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Evaluacion de la cinética de crecimiento y determinacion de clorofila de un
consorcio del género Scenedesmus empleando diferentes medios de cultivo.

Growth kinetics evaluation and chlorophyll determination of a Scenedesmus consortium using different
culture media
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RESUMEN

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que han captado un creciente interés debido a su potencial en aplicaciones industriales y
biotecnoldgicas. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de dos medios de crecimiento (Guillard & Ryther F/2 Media, y Bold's Basal Medium
BBM) en parametros cinéticos y la produccion de clorofila de un consorcio nativo de Sinaloa del género Scenedesmus. Los resultados obtenidos
mostraron la influencia en el medio utilizado, se obtuvo un tiempo de duplicacion (td) de 0.9259 dias en BBM y 1.0804 dias en F/2. De igual manera,
las densidades celulares maximas alcanzadas fueron de 6.03+0.34x10° células mL' para BBM y 14.06+3.20 x10° células mL" para F/2,
respectivamente. Con estos resultados, se pudo inferir que el medio BBM favorece el tiempo de duplicacion, mientras que el F/2 favorecié en la
densidad celular maxima alcanzada, pudiéndose traducir a mas cantidad de biomasa por litro. Evaluar el comportamiento de la cinética de crecimiento
en distintos medios de cultivo es crucial para optimizar las condiciones del cultivo, maximizando las tasas de crecimiento y acumulacion de
compuestos de interés, identificando las condiciones 6ptimas para la produccién a gran escala, lo que permite optimizar la eficiencia, sostenibilidad
y viabilidad econémica de una biorrefineria.

Palabras claves: Bioenergia, Bioprocesos, Microalgas, Pardmetros cinéticos

ABSTRACT

Microalgae are photosynthetic microorganisms that have garnered increasing interest due to their potential in industrial and biotechnological
applications. The aim of this study was to analyze the effect of two growth media (Guillard & Ryther F/2 Media, y Bold’s Basal Medium) on growth
parameters and chlorophyll production in a native consortium from Sinaloa belonging to the genus Scenedesmus. The results have shown the growth
medium influences the outcomes, with a doubling time (dt) of 0.9259 days in BBM and 1.0804 days in F/2. Similarly, the maximum cell densities
reached were 6.03+0.34x10° cells mL™" for BBM and 14.06+3.20x10° cells mL™" for F/2. According to these results, it can be inferred that BBM favors
the doubling time, while F/2 promotes a higher maximum cell density, potentially translating into more biomass per liter. Evaluating growth kinetics in
different culture media is crucial to optimizing cultivation conditions, maximizing growth rates and accumulation of target compounds, and identifying
optimal conditions for large-scale production, thus improving the efficiency, sustainability, and economic viability of a biorefinery.

Keywords: Bioenergy, Bioprocesses, Microalgae, Kinetic parameters.
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INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos unicelulares que se encuentran en
los ecosistemas acuaticos y contribuyen a la fotosintesis, y son las
responsables de generar aproximadamente el 60-70% del oxigeno del
planeta (Shaikh et al., 2022). Las microalgas han sido estudiadas desde
mediados del siglo XX debido a su capacidad para producir metabolitos
de interés, asi como su importancia industrial para la produccién
de pigmentos, biocombustibles, farmacos y suplementos alimenticios
(Vazquez-Romero et al., 2022). El uso de la biotecnologia en el cultivo
y formulacién de bioprocesos a base de microalgas se considera pilar
fundamental e innovador para la bioeconomia y el desarrollo sostenible
debido al

biocombustibles, lo que lo convierte en una materia prima fundamental

incremento de demanda de alimentos, energia y
en términos de sustentabilidad y desarrollo, ya que no compromete
recursos y es amigable con el medio ambiente (Fasaei et al., 2018;

Wibisono et al., 2019, Maroneze et al., 2021).

