UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS

MAESTRIA EN CIENCIAS EN OCEANOGRAFIA COSTERA

POR L REALIZACHON PLENA DEL SER

WS m
&) SIZ
Y AVAISHFAINND

_BA JA CALIFORNIA

&
/A
& rj'
=L
e 4
E\\K2)

E 5

J\!

IMPLEMENTACION Y AUTOMATIZACION DE UN
FOTOBIORREACTOR CONTINUO PARA LA
PRODUCCION DE RHODOMONAS SALINA

TESIS

QUE PARA CUBRIR PARCIALMENTE LOS REQUISITOS PARA
OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS EN
OCEANOGRAFIA COSTERA
PRESENTA

ODALYS NATALI BARRAGAN VERDUGO

Ensenada, Baja California, México
Diciembre, 2025



FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANOLOGICAS
POSGRADO EN OCEANOGRAFIA COSTERA

IMPLEMENTACION Y AUTOMATIZACION DE UN FOTOBIORREACTOR
CONTINUO PARA LA PRODUCCION DE RHODOMONAS SALINA

TESIS

QUE PARA CUBRIR PARCIALMENTE LOS REQUISITOS NECESARIOS PARA
OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS EN OCEANOGRAFIA COSTERA

Presenta

Odalys Natali Barragan Verdugo

Aprobada por:

po—

Dr. Juan Gabriel Correa Reyes
Director de tesis

M e

Dr. Fesniango Barreto Curiel Dr. Luis Manuel Enfigyiez Paredes
/ (_~Sinodal Sinodal



Resumen de la tesis que presenta Odalys Natali Barragan Verdugo como
requisito parcial para la obtencion del grado de Maestra en Ciencias en

Oceanografia Costera

Implementacion y automatizacion de un fotobiorreactor continuo para

la produccion de Rhodomonas salina

Resumen aprobado por:
Dr. Juan Gabriel Correa Reyes

Director de tesis

Este proyecto aborda el disefio, implementacion y evaluacion de un
fotobiorreactor para la produccion de biomasa de microalgas planctonicas de
interés acuicola, utilizando garrafones plasticos de 20 L como base
estructural. El propésito central fue comparar la estabilidad y productividad de
dos modalidades de operacion, asi como la calidad nutricional de la microalga
producida. El sistema se configuré en dos modalidades: (i) un fotobiorreactor
continuo (FBC) con control automatizado de pH mediante inyeccion de CO,,
y (ii) un fotobiorreactor semicontinuo (FBSC) operado manualmente. Esta
configuracion permiti6 evaluar el desempefio funcional entre ambos
tratamientos bajo condiciones controladas. La automatizacion se desarrollo
con una plataforma Arduino, que integré sensores de pH, temperatura e
intensidad luminica, ademas de moddulos para el registro de datos y la

inyeccion controlada de CO,. Se realizaron tres corridas experimentales de 16



dias cada una bajo condiciones controladas, y los datos fueron analizados
estadisticamente para validar diferencias significativas entre tratamientos y
bloques temporales. La eficiencia de los sistemas se evalué a través de
parametros de biomasa (conteo celular, peso seco, peso organico y ceniza) y
analisis bioquimicos (proteinas, lipidos totales y perfil de acidos grasos). De
manera general los cultivos alcanzaron densidades celulares de 1.81-1.95
x10° cel'-mL™", con valores de peso seco de 0.38 + 0.01 g-L™" y peso organico
de 0.30 g-L™"; sin mostrar diferencias significativas entre los 2 tratamientos.
En cuanto a la composicion proximal total, el FBSC presentd 41.11 + 1.28 %
de proteinas y 9.97 + 0.62 % de lipidos, mientras que el FBC alcanzo6 valores
superiores, con 47.71 + 1.79 % de proteinas y 13.55 £ 0.86 % de lipidos,
diferencias que resultaron significativas (p = 0.001). En el perfil de acidos
grasos, el FBSC mostré un mayor porcentaje de SDA (28.32 + 5.37 %),
mientras que el FBC registrd proporciones mas altas de LA (11.70 £ 7.32 %),
EPA (6.72 £ 4.24 %) y DHA (5.97 + 0.82 %). En conjunto, los resultados
mostraron que ambos sistemas evaluados, el semicontinuo y el continuo,
fueron capaces de sostener un cultivo y de producir biomasa con una
composicion nutricional acorde a lo reportado para R. salina. Sin embargo, el
sistema continuo con control automatizado de pH mostré fracciones mas altas
de proteinas vy lipidos, lo que indica un funcionamiento mas estable bajo
condiciones reguladas de CO2. Por el contrario, el sistema semicontinuo
presentd una mayor variacion en su composicién debido a las fluctuaciones
de pH generadas por el ajuste manual de CO2. Estos hallazgos confirmaron

que el fotobiorreactor continuo demostré un desempefio superior al



semicontinuo, particularmente en la calidad nutricional de la biomasa
producida. Por lo tanto, el fotobiorreactor continuo se posicioné como la opcién
mas adecuada para aplicaciones en laboratorios y unidades de produccién
acuicola. Asi mismo, el disefio evaluado demostrd ser funcional, replicable y

con potencial para escalarse sin comprometer la calidad final del cultivo.

Palabras clave: Biorreactor fed-batch, sistematizacion, alimento vivo,
acuicultura.



Abstract of the thesis presented by Odalys Natali Barragan Verdugo as a
partial requirement to obtain the Master of Science degree in Costal

Oceanography

Implementation and automation of a fed-batch photobioreactor for the

production of Rhodomonas salina

Abstract approved by:
Dr. Juan Gabriel Correa Reyes

Thesis Director

This project presents the design, implementation, and evaluation of a
photobioreactor for the production of planktonic microalgal biomass of
relevance to aquaculture, using 20-L plastic containers as the structural base.
The central purpose was to compare the stability and productivity of two
operational modes, as well as the nutritional quality of the microalgae
produced. The system was configured in two modes: (i) a continuous
photobioreactor (FBC) with automated pH control through CO, injection, and
(i) a semicontinuous photobioreactor (FBSC) operated manually. This
configuration enabled the functional performance of both treatments to be
evaluated under controlled conditions. The automation was developed using
an Arduino platform that integrated pH, temperature, and light sensors, along
with modules for data logging and controlled CO, injection. Three experimental

runs of 16 days each were carried out under controlled conditions, and the
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data were statistically analyzed to validate significant differences between
treatments and temporal blocks. System efficiency was evaluated through
biomass parameters (cell counts, dry weight, organic weight, and ash) and
biochemical analyses (proteins, total lipids, and fatty acid profile). Overall, the
cultures reached cell densities of 1.81-1.95 x 108 cells-mL™", with dry weight
values of approximately 0.3 g-L™" and organic weight around 0.3 g-L™,
showing no significant differences between the two treatments. Regarding
biochemical composition, the FBSC exhibited 41.11 £ 1.28% proteins and 9.97
t 0.62% total lipids, while the FBC reached higher values—47.71 + 1.79%
proteins and 13.55 %= 0.86% lipids—differences that were statistically
significant (p = 0.001). With respect to the fatty acid profile, the FBSC showed
a higher proportion of SDA (28.32 £ 5.37%), whereas the FBC displayed higher
percentages of LA (11.70 + 7.32%), EPA (6.72 + 4.24%), and DHA (5.97
0.82%). The results showed that both evaluated systems, the semicontinuous
and the continuous, were capable of sustaining a culture and producing
biomass with a nutritional composition consistent with what has been reported
for Rhodomonas salina. However, the continuous system with automated pH
control yielded higher fractions of proteins and lipids, indicating more stable
performance under regulated CO, conditions. In contrast, the semicontinuous
system presented greater variation in its composition due to pH fluctuations
associated with manual CO, adjustment. These findings confirmed that the
continuous photobioreactor demonstrated superior performance compared
with the semicontinuous system, particularly in the nutritional quality of the

biomass produced. Therefore, the continuous photobioreactor was positioned
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as the most suitable option for applications in aquaculture laboratories and
production units. Likewise, the evaluated design proved to be functional,
replicable, and with potential for scaling up without compromising the final

quality of the culture.

Key words: Fed-batch bioreactor, systematization, live feed, aquaculture.
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1. Introduccién y antecedentes

Las microalgas desempefian un papel esencial en la acuacultura al
constituir la base trofica de numerosos organismos, entre ellos moluscos,
crustaceos y peces. Su alta tasa de crecimiento, la capacidad de acumular
biomoléculas de interés y su versatilidad metabdlica las convierten en una
fuente estratégica de nutrientes y compuestos funcionales para etapas
tempranas de cultivo acuicola y para aplicaciones biotecnolégicas
(Esakkimuthu et al., 2024; Guldhe et al., 2017; Li et al., 2019).

Entre los géneros de mayor relevancia en acuacultura se encuentran,
Isochrysis, Chaetoceros, Nannochloropsis y Rhodomonas, siendo esta ultima
seleccionada en el presente estudio por su alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, particularmente acido eicosapentaenoico (EPA, 7-13 %) y
acido docosahexaenoico (DHA, 4-7 %), ambos esenciales en la nutricion
acuicola de organismos marinos en fases larvarias (Becker, 2013; Martino et
al., 2023; Remize et al., 2021).

Rhodomonas salina fue elegida para este estudio como organismo
modelo en este estudio, a diferencia de otras microalgas ampliamente
utilizadas en acuacultura, como [Isochrysis galbana (rica en DHA) o
Nannochloropsis (alto contenido de EPA); R. salina presenta un balance de
acidos grasos especificos y un contenido proteico significativo (Aritaki et al.,
1019; Li et al., 2023; Martino et al., 2023; Teja et al., 2023). Ademas, es una
especie cosmopolita de ecosistemas marinos templados, capaz de crecer en
rangos de temperaturas entre 15-25 °C y salinidades entre 20-35 UPS,

similares a las condiciones naturales de la Bahia de Todos Santos, Baja



California (Guevara et al., 2016; Ladygina et al., 2022; Oostlander et al., 2020;
Yamamoto et al., 2018). Estas caracteristicas permiten no solo su cultivo
eficiente, sino también han facilitado su adaptacién a sistemas de cultivo en
laboratorios de produccion acuicola de la region.

No obstante, Rhodomonas salina ha presentado limitaciones
importantes en sistemas abiertos, debido a su sensibilidad a variaciones
extremas de temperatura y pH, ademas del riesgo constante de
contaminacién microbiana, lo que compromete tanto el rendimiento como la
calidad del cultivo (Guevara et al., 2016; Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).

En este contexto, los fotobiorreactores se han consolidado como una
alternativa eficiente frente a los cultivos abiertos, ya que permiten un control
riguroso de variables criticas como temperatura, pH, iluminacidon vy
concentracion de CO,, disminuyendo el riesgo de contaminacion vy
aumentando la productividad (Sathinathan et al., 2023; Shitanaka et al., 2024).
Estos sistemas, ademas de mejorar la estabilidad del cultivo, permiten una
produccion mas homogénea y predecible, favoreciendo la obtencion de
biomasa y compuestos de interés biotecnolégico, como proteinas, lipidos y
acidos grasos.

El presente proyecto propone el disefio y evaluacion de un
fotobiorreactor de costo accesible, habilitado con un sistema automatizado de
control basado en sensores interconectados a una plataforma Arduino™. Este
sistema permitira el monitoreo de temperatura e intensidad luminica, ademas
del ajuste y visualizacion en tiempo real de pH, garantizando condiciones

estables para el cultivo de Rhodomonas salina. A su vez, se busca generar



una alternativa replicable y escalable para laboratorios y unidades de
produccion acuicola, orientada a fortalecer la disponibilidad de alimento

nutritivo y sostenible para la industria.

1.1 Microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos, en su mayoria
eucariotas, que desempefian un papel clave en el equilibrio biogeoquimico
global al fijar CO, y liberar O,, ademas de sintetizar biomoléculas de alto valor
como proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos (Ferreira et al., 2013;
Umdu y Univ, 2020). Gracias a su plasticidad fisiolégica, es posible ajustar la
composicion bioquimica en respuesta a variables de cultivo tales como
intensidad e irradiancia luminica, temperatura, pH y disponibilidad de
nutrientes, una caracteristica que ha sido sumamente aprovechada para

modular su valor nutricional y/o comercial (Barsanti y Gualtieri, 2014).

Desde el punto de vista taxondmico, las microalgas abarcan grupos
diversos (p. e€j., Chlorophyceae, Bacillariophyceae, Rhodophyceae,
Dinophyceae, Chrysophyceae, Haptophyta y Eustigmatophyceae) y se
distribuyen tanto en sistemas marinos como de agua dulce. Se estima que
existen entre 200,000 a 800,000 especies, aunque solo una fraccién ha sido
descrita formalmente (Siddik et al., 2024). Ecoldégicamente, pueden adoptar
estilos de vida plancténicos (suspendidas en la columna de agua) o
bentonicos (adheridas a sustratos como sedimentos y macrofitas)

(Hernandez-Pérez y Labbé, 2014; Tibbetts et al., 2015).



