in a small Erlenmeyer-type
photobioreactors to determine growth and cell numbers and compares result with standard
fluorescent lights. Marine microalgae over time have been generating increased interest in
industrial applications as a source of pigments, polysaccharides, vitamins, and long-chain
polyunsaturated fatty acids. However, for the biotechnological application of microalgae to
realize full economic potential, biomass quantity as well as quality must be well controlled.
Light through photosynthesis and photomorphogenesis is the principal source that drives
microalgae biomass growth. The basic features of photosynthesis in microalgae have been
well described. Research with respect to the quality of light (wavelength) and its effects on
the quantity and quality of biomass (percent composition of biomass) have been carried out,
nevertheless results have been contradictory. With the intent of aiding in propelling the
biotechnological uses of microalgae this thesis develops two sistems to study the effects of
light: 1) to measure total biomass quantity economically vis—a—Vvis processing of digial
images and 2) to alter biomass quality with respect to percent composition of
carbohydrates, lipids, and proteins. The golden-yellow Isochrysis aff. galbana (T-ISO) was
chosen as the model organism because it is representative of a class of microalgae with
high economical potential due to containing large quantityof lipids and Omega-3 fatty acids
that has been found to be very important for infant development and long term health of
adults. The principal results of the two lines of research involving measuring and altering
biomass of Isochrysis aff. galbana (T-ISO) are summarized separately below: Measuring
total biomass. The determination of algal biomass is fundamental for both industrial and
experimental applications and due to its small size presents unique difficulties to measure
precisely, economically and swiftly. Hence, a system was developed to measure microalgae
biomass by means of digital image processing. The system consists of an apparatus which
is essentially a dark box containing a dc voltage regulated incandescent lamp. Light was
applied to the bottom of a 1-liter Erlenmeyer flask containing the microalgae and it was
found that the intensity of scattered light reflected by the cell culture was proportional to
the biomass of the sample thereby allowing quantification. A CCD camera fastened to the
exterior of the dark box took the images. Subsequently images were converted into pixels
and subsequently processed in MATLAB to convert the RGB image to a modified gray
scale image (luminosity). Calibration curves for three different gray scale algorithms were
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generated —two gray scale algorithms and a proposed model (M1) and plotted as a function
of standard cell count measurements with a Coulter counter. It was found that it was
possible to determine biomass within 10% accuracy in comparison to the Coulter counter
over density thresholds of 1.52 x10° and 8.10 x 10° cel mL™". The M1 algorithm gave a best
fit in terms of dynamic range and provides a scheme applicable for measuring biomass of
other microalgae with their distinct color fingerprint. The advantage of this system for both
laboratory and industrial applications is that in addition to providing a low cost non-
destructive measure of biomass allowing for uninterrupted studying of microalgae growth
enabling earlier diagnosis. Altering biomass quality. Two microalgae production systems
utilizing monochromatic light emitting diodes (LEDs) were designed and constructed. Both
systems used LEDs (red and white) and Erlenmeyer flasks of 1-L as the bioreactor. System
"A" cultivation system had LEDs mounted above while System "B" illuminated the
suspension from the base or bottom of the flask. System "A" consisting of six black boxes
for applying light within a narrow band wavelength (monochromatic light). In both systems
"A" and "B" cell densities was always higher under fluorescent lights (control group). In
the control group mean cell densities were from 8.27 x 10° up to 10.9 x 10° cel mL™". It was
shown that the microalgae Isochrysis aff. galbana (T-ISO), in contrast to green microalgae
described in the literarture fails to grow or grows very little with light red or white LEDs
regardless of the intensity used possibly because it requires another length or wavelengths.
In both systems "A" and "B" average concentration results for biomasa of protein,
carbohydrates, lipids at the end of 5 days of culture with red and white LEDs and
fluorescent light (control group) were very similar. For example, in system "B" the
percentage of biochemical content for red LEDs, white LEDs and fluorescent light are
respectively: 32.2 £5.7,30.1 £ 2.8 and 27.6 + 4.7% (protein), 8.7+ 3.7, 7.5 £ 1.9 and 8.0 +
1.0% (carbohydrates) and 35.6 + 7.7, 38.8 = 6.8 and 37.8 + 1.8 (lipids). System "A"
percentage results of biochemical content was also similar except for protein content which
was a factor of 2 lower compared to system "B" for all light treatments.

Key words: microalgae biomass, Isochrysis aff. galbana (T-ISO), cell count, digital
image processing, monochromatic light
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1.0 INTRODUCCION

Las microalgas son organismos eucariontes fotosintéticos muy diversos en color,
forma, tamafio y capacidad de adaptacion a distintos ambientes. Se encuentran casi en
cualquier hébitat donde el agua y la luz solar coinciden, incluyendo suelos, hielo, lagos,
rios, aguas termales y el océano. Las microalgas junto con las cianobacterias representan
solamente alrededor de 1-2% de la biomasa de carbono en el mundo (Wozniak & Dera
2000), pero se estima que fijan entre 30 y 50 x10" g del carbon anualmente que es cerca
de 40% de la fijacion mundial de carbono (Falkowski, 1994; Sakshaug et al., 1997; Field et
al,, 1998) y forman una parte esencial en el primer eslabon de la cadena trofica de
organismos (Wozniak & Dera, 2000). El fitoplancton (microalgas y cianobacterias) juega
un papel esencial en carbono global (JOGFS, Steinberg et al., 2003). Por estas razones y
por su influencia global en la bidsfera, el estudio de las microalgas es de interés

fundamental para los cientificos del mundo.

Importancia biotecnologica del cultivo de microalgas

Por siglos las microalgas han sido utilizadas como alimento por las poblaciones
indigenas. El padre Fray Bernardino de Sahagun (1499-1590) documenté que en el Lago de
Texcoco los aztecas cosechaban Spirulina en el Codice Florentino (Fig. 1). De hecho, las
algas verdeazules incluyendo especies como Nostoc, Arthrospira (Spirulina) y
Aphanizomenon se han cosechado con fines alimenticios por miles de afos por nativos en
todo el mundo en sitios como China, Sudamérica y Africa donde crecia naturalmente en

lagos (Jensen et al., 1997).



Fig. 1. Tlustracién del Codice Florentino que demuestra como los aztecas cosecharon Spirulina de los
lagos, desnatando la superficie con cuerdas y después secando las algas en tortas cuadradas que serian
usadas como condimento en la alimentacidon.

Sin embargo, el cultivo de microalgas es relativamente nuevo (Borowitzka, 1999) y
comenzo a principio de los afios 50, surgido por predicciones de escasez en el consumo de
proteicos. La biomasa de las microalgas parecidé en aquel momento como un buen
candidato con este fin (Becker, 2004). Simultdmente, en este periodo comenzé el estudio
sistematico de las microalgas para extraer sustancias biologicamente activas,
particularmente antibioticos (Borowitzka, 1995).

El cultivo industrial de microalgas en gran escala comenz6 en los afios 60 en Japon
con la produccion de Chlorella por la compaiiia Nihon Chlorella (Taipei, Taiwan) (Becker,
2004; Muller-Feuga, 1996; Iwamoto, 2004). Fue seguida a principios de los afios 70 por
Sosa Texcoco S.A. (México, D.F.) que establecid la cosecha de Arthrospira la cual era
cultivada en el lago Texcoco, llegando a tener una producciéon anual de 500 toneladas
(Becker, 2004). Desafortunadamente, la empresa Sosa Texcoco cerr6 y la produccion fue
abandonada (Spiral Spring, 1991; Spiral Spring, 2005). Los primeros cultivos también
aparecieron en los afios 70 (Pulz & Scheibenbogen, 1998). Por los afios 80, habia 46
fabricas grandes en el oriente produciendo mas de una tonelada por mes de microalgas,
principalmente Chlorella (Spolaore et al., 2006).

Igualmente, en 1986 comenzd principalmente por compaiias australianas la
produccion comercial de Dunaliella salina como fuente de B-carotenos (Spolaore et al.,
2006). Estos pronto fueron seguidos por otras plantas comerciales en Israel y los E.E.U.U.
En semejante periodo, igual que las microalgas mencionadas, la produccioén a gran escala

de cianobacterias comenzd en la India. Mas recientemente, se han establecido en los



E.E.U.U. y la India plantas para producir Haematococcus pluvialis como fuente de
astaxantina (Spolaore et al., 2006).

El mercado mundial para féormulas infantiles y sus derivados se estima en alrededor
de 10 mil millones de ddlares anuales (Ward & Singh, 2005). Martek es el lider mundial en
el abastecimiento del aceite de DHA como complemento alimenticio en férmulas infantiles.
El DHA de Martek se deriva de la microalga Crypthecodinium cohnii y con un 40-50%
DHA, no contienen EPA u otro acido graso de cadena larga (Jiang et al., 1999; Ratledge,
2004; Ward & Singh, 2005). El aceite de Martek estd disponible en mas de 60 paises por
todo el mundo (incluyendo México, China, Estados Unidos y Canadd). Las ventas anuales
de Martek exceden mas de 350 millones de dolares (Martek, 2008).

Igualmente, las microalgas son aplicadas para recuperacion de la calidad de aguas
residuales y la fermentacion de metano a partir de la biomasa (Pulz & Scheibenbogen,
1998), para retirar metales (Kaplan, 2004; Radway et al., 2001), para producir compuestos
quimicos valiosas (Arad & Richmond, 2004), para producir isétopos marcados con
hidrogeno o compuestos de nitrato (NO3) y de agua (H,0) (Apt & Behrens, 1999), como
fuente de energia renovable (combustibles bioldgicos) sustentable ocasionado por las crisis
de energia en los afos 70 (Chaumont, 1993; Cornet et al., 1998; Pulz & Scheibenbogen,
1998), y ultimamente debido a los altos precios del petroleo (Chisti, 2008; Um & Kim,
2009; Demirbas, 2009; Maharajh & Lalloo, 2009; Meng et al., 2009).

Asimismo, existen numerosos antecedentes detallando que las microalgas marinas
son una buena fuente de acidos grasos poliinsaturados esenciales (Borowitzka, 1988c;
Cohen, 1999; Atalah et al., 2007). Los lipidos de células microalgales se componen de
glicerol, aztcares o de bases esterificados de acidos grasos saturados o no saturados (de 12
a 22 atomos de carbon). El contenido lipido varia entre el 1% hasta 70%, pero puede
alcanzar el 90% de peso seco (Metting, 1996).

Se conoce que la biomasa de algunas especies de microalgas es de alto valor
proteico y es una de las razones principales de considerarlas como fuente de proteina
(Soletto et al., 2005). Ademas, muchos estudios metabolicos han confirmado la capacidad
de las microalgas como una nueva fuente de proteina. La calidad proteica de la mayor

parte de las microalgas examinadas es igual o atn superior al de otras proteinas de origen



vegetal convencionales (Becker, 2004). Las células de las microalgas son capaces de
sintetizar todos los aminodcidos, éstas pueden ser fuente de los aminoacidos esenciales para
los seres humanos y los animales (Guil-Guerrero et al., 2004).

Los carbohidratos en las microalgas se pueden encontrar en forma de almidon,
glucosa, azucares y otros polisacaridos. Su digestibilidad total es alta, por lo tanto es
posible usar las microalgas enteras secadas en alimentos (Becker, 2004).

Las microalgas son también ricas en pigmentos como la clorofila (0.5% al 1% de
peso seco), carotenos y las ficobiliproteinas (Spolaore et al., 2006). Estas moléculas tienen
una amplia gama de usos comerciales. Por lo tanto, la composicion de la biomasa
microalgal posee calidades interesantes que pueden ser aplicadas para la nutricion humana
y animal. Las microalgas también representan una fuente valiosa de casi todas las vitaminas
esenciales como nicotinato, biotina, acido foélico, acido pantoténico, vitaminas A, B, Ba,
B, B2, C, y E (Becker, 2004).

Las vitaminas mejoran el valor alimenticio de las células microalgales pero su
cantidad fluctiia dependiendo del género y especie, asi como de los factores ambientales, el
tratamiento de cosecha y el método de secar las células (Borowitzka, 1988a; Brown et al.,
1999).

Por otra parte, el interés en el cultivo de microalgas se ha considerado en los
proyectos de viajes espaciales, con fin de utilizarlas para conversion fotosintético de CO, y
H,0 a O,, asi como complemento alimenticio (Oguchi et al., 1989; Lehto et al., 2006).

La biomasa microalgal de depdsitos fosiles fue utilizada por Alfred Nobel para la
adsorcion de la nitroglicerina para crear dinamita (Pulz & Gross, 2004). Hoy en dia, el
mercado microalgal de la biomasa produce cerca de 5000 ton de materia seca por afio y
genera aproximadamente US$ 1.25x10%/afio (Pulz & Gross, 2004). Asi, en un periodo
relativamente corto de 40 afios, la industria biotecnologica de microalgas ha crecido y
diversificado.

Como fue descrito anteriormente, el interés en el cultivo de microalgas ha ganado
considerable importancia en las ultimas décadas (Cohen, 1986; Borowitzka, 1986;
Borowitzka, 1992; Abalde et al., 1995; Molina Grima et al., 2003), sin embargo, el costo de

cultivar microalgas para extraer productos bioactivos o de alto valor agregado, sigue siendo



costoso en comparacion con otras alternativas. Por ejemplo, el costo de harina de pescado
hoy en dia es de alrededor de 1.20dlls’kg (FAO, 2008) mientras el costo de producir
microalgas en sistemas tipo “raceway” es alrededor de 8 a 15 dlls/kg (Hedge, 2006). Es
necesario herramientas y métodos de cultivo de bajo costo para que la industria sea

competitiva.

2.0 ANTECEDENTES

2.1 MEDICION DE LA BIOMASA Y CONCENTRACION CELULAR

La determinacion de la biomasa es fundamental para la mayoria de los usos
industriales y para estudios experimentales con microalgas (Rusch & Christensen, 2003) y
debido a sus dificultades tnicas lo cual presenta su tamafio pequefio es dificil medir con
alto nivel de precision (Madrid & Felice, 2005). En el laboratorio asi como en la industria,
la medicidon temporal periodica de la biomasa de un cultivo es superior a la medicion
esporadica para tomar decisiones vitales con respecto a la iluminacién, a la temperatura, a
la fertilizacion y a la cosecha eventual. Por lo tanto, el desarrollo de un sistema para medir
biomasa es importante para el laboratorio y para optimizar procesos de produccion y
reducir los costos (Rusch & Malone, 1998; Gitelson et al., 2000; Sandnes et al., 2006).