En los (ltimos afios, las industrias de nutricosmética y de alimentacion
funcional se han sumado a las industrias que pueden ser beneficiadas
por las microalgas, ya que estas son reconocidas por ser productoras
naturales de pigmentos bioactivos como la clorofila. La clorofila es un
pigmento natural que se encuentra en plantas, algas y cianobacterias,
tiene un importante potencial medicinal como agente antioxidante,
antibacteriano y antitumoral (Sun et al.,, 2024). La clorofila desempefia
un papel crucial en la fotosintesis para absorber y transformar la energia
solar en energia quimica, desencadenar la fijaciéon de CO2 en
carbohidratos, entre otros (Rinawati et al, 2020). La extraccién de
clorofila a partir de microalgas representa numerosas ventajas sobre
fuentes convencionales debido a la eficiencia, sustentabilidad y
bioactividad de los procesos de extraccion. El contenido de clorofila en
las microalgas va desde el 2.5-10% dependiendo de la especie, en el caso
de las microalgas verdes pueden acumular niveles de clorofila de hasta
el 10% de su peso seco celular (Herrera & Roca, 2023). Esta alta
concentracion intracelular los convierte en una prometedora fuente
alternativa para la extraccion de clorofila (Halim y Danquah, 2013;
Fernandes et al, 2020; Sarkar et al, 2020). Actualmente, se han
desarrollado métodos avanzados que permiten mejorar los rendimientos
y la calidad del extracto de clorofila a partir de microalgas, métodos
como la extraccion asistida por microondas (MAE), ultrasonido (EAU) e
infrarrojos (IR) han demostrado mejorar los rendimientos y la calidad del

extracto; ademas, el uso de biorreactores para el cultivo y extraccién de
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microalgas permiten cultivarlas bajo condiciones controladas lo que
reduce el consumo de energia e impacto ambiental (Georgiopoulou et al.,
2023; Herrera & Roca, 2023).

La acumulacién de compuestos en las microalgas se ve afectado por
distintas condiciones, como la temperatura, la iluminacién, el pH, y la
fuente de nutrientes (Ozkurt, 2009); esta (ltima teniendo una repercusion
en el comportamiento de crecimiento microalgal y el tipo de compuesto
que acumulan (Udayan et al., 2023). Las microalgas necesitan nitrégeno
y fésforo como nutrientes principales, y estos representan del 10 al 20%
de la biomasa microalgal. Otros requisitos nutrimentales para el
crecimiento son los macronutrientes (Sodio [Na], Magnesio [Mg], Calcio
[Ca] y potasio [K]); micronutrientes (Molibdeno [Mo], Manganeso [Mn],
Boro [B], Cobre [Co], Hierro [Fe] y Zinc [Zn]); y otros oligoelementos (Khan
et al., 2018). La formulacion de los medios de cultivo tiene un impacto
significativo en la produccién de biomasa debido a que puede influir en
el crecimiento y la acumulacion de metabolitos de interés (Hernandez-
Pérez & Labbé, 2014). Diversos estudios destacan la importancia de
optimizar la composicion de los medios de cultivo para mejorar la
produccion de biomasa y la sintesis de compuestos de valor agregado
(Phuong & Ly, 2023). Factores como el equilibrio de nutrientes, la luz, la
temperatura y la presencia de reguladores del crecimiento desempefian
un papel crucial en la eficiencia del cultivo y el rendimiento de

compuestos bioactivos (Udayan et al., 2023).

Se ha demostrado que alterar la concentracion de nitrégeno y fésforo en
géneros como Spirullina, Chlorella, Scenedesmus y Nannochloropsis
puede afectar la curva de crecimiento y la produccién de biomasa por lo
que seleccionar una composicion adecuada de medio de cultivo es
esencial para optimizar la produccién de clorofila y compuestos de
interés en el cultivo de microalgas (Difusa et al,, 2015; Pratiwi et al.,
2023).