En biotecnologia y acuacultura, su interés se debe en gran medida a la
tasa intrinseca de crecimiento y a la capacidad de acumular compuestos
funcionales, como acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Estas propiedades,
sumadas a la posibilidad de cultivarlas en sistemas controlados, sustentan su
uso como insumos estratégicos en cadenas productivas y en el desarrollo de
productos de valor agregado (Esakkimuthu et al., 2024; Guldhe et al., 2017; Li

et al., 2019).

1.1.1 Relevancia nutricional en la acuacultura

En acuacultura, las microalgas constituyen el alimento primario para
larvas de moluscos, crustaceos y peces, aportando macronutrientes
(proteinas y lipidos) y acidos grasos esenciales que sostienen el crecimiento,
la supervivencia y la funcionalidad de membranas durante fases ontogénicas
criticas (Mehariya et al., 2021). A nivel proximal, diversos géneros presentan
contenidos tipicos expresados en base a peso seco (p.s.), con valores
aproximados de proteinas (=40-60 %), lipidos (=20-30 %) y carbohidratos
(=5 %), los cuales presentan variaciones segun la especie y las condiciones

de cultivo (Becker, 2013; Ren et al., 2022; Tonon et al., 2002).

La relevancia biolégica y tecnoldgica recae, de forma particular, en los
PUFAs n-3 (EPA (20:5n-3) y DHA (22:6n-3)) debido a su papel en la
neurogénesis, fototransduccidén y respuesta inmune de organismos
acuaticos. Géneros como [sochrysis, Rhodomonas, Chaetoceros vy
Nannochloropsis destacan por su eficiencia biosintética y su desempenio

como alimento vivo, lo que se traduce en mejoras de supervivencia y tasas



de crecimiento en laboratorios de produccién cuando se formulan dietas
monoespecificas o multiespecificas con densidades celulares y fotoperiodos
apropiados (Li et al., 2023; Martino et al., 2023; Teja et al., 2023; Tibbetts et

al., 2015).

1.1.2 Aplicacion de microalgas como alimento en acuacultura

Las microalgas han sido empleadas histéricamente como fuente
principal de alimento en laboratorios de produccién, particularmente para
moluscos filtradores y crustaceos peneidos, que las consumen de manera
directa como base de su nutricion. En el caso de los peces marinos, aunque
sus larvas no ingieren microalgas directamente, estas desempeian un papel
fundamental al ser utilizadas para enriquecer presas vivas como rotiferos y
Artemia, mejorando asi su valor nutricional y favoreciendo la supervivencia
y el crecimiento larval (Muller-Feuga et al., 2003).

En el caso de los moluscos bivalvos (ostiones, almejas y mejillones),
especies como Isochrysis galbana, Skeletonema costatum, Pavlova lutheri
y Chaetoceros calcitrans son ampliamente utilizadas, ya que proporcionan
nutrientes esenciales durante las primeras etapas larvarias hasta la
metamorfosis (Mahalakshmi et al., 2022). En el caso del abulén, aunque sus
larvas plancténicas no dependen de microalgas, tras el asentamiento estas
comienzan a alimentarse de diatomeas benténicas como Navicula sp. y
Nitzschia sp. (Mahalakshmi et al., 2022). En este grupo, Villa-Franco et al.
(2022) reportaron tasas de consumo entre 1.1 y 1.6 x 10° células-mL™" de

Cocconeis sp. y Navicula ramosissima. Ademas, en Crassostrea gigas se ha



observado que la filtracién y captacion de alimento aumentan con dietas
mixtas de Isochrysis sp, y Chaetoceros sp. (50:50), en comparacion con
dietas monoespecificas (Ramos et al., 2022; Rodriguez-Pesantes et al.,

2020).

En crustaceos, particularmente en camarones peneidos, las
microalgas forman parte indispensable de la dieta larval. Entre las mas
utilizadas destacan Nannochloropsis oculata, Chlorella sp., Chlamydomonas
sp.y Tetraselmis chuii (Brown y Robert, 2002). Estas especies son eficientes
filtradoras, capaces de procesar densidades de 20,000 a 75,000
células-mL™" en fases tempranas de desarrollo larvario (Mahalakshmi et al.,
2022). En condiciones de cultivo controladas, se emplean comunmente
densidades de 30,000 células-mL™" de Tetraselmis suecica y 100,000
células-mL™ de Chaetoceros muelleri o Isochrysis aff. galbana (Muller-

Feuga et al., 2003).

En peces, especies como Nannochloropsis, Isochrysis y Tetraselmis
se han utilizado bajo técnicas llamadas “green water”. En larvas de Sander
lucioperca, por ejemplo, se alcanzd una supervivencia del 94 % y un
crecimiento especifico de hasta 4.1 % en longitud diaria, al emplear
densidades de =6 x 10° células-mL™" en suspension (Bischoff et al., 2022).
Una sintesis de las especies comunmente empleadas y sus tasas de
alimentacion reportadas en diferentes organismos acuaticos se presenta en

la tabla .

En este marco, Rhodomonas salina sobresale por su perfil nutricional

balanceado de proteinas, EPA y DHA, lo que justifica su seleccion como
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especie modelo en este estudio.

1.1.3 Rhodomonas salina como especie de interés acuicola
Rhodomonas salina es una microalga criptofita, perteneciente al
género Rhodomonas y ampliamente utilizada en laboratorios de produccion
por su alto contenido de acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, en
particular EPA (7-13 % p.s) y DHA (4-7 % p.s.), esenciales para la formacién
de membranas y el desarrollo larval en moluscos y crustaceos (Aritaki et al.,
2019; Derbel et al., 2023; Dunstan et al., 2005). En términos proximales, esta
especie puede alcanzar entre 20-50 % de proteina y 13-28 % de lipidos,
esto dependiendo de las condiciones de cultivo (Martino et al., 2023;

Ponnumsamy et al., 2024).

Su composicion bioquimica es altamente sensible a factores ambientales: el
fotoperiodo, irradiancia y temperatura modulan significativamente la
acumulacién de biomoléculas. Por ejemplo, bajo condiciones de 20 °C y
100—200 umol fotones-m™2-s™, se han registrado contenidos de proteina en
el rango 20-50 %, mientras que con fotoperiodos de 12L:12D se reporta un

incremento en EPA y DHA (Derbel et al., 2023; Yamamoto et al., 2018).



Tabla I. Relacion de especies de microalgas comunmente utilizadas para la alimentacion en la acuacultura, asi como su

forma y tasas de alimentacion reportadas para diversos grupos de organismos.

Grupo de organismos

Microalgas utilizadas

Tasa de alimentacion

Referencia

Moluscos bivalvos

Abulones juveniles

Crustaceos (larvas)

Peces (larvas)

Isochrysis sp., Pavlova lutheri., Chaetoceros
calcitrans., C. muelleri o C. gracilis,
Thalassiosira pseudonana., Skeletonema sp.,
Tetraselmis suecica., Rhodomonas sp.,

Navicula sp., Pyramimonas sp.

Navicula sp., Nitzschia sp., Cocconeis sp.,

Amphora sp.

Isochrysis sp., Pavlova lutheri., Chaetoceros
calcitrans., C. muelleri o C. gracilis,

Thalassiosira pseudonana., Skeletonema sp.,
Tetraselmis suecica., Navicula sp., Nitzschia

sp., Nannochloropsis sp.

Nannochloropsis oculata,

Isochrysis galbana; Tetraselmis.

Monoespecifica:
100,000 cél-mL™"
; Mixtas1:1:

50,000 cél-mL~"de cada
especie

1.1-1.6 x 10% cél-mL™"

20,000-75,000 cél-mL~" de
Tetraselmis;

30,000 células ml~' de
T. suecica;
100,000 cél-mL™"

de C. muellerio I. aff. galbana
(T-iso).

=5 x 108 células mi™

Brown, 2002; Muller-Feuga et al., 2003;
Pesantes et al., 2020;

Ramos et al., 2022.

Brown, 2002; Villa-Franco et al., 2022.

Brown, 2002; Mahalakshmi et al., 2022;
Muller-Feuga et al., 2003;

Bischoff et al., 2022; Brown, 2002.




1.1.4 Otros géneros relevantes

En acuacultura, géneros como Isochrysis, Nannochloropsis,
Tetraselmis y Chaetoceros se han consolidado como recursos nutricionales
por su capacidad de aportar proteinas y acidos grasos esenciales. Isochrysis
es reconocida por su elevado contenido de DHA (=5—-8 %), mientras que
Nannochloropsis se caracteriza por un alto porcentaje de EPA (hasta 26 %).
Por su parte, Tetraselmis ofrece un perfil proximal equilibrado y alta
digestibilidad, y Chaetoceros destaca por su aporte de EPA (13-30 %) junto
con pigmentos y carbohidratos que favorecen el desarrollo larval en
moluscos y peces (Bhattacharjya et al., 2020; Martino et al., 2023; Tibbetts

etal., 2015; Yang et al., 2020).

A diferencia de estos géneros, que tienden a destacarse por un solo
acido graso poliinsaturado predominante, Rhodomonas salina combina
simultaneamente altos niveles de proteina con un perfil balanceado de EPA
y DHA. Esta dualidad nutricional, sumada a su reconocida sensibilidad
ambiental, justifica su seleccidon como especie modelo en el presente trabajo.
La Tabla Il resume la composicién nutricional reportada para estos géneros
de importancia acuicola, destacando sus diferencias en proteina, lipidos y

perfil de acidos grasos bajo condiciones de cultivo.

1.2 Parametros de cuantificacion y métodos clasicos de analisis
bioquimico
La produccion de microalgas se evalua comunmente a partir de dos

dimensiones: la cantidad de biomasa generada y su calidad bioquimica.



Estas métricas no solo permiten establecer la eficiencia de un sistema de
cultivo, sino también su potencial aplicacién en nutricibn acuicola y en

biotecnologia (Heydari et al., 2024; Zhou et al., 2022).

Los parametros mas empleados para estimar biomasa incluyen el
conteo celular (células-mL™"), el peso seco (g-L™") y la productividad, que
puede expresarse como productividad volumétrica (g-L™'d™') o
productividad por area (g-m™2-d™"). Estos indicadores son fundamentales
para comparar la eficiencia entre especies, condiciones experimentales y
escalas de cultivo (Escobedo et al., 2021).

En cuanto a la composicién bioquimica, las proteinas, los carbohidratos,
los lipidos y los acidos grasos son los principales componentes de interés. El
método micro Kjeldahl (Kjeldahl, 1883) ha sido tradicionalmente empleado
para determinar nitrégeno total como estimador del contenido  proteico,

aunque a lo largo del tiempo se han introducido variantes mas
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Tabla Il. Composicion nutricional proximal y perfil de acidos grasos de microalgas de interés acuicola (Rhodomonas,

Isochrysis, Nannochloropsis, Tetraselmis y Chaetoceros) reportados en la literatura.

Género de Proteina Lipidos Carbohidratos Acidos grasos Condiciones L .
. o o L . Aplicaciones Referencia
microalga (% p.s.) (% p.s.) (p-s. %) principales de cultivo
Rhodomonas 20-50 13-28 9-20 4-8 % DHA, 20 - 24 °C; Acuacultura, Aritaki, 2019; Derbel et al., 2023;
7-13 % EPA 100 a 200 pigmentos, Dunstan et al., 2005;
pmol fotonesm™2s™  metabolismo y Martino et al., 2023;
fotosintesis Ponnumsam, et al., 2024.
Isochrysis 22-23 18 29 5-8 % DHA, 24 £ 1°C; Acuacultura, nutricion  Li et al., 2023; Martino et al.,
2 % EPA 80 a 100 (n-3), 2023; Tejaetal., 2023; Yang et
pmol fotonesm™2s™  biocombustibles, al., 2020.
antioxidantes
Nannochloropsis 20-30 30-36 23-29 1-12 % DHA, 24 +1°C; Biocombustible Li et al., 2023; Teja etal., 2023;
26.21 % EPA 80 a 100 cosmetica Tibbetts et al., 2015;
pmol fotonesm™2 s™* Yang et al., 2020.
Tetraselmis 12-46 12-25 25-31 0.1 % DHA, 24 £ 1°C; Acuacultura, Martino et al., 2023; Tibbetts et
0.6-2.2 % EPA 80 a 100 nutricion, al., 2015; Teja et al., 2023.
pmol fotones m™2s™  biorremediacion
Chaetoceros. 12-30 3-11 2-23 13-30 EPA 15-25°C; Acuacultura, Bhattacharjya et al., 2020;
100-200 biorremediacion, Hernandez-Acevedo et al., 2024.

pmol fotones m~2
s, 7.5-8.5 pH

biofertilizantes,
biotecnologia

Nota: p.s. = peso seco; EPA = acido eicosapentaenoico; DHA = acido docosahexaenoico.
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sensibles, como los métodos colorimétricos de Lowry (Becker, 2007; Safi et

al., 2014), Bradford (Bradford, 1976) y Biuret (Markou et al., 2012).

La determinacion de carbohidratos suele realizarse con técnicas
colorimétricas, entre las que sobresale el método descrito por Dubois et al.
(1956) y la modificacion posterior de Whyte (1987), aplicada en especies

como Cymbella sp. (Valera, 2016).