La biomasa de las microalgas se expresa tipicamente como peso por unidad de
volumen (mg mL™) o como numero de células por unidad de volumen (cel mL ™). Las
técnicas directas mas aceptadas para medir la biomasa de microalgas son peso seco o por
recuento celular, sin embargo estos métodos son destructivos y una alicuota debe ser
tomada (Madrid & Felice, 2005).

Existen actualmente muchos métodos en la literatura cientifica para medir la
cantidad total de la biomasa microalgal. Para ello, desde la perspectiva de organizar la
enorme cantidad de técnicas de medicién de biomasa, se escogid dividir los métodos
existentes en dos grupos principales.

Métodos directos. Son aquellos que involucran pesar o contar células.
Métodos indirectos. Son los que utilizan célculos de parametros fiscos o quimicos para

inferir la cantidad de biomasa.



2.1.1 Métodos directos

Por lo anterior y desde un punto de vista de las definiciones anteriores realmente
solo existen dos métodos que podrian clasificarse directos para estimar la biomasa
microalgal los cuales incluyen: (1) el peso seco o hiimedo y (2) recuento al microscopio.

La medida directa mas aceptada para medir la biomasa microalgal total es el método
del peso seco o humedo (Madrid & Felice, 2005; Arredondo-Vega & Voltolina, 2007). En
este método las células en una muestra pueden ser separadas del medio de cultivo y son
pesadas mientras que estan humedas, o las células pueden ser secadas antes de pesar. La
densidad celular se puede cuantificar de dos maneras basicas: como gramos de peso seco o
himedo por volumen de muestra. El pequefio tamano de cada célula microalgal
(tipicamente, de algunos micrones), no permite la medida del peso de cada célula
individual. Por lo tanto, la biomasa con respecto a la tasa de crecimiento especifica en
cultivos de microalgas se expresa tipicamente como peso por unidad de volumen o como
nimero de células por unidad de volumen. Las ecuaciones para el célculo de peso seco
(total y organico) y cenizas estan documentados en detalle por Arredondo-Vega &
Voltolina (2007). Sin embargo, aun cuando el protocolo para medir peso seco sea un
método ampliamente utilizado, puede ser inexacto si el medio de cultivo contiene otros
materiales insolubles como los que se encuentran habitualmente en una fermentadora
(Madrid & Felice, 2005). Ademas, este método no puede distinguir las células viables de
las muertas.

Para determinar la concentracion celular el conteo microscopico con hemacitometro
es el método mas aceptado y utilizado. Fue originalmente desarrollado por la industria
médica para contar leucocitos, eritrocitos y plaquetas, pero también se utilizan hoy en dia
para contar microalgas (Edmonton, 1974; Semina, 1978). Un hematocitometro es un vidrio
moldeado que tipicamente posee dos compartimientos y cada compartimiento tiene una
rejilla microscopica grabada en la superficie del cristal de volumen conocido. Existen
varios tipos de hematocitometro para contar diferentes tamafios de celulas. Por ejemplo, la
camara de Neubauer sirve para el recuento de células relativamente pequefias (~] pm hasta

30um) o las cadenas cortas (McVey, 1993). Mientras que las células mas grandes (> 50



um), o cadenas largas de células, se cuentan mas apropiadamente con una camara de
Sedgewick (Palmer Maloney, 1954). Para todos los hematocitometros, la manera
fundamental del recuento celular es contar los nimeros de células en cada uno de los
cuadrados de volumen conocido. Existen principalmente 5 camaras o hematocitometros
para el recuento de microalgas. Para realizar el recuento celular es necesario mantener una
dilucién adecuada de alrededor de 5 x10* - 107 células mL™' (Arredondo-Vega & Voltolina,
2007, Villafafie & Reid, 1995). Densidades mas grandes son imprecisas y dificiles de
contar manualmente por cansancio visual. En esos casos diluciones son realizadas para
facilitar el conteo. Para el recuento de las células no moviles que no necesitan fijacion se
puede realizar recuentos inmediatamente cuando se coleccione la muestra. El fijador mas
comun usado para las microalgas marinas es solucion de lugol. Sin embargo, si hay un
retardo entre la coleccion de la muestra y la cuenta, o si las células son méviles entonces la

muestra necesitara ser preservada.

2.1.2 Métodos indirectos

Los métodos directos para medir biomasa como peso seco y el recuento
microscopico con el hematocitometro son laboriosos, consumen mucho tiempo, destructivo
y tipicamente una alicuota debe ser tomada (Madrid & Felice, 2005). Por lo tanto, muchos
métodos “indirectos” cuantitativos se han desarrollado y se han adoptado para medir la
biomasa de microalgas: métodos Opticos, pigmentos extraidos, fluorescencia,
determinaciones quimicas, cuentas de célula electronicas y nefelometria (Palmer &
Maloney, 1954; Sheldon & Parsons, 1967; Strickland & Parsons, 1972; Stein, 1973;
Hallegraeff, 1977; Sornia, 1978; Vanous, 1979; Butterwick et al., 1982; Grasshoff et al.,
1983).

Por otra parte, existen otros métodos que podrian ser adaptados para medir biomasa
de microalgas como espectrofotometria de dieléctricos (Stoicheva et al., 1989), radio
frecuencias para biomonitoreo de cultivos de plantas (Markx et al., 1991), o en levaduras
(Nicholson et al., 1996), incluso hay unos métodos de procesamiento de imagenes con

microscopia para patogénesis de plantas (Sedlar et al., 2008). A continuaciéon se resumen



las técnicas mas comunes para medir biomasa en microalgas ademas de algunas técnicas

innovadoras.

Oxigeno disuelto

Histéricamente el oxigeno ha sido un gas ampliamente estudiado porque es de gran
interés para los fisicos que estudian la circulacion de las masas de agua en las
profundidades del océano, asi como a los bidlogos que examinan las variaciones de
oxigeno debido a procesos bioldgicos (Kester, 1975; Kamykowski & Zentara, 1990; Fiedler
& Talley, 2006).

La cantidad de oxigeno disuelto por respiraciéon de una suspension de microalgas
puede ser asociada directamente a la biomasa total. Li et al. (2003) utilizé la técnica de
medir oxigeno disuelto para estimar biomasa, aunque normalmente no se mide la cantidad
de oxigeno para calcular directamente la cantidad de biomasa.

La concentracion de oxigeno disuelto en el agua de mar se define como mililitros de
gas oxigeno (O,) por litro de agua de mar (mL L™). El método estandar para medir el
oxigeno disuelto es por el método propuesto por primera vez por Winkler (1888) hace mas
de 120 afios, y es sorprendente que es aun considerado como el método mas exacto y
preciso de medicidon de oxigeno disuelto (APHA, 1998). Este método fue modificado por
Strickland y Parsons (1968). La técnica convencional de titulacion de Winkler (Strickland
& Parsons, 1968) se atribuye un coeficiente de variacion de 0.5% (Carpenter, 1965). Las
unicas modificaciones recientes son de medir el punto final espectrofotométricamente en
vez de visualmente (Maeda-Martinez, 1985; Roland et al., 1999) y la automatizacion de un
sistema para medir con precision biomasa en alta mar (Williams & Jenkinson, 1982; Oudot,
et al., 1988). Métodos recientes con espectofotometria para medir el punto final de la
titulacion parecen ser mas confiables alcanzado coeficiente de variacion de 0.42% (Maeda-
Martinez, 1985; Maeda-Martinez, 2008).

La titulacion de Winkler sigue siendo el estandar aceptado para medir oxigeno
disuelto (APHA, 1998), a pesar de las afirmaciones en sentido contrario (Czaplewski &

Parker, 1973).



Contador Coulter

El Coulter Counter fue disefiado para contar y medir los globulos rojos y blancos
(Coulter, 1953). Posteriormente fue adaptado por Sheldon y Parsons (1967) para contar
microalgas. Un contador Coulter es un dispositivo que funciona forzando al fluido a través
de un corto y estrecho conducto con una muestra de solucion con células o particulas,
mientras que la resistencia del canal se mide. Debido a que las células impiden parte del
canal, la resistencia aumenta, mientras que la célula se encuentra en el canal. Este cambio
transitorio puede utilizarse no solo para contar las células, sino para calcular su tamao.

Su funcién es rapida y precisa y elimina el tiempo del recuento microscépico de
células con el hematocitometro. La desventaja del sistema es que solo cuenta particulas de
un didmetro tipicamente > 2 um. Puede ser muy inexacto si la muestra contiene muchas

particulas o bacterias adicionales.

Fluorescencia

La técnica de la fluorescencia es utilizada para estimar la biomasa microalgal
midiendo la clorofila a (Honeywill et al., 2002; Berges et al., 1996). La fluorescencia
ocurre cuando un electron de una molécula vuelve a su estado fundamental después de
haber estado excitada eléctricamente y emite un foton en el proceso. Este proceso de emitir
un fotén puede ser detectado y medido y es la base de la espectrofotometria de
fluorescencia. Fluorescencia es el método mas popular para biomonitoreo de la biomasa in
situ en cultivos biologicos (Madrid y Felice, 2005; Hedge, 2006). Este método puede ser
util cuando se requiere conocer una cantidad aproximada de biomasa en cuerpos de agua en
estudios troficos (Matorin et al., 2004).

La intensidad de la fluorescencia es afectada por la cantidad de concentracion viable
de la biomasa y por algunos factores abidticos tales como burbujas de aire u otros
componentes fluorescentes en el medio (Gales, 2000; Madrid& Felice, 2005). Ademas los
dispositivos fluorométricos son costosos y dificiles de incorporar en un biorreactor

microalgal automatizado debido a su gran tamatfio.
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Nefelometria

La nefelometria es un método para la medicion de la luz dispersada. En este
método, la fuente de luz (generalmente un laser) y el fotodetector son generalmente
colocados a 90° uno del otro. El fotodetector detecta la intensidad de la luz dispersada de
la muestra. Se basa en el principio de que una suspension diluida de pequefias particulas
dispersard la luz. La sefial obtenida del fotodetector es proporcional a la biomasa. Esta

técnica es ampliamente utilizada en laboratorios clinicos porque se automatiza con relativa

facilidad (Madrid & Felice, 2005).
Densidad optica

El principio para medir la densidad optica (DO) es un método utilizado para
cuantificar biomasa microalgal (Madrid & Felice, 2005; Arredondo-Vega &Voltolina,

2007). Se puede explicar con la siguiente formula matematica, conocida como la ley de

— I
S

Donde A es la absorbancia medida en la muestra, | es la intensidad de luz después

Lambert-Beer:

de pasar a través de la muestra y |y es la intensidad de luz inicial. La cantidad de luz
absorbida es proporcional al nimero de moléculas o biomasa. La ley de la Lambert-Beer se
basa en tres puntos: (1) la direccion de la radiacion incidente no cambia a través de la
muestra; (2) la radiacién incidente es monocromatica; y (3) el efecto de la dispersion
debido a la presencia de particulas sélidas es insignificante comparado a la absorcion
(Acien Fernandez et al., 1997; Nomura et al., 1997; Okuyama et al., 1998; Gore, 2000).
Una de las ventajas en mediciones basadas en DO es que tiene un cociente de
sefial/ruido bajo (Wilde & Gibbs, 1998). Por otra parte, la absorcion microalgal de una sola
longitud de onda puede no ser eficaz para todo el ciclo de crecimiento y para mas de una

especie.
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Bioluminiscencia o quimioluminiscencia de ATP

Bioluminiscencia es la produccidon y emision de luz por un organismo vivo, como
resultado de una reaccidon quimica durante la cual la energia quimica se convierte en
energia luminosa. Su nombre es una palabra hibrida, “bio” de origen griego indica "vivir",
mientras “lumen” en el latin indica "luz". Trifosfato de adenosina (ATP) estd involucrado
en la mayoria de los casos. ATP es generalmente aceptado como un indicador de la
viabilidad celular y es también una molécula lo cual almacena energia universal en todos
los microorganismos. La técnica se basa en la reaccion enzimatica que ocurre al enfrentar
una solucion de ATP y luciferina con la enzima luciferasa que emite luz (bioluminiscencia)
cuya intensidad es directamente proporcional al contenido de ATP. Conociendo la cantidad
de ATP se conoce la biomasa o la cantidad de microorganismos en la muestra.

La reacciéon del ATP con sustrato de la proteina luciferina es catalizada por la
enzima luciferasa y es el principio de la bioluminiscencia (Billard & DuBow, 1998;
Horsburgh et al., 2002; Premkumar et al., 2002; Kim & Gu, 2003). Un foton de luz se
produce por cada molécula de ATP hidrolizado, y esto se puede medir usando un
fotometro (Hobson et al., 1996), dando una sensibilidad de cerca de 10* mol de ATP
(Hedge, 2006). La luz emitida se detecta y es proporcional a la cantidad de ATP en la
muestra (Madrid & Felice, 2005). El ATP tiene varias caracteristicas unicas que la
convierten en un indicador fiable de la biomasa microbiana en los ambientes acuaticos. Es
omnipresente en todas las células vivas y es generalmente aceptado como un indicador de
la viabilidad celular. ATP puede ser extraido con relativa facilidad y ser estabilizado en
soluciones con un buffer.

Sus desventajas son que presenta alto costo, que es una técnica bastante inespecifica

y sobre todo que la preparacion de la muestra es dificil.

Microscopia de Epifluorescencia

Microscopia de epifluorescencia es un método que se basa en principios opticos de
microscopia comun y un fluorocromo (un tinte fluorescente utilizado para etiquetar

material biolégico).
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La técnica acertada de esta naturaleza es el método de filtrado de epifluorescencia
(Hobson et al., 1996). Usando esta técnica, las microalgas se filtran sobre una membrana
apropiada. El agente fluorescente para teiiir las células se agrega (por ejemplo, diamidino-
2-phenylindole). La deteccion es realizada por microscopia de fluorescencia o por otros
dispositivos capaces de medir epifluorescencia. El limite de deteccion del método es 5 x

10° microorganismos mL ' (Madrid & Felice, 2005).