Las microalgas del género Scenedesmus son microalgas verdes
dulceacuicolas, tienen un tamafio de aproximadamente 10-20 pm, y
presenta un contenido de lipidos de 16-40% (Khodadadianzaghmari et al.,
2024). Ademas, son reconocidas por su alta produccién de biomasa y
composicion bioquimica que incluye carbohidratos, proteinas, clorofila a,
carotenoides y lipidos (Difusa et al, 2015). Distintos estudios
argumentan que las especies de este género de microalga podrian ser
buena fuente de clorofila en condiciones especificas como una

temperatura de 25-30°C, una intensidad de luz de 95-150 pmol m? sy
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un pH entre 6.0 a 8.5 (Yadav et al., 2023; Ziganshina et al., 2023; Tapia-
Lopez et al., 2024), empleando medios de cultivo como lo son el Basal
Bold's Medium (BBM) y el BG-11 (Thakur et al., 2022). El medio BBM
incrementa la produccién de biomasa, lipidos y carotenoides en
Scenedesmus obliquus (Thakur et al., 2022). Mientras que el medio BG-
11 ha demostrado mejorar la tasa de crecimiento de microalgas y la
acumulacién de &cidos grasos, lo que lo convierte en un medio de cultivo
viable en procesos de produccion de biodiésel (Pandey et al., 2020).
Algunas de las especies mas investigadas son Scenedesmus obliquus,
Scenedesmus bijugusi y Scenedesmus rubescens (Maroneze et al., 2019;
Thakur et al., 2022); sin embargo, existen pocos estudios que utilicen
consorcios de microalgas nativas, debido a que su uso representa
desafios en la biotecnologia industrial, como la lentitud de las tasas de
crecimiento 'y baja productividad, pero ofrece soluciones
multidisciplinarias para la produccién sostenible (Barraza, 2011).
Actualmente, existen pocos estudios que utilicen consorcios de
microalgas, puesto que representan desafios para su total cultivo y
aprovechamiento. No obstante, también es considerada una ventaja al
poder ser encontradas en diversos cuerpos de agua locales de manera
natural, siendo una oportunidad que se considera inexplorada hoy en dia,
desperdiciando un recurso natural al alcance. El objetivo del presente
estudio es evaluar el comportamiento de crecimiento y la produccion de
clorofila de un consorcio microalgal nativo de cuerpos de agua de
Mazatlan, Sinaloa, conformado mayoritariamente de especies del género
Scenedesmus, utilizando dos distintos medios de cultivo (Guillard &
Ryther Medio [F/2], y el Bold’s Basal Medium [BBM]) bajo condiciones

controladas de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
MICROALGAS

El consorcio C-SceMAZ fue recolectado de una laguna en el municipio de
Sinaloa, Meéxico.

Mazatlan, Este consorcio fue purificado de

microorganismos como bacterias y hongos, y posteriormente
almacenado en tubos de ensayo (15 mL) a una temperatura de 25 (1)
°C, e iluminacion constante (6000 luxes). Los cultivos de C-SceMAZ en
los tubos de 15 mL fueron monitoreados diariamente, y se les suministré
nutrientes cada siete dias. Se lograron identificar algunas especies
mayoritarias del género Scenedesmus (Figura 1) y algunas otras especies
minoritarias (<1%). El consorcio fue donado por el laboratorio de
Bioenergia de la Universidad Politécnica de Sinaloa (UPSIN), y el Centro

Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C (CIAD) unidad Mazatlan.

Revista online: https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

v

&
o ®
@
= i
20 pm (R

Figura 1. Consorcio microalgal del género Scenedesmus.

CULTIVO MICROALGAL

El cultivo de microalgas se realizé mediante la técnica de transferencias
sucesivas, donde se inocularon 15 mL del consorcio en matraces de 250
mL hasta alcanzar una concentracion aproximada de 10.0x10° células
mL". Posteriormente, se inocularon reactores de 3 L con dos medios de
cultivo, Bold’s Basal Medium (BBM) y Guillard & Rtyher Media (F/2) por
triplicado (Figura 2), donde se calculé una concentracion inicial por
reactor de aproximadamente 5.0x10° células mL". Las condiciones de
cultivo fueron: temperatura de 25 +1 °C, agitacién administrada mediante
aire filtrado (bomba), pH entre 6.0-6.5, y un régimen de luz constante
suministrado por LEDs con una intensidad luminica de 6000 luxes
(LightMeter modelo HS1010). La composicién nutrimental final por litro
para medio BBM reportado por Brown et al. (1964) & Nichols y Bold
(1965) fue de 0.25 g de NaNOs, 0.025 g CaClo-2H20, 0.075g K2HPO4, 0.175
g KH2HPO4, 0.075 g MgS04-7H20, 0.025 NaCl, 0.0017 g Na2EDTA-2H20,
0.0028 g HBOs, 0.0018 g MnCl,, 0.002 g ZnSO47H.0, 0.004
Na2M004-2H20, 0.0008 CuS04-5H20, y 0.0005 Co(NOQ3) 2-5H20. Para el
medio F/2 reportado por Guillard y Ryther (1962) la composicion final por
litro fue de 75 g NaNOs, 5.65 g NaH2P0s.2H20, 4.36 g EDTA, 3.15 g
FeClz*6H20, 0.010 g CuS04+5H20, 0.022 g ZnS0s7H20, 0.010 ¢
CoCl2+6H20, 0.180 g MnCl2+4H20, 0.006 g NazMo0s2H20, 2 ¢ de
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cianocobalamina cristalina (B12), 0.100 g de tiamina-HC (B1) y 0.001g de
biotina cristalina.