En el caso de los lipidos, los procedimientos mas citados en la
literatura siguen siendo los de Folch (1957), Soxhlet (1879) y Bligh y Dyer
(1959), que difieren en la composicion de solventes y en los rendimientos
obtenidos (Griffiths et al., 2010; Munir, 2023; Zhou et al., 2022). La tabla IlI
resume estos y otros meétodos clasicos de cuantificacion, junto con sus

principios reactivos y aplicaciones en microalgas de importancia comercial.

Finalmente, el perfil de &cidos grasos se obtiene mediante
transmetilacién acida y analisis cromatografico. La cromatografia de gases
con detector de ionizacion de flama (GC-FID), en combinacién con patrones
como el 37 Component FAME Mix, sigue siendo la herramienta mas
empleada para identificar y cuantificar compuestos de interés como el EPA

y el DHA (Parrish et al., 2015).
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Tabla lll. Métodos tradicionales utilizados para el analisis bioquimico de microalgas (Proteinas, Carbohidratos y lipidos), asi

como los reactivos utilizados, el rendimiento y sus referencias bibliograficas.

Solvente o reactivo

Rendimientos

Especie/ aplicacion

Referencia

Acido sulfurico H,SO,, sulfato de
potasio K,SO,, sulfato de cobre
CuSQ,, hidroxido de sodio NaOH

Folin-Ciocalteu, NaOH

Coomassie Brilliant Blue, acido
fosférico y alcohol (etanol 0 metanol)

Sulfato de cobre (CuSQ,), tartrato de
sodio y potasio (KNaC,H,O¢) y NaOH

30-60 %

40-60 %

30-50 %

50-55 %

Chilorella vulgaris y
Spirulina platensis

Chlorella
vulgaris y Spirulina

Scenedesmus obliquus

Spirulina

Ramirez-Rodrigues et al.,
2021; Safi et al., 2013.

Becker, 2007; Safi et al.,
2014.

Lee et al., 2020; Lowry et al.,
1951.

Markou et al., 2012.

Método colorimétrico con acido
sulfarico

47.5 %

Cymbella sp

Dubois et al., 1956;
Valera, 2016; Whyte, 1987.

Componente Método de
Bioquimico extraccion
Kjeldahl
Lowry
Proteinas
Bradford
Biuret
Carbohidratos Whyte
Folch
Lipidos Soxhlet
Bligh-Dyer

Cloroformo:metanol (2:1 v/v)

Extraccion con etanol, cloroformoy
hexano

Cloroformo:metanol:agua (1:2:0.8
vIVIv)

15-30 %

=10-12 %

23.78 %

Nannochloropsis; Chlorella

Varias especies

Nannochloropsis

Folch et al., 1957;
Griffiths et al., 2010;
Munir et al., 2023.
Aravind et al., 2021;
Dejoye et al., 2013;
Ramluckan et al., 2014.

Bligh & Dyer, 1959;
Sindermann et al., 2016.

Nota. Los rendimientos reportados dependen de la especie, el estado fisiologico del cultivo y las condiciones experimentales de extraccion.
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Los parametros de cuantificacion y los métodos bioquimicos permiten
establecer la productividad y la composicion de las microalgas. No obstante,
su interpretacion depende de las condiciones en que se desarrollan los
cultivos. Por ello, es necesario considerar el sistema de produccion
empleado, ya que su disefio y operacion influyen directamente en la

estabilidad y el rendimiento de la biomasa obtenida.

1.3 Fotobiorreactores

En este contexto, los fotobiorreactores se han consolidado como una
de las tecnologias mas eficientes para la producciéon de microalgas en
condiciones controladas. A diferencia de los cultivos abiertos, en los que
las fluctuaciones ambientales y la exposicion a contaminantes limitan la
estabilidad del sistema, los fotobiorreactores reducen de manera
significativa la interaccion con el medio externo, lo que favorece la
obtencién de biomasa homogénea y predecible (Benner et al., 2022;
Borowitzka, 1999; Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). Estos dispositivos
integran sistemas de aireacion, agitacion, control de pH y temperatura, asi
como la adicién regulada de medio y CO,, elementos que permiten un
control fino sobre las condiciones de crecimiento (Alvarado y Diaz de los

Santos, 2017; Talaei y Prieto, 2024).

De acuerdo con su diseno estructural, los fotobiorreactores se han
desarrollado en diversas configuraciones, entre las que destacan los
modelos tubulares, de columna y de panel plano (Sathinathan et al., 2023;

Uyar et al., 2024). También se han implementado variantes como los
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reactores cénicos, de tanque agitado y de transporte aéreo (Huang et al.,
2017; Uyar et al., 2024). Cada tipologia presenta ventajas y limitaciones en
aspectos como transferencia de masa, coeficientes de mezcla, consumo
energético y productividad volumétrica (Uyar et al., 2024; Wang et al.,

2012).

1.3.1 Criterios en el diseio de un fotobiorreactor

El disefio de un fotobiorreactor debe responder a los requerimientos
fisiolégicos de la especie cultivada, ya que las microalgas difieren
ampliamente en  caracteristicas = morfofisiolégicas, necesidades
nutricionales y tolerancia al estrés ambiental (Tredici, 2003; Zittelli et al.,
2013). Un fotobiorreactor con fines comerciales debe garantizar alta
productividad y, al mismo tiempo, estabilidad, fiabilidad y costos operativos
competitivos (Escobedo et al., 2021).

Entre los criterios mas relevantes en el disefio estructural se incluyen:
la geometria del reactor, el material de construccion, la relacion superficie
iluminada/volumen, la orientacién e inclinacién del sistema, la eficiencia de
mezcla y desgasificacion, y la incorporacién de mecanismos de limpieza y
regulacion térmica (AST Ingenieria S. L., 2013; Talaei y Prieto, 2024). La
seleccién de materiales de construccion también es determinante: el vidrio
destaca por su alta transparencia y resistencia quimica, ademas de facilitar
la limpieza (Kerner et al., 2019; Negev et al., 2019). Los plasticos como el
acrilico o el policarbonato se valoran por su bajo costo y resistencia a

impactos, siendo adecuados para aplicaciones exteriores (Talaei y Prieto,
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2024). El acero inoxidable se emplea en estructuras de soporte por su
durabilidad y resistencia a la corrosion (Kim, 2014), mientras que la fibra de
vidrio sobresale por su baja densidad, resistencia mecanica y facilidad de
moldeado, lo que permite disefios personalizados con integracion de

canales internos (Durmaz y Erbil, 2020; Mansa et al., 2012).

1.3.2 Operacion de fotobiorreactores

Ademas del disefno estructural, la forma de operacion constituye un
factor determinante en la productividad de los fotobiorreactores. En este
contexto, se distinguen tres modalidades principales: batch, continuo y
semicontinuo (Abalde-Alonso et al., 1995; Chang y Gupta, 2023). El modo
batch consiste en la adicion unica de nutrientes al inicio del proceso,
aunque su eficiencia se ve limitada por el agotamiento del medio (Minihane
y Brown, 1986). EI modo continuo, en cambio, mantiene un suministro
constante de nutrientes y un volumen estable dentro del reactor, lo que
favorece la estabilidad y la productividad, pero exige un control riguroso
para prevenir alteraciones metabdlicas (Abalde-Alonso et al., 1995;
Minihane y Brown, 1986). Finalmente, el modo semicontinuo combina
caracteristicas de ambos, al permitir la adiciéon controlada de nutrientes
durante la operacion sin retirar el medio hasta el final del ciclo, lo que ofrece
flexibilidad para regular parametros criticos como oxigeno disuelto, pH y
coeficiente respiratorio (Figueroa-Torres et al., 2022; Gomez-Cardozo et
al., 2020).

En sintesis, los fotobiorreactores representan una herramienta
16



estratégica para la produccién eficiente y escalable de microalgas con
aplicaciones directas en nutricion acuicola. Su optimizacién, tanto en
disefo estructural como en operaciéon, es esencial para obtener biomasa
de alta calidad y avanzar hacia procesos productivos mas sostenibles y

competitivos.
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2 Hipoétesis

La automatizacion y operacion optimizada de un fotobiorreactor
continuo para el cultivo de Rhodomonas salina incrementara la eficiencia
productiva y la calidad bioquimica de la biomasa producida (proteinas,
lipidos y acidos grasos esenciales), favoreciendo una produccion

microalgal mas sostenible y competitiva para la acuacultura.

3 Justificacion cientifica

La acuacultura constituye el sector de produccion primaria de mayor
crecimiento en México, especialmente en estados costeros como Baja
California, donde los moluscos bivalvos, crustaceos y peces dependen del
aporte de microalgas en sus primeras etapas de vida. En este contexto, el
desarrollo de sistemas de cultivo eficientes y de bajo costo resulta esencial

para garantizar la disponibilidad de alimento de alta calidad nutricional.

Por ello, el presente proyecto de investigacion tiene como objetivo
desarrollar un prototipo de fotobiorreactor tipo continuo construido con
materiales asequibles e integrado a un sistema de control automatizado
basado en Arduino. Este disefio busca combinar eficiencia productiva y
viabilidad econdmica, atendiendo asi dos de las principales limitantes en la
produccion microalgal: la vulnerabilidad de los cultivos abiertos frente a
variaciones ambientales y los altos costos asociados a sistemas comerciales

cerrados.

Para evaluar la eficiencia del sistema, se empleara Rhodomonas salina,
una microalga reconocida por su contenido en proteinas y acidos grasos
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poliinsaturados (EPA y DHA), compuestos esenciales para el desarrollo larval
de organismos acuaticos. Su utilizacion permitira validar el desempefio del
fotobiorreactor en términos de productividad y, al mismo tiempo, garantizar la
calidad nutricional del cultivo resultante. De esta manera, el proyecto busca
ofrecer una alternativa técnica y econdmicamente viable para fortalecer la
industria acuicola, contribuyendo al suministro sostenible de alimento de alto

valor nutricional.
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4 Objetivos
4.1 Objetivo general

1.

Implementar y automatizar un fotobiorreactor de flujo continuo para
el cultivo de Rhodomonas salina, con el fin de optimizar la
produccion de biomasa y evaluar su calidad nutricional como insumo

de interés acuicola.

4.2 Objetivos especificos

1.

Implementar un fotobiorreactor de flujo continuo empleando
materiales y tecnologias accesibles, con un enfoque orientado a la
sostenibilidad y la escalabilidad.

Integrar un sistema de control automatizado, basado en sensores y
plataforma Arduino™, para la regulacién de parametros criticos (pH,
nutrientes e irradiancia), asegurando la estabilidad del cultivo y
maximizando la productividad.

Evaluar el desempeio del fotobiorreactor en la produccion de R.
salina, mediante la cuantificacion del crecimiento celular, la
determinaciéon del peso seco y el andlisis de su composicion

nutricional (proteinas, lipidos totales y perfil de acidos grasos).
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5 Metodologia

5.1 Descripcién general del experimento

El presente trabajo comparo la productividad y composicion bioquimica
de la microalga Rhodomonas salina, la cual fue cultivada en dos sistemas de
fotobiorreactores, uno semicontinuo (FBSC) donde el ajuste de pH se realizo
manualmente cada 24 horas; Y un sistema continuo (FBC), en el cual se
implementé un control automatizado de pH mediante la inyeccién de COa.
Durante las tres corridas experimentales se obtuvieron datos que permitieron
contrastar la estabilidad, eficiencia y calidad nutricional para ambos sistemas.

Estos parametros jugaron un papel importante como indicadores clave
de la eficiencia productiva en los cultivos microalgales, ya que nos permitieron
establecer la estabilidad del sistema y su potencial aplicacion en la

acuacultura.

5.2 Diseio experimental

El disefio experimental se bas6 en un método de bloques
aleatorizados con tres bloques temporales (Figura 1). Cada bloque
correspondié a una réplica experimental independiente, desarrollada en
diferentes momentos, bajo las mismas condiciones de cultivo. Dentro de
cada bloque se incluyd la operacién simultanea de dos tratamientos: (i) un
fotobiorreactor experimental, equipado con control automatizado de pH
mediante inyeccién de CO,, y (ii) un fotobiorreactor control, mantenido bajo
condiciones equivalentes sin automatizacion.

Para garantizar la validez de la comparacion entre los tratamientos, se
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empled un disefio en de bloques temporales como estrategia para controlar y

minimizar el impacto de variaciones externas no deseadas asociadas al paso

del tiempo. Esta estrategia es particularmente util cuando los experimentos se

desarrollan en dias distintos y se desea aislar el efecto de la variable

independiente principal del estudio, reduciendo la variabilidad experimental y

fortaleciendo la robustez del analisis estadistico (Mongomery, 2017).