Fotoacustica

Una técnica simple basada en mediciones fotoactsticas lo cual permite determinar
la biomasa, asi como la eficiencia del proceso de la fotosintesis (Dubinsky et al. 1998). El
método es rapido, en comparacion con otras técnicas, como oxigeno disuelto o en
comparacion de otros métodos indirectos de medicion de fluorescencia.

El método se basa en la conversion de la luz absorbida en calor. Este calor es
proporcional a la biomasa al absorber la energia luminosa. Se mide como ola de presion,

con un detector fotoacustico sumergido en el cultivo de microalgas.

2.2 MODIFICACION DE LA BIOMASA CON LUZ MONOCROMATICA

La luz afecta el crecimiento y la morfogénesis de los organismos autdtrofos como
las microalgas. La intensidad de luz relativa del sol en el nivel del suelo aparece en la
Figura 2. Aunque la gama de longitud de onda de radiacion solar es muy amplia, sélo la
radiacion entre 400 y 700 nm se puede utilizar por las microalgas. Esta parte del espectro
solar se llama radiacion fotosintéticamente activa o PAR (por sus siglas en inglés) y es la

region sefialada con las lineas de puntos en la Figura 2.
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Fig. 2. Intensidad de radiacion solar a nivel del suelo. Las lineas punteadas indican la longitud de onda
para fotosintétizar (ASTMM 2008 American Society for Testing and Materials, ASTM).

En general, es aceptado que la calidad de la luz o longitud de onda necesario para
que fotosintesis proceda en todos los organismos autotroficos debe estar en la rango de
PAR (radiacién fotosintética activa) de 400 a 700 nm para que sus pigmentos fotosintéticos
absorban los fotones (Hall & Rao, 1995; Kirk et al., 1994). Desde el punto de vista de
poder cuantificar intensidad de luz en un solo nimero, es una practica comin sumar todas
las contribuciones entre 400 y 700 nm de una fuente de luz.

Los organismos autotrofos utilizan diversas frecuencias de la luz, o colores de luz,
para diversos propositos. Por lo tanto se ha estudiado los procesos de fotosintesis en detalle
principalmente en plantas vasculares (Demmig-Adams et al., 1996; Gilmore, 1997; Niyogi
etal., 1997; Casper-Lindley y Bjorkman, 1998; Masojidek et al., 1999; Miiller et al., 2001).

Por otro lado, la experimentacion con cultivos fotosintéticos en microalgas ha dado
lugar a la caracterizacion de algunas respuestas metabodlicas en funcion a la intensidad de
luz con respecto a la produccion de pigmentos, polisacéridos, acidos grasos poliinsaturados,
ficobiliproteinas (Becker, 2008). De hecho, el conocimiento de respuestas metabolicas y
crecimiento de las microalgas ha dado lugar a crear incipientes modelos matematicos
(Fleck-Schneider et al., 2007). No obstante, en las microalgas el conocimiento de la
respuesta morfologico y bioquimico con calidad de luz es menor que con plantas

vasculares.
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Mayoria de los estudios varian solamente la intensidad luminica

Las poblaciones naturales de microalgas se sujetan continuamente a los cambios en
la irradiacién en una amplia gama de escalas (Steemann Nielsen & Hansen, 1959;
Steemann Nielsen & Jorgensen, 2006). Por lo tanto, las microalgas por adaptacion
biologica son capaces de responder a las variaciones en la irradiacion modificando su
fotosintesis a los cambios de amplitud en la irradiaciéon y la velocidad de estas
modificaciones son especificos por especie (Jorgensen, 1964). Desde las primeras
investigaciones de las tasas fotosintéticas e irradiacion, se mostré que la composicion
bioquimica (Morris, 1980, 1981; Redalje & Laws, 1983; Terry et al., 1983) y el volumen de
las células se modifican con la intensidad de la luz (Prezelin & Sweeney 1978; Falkowski
& Owens, 1980; Gallagher & Alberte 1985).

Por lo tanto, la mayoria de trabajos de investigaciéon con microalgas ha implicado
variar la intensidad de la luz blanca (espectro completo). Por ejemplo, Kaplan estudio el
efecto de la temperatura y de la intensidad de luz sobre el crecimiento en Isochrysis aff.
galbana (T-ISO) (Kaplan et al., 1986). Abundan estudios similares con intensidad de luz
con diversas especies de microalgas (Lopez-Munoz et al., 1990, Lopez-Munoz et al.,
1992a, Lopez-Muiioz et al., 1992b; Li et al., 2009). De igual manera, se han realizado
trabajos estudiando cambios en la composicion bioquimica de la microalgas en funcion a la
intensidad de luz (Soeder et al., 1974). También se ha hecho con respecto a variaciones del

fotoperiodo (Tzoveni et al., 1997).

Luz monocromatica y diodos electroluminosos (LEDs)

La fotomorfogénesis se relaciona con la planta por efectos bioquimicos causados
por la luz (Whitelam & K.J. Halliday, 2007). Por ejemplo, se conoce que en plantas ciertas
longitudes de onda de luz (luz monocromatica) regula un nimero de rasgos como la
germinacion de la semilla, la altura de la planta, el area de la hoja, capacidad fotosintética,
biomasa, y produccion (Borthwick et al., 1952; Briggs et al., 2005). Posteriomente, fue
descubierto que la molécula fitocromo era la responsable en las plantas (Briggs & Rice,

1972). En la literatura s6lo hay un antecedente que liga la funcién bioquimica con un
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fitocromo en microalgas. El trabajo propone que el fitocromo pueda ser responsable o
participar en la produccion de etileno en la microalga Chlorella (Kreslavsky et al., 1997),
aunque nunca se ha identificado o confirmado. En investigaciones con plantas superiores
existe una abundancia de datos sobre la fotomorfogénesis y sus fotorreceptores (Briggs et
al., 2005; Mathews & Sharrock, 1997).

En microalgas hay diversos trabajos utilizando luz monocromatica utilizando filtros
de luz azul (Ruyters 1984, Grotjohan et al. 1989). El trabajo de You & Barnett (2004) que
aplicaron luz monocromatica azul y roja en la microalga Porphyridium cruentum
observando que la luz roja aument6 la produccion de azucares, pero cuando la energia de la
luz o intensidad luminica era demasiado elevado se produjo una disminucién de la
produccion. Dickman et al. (2006) reportan y confirman estudios anteriores que la
composiciéon bioquimica de la biomasa microalgal puede variar considerablemente en
respuesta a la variacion en luz y la disponibilidad nutrientes.

Por otro lado, la fuente de luz con diodos electroluminosos (LED) son considerados
adecuados para generar luz monocromadtica y para uso en fotobioreactores. Las luces LED
tienen ventajas, tales como alta eficiencia luminosa, bajo consumo de energia, larga vida
util y baja produccion de calor en comparacion otras fuentes luminicas. También, los LED
tienen longitudes de onda relativamente estrechas, lo que les permite producir una longitud
de onda mas especifica (color), que puede proporcionar beneficios significativos (Kog &
Andersen, 2010). Katsuda et al. (2006) que estudiaron la produccion de la astaxantina en
Haematococcus pluvialis con LEDs azules. No obstante existe poca investigacion estudios

con microalgas y LEDs variando la calidad espectral de la luz

Modelo biologico: Isochrysis aff. galbana (T-ISO) UTEX LB 2307

Se calcula que existen mas de 25,000 especies de microalgas pero solamente 15 son
aprovechadas tecnologicamente (Raja et al., 2008). La cepa empleada en este estudio fue
Isochrysis aff. galbana (T-ISO) adquirida en la UTEX Microalgae Collection de la
Universidad de Texas (UTEX LB 2307). Es una microalga de color oro-amarillo, desnuda,



16

unicelular, con dos flagelos. Los pigmentos principales son la clorofila a, c1, y c2 (Zapata
& Garrido, 1997), siendo la chl a la que esta en mayor concentracion. (Fig. 3).

Antecedentes indican que existen muchas diferencias en tasas de crecimiento y
composiciones bioquimicas en las cepas de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) (Wikfors &
Patterson, 1994). Hay dos cepas de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) (Parke) y Isochrysis aff.
galbana (T-ISO), de la clase Haptophyceae, pero se refieren a menudo en estudios
simplemente como Isochrysis aff. galbana (T-ISO) a pesar de algunas diferencias (Whyte,
1987).

Fig. 3 Imagen de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) (Copyright 1995-2009 Protist Information Server).

Isochrysis aff. galbana (T-ISO) es una cepa la cual fue aislada cerca de la costa
Tahiti en el Pacifico Sur en el archipi¢lago Sociedad por Kenneth Haines en 1977. Mientras
Isochrysis galbana (Parke) es una cepa la cual fue aislada por Mary Parke en 1938 cerca de
la costa de Port Erin en la Isla de Man, en el Mar de Irlanda, entre Inglaterra, Escocia,
Irlanda y Gales. Igualmente, la cepa Isochrysis aff. galbana (T-ISO) es también referida
como Isochrysis galbana (T-ISO) o como Isochrysis affinis galbana (T-ISO) . El DHA esta
presente en ambas cepas, pero la clona T-ISO de Isochrysis galbana carece EPA. Ademas,
la temperatura Optima del crecimiento de T-ISO es 27.5°C, mientras que para la cepa
Isochrysis galbana (Parke) es 20°C (Molina et al. 1994). Las células de Isochrysis sp.
carecen de pared celular, segiin confirmado por Zhu et al. (1997), y solo poseen una
membrana plasmatica. Las células son generalmente solitarias, méviles, 5-6 um de largo, 2-
4 pm de ancho y 2.5-3 um s de grosor en formas elipsoides (Liu & Lin, 2001). Hay dos
flagelos, mas o menos iguales, lisos de aproximadamente 7 pm de longitud (Liu & Lin,

2001).
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Para la cepa |. galbana (Clone Parke) ha sido descrito su ciclo de vida y anatomia
(Parke, 1949). Ambas cepas |. galbana (clones Parke y T-ISO) son utilizadas para la
alimentacion de larvas en acuacultura (Walne, 1956; Sanchez et al., 2000).

Actualmente, ninguna de las dos clonas de Isochrysis aff. galbana (Parke y T-ISO)
son empleados en la industria para extraer compuestos bioquimicos en escala comercial,
aunque es una especie extensamente utilizada en acuacultura para el uso directo como
alimento de larvas de peces y moluscos (De Pauw & Persoone, 1988; Benemann, 1992;
Gladue & Maxey, 1994; Borowitzka, 1997). Por lo tanto, y por su alto contenido de lipidos
y especialmente de DHA, Isochrysis aff. galbana (T-ISO) es de interés comercial de gran

escala (Tsovenis et al., 2003).

2.3 PROPOSITO DEL ESTUDIO

Medir la biomasa total es importante durante el proceso de cultivo de microalgas.
Sin embargo la instrumentacion para hacerlo es costoso, laborioso y tardado (Madrid &
Felice, 2005). Como resultado el desarrollo industrial de microalgas ha sido limitado,
principalmente como alimento especializado en acuacultura y en la industria de alimento
saludable (Pulz & Gross, 2004). Por lo tanto, es importante desarrollar tecnologias
econdmicas para medir biomasa para impulsar la industrializacion tecnoldgica de

microalgas.

Por otro lado, se conoce que el tipo de luz es un factor importante como disparador
ambiental en afectar la calidad de la composicién bioquimica de la biomasa microalgal
(Falkowski et al., 1980; Kirk, 1983; Raven, 1986; Dubinsky, 1986; Fogg & Thake, 1987,
Falkowski & Raven, 1997; Tzovenis et al., 2003). Como resultado, hay una necesidad de
identificar posibles disparadores bioquimicos y ambientales en microalgas que pudieron
favorecer la acumulacion de biomasa y compuestos bioquimicos, como el aceite (Chisti
2007). En otros procesos microbianos industriales como levaduras se conoce que es muy
importante la estabilidad de las cepas y los métodos de cultivo utilizados para alcanzar una
produccion estable (Zhang et al., 1996), pero en microalgas apenas se esta examinando

rigurosamente (Chisti 2007).
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En resumen, factores como la longitud de onda de la luz afectan tanto la calidad
como la cantidad de la biomasa microalgal, en funcion de la proporcion relativa de
proteinas, carbohidratos y lipidos (Borowitzka, 1988b; Brown et al., 1997; Tonon et al.,
2002; Tzovenis et al., 2003). Por lo tanto, no s6lo es importante optimizar la cantidad de
biomasa microalgal sino también mejorar la calidad ya sea para usos industriales,
experimentales y/o como complemento alimenticio.

El presente trabajo se centra en dos lineas de investigacion: (1) medir la
concentracion celular y (2) modificar la biomasa de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) empleando la luz monocromatica. Por consecuencia, la estructura de la tesis puede

pensarse dividida en dos secciones (Fig. 4).

Instrumento 1 Instrumento 2
para medir para aplicar luz
biomasa monocromatica

Linea de

investigacion 1 Linea de

investigacion 2

Medicién de
biomasa

Medicién de
contenido
bioquimico &
evaluacion

Evaluaciéon

Fig. 4. Diagrama de flujo general del proyecto de investigacion.

La primera linea de investigacion se centra en medir econdmicamente la biomasa o
células totales, por lo tanto se desarrollé una metodologia y se construyd un sistema para
pocesar imagenes digitales de la luz dispersada en cultivos de la microalga Isochrysis aff.
galbana (T-ISO) . Ademas, se evaltio su eficacia comparandolo con métodos estandares de
medicion de biomasa. Finalmente, se comparan varios modelos matematicos para estimar la
biomasa utilizando MATLAB.

En la segunda linea de investigacion, se aborda modificar la calidad de la biomasa

microalgal desarollando dos sistemas de fotobioreactores (tipo Erlenmeyer), utilizando
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como vector luz monocromatica incorporando LEDs (diodos de emisor de luz) como fuente
luminica a cultivos de Isochrysis aff. galbana (T-ISO). Posteriormente, se evaluaron los
cambios en niimeros de células y la calidad de biomasa con el objetivo de evaluar su efecto

con la luz monocromatica.