Figura 2. Experimento en reactores de 3 L del cultivo del consorcio C-SceMAZ
(consorcios Scenedesmus sp.) inicial.

CINETICA DE CRECIMIENTO

La determinacion de la concentracion celular se realizé por medio de dos
metodologias, (1) conteos celulares con hematocitémetro, y (2)
determinacion de absorbancia por espectrofotometria las cuales fueron
adaptadas de Godoy-Herndndez & Vazquez-Flota (2006), Mikschofsky et
al. (2009) y Santos-Ballardo et al. (2015). Para los conteos celulares, se
tomaron muestras por triplicado cada 24 horas de cada uno de los
reactores, y se contabilizaron las células por mililitro utilizando un
hematocitometro (cdmara de Neubauer doble linea brillante, 0.0025 mm?
LUZERN®), y un microscopio (OLYMPUS CX31). Para la determinacién de
absorbancia por espectrofotometria, se utilizd un espectrofotémetro
(GENESIS 10-S UV-Vis, Thermo Scientific), del triplicado de muestras de
cada reactor, a la misma hora de los conteos celulares, medidos a una

longitud de onda de 680 nm.

PARAMETROS DE EFICIENCIA DE CRECIMIENTO

Para el anélisis de eficiencia de crecimiento, se calcularon dos
pardmetros, la tasa de crecimiento especifico (u), y el tiempo de
duplicacion (td). Estos parametros se calcularon siguiendo la Ecuacién
(1) y la Ecuacién (2) (Godoy-Hernandez & Vazquez-Flota, 2006).

(1) U =InX—-InX,
t

2) td = In2

donde p corresponde a la tasa de crecimiento especifico, que se traduce
en la eficiencia de crecimiento de la microalga (dias "); X valor final (de

absorbancia o densidad celular) de la etapa de crecimiento exponencial,
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Xo indica el valor inicial (de absorbancia o densidad celular) de la etapa
de crecimiento exponencial, t es el tiempo; y td es el tiempo de
duplicacion (dias). Asimismo, se determinaron las densidades celulares

maximas y las absorbancias maximas alcanzadas.

DETERMINACION DE CLOROFILA

Para la determinacién de clorofila se empleé una metodologia adaptada
de Price & Harrison (1987). Se colectaron 2 mL de cultivo cada 24 horas
de cada reactor después de las 72 horas transcurridas de la cinética,
debido al cambio significativo de color percibido entre medios de cultivo.
Las muestras de cada reactor fueron filtradas y posteriormente se
afadieron 10 mL de acetona al 90% y se dejaron reposar a 20°C por 24
horas. Pasado el tiempo, se leyeron las muestras por espectrofotometria
UV-Vis a tres longitudes de onda: 664, 647 y 639 nm para determinar el
contenido de clorofila a, b y ¢ producida durante la cinética. Una vez
finalizada la cinética, las muestras que se procesaron fueron
cuantificadas y el total de la clorofila fue expresada en microgramos por

mililitro (ug mL") de manera individual.