Indculo de microalga
(Rhodomonas salina)

\
'\

Inéculo de microalga
(Rhodomonas salina)

In6culo de microalga
(Rhodomonas salina)

—— Blogue1 <

—— Bloque 2 <
—— Bloque 3 <

Fotobiorreactor
semicontinuo

Fotobiorreactor
continuo

Fotobiorreactor
semicontinuo
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Figura 1. Esquema que muestra el disefio experimental que se realizé para

evaluar la eficiencia de produccion de los fotobiorreactores:

semicontinuo (FBSC) y de flujo continuo (FBC)
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5.3 Configuracién y operacion de los fotobiorreactores

Los fotobiorreactores utilizados se construyeron a partir de
contenedores cilindricos de plastico traslucido con una capacidad maxima
de 20 litros (Figura 2). Cada unidad fue modificada estructuralmente para
integrar lineas de entrada y salida destinadas al suministro aire, CO2, medio
de cultivo, agua y al manejo de cultivo, lo que permitié tanto el suministro
controlado de agua y nutrientes como la evacuacion parcial o total del
cultivo. El volumen operativo del sistema de cultivo se establecio en 16 litros
y con ello se garantizé un espacio residual de aire destinado a favorecer
los procesos de mezcla y homogenizacion interna, ademas de prevenir

derrames durante la aireacion.

La iluminacion se proporciond mediante un sistema de iluminacion
externa (24 h luz) conformado por diodos emisores de luz (LED) en
espectro de luz de dia, capaces de suministrar intensidades de 150 pmol
fotones m™2 s™", con el propdsito de mantener una exposicion homogénea
en todo el cultivo. Cada footbiorreactor conté con un sistema de aireacion
independiente que aseguro la dispersion de gases y la homogenizacién de

nutrientes, garantizando condiciones uniformes para el cultivo microalgal.

El trabajo contemplé dos esquemas operativos. En el sistema
semicontinuo (FBSC) en donde se empled un unico fotobiorreactor en el
que se realizaron cosechas parciales periddicas del cultivo, sustituyendo
de inmediato el volumen extraido con medio fresco; este procedimiento
permitid conservar condiciones relativamente estables de crecimiento

(Figura 2a). En contraste, el sistema continuo (FBC) se conformé por tres
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tanques interconectados en serie: el primero funcioné como reservorio de
agua y nutrientes, el cual por medio de una bomba peristaltica garantizaba
el suministro constante de medio (2.78 mL-min™") al contenedor de cultivo;
el segundo contenedor correspondié al fotobiorreactor central, donde se
mantuvo el cultivo microalgal bajo condiciones controladas. Las cuales se
mantuvieron mediante sensores de pH, temperatura y luz, controlados por
un sistema de control Arduino™. El tercer contenedor se destind a la
recoleccion continua de la biomasa producida, funcionando como unidad

de cosecha (Figura 2b).

24



= Controlador (b,
oo

co® T
- AV Vélvula
a= solenoide

Sensores
(pH, T%)

—_— Aire
Entrada de

| I
| nutrientes |
| |
| |

Salida

LED's

Nutrientes | |
yagua | | Cosecha
| >20%

(a) l_ Tanque 1 Tangue 2 Tanque 3 )

FBSC FBC
Figura 2. Esquema general de los sistemas fotobiorreactores a escala
laboratorio. (a) Fotobiorreactor FBSC que contaba con aireacion e
iluminacién continua y la adicion de CO,, nutrientes y cosecha parcial
de microalgas se realizaba una vez al dia y de forma manual. (b)
Sistema FBC automatizado que consistia en tres contenedores, que
contaban con inyeccion de COg, nutrientes, agua y aire; iluminacién
continua; controlador de pH central; valvulas solenoides; sensor de

temperatura y bomba peristaltica.

Un aspecto adicional para tener en cuenta en la implementacion del
fotobiorreactor fue la integracién de sensores especializados, utilizados
para el seguimiento en tiempo real de variables criticas del entorno como
pH, intensidad luminica y temperatura. Estos dispositivos fueron
conformados y programados por los Bioingenieros Alan Diaz y Odalys
Barragan, quienes colaboraron previamente en el laboratorio en el

desarrollo de sistemas de control para cultivo de microalgas. Dichos
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dispositivos fueron adaptados para el fotobiorreactor del presente trabajo y,
posteriormente se integraron al sistema, permitiendo un control mas preciso
y riguroso de las condiciones internas del cultivo, sin comprometer la
esterilizacion del medio.

Finalmente, se procedié a adaptar al sistema una serie de lineas de
entrada y salida con el objetivo de facilitar y optimizar los flujos de inyeccion
de agua, aire, nutrientes y CO2, asi como para permitir la recoleccion
eficiente de la biomasa de microalgas y la eliminacion segura de

subproductos residuales.

5.4 Automatizacién del sistema para el fotobiorreactor de flujo continuo

Se desarroll6 un programa utilizando la plataforma Arduino™ para poder
controlar los flujos de entrada y salida de los flujos de agua y gases al sistema
de fotobiorreactor semicontinuo. Los sistemas Arduino utilizan una plataforma
de desarrollo “open-source”, caracterizado por su arquitectura modular e
interfaz programable basada en C++, compatibilidad con sistemas embebidos
y bibliotecas preconfiguradas (Ismailov y Jo‘rayev, 2022; Suparyanto dan
Rosad, 2020; Vital Carrillo, 2021). Su disefio accesible facilita Ila
implementacion rapida de prototipos en electronica, y se encuentra
respaldado por una amplia comunidad global de soporte técnico y desarrollo

colaborativo (Vital Carrillo, 2021).

La seleccidén de esta plataforma de programacion se basé en su alta

adaptabilidad a entornos multifuncionales, interfaz de desarrollo intuitiva y
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rentabilidad en implementacion. El codigo completo utilizado para la

automatizacién del sistema se presenta en el Anexo 1.

5.5 Produccion y mantenimiento de Rhodomonas salina

En este estudio, se selecciond6 Rhodomonas salina como la cepa de
microalga planctonica de interés, debido a su alto potencial para la produccién
de biomasa y su valioso perfil nutricional, especialmente en términos de
contenido de proteinas, lipidos y acidos grasos esenciales (Aritaki et al., 2019;
Derbel et al., 2023; Yamamoto et al., 2018).

La cepa especifica de Rhodomonas salina se obtuvo de la coleccion de
cepas del Instituto de Investigaciones Oceanologicas (110) de la Universidad
Autonoma de Baja California (UABC). La cepa se cultivé en medio f/2 de
Guillard y Rhyter (1962) (ver Anexo 2), el cual es ampliamente utilizado en la
investigacion y produccion de microalgas en la acuacultura. Este medio de
cultivo proporciona los nutrientes necesarios para el crecimiento de las
microalgas (Keller et al., 1987; Monkonsit et al., 2011).

Para la etapa de mantenimiento y pre-cultivo la microalga se mantuvo
en un volumen de 150 mL en matraces Erenmeyer de vidrio (borosilicato) de
250 mL de capacidad. Durante esta fase, las condiciones 6ptimas de cultivo
fueron constantes, incluyendo wuna iluminaciéon continia (24 h)
proporcionada por lamparas fluorescentes de 8’ y de 36 watts, que emitian
un espectro de luz de dia; los cultivos se mantuvieron una temperatura
constante de 18 £ 1°C en el laboratorio de Bioensayos 2 del 110-UABC.

Todos los matraces destinados al cultivo de la microalga Rhodomonas
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salina fueron sometido previamente a un lavado con jabon y a un
pretratamiento con una solucion de acido muriatico al 10% durante un periodo
de 24 horas. Posteriormente, los matraces fueron enjuagados
abundantemente con agua corriente y un lavado de agua destilada. Una
vez pre-tratados los matraces, se preparé el volumen necesario de medio
de cultivo (“f’) para los matraces y se ajust6 el pH (5.5) mediante la adicion
de acido clorhidrico (1%) en una proporcién de 250 pL-L™", utilizando un
potenciometro marca Apera modelo PC60 para su medicion y control. Los
matraces con el medio de cultivo fueron esterilizados en una autoclave
marca Market Forge Industries Inc., modelo Sterilmatic a 121 °Cy 15 1b de
presion durante un tiempo de 30 minutos. Una vez esterilizados los
matraces se dejaron enfriar por un periodo de 24 h y se procedi6 a agregar
las vitaminas y el inoculo de la cepa, utilizando como inéculo un volumen
equivalente al 10% del volumen total del cultivo (p. ej., para 150 mL se

agregaban de 10 a 15 mL de in6culo).

Una vez alcanzada la densidad optima (0.5-1x10° cel‘mL™") y/o los 6
dias de cultivo, el cultivo se escal6 progresivamente a matraces Erlenmeyer
de 500 mL, 1 L y garrafones de 20 L.

El proceso de escalamiento se realizé mediante la adicién de medio
fresco progresivo hasta alcanzar la capacidad maxima de los
fotobiorreactores. Inicialmente, se utilizé un ferbach de 2 L como inéculo, del
cual se destind 1 L a cada sistema (FBSC y FBC). Cada fotobiorreactor se
inocul6 en un volumen inicial de 4 L (que representd el 25% de indculo y 75

% de agua con nutrientes). Posteriormente, el volumen se escal6
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diariamente con la adicion de 2 L de medio fresco, hasta alcanzar el volumen
operativo maximo de 16 L. Paralelamente, se mantuvieron condiciones
controladas de operacion: una irradiancia de 150 + 50 ymol fotones m™2s™,
un pH 7.5 £ 0.5 y una temperatura de 18 £ 1°C. Se estimo6 que el cultivo
completara su volumen total en el fotobiorreactor en un plazo de 7 dias
(Figura 3).

Como parte integral del protocolo de calidad, el agua utilizada en
todas las etapas del cultivo y escalado fue previamente filtrada mediante un
gradiente de filtros de cartucho de 10, 5y 1 micras (um), respectivamente.
Ademas, de irradiar el agua de mar con un filtro UV marca Coraline Modelo
Turbo twist de 36 watts a un flujo de agua de 10 L-min"'. Este proceso
garantizé la eliminacién de particulas suspendidas, microorganismos no
deseados y materia organica particulada. Complementariamente, el agua
se esterilizd quimicamente con Hipoclorito de sodio (Cloro comercial 5 al
6%), utilizando una relacién de 3 mL de cloro comercial por litro de agua a
tratar, considerando un tiempo de tratamiento de 24 horas. Posteriormente,
el cloro residual fue neutralizado con tiosulfato de sodio en una proporcion
de 150 mg-L™", seguido de una aireacion vigorosa durante un periodo

minimo de 1 hora.
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Figura 3. Imagen que muestra la secuencia de escalamiento, los volumenes y
tipo de recipientes utilizados en el cultivo de R. salina hasta llegar a

escala de fotobiorreactor.

5.6 Analisis bioquimicos

El enfoque experimental empleado para la determinacion de los
contenidos de proteinas, lipidos totales y el perfil de acidos grasos obtenidos
de la biomasa de las microalgas en este estudio se llevo a cabo mediante el
uso de protocolos estandarizados (Folch et al., 1957; Kjeldahl, 1883; Parrish
et al., 2015). Inicialmente, las microalgas fueron cultivadas en el
fotobiorreactor bajo condiciones controladas de iluminacién, temperatura, pH
y suministro de nutrientes, y una vez alcanzada la etapa estacionaria del
cultivo, se tomaron muestras de un volumen conocido de cultivo, las cuales
fueron concentradas mediante una descremadora centrifuga (sin marca ni
numero de serie visible), construida a partir de acero inoxidable y disefada
principalmente para uso en leche, la cual fue adaptada para separar la
biomasa producida del medio de cultivo de R. salina. La biomasa que se
recolectd se concentro en tubos Falcon™ de 50 mL de capacidad; los cuales

fueron etiquetados y guardados en un crio congelador marca Termo Scientific
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Revco a una temperatura de -80 °C y por un tiempo de 24 h, necesario para
su posterior liofilizacion. El proceso de liofilizacion de las muestras se llevo a
cabo en una liofilizadora marca Labconco modelo 7750020 por un periodo de
72 horas a -51 °C. Una vez liofilizadas, las muestras se almacenaron en tubos
Falcon™ resguardados dentro de bolsas tipo Ziploc, hasta su posterior

proceso de analisis.

5.6.1 Determinacién de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método micro
Kjeldahl, el cual comprende tres etapas sucesivas: digestion, destilacion y
titulacion, derivado del procedimiento descrito originalmente por Kjeldahl
(1883). Durante la digestién, se pesaron 50 mg de biomasa seca en papel libre
de nitrogeno y se transfirieron a un matraz micro Kjeldahl de 30 mL. Como
catalizadores se afiadieron 1.5 g de sulfato de potasio y 0.05 g de sulfato
cuprico, junto con 3 mL de acido sulfurico concentrado (H,SO,, 95-97 %). Los
matraces se colocaron en un bloque digestor marca Labconco y modelo
6030000; en donde se incrementd gradualmente la temperatura hasta lograr
la mineralizacibn completa de la materia organica, evidenciada por la
desaparicion de humos y la obtencién de un digerido verde-azul claro. Una
vez finalizada la digestion, los matraces se enfriaron a temperatura ambiente
y se diluyeron con 10 mL de agua destilada. El contenido se agit6 para disolver
posibles cristales y se aforé a 25 mL, asegurando la transferencia cuantitativa
mediante enjuagues sucesivos con pequenas fracciones de agua destilada.

Las soluciones se homogenizaron y se conservaron en frascos de vidrio o
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Nalgene™ hasta su analisis posterior.