3.0 JUSTIFICACION

3.1 Uso de la luz para medir la biomasa con imagenes digitales

Por varias décadas diversas metodologias han sido desarrolladas por los ingenieros
bioquimicos para cuantificar bioprocesos midiendo variables indirectas tales como pH,
temperatura y oxigeno disuelto. Paraddjicamente, aunque la concentracion de las células
(biomasa) es una de las cantidades mas importantes de un bioproceso, se mide tipicamente
fuera de linea. La determinacién de la biomasa de microalgas es esencial para usos
industriales y experimentales. Por lo tanto, el desarrollo de un sistema para medir la
biomasa es importante para el laboratorio y para la viabilidad comercial, proveyendo el
cientifico o el cultivador informacion valiosa para optimizar procesos de produccion y para
reducir los costos de produccion (Rusch & Malone, 1998; Gitelson et al., 2000; Sandnes et
al., 2006).

El método indirecto mas comun de valoracion de la biomasa hace uso de la densidad
optica (OD) como medida de la turdidez de la biomasa; sin embargo, las desventajas son
que requiere una alicuota, curvas de calibracion y un espectrofotdometro para su medicion
(Wilde & Gibbs, 1998; Meireles et al., 2002; Maskow et al., 1999).

El método ideal para estimar la biomasa de microalgas deberia ser rapido, exacto,
con buena precision y limite de deteccidon bajo, y utilizar un pequefio volumen de muestra.
También se desea que la respuesta sea lineal en la region de medicion y sea especifica para
la microalga de interés en el cultivo. Generalmente, la exactitud absoluta no es necesaria
para la valoracion de tasas de crecimiento especificas, o para comparaciones de
crecimiento, sin embargo es deseable para otros usos. Es también deseable que el sistema
de medida sea favorable a la automatizacion para poder medir cambios en biomasa

continuamente o en intervalos temporales cortos, por lo tanto sera posible tomar acciones
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correctivas apropiadas, especialmente para usos industriales. Aunque todos los métodos
individuales se describen, con su precision y limites, hoy en dia no hay un método universal
o ideal para medir la biomasa de suspensiones de microalgas.

El proceso de crecimiento de células microalgales se puede estimar mediante la
generacion de una secuencia de imagenes respecto al tiempo. Se sabe que el color es un
indicador util e intuitivo de la identidad y de la densidad de una suspension microalgal. Es
significativo precisar que histéricamente las microalgas fueron clasificadas
taxondmicamente por su color (Rowan, 1989). Incluso hoy, en el laboratorio y la industria,
las microalgas son determinadas visualmente por el ojo humano para comprobar si las
microalgas especificas estdn creciendo y para generar informacion cualitativa de la
densidad de biomasa.

Para tratar las deficiencias ya mencionadas con técnicas anteriores y error visual
humano, este estudio pretende medir biomasa a través de procesamiento de imagenes
digitales. La técnica no serd destructiva y pretende medir biomasa de una manera rapida,

robusta y econdmica.

3.2 Aplicacién de la luz monocromatica para modificar la calidad de la
biomasa

La luz afecta los procesos de desarrollo de los organismos fotosintéticos, y por
consecuencia la calidad de la cosecha. Estd claro que la luz no es un substrato simple para
las microalgas al igual que la glucosa para la levadura o bacterias, por ejemplo.
Dependiendo de la fuente de luz la composicion exacta de la luz es diferente y afecta el
crecimiento y la morfogénesis de la microalga.

De igual manera, estd claro de un siglo de investigacién en fotobiologia que las
plantas poseen redes de fotosensores complicadas que controlan y responden a una amplia
gama de energias de luz, sin embargo la mayoria de la produccion de biomasa de
microalgas todavia utiliza luz con focos incandescentes o tubos fluorescentes (luz blanca).
Ademas de que son escasos los estudios con luz monocromatica, la mayoria de estudios con

luz varian intensidad.
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Este estudio es importante porque aporta, por primera vez, informacion sobre el
efecto de la luz monocromadtica roja y multicromatica blanco con diodos electroluminosos
(LEDs) en modificar la calidad y cantidad de la biomasa en Isochrysis aff. galbana (T-
ISO). También es significativo este estudio por el desarrollo de instrumentacion para poder
estudiar en mas detalle los efectos de la luz proporcionada con LEDS en las microalgas en

general.

4.0 HIPOTESIS

4.2 HIPOTESIS 1

Si la concentracion celular o biomasa de un cultivo de Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) esta en funcion directa con la intensidad de color del cultivo, entonces ésta podra

cuantificarse por el procesamiento de imagenes digitales.

HIPOTESIS 1 ALTERNA
La concentracion celular o biomasa de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) no es posible

cuantificar por el procesamiento de imagenes digitales porque la intensidad de color est4
relacionado con otros parametros fisicos y/o biologicos que dificulta extraer la informacion

con precision.

4.3 HIPOTESIS 2

Si la longitud de onda de la luz roja monocromatica modifica la cantidad y calidad
de la biomasa de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) entonces es posible generar

biomasa de una calidad definida.

HIPOTESIS 2 ALTERNA
La longitud de onda de la luz roja monocromatica no modifica la cantidad y calidad

de la biomasa de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO), lo que sugiere que las

células requieran otras longitudes de onda, o que estén operando otros mecanismos.
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5.0 OBJETIVOS
5.1 General (Hipétesis 1):

Medir la biomasa a través del procesamiento digital de imagenes utilizando la microalga

Isochrysis aff. galbana (T-ISO) como ¢l modelo biolédgico.

5.1.1 Particulares (Hipotesis 1):

1. Disefiar y fabricar un sistema econdémico para efectuar mediciones de biomasa de
microalgas, a través de procesamiento de imagenes digitales de la microalga
Isochrysis aff. galbana (T-ISO) como organismo modelo.

2. Elaborar la metodologia para medir la biomasa de la microalga Isochrysis aff.
galbana (T-1SO).

3. Desarrollar un programa en MATLAB para procesar imagenes digitales.

4. Evaluar el instrumento y la metodologia para medir la biomasa de la microalga

Isochrysis aff. galbana (T-ISO).

5.2 General (Hipétesis 2):

Disenar y construir instrumentacion para evaluar el efecto de la luz en la cantidad y calidad

de biomasa en Isochrysis aff. galbana (T-ISO).

5.2.1 Particulares (Hipaotesis 2):
1. Disefiar y construir un instrumento electronico (Aparato 2) y software para controlar

luz monocromatica.

2. Medir el efecto de numero y tamafio de células en el crecimiento de Isochrysis aff.
galbana (T-ISO) en funcidon de la luz roja monocromatica y luz blanca.

3. Analisis de cantidad y calidad de proteinas, carbohidratos y lipidos totales en la
biomasa.

4. Evaluar el efecto de la interaccion la luz monocromatica en el desarrollo calidad y

cantidad de biomasa en la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) .
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6.0 MATERIAL Y METODOS

6.1 SISTEMA PARA MEDIR BIOMASA

6.1.1 Cultivo de la microalgas

Para esta parte del estudio de medicion de biomasa o concentracion de células
microalgales, se utiliz6 la microalga de color amarillo dorado Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) Tahiti (T-ISO; UTEX LB 2307) de la Coleccion de Microalgas del Centro de

Investigaciones Biologicas del Noroeste.

La microalga se cultivo en bolsas de plastico de 40 L con agua de mar esterilizada
con medio /2 (Guillard & Ryther, 1962; Guillard, 1975;) con burbujeo continuo de aire (1
vvm). La luz se suministré6 continuamente con tubos fluorescentes blancos (General
Electric Co. Mexico, Mexico) a 60 + 5 umol m™s™ colocados horizontalmente al lado de
las bolsas. Temperatura ambiente se controld a 23 + 2 °C. Cepas de microalgas se
prepararon para la generacion de curvas de calibracion y para la evaluacion de la biomasa
microalgal.

Para la generacion de curvas de calibracion 6 L de células de microalgas fueron
cosechadas a fines de la fase exponencial (alrededor de 5-6 dias). La suspension se diluyo y
se prepararon 700 mL con células de diferentes concentraciones (100, 90, 80, 70, 60, 50,
40, 30,20 y 10%) en 10 diferentes matraces Erlenmeyer de 1-L. La suspension resultante se
utilizé inmediatamente. Para cada una de las suspensiones de microalgas de diferentes
concentraciones de células se tomaron imdgenes fotograficas. El proceso se repitid tres
veces. Las curvas de calibracion se utilizaron posteriormente para evaluar el sistema creado
para medir biomasa a través de imagenes digitales.

Para evaluar y comparar el método estandar de células con el sistema propuesto, 7 L

de células de microalgas fueron cosechadas en la fase exponencial y 12 diferentes muestras
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fueron preparadas para evaluar y comparar los resultados. Se prepararon suspensiones para
simular densidades de biomasa celular de las tres secciones de la curva de crecimiento
normal de las microalgas (la fase lag -de baja densidad celular-), fase exponencial (media
densidad celular), y la fase estacionaria (de alta densidad celular). Utilizando la curva de
calibracion previamente generada se determinaron las densidades de células desconocidas y
se compararon los resultados con el sistema estandar de recuento utilizando un contador de

particulas Coulter.

6.1.2 Cuantificacion de la biomasa de celular

Todas las mediciones de numero de células de microalgas se determinaron
utilizando un contador electrénico de particulas (Contador Coulter, modelo Z2, de
Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA, EE.UU.) siguiendo el procedimiento descrito por
Sheldon y Parsons (1967).

Se tom6 1 mL de suspension celular de cada muestra y una dilucién 1:20 fue
preparado afiadiendo 19 mL de solucion salina con 10% de formol. Con el contador Coulter
se cuantificd el numero de células para generar curvas de calibracion y para determinar la

biomasa de las muestras desconocidas, la cual simulaba la curva de crecimiento.
6.1.3 Sistema de captura de imagenes (Sistema 1)

Para medir la biomasa a través de procesamiento digitales de imagenes se diseid y
se construyd un aparato que consiste esencialmente de una cimara CCD, y una caja oscura
(black box) (Fig. 5 y 6). El aparato fue construido en los talleres del CIBNOR después de

varios ensayos experimentales.



25

Matraz Erlenmeyer
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Fig. 5. Diagrama del sistema de instrumentaciéon (aparato 1) propuesto para medir la biomasa que
consta de tres secciones interrelacionadas: i) unidad para la muestra, ii) una fuente de luz de cimara y
iii) una cAmara de los componentes eléctricos

La caja oscura se construyd para ser totalmente impermeable a la luz con aluminio
(grado industrial) de 5 mm, de dimensiones exteriores 0.157 x 0.357 x 0.406 m (W x L x
H). El interior de la caja de aluminio consiste de tres secciones interrelacionadas: a) unidad
para la muestra, b) una fuente de luz y ¢) una seccion para los componentes electronicos. El
interior de las tres secciones de la caja se pintdé de negro opaco para evitar reflejos de luz e
iluminacién no homogénea.

El tamafo de la unidad para la muestra se disefi0 para contener un matraz
Erlenmeyer de 1-L. Estos matraces varian en tamafio, forma, reflectividad y transparencia,
aunque sean del mismo tamafio o volumen dependiendo del fabricante. Por lo que, para que
todas las iméagenes captadas tuviesen la misma iluminacion reflejada se utilizaron matraces
Erlenmeyer idénticos de 1 litro provenientes del mismo fabricante (1-L Kimax®, matraz
Erlenmeyer, No. 26500, stopper No. 9 (Kimble Glass Inc., Vineland, NJ, EE.UU.). Todas
las imagenes de los matraces se colocaron en la misma posicion en la caja negra por medio

de guias metalicas para asegurar la misma colocacion del matraz con cada imagen captada.
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Fig. 6 Fotografia del sistema actual (aparato 1) para realizar medicion de biomasa de las microalgas a
través de imagenes digitales.

Esencialmente, el aparato consiste de una ldmpara de 12 volts, una bateria
recargable de 12 VCC, un voltimetro y un regulador. El voltimetro mide el voltaje a través
del filamento de la lampara para afirmar que la luz aplicada por el regulador es de un
voltaje constante de 10.5 V. Una cdmara CCD (Canon SD750 con 35 - 105 mm, lente de
zoom Canon, Canon Corporation, Tokio, Japon) fue montada con un soporte externo de la
caja y asegurada con tornillo de rosca. Se utilizé una bombilla incandescente (12 VCC, 35
W, de Sylvania, Danvers, MA, EE.UU.) como fuente de luz. En la parte inferior de la
unidad se incluyd una abertura circular de 0.082 m para permitir una iluminacion uniforme
al matraz. Se coloco la luz incandescente a una distancia de 0.015 m del fondo del matraz.

El extremo de la caja incluye una apertura para permitir que la lente de la camara se
introduzca para capturar las imagenes. La distancia del lente al objeto es de 0.23 m, la
longitud focal necesaria para enfocar imagenes con esta camara. Para capturar las
imagenes, matraces Erlenmeyer con distintos densidades celulares la microalga Isochrysis
aff. galbana (T-ISO) fueron introducidos individualmente en la caja negra a través de una
abertura en la parte superior y se aseguraron con las guias de metal. Previo a su colocacion,
el frasco se agita suavemente para garantizar una distribucion homogénea de las
microalgas. La parte superior se cierra y la lampara de luz se enciende para iluminar el

matraz a través de la abertura circular en la parte inferior. La imagen reflejada es vista a
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través de una zona de exposicion rectangular. La luz reflejada es vista por una area de
exposicion y la foto es tomada con la camara colocada a un angulo de 90° de la fuente de la
luz proyectada. Para todas las muestras, antes de tomar las fotografias digitales, se verificd
con el voltimetro que el voltaje a través del filamento estaba regulado a un voltaje constante
de 10.5V.