Tabla 1. Pardmetros de eficiencia de crecimiento del consorcio microalgal

Parametro Medio BBM Medio F/2

b (@) 0.75+0.04° 0.56 +0.14°

td (dias) 0.92 +0.05° 1.26+0.38°

p () 0.96 + 0.05° 0.71+0.09°

td (dias)* 0.72 +0.04° 0.970.13°
DMaéx (células mL-) 6'031%62'34 14.06 +3.20 x10%

AbsMéx (u.a.) 0.48 +0.01° 0.66 +0.01°

Los resultados presentados representan el promedio de los reactores, y (1)
representa la desviacién estandar. Letras representan diferencias significativas
en cada uno de los parametros (filas). Andlisis estadistico prueba de Tukey (p <
0.05, n=3). DMéx: Densidad maxima; AbsMax: Absorbancia maxima; u.a.: unidad
arbitraria; d: dias; cél: células; mL: mililitro; p: tasa de crecimiento especifico; td:
tiempo de duplicacion. *: pardmetros de eficiencia de crecimiento calculados en
funcion a la absorbancia; los valores sin (*) corresponden a los calculados
mediante conteos celulares.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Para las pruebas estadisticas se realizaron pruebas de normalidad
Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de los datos, y se realizaron
andlisis de varianzas (ANOVA) de un solo factor y comparacion de
medias por la prueba de Tukey's (p < 0.05, n=3), para los parametros de
eficiencia de crecimiento (tasas de crecimiento especifico [u] y tiempos
de duplicacion [td]), densidades y absorbancias méximas; como también
para los andlisis de clorofila. Los andlisis estadisticos fueron realizados

en el software SigmaPlot Software ® versién 12.5.

RESULTADOS Y DISCUSION

PARAMETROS DE EFICIENCIA DE CRECIMIENTO

En relacién con el comportamiento de crecimiento del consorcio
microalgal, se encontraron diferencias en los parametros de eficiencia
de crecimiento, y en las densidades celulares entre ambos medios de
cultivo (Tabla 1). En relacién con los parametros de eficiencia de
crecimiento basados en conteos celulares, no se demostraron
diferencias significativas entre los cultivos empleados. Esto puede
deberse a que en uno de los cultivos (F/2) se observd un crecimiento
errtico de las microalgas para esta metodologia (Figura 3), lo que
influyé en los célculos. Los resultados para el medio BBM mostraron una
p de 0.75 £ 0.04 d”, mientras que el medio F/2 mostré una p de 0.58 +
0.18 d'. Esto se traduce a que el medio BBM tuvo un tiempo de
duplicacién menor al medio F/2, siendo una td de 0.92 + 0.05 dias, y 1.24
+ 0.38 dias, respectivamente. Para tener una vision mas clara, estos
tiempos se traducen a que BBM tardd 22 horas promedio en duplicarse,
mientras que F/2 tard6 casi 30 horas en duplicarse. Por otro lado, los
mismos pardmetros basados en la metodologia de mediciéon de
absorbancia si mostraron diferencias significativas, esto podria deberse
a la naturaleza de la metodologia, ya que la superposicién de células y la
presencia de restos celulares podria influir en la medicion (Ribeiro-
Rodrigues et al,, 2011), lo que se traduciria en diferencias entre los
pardmetros de eficiencia. Los resultados con esta metodologia
reportaron valores de p y td menores a la metodologia por conteos
celulares (alrededor de un 22% menor), obteniendo valores de p de 0.96
+0.05y0.71 +0.09 d", y valores de td de 0.72 + 0.04 y 0.97 + 0.13 dias,
para BBMy F/2, respectivamente.

Esto concuerda con lo reportado por algunos autores que ofrecen
modelos matemaéticos predictivos de concentracion celular, donde

correlacionan las metodologias para poder predecir los conteos
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celulares en funcién de la absorbancia, ya que la espectrofotometria es
un método mas rapido, y disminuye los errores por el humano (Santos-
Ballardo et al., 2015).