La etapa de destilacion se llevd a cabo en un destilador Kjeldahl marca
Novatech modelo KJR con un vaso colector que contenia 15 mL de acido
borico al 3 % y tres gotas del indicador Shiro-Tashiro. Se adicionaron 5 mL del
digerido al destilador, seguidos de 10 mL de hidroxido de sodio al 40 %,
enjuagando la copa con 5 mL adicionales de agua destilada. Tras verificar el
flujo constante de agua en el condensador, se procedio a la destilacion hasta
recolectar al menos 40 mL de destilado. En esta fase, la solucién adquirié un
tono verdoso caracteristico, sefial de la presencia de amoniaco capturado en
el acido barico.

La titulacién se realiz6 con una solucién estandar de HCIl a una
concentracion de 0.109 N, dispensada desde una bureta graduada bajo
agitacion constante. El punto final se identifico por el viraje de color desde
verde hasta purpura, el cual se contrasto visualmente con la tincién del blanco
utilizado como referencia. El volumen de &acido clorhidrico consumido se
registré de inmediato para el calculo de nitrégeno total y, posteriormente, del
contenido de proteina. Todas las determinaciones incluyeron un blanco de
reactivos, sometido al mismo procedimiento, que se utiliz6 como correccion
de referencia.

El calculo del porcentaje de nitrogeno total (%N) se realizé de acuerdo

con la Formula (1):

(HCl,,—HClp)'Ngc1'0.014-100
Peso de la muestra (g)

%N =
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donde HCl,, corresponde al volumen de acido clorhidrico consumido en
la titulacion de la muestra (mL), HCI,, al volumen consumido en el blanco (mL),
Nyq a la normalidad de la solucion de HCI y 0.014 al factor de conversion en
gramos de nitrogeno por mL de HCI 1N.

El contenido de proteina cruda (% P) se obtuvo multiplicando el
porcentaje de nitrégeno por el factor 6.25 (Formula 2), que corresponde al
valor de referencia ampliamente aceptado bajo el supuesto de que las

proteinas contienen en promedio un 16 % de nitrégeno (Jones, 1932):

%P = %N - 6.25 (2)

Los resultados se expresaron en porcentaje de biomasa seca.

5.6.2 Determinacion de lipidos

La cuantificacion de lipidos totales se llevé a cabo siguiendo el método
de extraccidbn con solventes descrito por Folch et al.,, (1957) con
modificaciones adaptadas para biomasa microalgal. Para cada analisis se
pesaron 100 mg de muestra en tubos de ensayo previamente etiquetados. De
manera paralela, se incluyé un estandar de Tripalmitina, preparado por
triplicado, con el fin de validar la recuperacion del procedimiento. A cada
muestra se le adicionaron 200 pL de agua destilada y se homogeniz6 en un
vortex durante 30 segundos.

La extraccion se realizd6 mediante la adicion de 6 mL de una mezcla de

diclorometano:metanol en proporcién 2:1 (v/v), seguida de agitacién en vortex
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por 3 minutos y posterior reposo durante 6 a 12 horas para favorecer la
particion de fases. El contenido fue filtrado a través de papel Whatman No. 4
y se adicionaron 1.5 mL de KCl al 1.76 % para promover la separacion de las
fases acuosa y organica.

La fase organica se recuperd cuidadosamente con pipeta Pasteur y se
transfirio a viales de vidrio de 4 mL de capacidad, previamente pesados.
Posteriormente, se tomaron 2 mL de la fase organica con pipeta aforada, que
fueron colocados en su respectivo vial y sometidos a evaporacion en un
Thermoblock marca Cole-Parmer a 60 °C hasta alcanzar la completa
evaporacion del solvente. Una vez evaporados, los viales se retiraron de la
termo placa y se colocaron en un desecador y, tras estabilizarse a temperatura
ambiente, se pesaron nuevamente.

El contenido de lipidos se calculd con base en el incremento de peso en

el vial tras la evaporacion, utilizando la siguiente Formula (3):

%L = w- 100 - mL evaporados (3)
donde PVI corresponde al peso inicial del vial, PVF al peso final del vial

tras la evaporacion y PM al peso de la muestra utilizada.

5.6.3 Determinacion de acidos grasos
La caracterizacion de acidos grasos se llevd a cabo mediante un
procedimiento de transmetilacion acida basado en la metodologia descrita por

Parrish et al. (2015). Se trabajé con alicuotas de biomasa seca de 70 mg,

34



colocadas en viales de vidrio de 10 mL. A cada vial se afadieron 3 mL de una
solucién extractora integrada por metanol, diclorometano y acido clorhidrico
concentrado (37 %), en una proporcién 10:1:1 (v/v/v). Los viales se sellaron
inmediatamente, se agitaron en un vortex y se incubaron en bafio Maria a 83
°C durante 2 horas. Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, las muestras
se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Para recuperar los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs), se
adicionaron 1.5 mL de agua Milli-Q, 1.5 mL de hexano y 0.3 mL de
diclorometano. Después de una nueva agitacion en vortex, las mezclas fueron
centrifugadas a 3800 rpm durante 10 minutos, lo que permitié separar las
fases. La fraccion superior, correspondiente a hexano y en la cual se
concentraron los acidos grasos metilados, se extrajo cuidadosamente y se
transfiri6 a viales previamente calcinados, donde permanecié almacenada
hasta su analisis cromatografico.

El analisis de los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs) se realizo
mediante cromatografia de gases con detector de ionizacién de flama (GC-
FID), utilizando un cromatografo Agilent® GS 7820A acoplado a una columna
capilar polar de 60 m de longitud y 0.25 mm de diametro interno. La
adquisicién, integracién y procesamiento de los cromatogramas se efectuaron
con el software GC ChemStation Data Analysis (Agilent Technologies®).

La identificacion de los acidos grasos se realizé por comparacion de los
tiempos de retencion de las muestras con estandares comerciales, empleando
como referencia el 37 Component FAME Mix (Supelco/Sigma-Aldrich®) y las

mezclas PUFA No. 1 y PUFA No. 3, que contienen acidos grasos
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poliinsaturados de interés bioldgico. La composicion de cada acido graso se
expresé en términos relativos (%) y, adicionalmente, se calcularon las
concentraciones absolutas (mg-g™ p.s.) a partir de curvas de calibracion

construidas con el estandar FAME Mix 37.

5.7 Andlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos consistié en la verificacion
inicial de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas,
empleando las pruebas de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente (a
= 0.05). Una vez confirmados dichos supuestos, la comparacién entre
tratamientos para parametros de biomasa y crecimiento se realizé mediante
la prueba “t” de Student para muestras independientes, considerando un
nivel de significancia de a = 0.05. En aquellos casos en que los datos no
cumplieron con la normalidad y/o homocedasticidad, como en el caso de la
temperatura y pH, se aplico la prueba U de Mann—-Whitney como alternativa
no paramétrica.

De manera particular, en los analisis de proteinas, lipidos totales y en
el perfil de acidos grasos, se aplicaron pruebas “t” de Student con el fin de
corroborar la existencia de diferencias significativas entre los sistemas de
cultivo evaluados. Sin embargo, debido al tamafo de muestra limitado (n =
3 por tratamiento) y con el propésito de obtener una evaluacién mas robusta
e independiente de supuestos paramétricos, las comparaciones entre
tratamientos fueron realizadas mediante pruebas de permutacion con

10,000 iteraciones. Este enfoque no paramétrico permitié contrastar la
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magnitud de las diferencias observadas frente a una distribucién nula
generada aleatoriamente, proporcionando estimaciones mas confiables de
significancia estadistica bajo condiciones de bajo numero de réplicas
bioldgicas.

Todos los analisis estadisticos paramétricos y no parameétricos se
llevaron a cabo en el software SigmaPlot® versién 11 (Systat Software
Inc.), mientras que las pruebas de permutacion fueron implementadas en

R (R Core).
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6 Resultados

6.1 Crecimiento celular

La Figura 4 muestra los promedio y desviacion estandar de la densidad
celular de Rhodomonas salina registradas durante 16 dias de cultivo en los
sistemas semicontinuo (FBSC) y continuo (FBC). Ambos tratamientos
presentaron una fase exponencial entre los dias 0 y 7, con incrementos
progresivos en la densidad celular. A partir del dia 8 se alcanzé la fase
estacionaria, con valores cercanos a 2.0—-2.1 x 10° cél-mL™". Durante los dias
14—16 se mostrd una diferencia significativa en la densidad celular entre
ambos sistemas: mientras que el FBC mantuvo densidades un poco mas
estables vs el FBSC que mostré una tendencia descendente hacia el final

de la experimentacion (Figura 4).
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Figura 4. Valores promedio y desviacion estandar de la densidad celular
(cel'mL") de Rhodomonas salina cultivada en ambos
fotobiorreactores: semicontinuo (FBSC) y continuo (FBC) durante un

tiempo experimental de 16 dias.

6.2 Cambios de pH

En la Figura 5 se muestran los valores promedio de pH correspondiente
a los sistemas FBC, los cuales fueron controlados de forma automatizada y
por medio de inyeccién continua de CO,, y en donde podemos apreciar
valores mucho mas estables con un promedio a lo largo del tiempo de
experimentacion de 7.77 + 0.30). Mientras que para el caso de FBSC los
valores de pH obtenidos y que eran ajustados manualmente cada 24 h,
muestran valores promedio maximos de pH de 10.14 + 0.14 y valores
promedio minimos (posterior al ajuste) de 7.58 + 0.14. El analisis estadistico

mediante la prueba U de Mann-Whitney mostré diferencias significativas entre
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los valores promedios maximos del FBSC vy los registrados en el FBC (P =
<0.001). En contraste, al comparar los valores minimos posteriores al ajuste,

no se observaron diferencias significativas entre ambos sistemas.

12
11

10

6 —A— FBC
—a— FBSC

8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tiempo (dias)

Figura 5. Valores promedio y desviacion estandar del pH en los cultivos de la

microalga Rhodomonas salina cultivada en ambos fotobiorreactores:

FBSC y FBC, durante la fase estacionaria del cultivo (dias 8 a 16).

6.3 Valores de temperatura

La Figura 6 muestra las variaciones temperatura a lo largo del tiempo en
el laboratorio y en ambos fotobiorreactores durante la fase experimental. La
temperatura promedio en el laboratorio fue de 17.08 £ 0.32 °C, mientras que
en los sistemas FBC y FBSC se registraron valores ligeramente superiores,
con medias de 18.66 +0.28 °C y 18.08 + 0.82 °C, respectivamente. El ANOVA
indicé diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.001); sin

embargo, el analisis de comparaciones multiples de Tukey mostré que la
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temperatura del laboratorio difirié significativamente de la registrada en ambos
fotobiorreactores, aunque no hubo diferencias entre la temperatura de los

sistemas del FBSC y FBC.

20.00

19.00
5}
s
< 18.00
>
©
8 17.00
2 17.
(3]
'—

500 = EXT-LAB

: —e—FBC
— A FBSC
15.00
8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tiempo (dias)
Figura 6. Valores promedio y desviacion estandar de la temperatura
registrada en el laboratorio y en los cultivos de Rhodomonas salina

cultivada en los fotobiorreactores: FBSC y FBC durante la fase

experimental.

6.4 Parametros de Crecimiento

En la Tabla IV podemos observar los valores promedio y desviacion
estandar del conteo celular, en donde el FBC alcanzo el mayor numero de
células por mililitro, registrando 1.95 + 0.19 x10° cél-mL™"; mientras que el
FBSC registro solo 1.81 £ 0.23 x10° cél-mL™". Al realizar el analisis

estadistico “t” Student no se observaron diferencias significativas (P =

0.115).
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En lo que respecta a los valores de peso seco, peso organico seco y
peso de cenizas no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) entre
ninguno de los dos fotobiorreactores ensayados; siendo los valores entre los
diferentes pesos muy similares en ambos tratamientos (biorreactores);
registrandose valores promedio de peso seco de 0.39 + 0.05 g-L™ en el
FBSC vy 0.37 £ 0.04 g-L™" en el FBC. Mientras que, para el peso organico,
se registraron valores de 0.29 + 0.03 g-L™" y 0.30 £ 0.02 g-.L " en FBSC y
FBC, respectivamente. En cuanto al peso de ceniza este se observé de 0.08
+0.01 gL "enel FBSC yde 0.07 £ 0.01 g-L™" en el FBC, respectivamente.

En lo que respecta a la tasa de crecimiento especifica (u) tampoco fue
posible observar diferencias significativas (p > 0.05), entre ninguno de los
dos sistemas de cultivo ensayados reportandose valores de crecimiento
especifico (u) de 0.47 + 0.02 en el FBSC y 0.46 £ 0.04 en el FBC,
respectivamente (Tabla IV).

La consistencia de estos resultados fue corroborada mediante pruebas de
permutacion, obteniéndose valores de p consistentes con el analisis
paramétrico (p > 0.05 en todos los casos), por lo que las conclusiones se

mantienen sin cambios.
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Tabla IV. Valores promedio y desviacion estandar del numero de células

(cel-mL), peso seco (g-L"), peso organico seco (g-L"), peso de

ceniza (g-L"7) y la tasa de crecimiento especifica (u); con la microalga

Rhodomonas salina cultivada en 2 fotobiorreactores: FBSC y FBC

durante la fase estacionaria de cultivo.