El brillo o la intensidad de la luz difusa es reflejado en la etiqueta de color blanco
opaco de forma hexagonal que funciona como una pantalla y es proporcional a la biomasa
de microalgas. La imagen es capturada con la cdmara CCD en un soporte fijo fuera de la
caja oscura. El archivo generado de la imagen digital se analiz6 con un programa escrito en
MATLAB. Este proceso se repitio y se captur6 todas las imagenes de diferentes densidades

de células.

6.1.4 La teoria y la configuracion de la cAmara

La “fotografia” de un proceso de crecimiento de células de microalgas se puede
entender como la generacion de una secuencia de imdgenes respecto al tiempo. El
procesamiento de una imagen digital implica la extraccion de informacion util de ella
(Russ, 1999). Una imagen digital se compone de pixeles que se pueden considerar como
pequetios puntos. Pixel es el acronimo de un elemento de imagen (picture element) y es el
término que se utiliza mas ampliamente para referirse a los distintos puntos de color de una
imagen digital. Por consiguiente, una imagen digital de tamafio de m por n, es una
instruccion de cémo colorear cada pixel y se compone de pixeles en la direccion vertical
(m) y de pixeles en la direccion horizontal (n). Un tamafo tipico de una imagen es 512 x
1024 pixeles. En este estudio se decidio utilizar una mayor resolucion de 1200 x 1600
pixeles.

Existen diferentes modelos o espacio de color. En el modelo de espacio de color
RGB, cada pixel de la imagen RGB sélo puede representar un color compuesto de los tres
colores aditivos primarios rojo, verde y azul (RGB). El nimero de colores que puede
representar cada pixel estd determinado por el nimero de bits usados para representar cada

elemento RGB. En este estudio, se emplea 8 bits de color para cada color primario (un total
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de 32-bits). El objetivo principal del modelo de color RGB es para la captura y
visualizacién de iméagenes en sistemas electronicos, como televisores, monitores y camaras.

Los otros dos espacios de color utilizados en el andlisis de imdgenes son matiz,
saturacion e intensidad (HSI) y matiz, saturacion y valor (HSV). El espacio de color HSI es
mas favorable para el desarrollo de algoritmos (Gonzéalez & Woods, 1992). En este estudio
el espacio de color RGB de 32 bits de profundidad de color (8-bits de color para cada color
primario) se emplea para capturar las imagenes y el espacio de color HSI se utiliza para el
tratamiento de las imagenes digitales.

La luminosidad de un pixel es la cantidad de brillo de un pixel (intensidad). Cuando
crece una suspension de microalgas aumenta el nimero de microalgas y también aumenta
la intensidad del color. El espacio de color HSI se pueden conceptualizar en tres
dimensiones, dos dimensiones de color y la tercera dimension o vector s6lo incluyendo
intensidad luminosa. Esta relacion es particularmente util porque significa que para una
microalga especifica de un color determinado so6lo cambia la intensidad, mientras que el
color sigue siendo el mismo aunque aumenta la densidad. Al aislar la luminosidad o
intensidad de HSI es posible cuantificar la biomasa. En el espacio de color RGB la
intensidad no es lineal. Por lo tanto, se capturan las imagenes en espacio de color RGB (32
bits). Posteriormente, estas imagenes se convirtieron al espacio de color HSI y 8 bits en
escala de grises para extraer nada mas la intensidad luminosa.

Para la camara seleccionada, pixeles del CCD consistiendo de varios sitios activos o
foto pixeles registran la cantidad de luz de los tres colores diferentes: rojo, verde y azul
(RGB). El numero de electrones producido es proporcional a la cantidad de luz recibida.
Cada pixel so6lo puede detectar un color, rojo, verde o azul.

Para producir una imagen RGB la camara lleva a cabo como minimo dos medidas.
Primero, la camara procesa las imagenes e interpola los colores de los sitios activos vecinos
el CCD para calcular un color para cada pixel. Segundo, los valores RGB se corrigen a la
temperatura de color de la luz, este proceso es también conocido como balance de blancos.

Después de varias pruebas para determinar el punto éptimo asi como la repetibilidad
de las imagenes, los parametros de la camara fueron fijados a los valores presentados en la

Tabla I. Se seleccion6 un valor de ISO de 800 para aumentar la sensibilidad a la luz, lo
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cual incrementa el rango dindmico atn cuando se introduzca un poco de ruido aleatorio por

fotones.

Tabla I. Parametros seleccionados de la cAamara CCD para capturar las imagenes.

Parametro Conﬁguracién

MODE Manual
ISO 800
EXP 0
TYPE EVAL
DIGITAL ZOOM 1.5X
ISO SHIFT OFF
AWB Automatic

6.1.5 Procesamiento digital de imagenes

Para cuantificar la biomasa de microalgas asi como el analisis de imagenes digitales
se escribid6 un programa en MATLAB ver. 7.0 (The MathWorks, Inc., Natick, MA,
EE.UU.). El programa convierte imagenes de color a escala de grises. Se evaluaron tres
algoritmos diferentes de luminosidad para calcular biomasa. Para estos algoritmos, el
programa escrito segmento la imagen de cada matraz con diferentes densidades celulares a
una region rectangular de interés (ROI) de 114 filas y 57 de columnas —un total de 6498
pixeles de RGB (Fig. 7).

ROI

Fig. 7. Region de Interés (ROI) es el area para obtener valores de RGB y convertirlo a escalas de grises
y obtener la densidad celular o biomasa. Consiste de 6,498 pixeles (114 columnas x 57 filas).
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Los valores RGB de la ROI fueron procesados y el ruido se filtro obteniendo un
promedio. Para disminuir variabilidad luminica fue esencial utilizar el mismo rectangulo de
ROI. Para eliminar y minimizar errores humanos el enfoque de la cdmara se fijo a
operacion automatica. Sin embargo durante la experimentacion, se encontré una gran
variabilidad de resultados porque la camara enfocaba a veces atras y a veces adelante del
matraz. Esta variabilidad fue superada utilizando la etiqueta del matraz Erlenmeyer, lo cual
es blanco opaco y funciona como una pantalla proyectando la concentracion microalgal.
Esta pantalla permite que la cdmara siempre se enfoque en la parte delantera del matraz,
independientemente de la concentracion de la muestra.

A continuacion se muestra el diagrama de flujo del programa de software (Fig. 8).
La subrutina “Delay” del diagrama de flujo del programa de software de MATLAB
muestra como funcionaria el programa para biomonitoreo continuo. Captura fotografias de
un cultivo de microalgas a intervalos regulares de tiempo. El proceso experimental se

repitio tres veces para obtener un promedio.
4 7

.
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Fig. 8. Diagrama de flujo para calcular tonos de grises de las imagenes digitales. La subrutina “Apply
Algorithms” incluye algoritmos para las modelos estindar de tonos de gris (GS1, GS2) e igual que un
algoritmo para el modelo propuesto (M1), lo cual optimiza el rango dindmico para el color especifico de
Isochrysis aff. galbana (T-I1SO).
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El primer algoritmo (GS1) evaluado, calcula la luminosidad utilizando de
MATLAB la funciéon rgb2gray que convierte las imagenes de color RGB a valores de
escala de grises (luminosidad). El algoritmo genera una suma ponderada de los

componentes de color rojo, verde y azul (R, G, y B) como se indica en Eq. 2:
GSIZKRR+ KGG'l‘KBB (2)

Los valores del coeficiente RGB que utiliza el programa son: Kg = 0.2989, Kg =
0.5870 and Kg = 0.1140. La funcion rgb2gray convierte las imagenes RGB a escala de
grises con valores entre 0 y 255, eliminando el tono y la saturaciéon, manteniendo sé6lo
informacion de la luminancia.

Luminancia es el grado de brillo o luminosidad y es directamente proporcional a la
biomasa de microalgas. En MATLAB existen dos maneras de representar el nimero que
representa el brillo o la intensidad de un pixel. Una manera es la que asigna un numero
entre 0 y 1 para cada pixel. Valor 0 corresponde al negro y el valor 1 corresponde al blanco.
La otra forma se llama uint8 que asigna un nimero entero entre 0 y 255 representa a la
intensidad en una escala de tonos de grises.

Para este estudio se utiliz6 la clase unit8 para procesar las imagenes. En esta escala,
el valor 0 corresponde al negro y el valor de 255 corresponde al blanco. Esto permite una
mejor resolucion teodrica de 1/255 0 0.39 % sin tomar en cuenta errores asociados con la de
la variabilidad de la medicién real.

El segundo algoritmo (GS2) utilizado para evaluar la biomasa como una funcién de
la luminosidad, es similar a la primera, pero en este caso los coeficientes RGB. KR, KG y
KB son iguales a 0.333 (Gonzalez & Woods, 1992). Este algoritmo (Eq. 3) extrae
informacion de la luminosidad del espacio de color RGB o intensidad de espacio de color

HSL.
GS2=0.333R+0.333G +0.333B 3)

Las constantes de KR, KG y KB se ponderan para permitir el contraste de tonos
grises de imagenes de multiples colores. Por lo tanto, el resultado de la imagen en blanco y

negro es perceptible para el ojo humano. Para obtener una imagen de blanco y negro es
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importante distinguir entre los tonos de gris, pero no para esta aplicacion, ya que sélo hay
un color de interés, el de color amarillo dorado de I. aff. galbana (T-ISO).

La conversion a escala de grises de una fotografia digital con amarillo genera un
color mas claro en los dos algoritmos GS1 y GS2. Po lo tanto, fotografias convertidas a
escala de grises con estos dos algoritmos convierten el amarillo a un tono mas blanco que
los demas colores.

Esto causa que el rango dindmico sea menor. Para superar esta complicacion se
desarrollo otro algoritmo modificado de luminosidad (M1), el cual cambia los coeficientes
de RGB (KR, Kgy Kg). Los coeficientes modificados generan una curva de escala de grises

especifica para el color de la microalga, como se muestra en Eqgs. 4, 5y 6.
KR:MR/(MR+MG+MB) (4)
Ke=Mg/ (Mg + Mg + Mg) )

Kg= Mg/ (Mr + Mg + Mg) )

Donde Mg, Mg y Mg son las pendientes lineales de los colores rojo, verde y azul en la

escala RGB, respectivamente (Fig. 9).
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Fig. 9. Analisis de regresion entre los valores de color de RGB (rojo, verde y azul) y el niimero de
células por mililitro.

A continuacion, el algoritmo resultante (M1) con un mejor rango dindmico es el siguiente:

M1=Kg(255 - R) + K (255 - G) + K5 (255 - B) @)

Los valores calculados de las pendientes especifico para esta microalga son: Mg=-3.37, Mg
=-6.86 y Mg = -13.92, y el RGB coeficientes son los siguientes: Kg = 0.139, Kg = 0.284 y
Kg= 0.576.

Este nuevo algoritmo (Eq. 6) mejora el rango dinamico de esta aplicacion porque es
especifica para medir la biomasa de |. galbana (T-ISO). La base fisica de esto es que las
constantes de Kr, Kg and Kg son ahora ponderados en favor del color azul, que para
nuestra microalga de color amarillo, cambia més en la escala de RGB que en los colores

rojo o verde.
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Ademas de cambiar las constantes, en Eq. 6 se invirtio la escala restando el valor
maximo de 255 de cada color primario. El resultado es aun una escala de 0-255 como la
escala de grises, pero ahora es directamente proporcional a la transmitancia de la luz difusa,
y ahora un valor alto indicard mas biomasa. El efecto es de generar una curva que aumenta

en funcion al incremento de la biomasa o densidad celular.
6.1.6 Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados mediante andlisis de correlacion en MATLAB. Se
calculd para todos los modelos los coeficientes de correlacion (r) y se elaboraron curvas de
calibracion entre los niveles de RGB, escala de grises (GS1 y GS2) y el algoritmo
propuesto (M1) con los datos de densidad celular de I. galbana (T-ISO). Se calcularon
ecuaciones lineales derivados de las curvas de calibracion GS1, GS2 y M1, los cuales se
utilizaron para determinar densidad celular desconocido de I. galbana (T-ISO). Las
diferencias porcentuales entre el sistema propuesto y el método estdndar de conteo de

células utilizando un contador Coulter.

6.2 SISTEMA DE CULTIVO CON LUZ MONOCROMATICA (LEDs)

Se construyeron dos sistemas de produccion de microalgas con luz monocromatica
utlizando diodos electroluminosos (LEDs). Ambos sistemas empleaban LEDS (rojos y
blancos) y frascos Erlenmeyer de 1-L. sistema “A” empleaba LEDs colocados para ilumnar
el cultivo desde arriba mientras sistema “B” iluminaba el cultivo desde abajo desde la base

del matraz.

6.2.1 Sistema “A” de produccion de microalgas con luz monocromatica

El sistema “A” de produccién de microalgas con luz monocromatica consta de 6
compartimentos impermeables a la luz para crecer microalgas en matraces de Erlenmeyer
de 1 L. Cada compartimiento de 17x17x17 cm es aislado individualmente de la luz de los

demas (Fig. 10).
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Fig. 10. Diagrama del sistema “A” de produccion de microalgas con luz monocromatica donde
se muestra los 6 cajas negras (3 LED rojos y 3 LED blancos). La luz generada de los LEDs se
aplica de un tapon especialmente disefiado para sujetar el LED. En los matraces 7, 8 y 9
(control) se utiliza luz de un tubo fluorescente blanco (General Electric Co. Mexico, Mexico) a
60 £ 5 pmol ms” colocado horizontalmente al lado (no mostrado en diagrama).

En el sistema “A” los LEDs estan colocados en un tapén de plastico especialmente

fabricado para sujetar los LEDS (Fig. 11). Los LEDs utilizados eran de alta intensidad

(5,000 millicandelas). La irradiancia se midié con un irradiometro Sper Scientific Ltd

modelo 840022 a ~5 uM m™ s en el fondo del matraz.
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(A)

(B)

Fig. 11 Elementos del sistema “A” de produccion de microalgas con luz monocromatica. Diagrama de
(A) tapon especialmente disefiado para sostener LEDs para matraces Erlenmeyer de 1-Litro y (B)
detalle fotografico de un matraz de 1-L con el tapon y LED rojo encedido donde se aprecia el angulo
estrecho de luz la cual genera el LED. El tapon de plastico para sujetar LEDs fue disefiado y elaborado
en el taller de maquinados del CIBNOR.