Un estudio realizado por Diaz-Escudero et al. (2023) en la Universidad de
la Guajira, emplearon tres cepas de Scenedesmus sp. (N7, N10 y N15)
cultivadas en medio Guillard F/2 para la obtencién de pigmentos
liposolubles e hidrosolubles, obteniendo valores de y de 0.11,0.14 y 0.09
d’, respectivamente, y valores de td de 6.30, 4.95 y 7.70 dias durante su
etapa exponencial. Verduga (2020) realizd un estudio sobre la
propagacion de Scenedesmus sp. empleando medio BG11 mezclado con
aguas residuales de industrial lactica (DIWW), reportando resultados de
parametros de eficiencia de crecimiento de p=0.69 + 0.08 d' y una td de
1.00 £ 0.136 dias en el medio BG11 y 1.00 + 0.004 dias en las aguas
residuales lacticas (DIWW). En ambos estudios se obtuvieron parametros
de eficiencia de crecimiento menores a los reportados, esto se puede
atribuir a la influencia del medio de cultivo y las condiciones del cultivo
que influye en la produccion de biomasa en la eficiencia de uso de los
recursos disponibles, o también la adaptabilidad inicial del consorcio a
los medios de cultivo empleados, y también diferencias en los tiempos
de deplecion de nutrientes (Quevedo et al., 2008; Brito et al., 2013). La
transicion mas rdpida hacia la fase de muerte celular en el medio BBM
puede limitar su aplicacién en procesos biotecnoldgicos a largo plazo,
donde se requiera un crecimiento sostenido. Por otro lado, la capacidad
del medio F/2 para mantener un crecimiento celular elevado durante un
periodo mas prolongado sugiere que podria ser mas adecuado para la

produccién continua de biomasa (Brito et al., 2013).

Sin embargo, se observéd un fendmeno opuesto en las densidades
celulares méximas alcanzadas. El medio BBM alcanzé una densidad
celular maxima de 6.03 £ 0.34 x10° células mL", mientras que F/2 mostrd
una densidad celular mayor, alcanzando mas del doble de células por
mililitro, con un promedio de 14.06 + 3.20 x10° células mL™. La densidad
mdxima alcanzada para el medio BBM entre los dias seis y siete de la
cinética, mientras que para el medio F/2 se encontré entre los dias siete
y nueve. El comportamiento observado en las absorbancias refleja
comportamientos distintos, en el medio F2 es constante, lo que sugiere
un crecimiento uniforme y sostenido del consorcio microalgal. Mientras
que el medio BBM muestra un comportamiento erratico lo que podria
indicar la necesidad de mejorar las condiciones operativas o ajustar la
composicion del medio para garantizar estabilidad. Con respecto a las

diferencias de densidades celulares encontradas en ambos medios, es
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento del consorcio microalgal. a) Conteos celulares medio BBM, b) absorbancia medio BBM, c) conteos celulares medio F/2 y d)

absorbancia medio F/2.

posible que el medio F/2 debido a su composicién rica en nutrientes,
permitié un desarrollo celular mas prolongado en comparacién con el
medio BBM. Por otra parte, existe la posibilidad de que el patrén de
crecimiento inusual se deba a un fenémeno de adaptacién a condiciones
de estrés para Scenedesmus, puesto que el medio F/2 tiene
concentraciones de NaCl mas elevadas que el medio BBM (Morales et al.,
2019). Este dltimo, aunque promovié un crecimiento inicial rapido, no
mantuvo las células viables durante tanto tiempo, lo que sugiere

limitaciones nutricionales que aceleraron la fase de muerte celular.

En el estudio realizado por Vazquez & Ayala (2017) encontraron una
densidad celular maxima de Scenedesmus obliquus de 6.14x10° células
mL" en el dia 14 en medio BBM, mientras Zhao et al. (2011) encontraron

una densidad celular méaxima de 30.30x10° en el dia seis en medio F/2
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para S. obliquus. La variabilidad en las concentraciones celulares
maximas y las tasas de crecimiento entre ambos medios podria deberse
a ligeras diferencias en las condiciones operativas o a factores
inherentes al consorcio de microalgas, como la heterogeneidad en la
poblacion celular (Iba et al., 2023). De igual manera, las diferencias
presentadas entre reactores del mismo medio, puede deberse a las
mismas circunstancias de desafios al momento de adaptabilidad
microalgal. Esto destaca la importancia de la replicacién experimental
para asegurar la reproducibilidad de los resultados (Herrera & Roca,
2023).