Parametro FBSC FBC i
Conteo celular
(x106 cel-mL) 1.81+0.23 1.95+0.19 0.115
Peso seco 0.39.£ 0.05 0.37 £ 0.04 0.567
(g'L™)
Peso org_]1an|co 0.29 + 0.03 0.3+ 0.02 0.201
(g'L™)
Peso c_e1n|za 0.08 + 0.01 0.07 £ 0.01 0.820
(g'L™)
Tasa de crecimiento 0.47 + 0.02 0.46 + 0.04 0.620

(M)

6.5 Produccion de Biomasa

La Figura 7 muestra la produccion de biomasa promedio y su desviacion

estandar obtenida en los sistemas FBSC y FBC durante los tres bloques

experimentales (g-L™"-d™"). En ambos sistemas los valores se mantuvieron en

un intervalo similar, con valores promedio de 0.228 + 0.005 g-L™"-d™" en el

FBSC y de 0.216 + 0.008 g-L™"-d™" en el FBC. Si bien el sistema FBSC

presentd un valor ligeramente superior, la diferencia no fue estadisticamente

significativa (p = 0.487).
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Figura 7. Valores de produccion de biomasa promedio y desviacion estandar
(g-L 7-d ™) obtenida en los cultivos de Rhodomonas salina cultivada en
los 2 tipos de fotobiorreactores ensayados: FBSC y FBC y durante las

3 fechas de cultivo (bloques).

6.7 Composicion bioquimica

La Tabla V presenta los valores y componentes de la composicion
proximal evaluada en Rhodomonas salina cultivada en los sistemas FBSC y
FBC. Se observo que para el caso del porcentaje de proteina total este fue de
47.71 £ 1.79 % para el FBC en comparacion con el FBSC en donde solo se
obtuvieron porcentajes de 41.11 + 1.28 %. En este caso si se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p = 0.001), en el porcentaje de
proteina total obtenidos entre ambos tipos de biorreactores. De manera
similar, el porcentaje de lipidos fue superior en el FBC (13.55 + 0.86 %) con

respecto a lo obtenido en el FBSC (9.97 + 0.62 %) en donde también se
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observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.001).

En contraste, el porcentaje de cenizas fue ligeramente mayor en el
FBSC (20.5 %) comparativamente con lo obtenido en el FBC (18.92 %),
aunque sin diferencias estadisticas significativas (P > 0.05). En cuanto al
porcentaje de materia organica estos estuvieron entre el 81.08 % para el FBC
y de 79.5 % para el FBSC, no encontrando tampoco diferencias estadisticas
significativas (P > 0.05). En cuanto al extracto libre de nitrégeno (ELN), el cual
se calcula por diferencia, tampoco se encontraron diferencias estadisticas
significativas (P > 0.05) registrandose valores mas altos en el FBSC (28.41 %)

en comparacién con el FBC (19.82 %) (Tabla V).
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Tabla V. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje (%) de
proteina ftotal, lipidos, cenizas, materia organica y ELN en
Rhodomonas salina cultivada en dos tipos de fotobiorreactores: FBSC
y FBC durante la fase estacionario de cultivo. Los valores de p < 0.05

representan diferencias significativas.

Parametro (%) FBSC FBC P
Proteina total 4111+ 1.28° 47.71 £ 1.792 0.001
Lipido total 9.97 + 0.62° 13.55 £ 0.862 0.001
Cenizas 20.5 18.92 >0.05
Materia organica 79.5 81.08 >0.05
ELN 28.41 19.82 >0.05

Nota: Materia organica y Extracto Libre de Nitrégeno (ELN) son calculados por

diferencia por lo que no se cita su desviaciéon estandar.

6.8 Analisis de acidos grasos

En la Tabla VI podemos observar los porcentajes individuales y en grupo
de los 4&cidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) vy
poliinsaturados (PUFA), asi como las concentraciones absolutas de los
principales acidos grasos del tipo PUFAs (mg-g™"). Se observa que en ambos
fotobiorreactores se mantiene un perfil muy parecido de acidos grasos en
Rhodomonas salina, dominado en porcentaje por los PUFAs de la serie n-3
(EPA y DHA). Las unicas diferencias significativas que se pudieron observar
fueron en los acidos grasos: estearidonico (SDA, C18:4n3) y en el acido
linoleico (LA C18:2n6), sin embargo, no marcan una tendencia hacia algun

tipo de biorreactor que nos indique una mejor calidad de la biomasa producida.
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Tabla VI. Valores promedio y desviacion estandar del porcentaje de acidos

grasos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y polinsaturados

(PUFA),

en Rhodomonas salina cultivada en dos tipos de

fotobiorreactores: FBSC y FBC y durante la fase estacionario de su

cultivo. Los valores de p < 0.05 representan diferencias significativas.

Acidos grasos saturados (%) FBSC FBC P
C10:0 0.99 £ 0.29 1.35 £ 0.00
C11:0 1.05 + 0.56 0.73+0.27 0.323
C12:0 0.99 £ 0.63 0.97 £ 0.68 0.885
C13:0 1.50 £ 0.34 1.26 £ 0.54 0.281
C14:0 6.28 £ 3.33 8.63+1.72 0.158
C15:0 0.67 £ 0.28 1.09 + 0.51 0.130
C16:0 8.64 + 3.31 12.08 + 4.21 0.072
C18:0 1.08 + 1.06 0.68 £ 0.15 0.505
C23:0 0.54 £ 0.15 0.60 £ 0.10 0.375
Acidos grados monosaturados (%)
C14:1 4.01+4.20 0.51 £ 0.03 0.190
C15:1 2.33 £ 3.96 0.57 £ 0.14 0.571
C16:1 3.08 £0.42 3.38 £ 0.50 0.207
C18:1n9T 0.88 + 0.48° 2.15 1 0.56? 0.006
C18:1n9C 4.52+0.872 3.58 £ 0.87° 0.043
Acidos grasos poliinsaturados (%)
C16:2n4 0.54 £ 0.05 0.50 £ 0.00
C16:3n4 0.46 £ 0.04 0.52 £ 0.02 0.230
C18:4n3 (SDA) 28.32 + 5.372 20.59 + 6.62° 0.015
C18:2n6 (LA) 4.69 + 4.56° 11.70 + 7.322 0.027
C18:3n6 0.75 £ 0.00
C18:3n3 (ALA) 19.62 + 3.09 19.80 £ 2.49 0.894
C20:3n3 0.46 £ 0.00
C20:5n3 (EPA) 8.51+3.28 6.72+4.24 0.333
C22:6n3 (DHA) 5.57 £ 0.42 5.97 £ 0.82 0.214
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Tabla VII. Valores promedio y desviacion estandar de la sumatoria del
porcentaje de acidos grasos saturados (2SFA), monoinsaturados
(XMUFA), Polinsaturados (2PUFA) y para el caso de los diferentes
acidos grasos poliinsaturados su concentracion en mg-g”' en
Rhodomonas salina cultivada en dos tipos de fotobiorreactores: FBSC

y FBC y durante la fase estacionario de su cultivo.

Sumatoria de Acidos Grasos

2SFA 21.73+£9.95 27.39+8.18
ZMUFAS 14.82 + 9.94 10.20 + 2.11
ZPUFAS 68.46 + 16.82 66.28 + 21.51

Acidos grasos PUFAs (mg-g™")

C18:2n6 (LA) 2.38+1.39 9.37+0.34
C18:3n3 (ALA) 11.75+ 4.52 16.00 + 4.87
C20:5n3 (EPA) 3.96 + 1.47 4.15+2.49
C22:6n3 (DHA) 2.25+0.86 3.75 + 1.04

En el FBSC, los PUFA constituyeron la fraccion mayoritaria de acidos
grasos presentes en la biomasa producida siendo estos del 65.46%, seguidos
de los SFA (21.73 %) y MUFA (14.82 %) (Figura 8a). Para el caso del FBC,
se observd una distribucion similar, con un mayor porcentaje de los acidos
grasos PUFA (62.70 %), seguidos de SFA (27.39 %) y MUFA (10.20 %)
(Figura 8b). En ambos casos, el perfil lipidico estuvo dominado por los acidos
grasos poliinsaturados, aunque se detectaron ligeras variaciones en las
proporciones de SFA y MUFA entre los sistemas evaluados. No se pudo
apreciar diferencias significativas entre los diferentes grupos de &acidos

grasos.
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Figura 8. Diagramas de pastel en donde se muestra el valor porcentual total
de los acidos grasos saturados (2SFA), monoinsaturados (XMUFA) y
poliinsaturados (2PUFA) en Rhodomonas salina cultivada en dos
tipos de fotobiorreactores: FBSC y FBC y durante la fase estacionario

de su cultivo.

En la Figura 9 podemos observar la concentracion (mg-g™') de acidos
grasos esenciales en Rhodomonas salina cultivada en los sistemas FBSC y
FBC. En ambos tratamientos, el acido a-linolénico (C18:3n3, ALA) fue el
compuesto mas abundante, con valores de 11.75 + 4.52 mg-g™* en FBSC y
16.00 + 4.87 mg-g~" en FBC, respectivamente. Le siguieron el acido linoleico
(C18:2n6), con 2.38 + 1.39 y 9.37 + 0.34 mg-g™", respectivamente, y el
eicosapentaenoico (C20:5n3, EPA), con 3.96 £+ 1.47 y 415 + 2.49 mg-g™". El
acido docosahexaenoico (C22:6n3, DHA) se mantuvo en proporciones

menores, con 2.25 + 0.86 mg-g™' en FBSC y 3.75 + 1.04 mg-g™" en FBC. En
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la mayoria de los acidos grasos no se observaron diferencias estadisticas
significativas a excepciéon del acido graso linoleico (C18:2n6) en donde se
observaron diferencias entre los dos sistemas de cultivo; reportandose la

mayor concentracion en el FBC con un valor de 9.37 + 0.34 mg-g™.
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Figura 9. Valores promedio y desviacion estandar de la concentracion (mg-g
) de los diferentes acidos grasos “PUFA”: LA (Linoleico), ALA (a-
linolénico), EPA (eicosapentaenoico) y DHA (docosahexaenoico),
encontrados en Rhodomonas salina cultivada en dos tipos de
fotobiorreactores: FBSC y FBC y durante la fase estacionario de su

cultivo.
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7 Discusion
7.1 Desempeiio y estabilidad operativa del Fotobiorreactor continuo

El comportamiento operativo del fotobiorreactor continuo a lo largo de
las corridas experimentales mantuvo condiciones notablemente constantes,
particularmente en la regulacién del pH y en la uniformidad del cultivo, lo que
aseguro que las células permanecieran expuestas de forma continua a
condiciones quimicas estables. La automatizacion del cultivo mediante el
controlador Arduino nos permitid sostener un intervalo estrecho de variacién
del pH, lo que favorecio a un crecimiento adecuado y esperado en el sistema.
En contraste con el FBSC, donde los ajustes manuales se realizaron cada 24
horas, se observaron oscilaciones de pH. Estas fluctuaciones implican lapsos
donde la microalga debe readaptar su capacidad de asimilacion de COz y
reestablecer su equilibrio acido-base antes de poder retomar una actividad
metabolica estable, proceso que no ocurre en el sistema continuo.

En cuanto al disefio, los contenedores en serie operaron sin falla
estructural alguna, manteniendo un flujo continuo y estable durante todo el
experimento. A pesar de ser un sistema construido con materiales accesibles,
su desempefio no se vio comprometido y los resultados obtenidos pudieron
ser comparados con lo reportado para otros fotobiorreactores empleados en
estudios previos, donde la estabilidad del control quimico se asocia con
mejoras en productividad y composicion lipidica (Oostlander et al., 2020;
Latsos et al., 2022). Este comportamiento sugiere que la disposicion modular
y el flujo continuo del FBC favorecieron el mantenimiento de cultivos durante

periodos prolongados, conservando un desempefo operativo optimo y una
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calidad de biomasa producida adecuada.

En contraste, se pudo observar basado en ajustes manuales diarios y
cosechas periddicas, que el FBSC mantuvo un funcionamiento eficiente, pero
con una mayor sensibilidad a variaciones ambientales. Aunque esto no afecto
de forma critica su desempefno, si generd variaciones en pH y en la
disponibilidad inmediata de nutrientes tras cada reposicion de medio,
condiciones que influyeron directamente en la regulacion metabdlica de R.
salina. Se ha reportado que estos cambios modifican la actividad de rutas
asociadas a la asimilacion de nitrégeno, la sintesis de proteinas y la
acumulacién de lipidos (Fichtbauer et al., 2023; Takagi et al., 2023), lo que
explica parte de la variabilidad observada en los componentes proximales
entre sistemas. EI FBC, en cambio, ofrecioé un control mas preciso y replicable,
lo que se reflejo en valores de productividad mas uniformes y en una mayor

estabilidad bioquimica con menor variacion entre corridas experimentales.