En la Fig. 12 se muestra el sistema “A” de produccion de microalgas con LEDS vy en Fig.

13 se aprecia el panel de control de sistema “A”.
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Fig. 12 Detalle fotografico del sistema “A” de produccion de microalgas con luz
monocromitica donde se muestra los LEDs rojos y blancos encendidos.

Regulador voltaje AC a DC

Fig. 13 Detalle fotografico del panel de control del sistema “A” de produccién de microalgas con luz
monocromatica donde se muestran los 6 microcontrolladores PIC16F84A vy el regulador de voltaje AC
a DC.
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6.2.2 Sistema “B” de produccion de microalgas con luz monocromatica

El sistema “B” de produccion de microalgas con luz monocromatica consta de 6
bases con LEDs impermeables a la luz para crecer microalgas en matraces de Erlenmeyer
de 1 L (Fig. 14). Cada base es circular y construido de PVC y mide 3.5 cm de altura, 11.5
cm de diametro exterior y 10.2 cm de didmetro inferior. El propoésito de la base es sostener

el matraz e iluminar las microalgas a una irradiancia luminica mayor que el sistema “A”.

SISTEMA B

LED rojo LED blanco Fluorescente
(Grupo control)

Fig. 14. Diagrama del sistema “B” de produccién de microalgas con luz monocromatica donde se
muestra los 3 LEDs rojos y 3 LEDs blancos (1 a 6). La luz generada de los LEDs se aplica desde la base
la cual genera una intensidad luz mas elevada que sistema “A”. En los matraces 7, 8 y 9 (control) se
utiliza luz de un tubo fluorescente blanco (General Electric Co. México, México) a 60 + 5 pmol m™s™
colocado horizontalmente al lado (no mostrado en diagrama). Las flechas indican donde estin
localizados los LED, cerca de la base del matraz.
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Adentro de la cada esta formado de tres elementos: (1) LED, (2) espejo parabolico y (3)
lente (Fig 15). El proposito del espejo y el lente es dispersar la luz monocromatica para que

la irradiancia luminica sea mas homogénea y uniforme adentro del matraz con el cultivo.

ESPEJO

Fig. 15. Detalle fotografico de los elementos del sistema “B” de produccion de microalgas con luz
monocromatica donde se muestra en la fotografia izquierda: (A) LED, (B) LENTE, (C) ESPEJO
parabolica y (D) BASE; a la derecha se muestra un matraz en su base protegido de la luz externa con
papel aluminio.
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En la Fig. 16(A) se muestra el sistema “B” de produccion de microalgas con LEDS y en

Fig. 16(B) el sistema “B” con matraces y microalgas incluyendo el grupo control.

Fig. 16. Detalle fotografico de los elementos del sistema “B” de produccién de microalgas con luz
monocromatica donde se muestra: (A) el sistema con los LEDs rojos y blancos encendidos; y, (B) el
sistema con los matraces en sus bases protegidos de luz externa con papel aluminio (RL=LED rojo,
WL = LED blanco).

Fig. 17 se muestra el detalle fotografico del contralador de tiempo utilizado para controlar

el fotoperiodo de sistema “B”.

Fig. 17 Detalle fotogrifico del controlador de tiempo en el sistema sistema “B” de producciéon
de microalgas con luz monocromatica
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6.2.3 Fuentes luminicas

Para la luz roja se utiliz6 LEDS de GaAlAs rojo (frecuencia maxima de 660nm con
intensidad de 5000 mcd) y LED blanco de 5000 mcd. Para iluminar el grupo control se
utilizd un foco de luz fluorescente de 40W y se colocd horizontalmente al lado de las
matraces a una distancia de intensidad luminica de 60 pmol m?s”. Para el sistema “A” los
LEDS suministraban una intensidad luminica de 5 pmol m™ s mientras los LEDS de

. , . . , . 2 -1
sistema “B” proveian intensidad luminica de 60 pmol m™s".

6.2.4 Preparacion del inoculo

Para este parte del estudio se cultivo Isochrysis aff. galbana (T-ISO) Tahiti en 2
matraces de 2 L en cultivo batch con agua de mar esterilizada con medio /2 (Guillard &
Ryther, 1962; Guillard, 1975;) y con burbujeo continuo de aire (I vvm). La luz se
suministré continuamente con tubos fluorescentes blancos (General Electric Co. Mexico,
Mexico) a 60 + 5 umol m? s colocados horizontalmente al lado de las matraces. La
temperatura ambiente se controld a 23 = 1°C. Se resembraba el cultivo cada 3 dias por una
semana para sincronizar el ciclo y el tamafo celular posterior para utilizarlo como inéculo
en los experimentos de luz. Para cada experimento con luz se cosechaba 2L de microalgas
sincronizados al 4 dia y se inoculaban 9 matraces con 200 mL de I. galbana (T-ISO) y 500
mL con medio f/2. Estos cultivos preparados para los experimentos con luz partieron de

indculos de aproximadamente 2 a 3 millones de cel mL ™.

6.2.5 Experimentos

Para cada bioensayo se prepararon 9 matraces Erlenmeyer de 1 L estériles con 700
mL de cultivo de acuerdo a seccion 6.2.3. De estos seis matraces se destinaban tres para
sistema “A” o “B” y tres matraces par luz fluorescente (control). Se llevaron acabo en total

4 bioensayos con luz. Dos bioensayos de luz monocromatica con sistema “A” y dos con
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sistema “B” con diferente iluminacion pero con fotoperiodo invariable (Tabla II). Cada
bioensayo de luz se realizé en triplicado y duraba 5 dias.

La medicion de las concentraciones de células de la microalga Isochrysis aff.
galbana (T-ISO) en los 9 matraces antes y después del experimento se llevo a cabo en el
Coulter Counter de Beckman (modelo ZM, Beckman Instruments, Fullerton, CA, EE.UU).
Se colocaron los 6 matraces en su compartimiento individuales y 3 matraces de control y se

aplicaron diferentes calidades y cantidades de luz por 5 dias.

Tabla II. Tipo de luz y fotoperiodo seleccionado en cada matraz para cada bioensayo.

Matraz 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tipo Roja Roja Roja Blanca  Blanca  Blanca FL FL FL
deluz 12h:12h 12h:12h  12h:12h  12h:12h  12h:12h  12h:12h  12h:12h  12h:12h 12h:12h

* FL - Luz Fluorescente (grupo control)

Durante los bioensayos de luz se obtuvo burbujeo constante en cada matraz con aire

forzado a ~1 vvm.

6.2.6 Determinacion de la tasa de crecimiento poblacional

La tasa de crecimiento de la microalga I. galbana (T-ISO) se calcul6 utilizando la

In ()
4 = NI
& t2 —t1

ecuacion:

(8)

donde pe = tasa de crecimiento poblacional, N7 y N2 son el nimero de células mL™
en el tiempo &7y 2, respectivamente.
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6.2.7 Determinacion de las duplicaciones diarias en la tasa de crecimiento
poblacional

La mayoria de microalgas se reproducen mediante division binaria. Por consecuencia, la
tasa de crecimiento se puede representar en nimero de divisiones celulares o duplicaciones

diarias de biomasa mediante la ecuacion:

in (37) /in2
M2 = a1 ©)

donde 2= tasa de duplicaciones diarias en la poblacional, N7y N2 son el nimero de
células mL™" en el tiempo &4 y £, respectivamente.

6.2.8 Determinacion de tiempo de duplicacion poblacional

La tasa de tiempo de duplicacion expresado en dias g de la microalga I. galbana (T-ISO)

se calculd utilizando la ecuacion:

g
Hz (10)
donde M 2= duplicaciones diarias en la poblacional calculado de la ecuacion 9 (Seccion
6.2.7).

6.2.9 Analisis de peso seco de I. aff. galbana (T-ISO)

Para la determinacion de peso seco se utilizd el método descrito por Arredondo-
Vega & Voltolina (2007). Para todas las muestras se tom6 una alicuota conocida de 25-27
mL de la suspension al terminar la experimentacion con luz. La alicuota fue filtrada en
papel filtro (Whatman GF/C 47 mm) previamente pesado y secado en en una estufa a
temperatura entre 65 y 70°C por 24 horas. Posteriormente se colocd en un desecador por 1
hora y se peso6 a una resolucion de 4 decimales. Se repiti6 el proceso de secar y de pesar 3

veces o hasta determinar que el peso quedaba constante, estable y por lo tanto sin humedad.
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6.2.10 Contenido bioquimico de la biomasa de |. aff. galbana (T-ISO)

El contenido bioquimico (lipidos, proteinas y carbohidratos totales) se determind al
terminar cada bioensayo de luz al cinco dia por triplicado. Concentracion de 500 mL de
microalgas cosechadas de cada reactor fueron centrifugadas a 2,500 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 10°C en una centrifuga refrigerada marca BECKMAN GPR
modelo CS-6R en tubos conicos. El centrifugado se decanto y la pastilla celular se lavo con
15 mL de formato de amonio al 5% para eliminar las sales. El procedimiento de centrifugar
y decantar se repitid hasta obtener todo la biomasa de cada ensayo en un tubo coénico de 50
mL. Posteriormente, los tubos conicos fueron guardados en un ultracongelador marca
Continental Freezer a -80°C, dentro de un frasco Pyrex para liofilizacion. Las muestras se
secaron en un liofilizador Virtis 5L en varias sesiones hasta alcanzar las 24 horas para cada
muestra. Finalmente, para las determinaciones de contenido bioquimico, las muestras
liofilizadas fueron primeramente transferidas en tubos eppendorf previamente pesados y

etiquetados.

Cuantificacion de lipidos totales

La determinacién de lipidos se realizé utilizando el método de Bligh y Dyer (1959).
El principio de la técnica estd en que los lipidos totales se extraen con una mezcla de
cloroformo/metanol/agua. Para dicha determinacion se pes6 5 a 20 mg de la muestra
liofilizada de cada experimento y se coloco en tubos de ensayo individuales. Se agregaron 3
mL de cloroformo/metanol/agua (1:2, 0.5) y 5 uL de antioxidante BHT y se sonico,
posteriormente se incubd 24 h a 4 °C protegido de la luz. Después se agregd 2 mL de
cloroformo y 3 mL de agua, se mezcl6 con vortex y se centrifugd a 3,000 rpm durante 10
min a 10°C. La parte inferior (cloroformo) se separd y colocé en un tubo de ensayo
previamente pesado y se secO con nitrogeno gaseoso. Luego se agregd 2 mL de acido
sulftrico (H,SO4) concentrado y se sell6 los tubos de ensayo con papel aluminio y un tapén
con rosca. Esta mezcla se quemo a temperatua de 200°C por 15 minutos. La mezcla se dejo
reposar a temperatura ambiente y se colocd los tubos de ensayos en un baio con hielo, se

agregd 3 mL de agua destilada a cada tubo y se mezcld con un vortex hasta que toda la
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muestra quedo homogénea y sin residuos de materia orgéanica. Para la curva de calibracion
se construy6 una curva patrén de 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 de pg de lipidos utilizando
triplamitina como estdndar. La absorbancia se lee a 375 nm en un espectrofotometro marca
Thermo Spectronic Genesys 20. Para obtener los lipidos totales por unidad de peso seco de

la microalga se utilizo la relacion:

% Lipidos = [(As7snm/m x V) /P] x 100 (11)
donde:

Asz75 nm = Absorbancia

m = pendiente o factor de correccion de la curva de calibracion

V = Volumen del extracto (en mL)

P = Peso seco biomasa liofilizada (mg)

Cuantificacion de proteinas totales

La determinacion se realiz6 mediante la técnica de Lowry et al (1951). El principio
de esta técnica se basa en la reaccion oxidante de Folin-Ciocalteu (acido fosfomolibdico-
tungstico: FMT), después de un tratamiento con solucion alcalina de cobre, resultando en
un color azul cuya intensidad depende del contenido. Se peso 5 mg de muestra liofilizada y
se coloco en tubos de ensayo. Se agregd 5 mL de NaOH 0.1N para hidrolizar las proteinas
y se hizo reacionar en un termo-bafio marca Techne TE-8J a 100 °C durante 1 hora.
Posteriormente, las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se centrifugd a
3000 rpm durante 20 min a 10°C. Se separ6 el extracto con pipeta Pasteur. Se prepararon
dos solucidnes: (1) Na,CO; al 2% (p/v) en NaOH 0.1N (solucion A) y (2) CuSOy4 al 0.5%
en tartrato de K al 1% y agitar (soluciéon B). A la muestra (extracto alcalino) se agregd 5
mL de solucidon A y B en una proporcion 50:1. Posterormente se agregd a la mezcla 500 pL
de la solucioén 1:1 de Folin:H,O destilada y se agit6 en vortex y se dejo reposar en la
oscuridad por 40 minutos. La curva de calibracion se elabord a partir de una solucion
estandar de albumina bovina (BSA) con un rango de concentracién de 0 — 150 pg mL™" (0,

30, 60, 90, 120 y 150 pg mL ™). Se midi6 la absorbancia del extracto a 750 nm en un
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espectrofotometro marca Thermo Spectronic Genesys 20. Para obtener la concentracion de

proteinas por unidad de peso seco de la microalga se utiliz6 la relacion:

% Proteinas = [ [ (M X Azsonm) /VM]xVg]/Px 100  (12)
donde:

A750 nm = absorbancia

m = pendiente de la curva de calibracion
Vm = Volumen de la muestra

Vg = Volumen del extracto alcalino (5 mL)

P = peso seco biomasa liofilizada (mg)