DETERMINACION DE CLOROFILA
Se evalué la concentracion de clorofila a, b y ¢ totales en los reactores

de ambos medios (BBM y F/2), esto para determinar la eficiencia
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fotosintética del consorcio microalgal. Los cultivos mostraron
diferencias significativas en las clorofilas tipo a y b entre los medios BBM
en comparacion con los del medio F/2; sin embargo, no mostraron
diferencias en la clorofila ¢ (Tabla 2). Es importante resaltar que la
clorofila tipo ¢ fue analizada debido a que el consorcio tiene especies de
microalgas no identificadas, a pesar de que la bibliografia menciona que
las algas del género Scenedesmus poseen clorofila a y b, el empleo de
medios diferentes podria contribuir al crecimiento de otras especies que
posiblemente estaban presentes en el consorcio en concentraciones
pequefias, que pudieron pasar por procesos de adaptacion o competir
entre especies (Morales et al,, 2017). En |a Figura 4 se observa un cambio
en los biorreactores, donde se intensifico el color verde del medio, tras
48 horas de la cinética. La produccién de clorofila tuvo variaciones en
medio BBM y F/2. En la clorofila a se encontraron valores de 2.52 + 0.29
gg mL' en el medio BBM mientras que en el medio Guillard se
encontraron valores de 0.23 + 0.02 pg mL", para la clorofila b se
encontraron valores de 2.05 + 0.53 pg mL" en medio BBM y de 0.14 +
0.04 ug mL" en F/2 y para la clorofila ¢ de 2.79 £ 0.64 ug mL" en medio
BBM y de 1.10 £ 0.01 pg mL" en medio F/2, lo que representa que el
medio BBM tuvo una produccion significativamente mayor en
comparacién con el medio Guillard. Las microalgas del género
Scenedesmus tienen un contenido alto de clorofila (en promedio un
49.47% del total de lipidos), lo que las convierte en una fuente valiosa
para la extraccion de pigmentos y compuestos bioactivos (Fidalgo et al.,
1998).

La mayor concentracion de clorofila en el medio BBM sugiere una mayor
eficiencia fotosintética y un uso mas efectivo de los nutrientes
disponibles, contribuyendo a un crecimiento celular més rapido. En
contraste, la disminucién de la clorofila en el medio F/2 indica una rapida
deplecién de los nutrientes esenciales, lo que resulté en una reduccion
de la actividad fotosintética y consecuentemente, en una actividad de

duplicacién més lenta.

Garcia-Cafiedo et al. (2009) evaluaron la produccidn de clorofilaay b en
Scenedesmus incrassatulus en medio BBM obteniendo valores maximos
de 10.6 y 5.72 yg mL", respectivamente.
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Tabla 2. Clorofilas totales en cada uno de los medios del consorcio microalgal

Clorofila Medio BBM Medio F/2
a 2.52+0.29° 0.23+0.02°
b 2.05+0.53° 0.14+0.04°
c 2.79 £ 0.64° 1.10£0.01°

Todos los resultados estan expresados en pg mL". Los resultados presentados
representan el promedio, y (t) representa la desviacion estandar entre reactores
del mismo medio. Letras representan diferencias significativas en cada una de las
clorofilas (filas). Anlisis estadistico prueba de Tukey (p < 0.05, n=3).

Mientras que otro estudio realizado por Rinanti et al. (2013) determind el
contenido de clorofila a y b de Scenedesmos obliquus en distintos tipos
de medios de cultivo (Zarrouk, Schlosser y Haematococcus provasollis).
Dicho estudio demuestra cdmo las composiciones de los medios de
cultivo repercuten en la cinética de crecimiento y la produccién de
clorofila, asi como la viabilidad de la microalga Scenedesmos obliquus
para la produccién de clorofila, en la cual el medio de Haematococcus
Provasollis Medium (PHM) mostré una mayor eficiencia en la produccion
de clorofilas a y b con valores 1300 y 1600 pg mL", respectivamente;
seguido del medio Zarrouk con 700 pg mL" y 500 pg mL " mientras que
en el medio Schlosser obtuvo un rendimiento menor con 140 ug mL" para

ambos tipos de clorofila.