7.2 Productividad en Fotobiorreactores de cultivos de Rhodomonas
salina

La productividad observada en ambos sistemas se mostré un
comportamiento estable y mantuvo valores comparables entre si; el FBSC
presentd productividades cercanas a 0.228 g-L™'-d’, mientras que el FBC
alcanzo alrededor de 0.216 g-L"'-d". Lo que indica que tanto el sistema
continuo como el semicontinuo fueron adecuados para mantener el
crecimiento de Rhodomonas salina bajo las condiciones establecidas. Estos

valores se ubicaron por encima del intervalo de 0.034-0.137 g-L""-d"" reportado
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para cultivos con baja irradiancia y a pH fijo, como los descritos por Latsos et
al. (2022) y a las productividades de 0.200 g-L'-d', alcanzadas en
fotobiorreactores tubulares operados a 50 pmol fotones-m™-s™* (Latsos et al.,
2021). Asimismo, estos resultados se aproximaron a productividades
maximas reportadas por Oostlander et al. (2020), quienes alcanzaron valores
de 0.68 g-L™"-d™" alcanzados en condiciones de 20 °C y pH 7.5.

En contraste, estudios en sistemas altamente optimizados y con medios
enriquecidos, como los realizados por Latsos et al. (2020) con Rhodomonas
sp., han reportado productividades de hasta 1.5 + 0.1 g-L™*d™, con
concentraciones de biomasa cercanas a 1.2 £+ 0.1 g-L™ (equivalentes a 9.2 +
1.2 x10°® cél-mL™"), valores considerablemente superiores a los obtenidos en
este trabajo. Estas diferencias podrian relacionarse al disefio de cultivo
empleado por dichos autores, particularmente atribuido a una mayor
disponibilidad de nutrientes, la irradiancia de 300 pmol fotones'-m™2-s™ y la
operacion en modo batch con medio f/2 concentrado. Asimismo, estas
diferencias observadas sugieren la necesidad de explorar otras cepas
potencialmente mas productivas dentro del mismo género, asi como evaluar
diferentes niveles de irradiancia y medios de cultivos enriquecidos, con el fin
de determinar que combinaciones podrian maximizar la productividad en
sistemas similares al evaluado en este estudio.

En estudios previos, como el desarrollado por Ladygina (2022) reportd
concentraciones de biomasa de hasta 1.73 g-L™" en cultivos de 14 dias bajo
20+ 1 °Cy 100-200 pmol fotones-m™2-s™*, mientras que Guevara et al. (2016)

registraron valores que oscilaron entre 0.25 a 1.05 g-L™" en dos cepas de R.
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salina cultivadas en condiciones similares. En conjunto, estos estudios
muestran que la especie puede presentar un rango amplio de acumulacion de
biomasa influenciado por factores como la disponibilidad de nutrientes, la
estabilidad de pH, la intensidad luminica y las condiciones de -cultivo,
parametros que diversos autores han sefialado como determinantes en
sistemas de cultivo controlados (Guevara et al., 2016; Yamamoto, 2018).

En este contexto, el comportamiento observado en este estudio coincide
con lo descrito para Rhodomonas salina en fotobiorreactores. Aunque tanto el
FBSC como el FBC fueron capaces de sostener concentraciones de biomasa
representativas de la especie, el sistema continuo mostré6 una mayor
estabilidad operativa, atribuida a la regulacion automatizada del pH y al
suministro continuo de nutrientes, reforzando la competitividad del FBC como
una alternativa mas estable para el cultivo controlado de R. salina.

Considerando las tasas especificas de crecimiento, los valores
obtenidos en los fotobiorreactores de este estudio se ubicaron alrededor de
0.47 dia', lo que indico un crecimiento sostenido de R. salina bajo las
condiciones operativas evaluadas. Esta tasa fue ligeramente superior a la
reportada por Valenzuela-Espinoza et al. (2005), quienes alcanzaron
aproximadamente 0.38 dia™', pero menor que los valores descritos por
Concepcion y Vilchis (2022), quienes registraron rangos de 0.48-0.88 dia™
bajo condiciones de iluminacién continua y medios de cultivo altamente
enriquecidos. No obstante, los valores obtenidos en este trabajo se
mantuvieron cercanos a los descritos por Ladygina (2022), quien report6 tasas

de crecimiento de =0.69 dia™' en fotobiorreactores operados con irradiancias
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de 100-200 upmol fotones'm™:s7' y a 20 °C, condiciones similares a las
empleadas en este estudio. Esta coincidencia sugiere que, mas que una
limitacion del sistema, las diferencias responden a las condiciones de
iluminacidn continua y a la disponibilidad de nutrientes empleadas en cada
estudio.

En cuanto a densidad celular, ambos sistemas mantuvieron valores
estables cercanos a 1.8 x108 cél-mL™", consistentes con los rangos reportados
por Guevara et al. (2016) para Rhodomonas salina en condiciones de
laboratorio, quienes describen concentraciones de 1 x108 a 4.7 x10° cél-mL"".
Asimismo, los resultados coinciden con los valores alcanzados por Yamamoto
(2018), con densidades aproximadas de 3.6 x10° cél-mL"' para Rhodomonas

sp, a irradiancias de 80 pmol fotones-m2-s™.

7.3 Proteinas y lipidos totales

La composicion proximal obtenida para Rhodomonas salina en este
estudio mostré contenidos de proteinas y lipidos que se ubican dentro de los
rangos ampliamente reportados para la especie. Diversos estudios han
sefalado que el contenido proteico de R. salina suele oscilar entre 31y 53 %,
mientras que la fraccion lipidica varia entre 8 y 28%, dependiendo de la cepa,
el régimen nutricional y las condiciones de cultivo (Derbel et al., 2023; Dunstan
etal., 2005; Guevara, 2011; latsos et al., 2022). Otros trabajos reportan rangos
mas amplios, con contenidos proteicos que puede alcanzar hasta 60 % y
lipidos cercanos a 25 % bajo determinados regimenes de nutrientes o

variaciones de cepas (Dunstan et al., 2005; Guevara, 2016). Los valores
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proteicos obtenidos en este estudio (47.71 % en el sistema continuo, y 41.11
% en el sistema semicontinuo) coinciden con los intervalos usualmente
reportados para R. salina, al igual que el contenido lipidico (13.55 % en FBC).
Esta consistencia con la literatura indicé que, independientemente del modo
de operacion del fotobiorreactor, Rhodomonas salina mantuvo un desempefo
fisiolégico tipico de la especie.

En comparacion con otras microalgas de interés acuicola, R. salina
presentd un contenido de proteinas similar al reportado para géneros como
Tetradesmus y Scenedesmus obliquus (=30—40 %) y ligeramente por debajo
de especies de alto contenido proteico como Euglena gracilis (=42 %) y
Chlorella vulgaris (50-65 %) (Becker, 2007; Lee et al., 2020; Lowry et al.,
1951; Markou et al., 2012; Safi et al., 2014). En cuanto a los lipidos, los valores
coinciden con los registrados para especies ampliamente utilizadas como
Isochrysis galbana o Nannochloropsis (=10-20 %) y se mantienen por debajo
de Thalassiosira o Skeletonema (=40-50 %) (Aravind et al., 2021; Folch et al.,
1957; Griffiths et al., 2010; Munir et al., 2023).

Respecto a la comparacion entre sistemas, el fotobiorreactor continuo
presentd una mayor estabilidad en los procesos asociados a la sintesis de
proteinas y a la acumulacién de lipidos, lo cual se reflej6 en diferencias
significativas entre ambos sistemas (p = 0.01). Estas diferencias pueden
atribuirse principalmente a que el FBC operd con un suministro continuo y
homogéneo de nutrientes y carbono, lo que generd un entorno adecuado para
el crecimiento de R. salina. Hallazgos previos respaldan este patron, ya que

distintos autores han mostrado que la disponibilidad continua de carbono y la
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uniformidad en las condiciones de cultivo favorecen la sintesis de proteinas y
lipidos en microalgas. En Rhodomonas salina, Latsos et al., (2022) reportaron
un aumento en el contenido proteico y en los acidos grasos totales bajo
condiciones que mantenian un aporte constante de carbono. De manera
similar, estudios en Chlorella sorokiniana han observado incrementos en la
fraccidn proteica cuando el suministro de nutrientes y carbono se mantiene

mas estable (Qiu et al., 2017; Xin et al., 2024).

7.4 Acidos grasos

El analisis del perfil de acidos grasos mostré que Rhodomonas salina
estuvo claramente dominado por los acidos grasos poliinsaturados (PUFA).
Este comportamiento coincide con lo reportado para distintas cepas del
género Rhodomonas, tanto en sistemas continuos como semicontinuos. Por
ejemplo, las cepas de R. salina CS-24 (Wislouch) Hiller & Wetherbee,
Rhodomonas maculata CS-85 (Butcher ex Hiller & Wetherbee) y Chroomonas
placoidea CS-200 (Butcher) han mostrado fracciones de PUFA que suelen
ubicarse entre 60-70 % bajo condiciones semicontinuas o de cultivo estable
(Dunstan et al., 2005), asi como valores cercanos al 50 % en otros estudios
(Ljubic et al., 2021).

Al compararlo con otras microalgas de interés acuicola, como Eugena
gracilis, Pavlova lutheri o Chlorella vulgaris, cuyos porcentajes de PUFA son
considerablemente menores (Sayar et al., 2024), resulta evidente que R.
salina mantiene una ventaja cualitativa como fuente de lipidos altamente

insaturados. Esta caracteristica es particularmente relevante en acuacultura,
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ya que los PUFAS de cadena larga (especialmente EPA y DHA) estan
asociados con mejoras en la supervivencia, crecimiento y desarrollo larval en
bivalvos, crustaceos y peces (Guevara et al., 2012; Mahalakshmi et al., 2022;
Zhang et al., 2023). Diversos estudios han demostrado que dietas ricas en
PUFA favorecen la formacién de membranas celulares mas funcionales,
incrementan la eficiencia metabdlica y mejoran la resistencia al estrés en
etapas tempranas (Innes & Calder, 2018; Wiktorowska et al., 2015). En este
sentido, el contenido de PUFA en Rhodomonas salina en este estudio refuerza
su valor nutricional como ingrediente clave en la alimentacion de cultivos
acuicolas, indicando que los sistemas evaluados, en especial el FBC, son
capaces de generar una biomasa con caracteristicas funcionales que se
alinean a los requerimientos nutricionales de organismos marinos.

Asi mismo, se aprecio una tendencia hacia un mayor contenido de SFA
y una menor proporcion de MUFA en ambos sistemas (FBSC y FBC), sin
embargo, los dos sistemas mantuvieron un atributo lipidico valioso en
Rhodomonas salina, que, desde la perspectiva de la nutricidn acuicola, el
predominio de PUFA constituye un aspecto clave, dado que estos
compuestos, particularmente EPA y DHA, son esenciales para el desarrollo
larval de moluscos, crustaceos y peces. Asi pese a las variaciones observadas
en SFA y MUFA, ambos sistemas confirmaron su eficacia como insumo en la
formulacion de alimento vivo de alta calidad nutricional.

No obstante, el analisis de los acidos grasos especificos mostré que
Rhodomonas salina mantuvo en ambos sistemas proporciones notables de

SDA, LA, ALA, EPA y DHA, acorde con lo reportado para la especie en
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estudios previos (Aritaki et al., 2019; Dunstan et al., 2005; Oostlander et al.,
2020). Las variaciones observadas entre sistemas, particularmente en SDA 'y
LA, reflejan la sensibilidad de estas rutas metabdlicas a las condiciones de
operacion del cultivo, tal como ha sido documentado en investigaciones donde
el pH y la disponibilidad de carbono modulan la acumulacién de precursores
y derivados n-3 y n-6 (Latsos et al., 2022; Qiu et al., 2017; Takagi et al., 2023).
Asimismo, la abundancia relativa de estos acidos grasos encontrados
concuerda con otros perfiles obtenidos bajo condiciones de irradiancia y
salinidad variables (Ljubic et al., 2021; Xie et al., 2021), lo cual valida la
capacidad que tiene Rhodomonas salina para adaptar y ajustar su
composicion lipidica en respuesta al ambiente donde crece.

En comparacion con otras microalgas de interés acuicola, los resultados
obtenidos pueden confirmar el valor particular de la especie en estudio.
Mientras que especies como Nannochloropsis oculata concentra EPA en
porcentajes cercanos al 26 % e Isochrysis galbana se distingue por su elevado
contenido de DHA (=9 %) (Yang et al., 2020), Rhodomonas combina
simultdneamente ambos compuestos de forma proporcional, junto con valores
destacados de SDA y ALA que no suelen encontrase con abundancia en otros
géneros.

En términos cuantitativos (mg-g™'), se observé que el sistema continuo
favoreci6 a una mayor acumulacion de los acidos grasos representativos; LA,
ALA, EPA y DHA. Investigaciones como las de Oostlander et al. (2020) y
Aussant et al., (2018) han reportado variaciones amplias en EPA (9-20 mg-g™")

y DHA (5-15 mg-g™") segun las condiciones de cultivo, lo que sugiere que la
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respuesta observada en este trabajo se ajusta al comportamiento esperado
para la especie. De este modo, R. salina mantiene un perfil de n-3 balanceado
que en este estudio se reforzé bajo la operacion del FBC, donde la regulacién
automatica del pH y la inyeccion de COz2 contribuy6 a estabilizar las rutas de
sintesis de acidos grasos de interés acuicola.