Cuantificacion de carbohidratos totales

Para la determinacion de carbohidratos se utilizo el método de Dubois, et al. (1956).
El fundamento de éste método se basa en hidrolizar los enlaces glucosidicos que forman los
polisacaridos y disacaridos para ser convertidos a monosacaridos. Los complejos variaran
en color de verde a negro, dependiendo de la cantidad de carbohidratos presentes en la
muestra. Se peso 5 mg de muestra liofilizada y se coloc6 en tubos de ensayo. Se agregd 4
mL de 4cido sulfurico (H,SO4) 1.0 N y se y se sonifico por 5 min. Se agreg6 otros 4 mL de
acido sulftrico (H,SO4) 1.0 N y se sell6 los tubos de ensayo con papel aluminio y un tapon
con rosca. Se hizo la colocd las muestrs en un termo-bafio marca Techne TE-8J a 100 °C
durante 1 hr. Se retiro las muestras en los tubos de ensayo y se dejo enfriar a temperatura
ambiente. Se centrifugo a 3,000 rpm durante 15 min a 10°C y posteriormente se separo el
extracto acido con pipeta Pasteur. Se tomo del extracto acido 1 mL y se agrego 1 mL de
fenol 5% y se mezclo con vortex. Se agragd a mezcla lentamente 5 mL de acido sulfurico
(H2S0O4) concentrado en una campana de extraccion y se enfrio a temperatura ambiente. Se
midi6 la absorbancia del extracto a 485 nm en un espectrofotometro marca Thermo
Spectronic Genesys 20. Los resultados se compararon contra una curva calibracionde
absorbancia preparada con 0, 24, 48, 72, 96, 120 pg mL_l, a partir de una solucion estandar
de glucosa de 120 pg mL". Para obtener los carbohidratos totales por unidad de peso seco

de I. aff. galbana (T-ISO) se utiliz6 la relacion:
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% Carbohidratos = [[ (M X Ass5nm) / VM ] x Vg ]/ P x 100 (13)

donde:

Augsnm = absorbancia

m = pendiente de la curva de calibracion
Vm = Volumen de la muestra

Vg = Volumen del extracto alcalino (5 mL)

P = peso seco de biomasa liofilizada (mg)

6.2.11 Analisis estadistico

Para determinar si los diferentes tratamientos tiene un efecto significativo sobre el
crecimiento de la microalga, se realizd un andlisis de variancia de un solo factor,
examinado los valores medios de los diversos tratamientos. Los datos fueron analizados

usando el programa estadistico SPSS 11.5.
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7.0 RESULTADOS

7.1 SISTEMA PARA MEDIR BIOMASA

7.1.1 Generacion de la curvas de calibracion

En la Figura 18 se muestran las curvas de escala de grises con el método utilizado
por el software MATLAB, y la escala de grises indicado por Gonzéalez & Woods (1992) y

los coeficientes de correlacion fueron 0.992 y 0.995, respectivamente.
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Fig. 18. Analisis de regresion de dos algoritmos de escala de grises (GS1 = MATLAB, GS2 = Gonzales
& Woods) y el nimero de células por mililitro de Isochrysis aff. galbana (T-ISO).



49

En la Figura 19 se muestra las curvas de escala de grises con el algoritmo propuesto
M1, optimizado para el color de nuestra microalga, también resulto tener un coeficiente de

correlacion favorable de 0.997.
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Fig. 19. Analisis de regresion de luminiscencia algoritmo propuesto (M1) y el niimero de células por
mililitro de Isochrysis aff. galbana (T-ISO).
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La Tabla III muestra diferencias porcentuales de densidad celular en comparacion

con los resultados generados con el contador Coulter para los dos algoritmos de escala de

grises estandar (GS1 y GS2) y el propuesto (M1).

Tabla III. Comparaciones de densidad celular de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) (x 10° células mL™)
con el estandar electronico de conteo de células (EC) utilizando un contador Coulter y los tres
algoritmos para procesar imagenes digitales (GS1, GS2 y M1). Entre paréntesis intervalos al noventa y
cinco por ciento de confianza.

Y

Modelos
GS1 GS2 M1

EC DP % Diff DP % Diff DP % Diff
0.062(.066) 0.267 76.78 0.253 75.49 0.113 45.13
0.071(.069) 0.262 72.90 0.255 72.16 0.112 36.61
0.076(.063) 0.366 79.23 0.322 76.40 0.179 57.54
0.081(.072) 0.373 78.28 0.338 76.04 0.196 58.67

1.52(.06) 1.67 8.98 1.66 8.43 1.638 7.79

3.02(.061) 3.22 6.21 3.22 6.20 3.207 6.20

4.51(.122) 4.71 4.25 4.69 3.84 4.675 3.65

6.12(.096) 5.99 217 6.21 1.45 6.09 0.49

7.11(.102) 7.53 5.58 7.53 5.58 7.022 1.24

8.10(.122) 8.02 1.00 8.03 0.87 8.032 0.84

9.30(.129) 8.52 9.15 8.53 9.03 8.232 11.49
11.2(.093) 9.02 24.17 9.03 24.03 8.331 25.61

Amplitud de operacion
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7.2 SISTEMAS DE CULTIVO CON LUZ MONOCROMATICA (LEDS)

7.2.1 LED ROJO sistema “A”

En la Figura 20 se muestran los tamafos y nimeros de células de Isochrysis aff. galbana
(T-ISO) con LED ROJO en el sistema “A” al tiempo cero y a los 5 dias.
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E 4000 = . % ¢ 3R
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3000 & 4
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3.5 4 4.5 5 5.5 6

um

Fig. 20. Namero de células y tamaifio de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) con LED ROJO al
tiempo cero (T0) y a los 5 dias (T5) en sistema “A” a una intensidad luminica de 5 pmol m?s’. Las
graficas 1R(T0), 2R(T0) y 3R(T0) corresponden al tiempo cero y 1R(T5), 2R(T5) y 3R(T5) al tiempo 5
dias, respectivamente. No hubo diferencias significativas en tamaiio o nimero de células (P > 0.05,
n=3).
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7.2.2 LED BLANCO sistema “A”

En la Figura 21 se muestran los tamafios y numeros de células de Isochrysis aff. galbana
(T-ISO) con LED BLANCO en el sistema “A” al tiempo cero y a los5 dias.

7000
3.25um 3.68 um
6000 AN = -~
+ 1B(TO)
5000 + 1B(T5)
% 2B(TO)
-
5 3000 3B(TO)
o A 3B(T5)
2000
1000
O ]
2 3 4 5 6
pm

Fig. 21. Numero de células y tamaifio de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) con LED BLANCO
al tiempo cero (T0) y a los 5 dias (T5) en sistema “A” (n=3) a una intensidad luminica de 5 pumol m?s™.
Las graficas 1B(T0), 2B(T0) y 3B(T0) corresponden a tiempo cero y 1B(T5), 2B(TS) y 3B(T5) a tiempo
5 dias, respectivamente. . No hubo diferencias significativas en tamafio o nimero de células (P >0.05,
n=3).
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7.2.3 LED ROJO sistema “B”

En la Fig. 22 se muestran los tamafios y numeros de células de Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) con LED ROJO en sistema “B” en tiempo cero y tiempo 5 dias.
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Fig. 22. Numero células y tamaiio de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) con LED ROJO en
tiempo cero (T0) y tiempo 5 dias (T5) en sistema “B” (n=3) a una intensidad luminica de 60 £ 5 pmol
m?s”. Las graficas 1R(T0), 2R(T0) y 3R(T0) corresponden a tiempo cero y 1R(T5), 2R(T5) y 3R(TS) a
tiempo 5 dias, respectivamente. No hubo diferencias significativas en tamafio o niimero totales de
células mL™ (P >0.050). (n=3)
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7.2.4 LED BLANCO sistema “B”

En la Figura 23 se muestran las variaciones en tamafo y numero de células de Isochrysis
aff. galbana (T-ISO) con LED BLANCO en el sistema “B” al tiempo cero y a los 5 dias.

6000
168 & 1B(T0)
.68 um
3.81um H m 18(T5)
5000 p
X
A % A 2B(T0)

S 0y
4000 & o B /%:
& Pa'e, X 3B(T0)
g % CollE )
3000

2000

cel mL-1

1000

Fig. 23. Numero células y tamafio de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) con LED BLANCO al
tiempo cero (T0) y a los S dias (T5) en sistema “B” (n=3) a una intensidad luminica de 60 £S5 pmol m"
s, Las graficas 1B(T0), 2B(T0) y 3B(T0) corresponden a tiempo cero y 1B(TS), 2B(T5) y 3B(T5) a
tiempo 5 dias, respectivamente. No hubo diferencias significativas en nimero de células (P >0.05)
pero si hubo diferencias en tamaiio (P<0.05, n=3).
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7.2.5 LUZ FLUORESCENTE (grupo control)

En la Fig. 24 se muestran los tamafios y numeros de células de Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) con LED ROJO, LED BLANCO y luz fluorescente (grupo control) al tiempo cero y a
los 5 dias. .
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Isochrysis aff. galbana (T-ISO) con tubo fluorescente blanco (General Electric Co. México, México) a
60 £ 5 umol ms™ colocado horizontalmente (grupo control). El grupo control se utilizé para comparar
crecimiento en sistemas experimentales con LEDs “A” y “B”. Las graficas 1LN(T0), 2LN(T0) y
3LN(TO) corresponden a tiempo cero y 1LN(T5), 2LN(T5) y 3LN(T5) a tiempo 5 dias, respectivamente.
No hubo diferencias significativas en tamafio (P>0.050) pero si hubo diferencias en nimero de células
(P <0.05, n=3).
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7.2.6 Determinacion de productividad

En la Tabla IV se muestran las variaciones de productividad en Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) con LED ROJO, LED BLANCO y luz fluorescente (grupo control) para sistema “A”
y B”.

Tabla IV. Productividad en mg/L/dia de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) en sistemas “A” y
“B” con diferentes aplicaciones de luz. Los datos son la media + la desviacion estandar (n=3).

LED ROJO LED BLANCO FLUORESCENTE

mg L™'d mg L™'d mg L™'d
SISTEMA “A” 8.12+0.32 9.30 £ 1.66 43.56 + 15.83
SISTEMA “B” 279+1.16 8.43 £ 2.98 32.36 £4.72

7.2.7 Crecimiento LED ROJO, BALNCO y LUZ FLUORESCENTE

En la Tabla V se muestran las variaciones de crecimiento en Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) con LED ROJO para sistema “A” y B”. Mientras Tabla VI se muestran las
variaciones de crecimiento en Isochrysis aff. galbana (T-ISO) con LED BLANCO para
sistemas “A” y B”. Finalmente, la Tabla VII muestra las variaciones de crecimiento en
Isochrysis aff. galbana (T-ISO) pero con luz fluorescente (grupo control) para sistemas “A”
y B”.
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7.2.10 Tamarno de micoralgas con LEDS ROJO y BLANCO vy con LUZ
FLUORESCENTE (grupo control)

En la Figura 25 se muestran imagenes de fotografias micrscopicas de las variaciones de
tamafio de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) después de 5 dias de los tres
tratamiento de luz en el experimento con sistema “B”. Se observo que las microalgas de
mayor tamafio son los que fueron cultivados con luz fluorescente, seguidos por LED blanco

y luego LED rojo.

N

6.4 X 3.7 ym

Fig. 24. Detalle fotografico de la microalga Isochrysis aff. galbana (T-ISO) con LEDs rojo y blanco y luz
fluorescente (grupo control) después de 5 dias de tratamiento de luz en el experimento con sistema “B”.
(RL=LED rojo, WL = LED blanco, FL=Luz Fluorescente (100X).
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7.2.11 Contenido Bioquimico

En la Tabla VIII se muestran las variaciones en la concentracion de proteinas,
carbohidratos, lipidos de Isochrysis aff. galbana (T-ISO), cultivada en los sistemas “A” y
CCB’Q.

Tabla VIII. Concentracion promedio de proteinas, carbohidratos y lipidos de Isochrysis aff. galbana
(T-ISO) al final de 5 dias de cultivo en sistemas “A” y “B” con LED ROJO y BLANCO y con luz
FLUORESCENTE (FL). Los datos son la media + la desviaciéon estaindar (n=6)

PROTEINAS CARBOHIDRATOS LIPIDOS
mg g™ mg g~ mg g™
LED
roJ0 | 17721 135 + 44 517 + 93
SISTEMA .0
A BALNCO 15046 4312 461 + 99
FL 90 + 38 81123 537 + 65
LED
ROIO 322 + 57 87 + 37 356 + 77
SISTEMA o
B BALNCO  301%28 75+ 19 388 + 68
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En la Figura 25 se muestran las variaciones porcentuales de proteinas, carbohidratos,
lipidos de Isochrysis aff. galbana (T-ISO), cultivada en sistema “B” con LED Rojo, Blanco
y luz fluorescente donde se observa que no existen diferencias significativas (P >.05).
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Fig. 25. Porcentaje de proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) al
final de 5 dias de cultivo en sistema “B” con LED ROJO y BLANCO, con luz FLUORESCENTE . Los
datos son la media + la desviacion estandar (n=3)
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8.0 DISCUSION
8.1 SISTEMA PARA MEDIR BIOMASA

8.1.1 Generacion de la curva de calibracion

Para las curvas de escala de grises con el método utilizado por el software
MATLAB, y la escala de grises indicado por Gonzalez & Woods (1992) los coeficientes de
correlacion fueron 0.992, 0.995, respectivamente (Fig. 18). El algoritmo propuesto M1,
optimizado para el color de nuestra microalga, también resulto tener un coeficiente de
correlacion favorable de 0.997 (Fig. 19).

El rango dinamico se calcula dividiendo las pendientes de curvas de calibracion y se
comprobd que el nuevo algoritmo M1 aument6 el rango dindmico 62.1% y 32.9% en

comparacion con los modelos de GS1 y GS2, respectivamente.
8.1.2 Evaluacion de biomasa desconocida

En los tres experimentos independientes para estudiar el funcionamiento del sistema
y la metodologia para medir la biomasa. Utilizando la curvas de calibracién de escala de
grises (GS1 y GS2) y el algoritmo modificado (M1) se midieron densidades desconocidas
de células I. galbana (T-ISO) para simular tres secciones de la curva de crecimiento de las
microalgas: la fase lag (de baja densidad celular), fase exponencial (media densidad
celular), y la fase estacionaria (de alta densidad celular). Se encontré para todos los
algoritmos (GS1, GS2 y M1), en la region de interés, pequefias diferencias porcentuales en
comparacion con los resultados generados con el contador Coulter. Para densidades
celulares de 1.52x10° y 8.1x 10° cel mL™" se encontraron diferencias menores de 10%. Este
resultado es ventajoso porque corresponden a las fases exponenciales y estacionarias de la

curva de crecimiento donde generalmente se realiza la cosecha.
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Por otra parte, se encontr6 que el nuevo algoritmo propuesto M1, demostro
generalmente diferencias porcentuales mas bajos, seguido de GS2 y GSI1. Todos los
algoritmos presentaron deficiencias para medir biomasa de baja densidad celular (< 81x10°%)
o muy alto densidad celular (> 11.2x10°), indicando el limite de medicién del sistema.