\BBM(B),

(F12(8) ),

Figura 4. Cinética de crecimiento en curso del consorcio C-SceMAZ, donde se

visualizan intensidades de verde distintos en cada medio después de 48 horas.

El contenido de clorofila en las microalgas estd influenciado por factores
ambientales y las condiciones de cultivo (Ferreira et al., 2016). Las
investigaciones indican que tanto la intensidad de la luz como la
disponibilidad de nutrientes (como nitrégeno y fésforo) desempefian un

papel fundamental en la modulacién de los niveles de clorofila, que son
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esenciales para la fotosintesis y la produccién de biomasa (Dean et al.,
2010; da Silva Ferreira & Sant'Anna, 2017).

Los estudios realizados por Garcia-Cafiedo et al. (2009) y Rinanti et al.
(2013) demuestran como las condiciones de cultivo estan directamente
relacionadas con la produccion de clorofila. Garcia-Cafiedo et al. (2009)
reportaron valores de 10.6 pg mL™" para clorofila ay 5.72 ug mL™ para
clorofila b en Scenedesmus incrassatulus cultivado en medio BBM.
Mientras que Rinanti et al. (2013) obtuvieron valores de hasta 1300 pg
mL""de clorofilaay 1600 ug mL™" de clorofila b. Estas diferencias pueden
deberse a que la composicion de los medios de cultivo de Rinanti et al.
(2013) estan disefiados para funciones especificas, ofreciendo una
mayor disponibilidad de nutrientes esenciales para la biosintesis de
pigmentos, en comparacién con el medio BBM. Otro factor que pudo
inferir es el fotoperiodo y la intensidad luminica. Garcia-Cafiedo et al.
(2009) reportaron un fotoperiodo de 10:14h (luz/oscuridad) y 200 pmol
m?2 sec. Mientras que Rinanti et al. (2013) reporté un fotoperiodo de
24:0 h y una intensidad luminica de 2500 luxes, si bien nuestras
condiciones operativas se acercaron mds a las reportadas por Rinanti et
al. (2013) con un fotoperiodo de 24:0 y 6000 luxes, lo que pudo influir
mas es el tipo de medio de cultivo y la etapa en la cual se determiné la
clorofila, ya que el contenido de ésta puede variar significativamente
dependiendo de la etapa del cultivo; se ha observado que durante la etapa
estacionaria la produccion de clorofila tiende a disminuir, lo que puede
afectar la eficiencia fotosintética y, en consecuencia, el rendimiento

general del cultivo (Fidalgo et al., 1998).

CONCLUSIONES

Enlaregion de Sinaloa, cepas de géneros que crecen naturalmente, como
el género Scenedesmus, presentan una notable ventaja en la adaptacion
y crecimiento con diferentes composiciones nutrimentales, siendo un
recurso al alcance para su aprovechamiento, y una fuente potencial para
la obtencién de biomasa bajo condiciones controladas, y de pigmentos
de alto nivel comercial como la clorofila. Las diferentes formulaciones
de medios de cultivo impactaron significativamente el crecimiento y la
produccién de clorofila, lo que sugiere que la composicién del medio es
un factor critico para optimizar la produccion de microalga. Los
resultados arrojados en las cinéticas y en la determinacion de pigmentos
abren un drea de oportunidad para elegir que requerimientos
nutrimentales se apegan mas a nuestros objetivos, es decir, si es de
interés un crecimiento rdpido para la obtencién de clorofila, se podria

optar por un medio BBM; mientras que, si nos interesa una densidad
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celular mayor, lo que se puede traducir a una mayor cantidad de biomasa,
podemos recurrir a utilizar el medio F/2. Estos estudios abren horizontes
para optimizar los bioprocesos que hoy en dia, alin se encuentran en
investigacion para alcanzar una viabilidad técnico-econémica favorable,
sin dejar de lado el aspecto medioambiental, ya que el cultivo y
aprovechamiento de estos recursos puede ser bajo un esquema
sustentable. Se recomienda hacer andlisis de otros parametros como la
acumulacién de lipidos, proteinas y carbohidratos, para la elaboracion de

biocombustibles como biodiésel y biogas.
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