En esta primera linea de investigacion, con base en los resultados presentados,
puede afirmarse que los objetivos establecidos para medir la biomasa de la microalga
Isochrysis aff. galbana (T-ISO) a través de imagenes digitales fueron cubiertos en forma
satisfactoria. Asi, resultd posible llevar a cabo una comparacion de la efectividad del
sistema para medir la biomasa utilizando, como marco de referencia, el que proporciona el
estandar del contador Coulter. El algoritmo desarrollado permitié una escala dindmica
mayor de lo que provee los estandar algoritmos para escalas de grises y sefiala un esquema
metodologico para la medicion de biomasa en otras microalgas a través de imagenes
digitales. Por otra parte, se obtuvo evidencia suficiente para verificar la hipdtesis
establecida por la presente investigacion. Se mostro que es factible utilizar imagenes
digitales para modelar el crecimiento de una microalga. El algoritmo propuesto demostrd
tener capacidad entre ciertos limites de densidad celular, de medir biomasa de una manera
econdmica, rapida y facil.

Asi mismo, el sistema desarrollado demostrd tener excelentes propiedades para
posibles esquemas de automatizacion, la estimacion de biomasa, lo que es particularmente
deseable para sistemas de biomonitoreo. La mediciéon de biomasa continuara siendo
importante en el futuro para cultivos de microalgas en la industria y para experimentacion.
El sistema propuesto en este trabajo constituye una manera facil y economica para la
medicion de biomasa total. Sin embargo, debido a necesidad de conocer la calidad de la
biomasa, ademas de la cantidad, otras técnicas seran necesarias.

Ademas, debido a que ningun método de medicion es ideal, es probable que
métodos en el futuro incorporen varias de las técnicas de medicion de biomasa para generar
un control mayor de la calidad de la cosecha microalgal.

No obstante lo anterior, es importante resaltar que el sistema desarrollado podria ser

una parte valiosa en dichos sistemas de biomonitoreo, ya que es facil y econdmico de
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implementar. Esta particularidad del sistema, para describir el crecimiento microalgal de

forma econdmica podra ser trascendente.

8.2 SISTEMAS DE CULTIVO CON LUZ MONOCROMATICA (LEDS)

En esta segunda linea de investigacion, se aplico a la microalga Isochrysis aff. galbana (T-
ISO) luz monocromatica roja y blanca con LEDS y se determiné densidad celular, tamafio,
productividad, crecimiento y contenido bioquimico y se compard con luz fluorescente

(grupo control).

8.2.1 Densidad y tamaiio celular

En sistema “A” con LEDs Rojo y Blanco se encontr6 que no hubo cambio de
densidad celular o tamafio (P > 0.05) después de los 5 dias de tratamiento posiblemente por
la baja intensidad luminica de 5 pm m™ s™ (medido al fondo de los matraces). En cambio
en el sistema “B” si se observé un cambio de tamafo significativo en tamafio celular (3.81
pum a 4.68 um) con LED Blanco (P < 0.05) pero no en densidad celular. EI cambio en
densidad celular con LEDs blanco y rojo no era significativo (P>0.05) a pesar de la
intensidad luminica de 60 pm m™ s era igual al tratamiento de luz del grupo control con
luz fluorescente. Para el grupo control (fluorescente) el cambio de densidad celular era
favorable y si era significativo (P<0.05), por otro lado el cambio de tamafio promedio de las

células no era significativo (p > 0.05).
8.2.2 Productividad

En ambos sistemas “A” y “B” la productividad era muy bajo casi 4 a 15 veces mas
bajo que con luz fluorescente (grupo control). En sistema “A” y “B” la productividad eran
muy similares en los tres tratamientos, a excepcion de los LEDs rojo que
incongruentemente mostrd una productividad mas bajo, posiblemente porque al iniciar el

experimento habia menor densidad celular en el cultivo.
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8.2.3 Crecimiento

En ambos sistemas “A” y “B” era siempre mas alto el crecimiento de las microalgas
con luz fluorescente (grupo control). Alcanzo densidades celulares desde 8.27 x 10° hasta
10.9 x10°. Asimismo, el promedio de duplicacion (tg) de 3.7 a 3.8 dias con luz fluorescente
también era mejor que todos los tratamientos para ambos experimentos con sistema “A” y
“B”, respectivamente. Estos valores aunque fueron los mas bajos sugieren que a los 5 dias
de tratamiento con luz |. galbana (T-ISO) habia alcanzado su maximo crecimiento
poblacional y entraba a la fase de saturacion y el crecimiento celular se retrasaba. Tipicos
valores de duplicacion celular (tg) en la fase exponencial para I. galbana (T-ISO) en la
literatura es de 1.15 dias (Fotoon et al., 2007). Los valores de duplicacion celular (tg) para
LEDs blanco y rojo para ambos sistema “A” y “B” son excesivos indicando que no son
congruentes y sugieren que la microalga no estaba duplicando. Por lo tanto, las microalgas
iluminadas con LEDS se encontraban en un estado estacionario debido a la poca o nula
respuesta de crecimiento, manteniendo homeostasis utilizando sus reservas, mientras

esperaba mejores condiciones luminicas para su desarrollo.

8.2.4 Imagenes de fotografias microscopicas de tamaio celular

En el sistema “B” se tomaron imagenes digitales (Fig. 25) después de los
tratamientos con luz (dia 5) y se observo que el tamafio de la microalga I. galbana (T-ISO)
es mayor con luz fluorescente, seguido en tamafio las microalgas con el tratamiento de
LEDs blanco y por ultimo el mas pequeiio es con el tratamiento con LEDs rojo. No se
tomaron fotografias microscopicas del tratamiento de luz con el sistema “A”. Diferencias
de tamafio celular de I. galbana (T-ISO) con LEDs rojo y blanco no se ha reportado
previamente en la literatura.

Estos datos difieran notablemente de los resultados de tamafio de la microalga
medido con el contador Coulter. Se especula que esto es debido a que el protocolo
metodoldgico para conteo celular y medicion de tamafio con el contador Coulter requiere la

adicion de formol de 4 a 10% y causa que las microalga se deshidraten, mueran y se
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vuelvan mas pequeiias. Por lo tanto, existe la posibilidad que el contador de Coulter esta
subestimando los valores reales. Esta disminucion de tamafio celular con el contador de
Coulter se ha reportado en la literatura (Iwasawa et al., 2009). También se ha reportado que
los numeros de tamafio pueden ser inexactos con el contador de Coulter cuando las células

no son esféricas (Harbison y McAlister, 1980; Nilsson, 1990; Montagnes et al., 1994).

8.2.5 Composicion bioquimica celular

En ambos sistemas “A” y “B” los resultados de concentracion promedio de
proteinas, carbohidratos, lipidos y de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) al final de 5 dias de
cultivo con LED rojo y blanco y con luz fluorescente eran muy similares y coinciden a los
valores tipicamente reportado en la literatura para esta microalga (Brown et al., 1989). Sin
embargo las diferencias en concentracién de proteinas de sistema “A” y “B” son muy
diferentes (Tabla VIII). El sistema “A” las cantidades de proteicas fueron inusualmente
bajos comparado a la literatura. Se teoriza debido a que liofilizacion se hizo en el sistema
“A” en partes para lograr las 24 horas, en un sistema anticuado y se utilizé6 mucho formato
de amonio para remover las sales posiblemente se hidrolizaron una buena cantidad de las
proteinas. A diferencia de sistema “B” donde se logro liofilizar inmediatamente en un dia
en una liofilizadora nueva y se utilizé6 muy poca formato de amonio.

En esta segunda linea de investigacion, con base en los resultados presentados,
puede afirmarse que los objetivos establecidos para aplicar luz monocromatica
suministrado con LEDs fue cubierta. Por otra parte, se obtuvo evidencia para rechazar la
hipotesis propuesta por la presente investigacion. Se mostrd que la microalga Isochrysis aff.
galbana (T-ISO) no crece o crece muy poco con luz de LEDs rojo y blanco (primariamente
azul) independientemente de la intensidad utilizada. Este resultado es totalmente diferente a
los resultados reportados en la literatura para crecimiento en otras microalgas con LEDs
rojo y azul (Matthijs et al., 1995; Lee et al., 1996; Wang et al., 2007), lo cual implica
posiblemente que la microalga I. galbana (T-ISO) requiere otra longitud o longitudes de
onda para crecer. Esta pudiera ser la explicacién, porque en todos los anteriores

experimentos con luz monocromatica reportado en la literatura fueron realizados con
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microalgas verdes, mientras . galbana (T-ISO) es de color amarillo dorado y por lo tanto

posee otro perfil de pigmentos fotosintéticos.

9.0 CONCLUSIONES
9.1 SISTEMA PARA MEDIR BIOMASA

1.- Se encontrd para todos los algoritmos (GS1, GS2 y M1), en la region de interés, de
1.52x10° a 8.1x 10° pequeiias diferencias porcentuales en comparacion con los resultados

generados con el contador Coulter.

2.- En el rango de densidad celular de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) de 1.52x10° a 8.1x

10°® células mL " la diferencias de conteo celular eran menores de 10%.

3.- En el rango completo de densidad celular de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) de 6.2 x10*
a 11.2 x 10° células mL ' la diferencias de conteo celular eran de un minimo de 0.49% hasta

un maximo de 79.23%.

4.- El método desarrollado utilizado de procesamiento de imdgenes digitales no era muy
preciso o exacto en muy altas concentraciones o muy bajas. Se observo que en el rango de
densidad celular de Isochrysis aff. galbana (T-ISO) menores 6.2 x10* 0 mayores a 11.2 x
10° células mL™" la diferencias de conteo celular comparado al contador Coulter varia

mucho en precision independientemente del algoritmo (GS1, GS2 y M1) utilizado.

5.- El algoritmo desarrollado (M1) permitié una escala dindmica mayor de lo que provee

los estandar algoritmos (GS1 Y GS2) para escalas de grises.

9.2 SISTEMAS DE CULTIVO CON LUZ MONOCROMATICA (LEDS)

1.— En todos los experimentos de cultivo las mayores concentraciones de indculo se

obtuvieron en los protocolos con luz fluorescente (media de 1.09 x 107 y 8.27 x 10° células
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mL™ en sistemas “A” y “B”, respectivamente y el cambio de concentracion celular si era

significativo (P<0.05) después de 5 dias de tratamiento.

2. — En los protocolos con LED rojo no se observo crecimiento o incremento de poblacion
(P > 0.05) después de 5 dias de tratamiento con intensidad 5 pm m™ s (sistema “A”) ni

con 60 um m?s! (sistema “B”).

3. — En los protocolos con LED blanco tampoco se observo crecimiento o incremento de
poblacion (P > 0.05) después de 5 dias de tratamiento con intensidad 5 pm m™ s (sistema

“A”) ni con 60 um m? s (sistema “B”).

4. — Aunque los datos del tamafo celular indicaban que las diferencias no eran
significativas en la mayoria de los diferentes protocolos de luz, se especula que esto es
debido a que el protocolo metodologico para conteo celular y medicion de tamafio con el
contador Coulter requiere la adicion de formol de 10%. Por lo tanto, causo que las
microalga se deshidraten, mueran y se vuelvan mas pequefias. En observaciones
microscopicas con |. galbana (T-ISO) no tratadas con formol 10% se observd una
tendencia de disminucidon de tamafio celular en los tratamientos de luz con LEDs en

comparacion con luz fluorescente (Tamaio: Fluorescente > LED blanco > LED rojo).

5. — Los valores menores de tiempo de duplicacion (tg) con los protocolos con luz
fluorescente con la media variando entre 3.8 + 2.7 y 3.7 £.5 dias, en sistema “A” y “B”,
respectivamente. Estos valores de duplicacion sugieren que el crecimiento habia alcanzado
su fase de saturacion porque valores tipicas de duplicacion celular para I. galbana (T-ISO)

son de alrededor de 1.5 dias en la fase exponencial.

6. — No se observo diferencias significativas (P >0.05) en el contenido bioquimico de
proteinas, carbohidratos o lipidos entre tratamientos en los diferentes protocolos con LED
rojo y blanco y luz fluorescente, excepto en la cantidad de proteinas entre los sistemas “A”
y “B”. Esta diferencia se debe en que en sistema “A” se utilizo mucho formato de amonio
durante la cosecha y se puede suponer que se hidrolizaron y se perdieron la mitad de

proteinas en sistema “A”.
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7. —La baja cantidad proteica en el sistema “A” es posiblemente debido al uso excesivo de
formato de amonio, causando hidrolisis y pérdida proteica. Las otras cantidades de lipidos,

proteinas y carbohidratos son muy similares a esos reportados en la literatura.
9. — No se observaron microscopicamente bacterias en los cultivos.

10. — No se obtuvieron diferencias significativas en crecimiento poblacional o niimeros de
células en sistemas “A” y “B” en ninguno de los protocolos de luz con LEDs (P>0.05),
aunque la luz luminica de los LEDs de sistema “B” era de de 60 um m™ s™, lo cual es 12
veces mas que sistema “A” (5 um m~ s™). Se puede teorizar que |. aff. galbana (T-ISO)
siendo una microalga amarillo en vez de verde, es menos eficiente en utilizar longitudes de
onda rojo y azul para su fotosintesis y crecimiento. Por lo tanto, posiblemente requiere otro
u otros longitudes de onda que rojo y azul (el LED blanco utilizado emite principalmente

luz azul).

11.- Los sistemas “A” y “B” disefiados y evaluados para aplicar luz monocromatica con
LEDs son los primeros realizados con Isochrysis aff. galbana (T-ISO) y se sugiere que es
una herramienta til para evaluar la produccion de biomasa en otras especies de microalgas

con LEDs .
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