No obstante, aunque el interés en la nutricion acuicola suele centrase
en EPA y DHA por su papel directo en el desarrollo larval y la regulacion
fisiolégica de organismos marinos, la presencia de precursores como el acido
estearico (SDA) y acido linoleico (LA) en Rhodomonas salina resulta
igualmente relevante (Soto-Sanchez et al., 2023). En acuacultura, estos
precursores son valiosos porque muchos peces, crustaceos y moluscos
poseen una capacidad limitada para sintetizar PUFAs, por lo que dependen
directamente de su disponibilidad en las dietas.

Asimismo, la presencia de SDA y LA puede favorecer la produccion de
EPA y de derivados n-6 como el ARA, que se encuentran vinculados a
procesos fisiolégicos como la senalizacion, tolerancia al estrés y respuesta
inmune (Innes & Calder, 2018; Wiktorowska et al., 2015). De manera
consistente, Belmonte (2025) sefiala que la disponibilidad de ARA contribuye
a funciones reguladoras en tejidos como higado y cerebro en peces marinos
por lo que contar con precursores como SDA y LA en los cultivos de
microalgas resulta fundamental en la produccién de este acido graso.

Asimismo, contar con microalgas capaces de aportar cantidades
considerables de PUFA con sus precursores son especialmente valiosas en

acuacultura, pues mejoran el perfil lipidico del alimento vivo y fortalecen la
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salud y el desempefio de los organismos cultivados. Bajo esta perspectiva, la
composicién observada en R. salina sugiere que esta especie puede contribuir
de manera significativa al suministro de acidos grasos esenciales y
metabolitos intermedios que participan en rutas metabdlicas clave durante
etapas tempranas de cultivo. Ademas, su capacidad para producir
simultdneamente SDA, LA, ALA, EPA y DHA, es un rasgo poco comun entre
otras microalgas utilizadas en acuacultura, y representa una ventaja
competitiva relevante que refuerza su potencial como ingrediente estratégico
para la nutricién acuicola.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten apreciar que, si bien las
productividades alcanzadas en el FBC se ubicaron dentro de los rangos
reportados para sistemas mas complejos, la estabilidad operativa, el control
automatico de pH y la reduccion de ajustes manuales favorecieron el
mantenimiento de una biomasa con composicion nutricional consistente
mediante un sistema construido con materiales asequibles. Bajo esta
perspectiva, alcanzar un rendimiento comparable en un sistema mas
econdmico y con menor demanda operativa introduce una reflexion relevante
en términos de costo-beneficio, pues sugiere que configuraciones de este tipo
pueden presentar alternativas prometedoras para el cultivo controlado de
Rhodomonas salina en contextos donde la disponibilidad de recursos es

limitada.
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8 Conclusiones

Se implementd exitosamente un fotobiorreactor continuo de 16 L,
construido con materiales de bajo costo, el cual operé de manera estable y
permitié un control automatico y preciso del pH (7.7 + 0.3) mediante inyeccion
de CO,, mostrando una mayor estabilidad operativa en comparacion con el
sistema semicontinuo con ajuste manual.

El fotobiorreactor continuo mantuvo densidades celulares estables
cercanas a 1.8 x 10° cél'-mL™" y alcanz6 una productividad de 0.218 £ 0.003
g-L™"-dia™", demostrando su viabilidad para el cultivo de Rhodomonas salina
bajo las condiciones evaluadas.

La biomasa producida en el sistema continuo presentd un mayor
contenido de proteinas (47.71 %) y lipidos (13.55 %) en comparacion con el
sistema semicontinuo, indicando un mejor desempeiio en términos de calidad
nutricional.

El perfil lipidico de la biomasa estuvo dominado por acidos grasos
poliinsaturados, representando mas del 65 % del total de los acidos grasos,
con presencia constante de EPA, DHA y sus precursores, lo que confirma su
alto valor nutricional.

En conjunto, los resultados demuestran que Rhodomonas salina puede
cultivarse de manera eficiente en un sistema automatizado de flujo continuo
de bajo costo, obteniendo una biomasa con productividad y calidad nutricional
adecuadas para su aplicacion en la acuicultura.9 Recomendaciones

Con base en los resultados obtenidos y en las observaciones realizadas

durante la operacion de ambos sistemas, se logré identificar areas de

62



fortalecimiento para futuras investigaciones. Las siguientes recomendaciones
que se haran apuntan a mejorar la eficiencia del cultivo, optimizar la calidad
nutricional de la biomasa y avanzar hacia aplicaciones directas en la

acuacultura

Evaluar diferentes configuraciones de iluminacion

Se sugiere experimentar con distintas combinaciones de espectro y
distribuciones de luz LED (blanca, azul, roja o mixtas) para determinar su
efecto sobre la tasa de crecimiento, la eficiencia fotosintética y la acumulacién

de compuestos bioactivos.

Analizar el impacto del tipo y calidad de nutrientes

Comparar medios de grado reactivo y de grado industrial permitira
determinar si es viable reducir costos sin comprometer la composicion
bioquimica de los cultivos, especialmente en sistemas de produccidén a mayor

escala.

Seleccidon de materiales estructurales

Evaluar otros materiales como alternativa en la construccion de
fotobiorreactores, como acrilico, PVC transparente o policarbonato, fibra de
vidrio e incluso vidrio, para mejorar durabilidad, transmision térmica y luminica

y facilidad de limpieza.

Explorar el escalamiento del sistema
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Realizar pruebas en volumenes mayores ayudara a validar la estabilidad

del control de las condiciones fisicoquimicas dentro del sistema.

Incrementar el nimero de réplicas experimentales
Se recomienda incrementar el numero de réplicas bioldgicas en futuros
experimentos, con el fin de fortalecer la robustez estadistica y reducir la

variabilidad asociada a los cultivos microalgales.

Incorporar la cuantificacién de pigmentos
La medicién de clorofilas y carotenoides aportaria informacion relevante
sobre el estado fisiolégico de los cultivos y permitiria relacionar condiciones

ambientales con la calidad de biomasa.

Evaluar la aplicacién directa en organismos acuicolas
Se recomienda realizar bioensayos con larvas de moluscos, crustaceos
0 peces para validar la eficiencia alimenticia de la biomasa producida en los

sistemas y su efecto en supervivencia y crecimiento.
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4. ANEXOS

Anexo 1. Medio de cultivo f/2 Guillard

Tabla Al. Composicion molar del medio de cultivo /2 Guillard.

Solucién A: Solucion de nitrato y fosfato (1 L)

Nutrientes Concentracion final (M) Cantidad (g/L)
NaNO; 0.99 84.15
Na,HPO,H,0 0.042 6.00
FeCl;-6H,0 0.011 2.90
Na,EDTA-2H,0 0.027 10.00
Solucién B: Solucién de silicato (1 L)

Na,SiO3-9H,0 0.116 M 33.00
Solucién C: Solucion de oligoelementos (1 L)

CuS0,-5H,0 0.0078 M 1.96
ZnS0,'7H,0 0.015M 4.40
NaMo0O,-2H,0 0.0052 M 1.26
MnCl,-4H,0 0.182 M 36.00
CoCl,-6H,0 0.0084 M 2.00
Solucién D: Solucion de vitaminas (1 L)

Vitamina B1 0.0012 M 0.40
Vitamina B12 0.00000148 M 0.002 mg
Biotina 0.00041 M 0.10 mg
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Anexo 2. Cédigo del controlador Arduino para el fotobiorreactor:

El primer paso en la programaciéon fue la inclusion de librerias, las
cuales son paquetes de acciones predefinidas que facilitan la comunicacion
con distintos componentes del sistema. Las librerias utilizadas fueron SD.h,
LiquidCrystal_I2C.h, Wire.h, OneWire.h y DallasTemperature.h, que
permiten gestionar la tarjeta SD, la pantalla LCD con interfaz I°C y los sensores
de temperatura digitales DS18B20, respectivamente.

#include <SD.h>
#include <LiquidCrystal_12C.h>

#include <Wire.h>

#include <OneWire.h>
#include <DallasTemperature.h>

Posteriormente se definieron las constantes asociadas a los pines
de entrada/salida y las variables globales del programa.

El pin analdégico AO se destino al sensor de pH, el pin analogico A1
al sensor de luz (LDR), el pin digital 3 a la comunicacion con los sensores
de temperatura DS18B20 mediante el protocolo OneWire, y el pin digital 2
al control del relevador que acciona la valvula.

Se declararon también variables para manejar el tiempo interno (en
milisegundos y en formato dia-hora-minutos-segundos), asi como variables
para almacenar las lecturas de pH, temperatura y luz. Estas variables
globales se utilizan en varias funciones a lo largo del programa.

// Pines y constantes
#define SensorPin AO
#define LDR _pin A1

const int pinDatosDQ = 3;
const int relay = 2;
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// Variables globales

File ArchivoCSV;

unsigned long tiempo;
unsigned long tiempo2 = 0;

unsigned long tiempoEscritura = 0;

unsigned long tiempoLectura = 0;

int segundos = 0;
int minutos = 0;
int horas = 0;

int dia = 0;

int buf[10], temp;

unsigned long int avgValue;
float ph_act;

double LDR var = 0;

float temp1 = 0;

float temp2 = 0;

LiquidCrystal _12C Icd(0x27, 20, 4);

OneWire oneWireObjeto(pinDatosDQ);
Dallas Temperature sensorDS18B20(&oneWireObjeto);

En la funcion void setup() se realiz6 la configuracion inicial del

sistema. Se inicializ6 la pantalla LCD (encendido y borrado), se configuro

el pin del relevador como salida, se establecié la comunicacién serie a 9600

baudios para monitoreo, y se activdé la comunicacion con los sensores

DS18B20.

Adicionalmente, se verifico el acceso a la tarjeta SD con la

instruccion Serial.begin(10). En caso de fallo, el sistema envia un mensaje

de error por el monitor serie y detiene el flujo normal del registro de datos.

void setup() {
Icd.init();
Icd.backlight();
Icd.clear();
pinMode(relay, OUTPUT);
Serial.begin(9600);
sensorDS18B20.begin();
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Serial.printin("Accediendo a tarjeta SD...");

if (ISD.begin(10)) {
Serial.printin("Error al acceder a tarjeta SD.");
return;

}

Serial.printin(*Acceso correcto a tarjeta SD.");

}

El bucle principal, definido en la funcién void loop(), se ejecuta de
manera continua durante todo el experimento.

En cada iteracion se actualiza el tiempo interno mediante millis() y
se llama a la funcion TIEMPO() para mantener un reloj en formato dia-hora-
minuto-segundo.

Ademas, se programaron dos intervalos de trabajo:
o Cada 2 segundos se realizan las lecturas de pH, temperatura y luz, y
se actualizan la pantalla LCD y el monitor serie.
« Cada 10 minutos se ejecuta la funcion ESCRITURA(), que almacena
los datos en la tarjeta SD.
void loop() {
tiempo = millis();
TIEMPO();
if (tiempo - tiempoLectura >= 2000) {
tiempoLectura = tiempo;
PH()
TEMPERATURA();
LUZ();

MOSTRAR_LCD();
MOSTRAR_SERIAL();

}

if (tiempo - tiempoEscritura >= 600000) { // Cada 10 minutos
tiempoEscritura = tiempo;
ESCRITURA();

S~ N
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La funcion TIEMPO() implementa un reloj interno basado en el
tiempo transcurrido desde que se enciende el sistema. Cada 2 segundos
incrementa el contador de segundos y, cuando corresponde, ajusta
minutos, horas y dias. Esta informacion se muestra en la primera linea de

la pantalla LCD, permitiendo conocer el tiempo relativo del cultivo.

void TIEMPO() {
if (tiempo - tiempo2 >= 2000) {
tiempo2 = tiempo;
segundos += 2;
if (segundos >= 60) {
segundos -= 60;
minutos++;
if (minutos >= 60) {
minutos -= 60;
horas++;
if (horas >=24) {
dia++;
horas = 0;
}
}

}
Icd.setCursor(0, 0);

Icd.print("Dia "); Icd.print(dia);

led.print(”, ");

if (horas < 10) Icd.print("0"); Icd.print(horas); lcd.print(":");

if (minutos < 10) Icd.print("0"); lcd.print(minutos); Icd.print(":");
if (segundos < 10) lcd.print("0"); Icd.print(segundos);

La funcion PH() se encarga de leer el sensor de pH, filtrar el ruido de la
sefal, convertir el voltaje a unidades de pH mediante una calibracion lineal y

accionar la valvula controlada por el relevador.

Primero se toman 10 lecturas consecutivas del canal analdgico, se
ordenan y se promedian las lecturas centrales para obtener un valor de voltaje

mas estable. Posteriormente se aplica una calibracion basada en dos puntos
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(pH 7 y pH 10) para calcular el pH actual.
Finalmente, si el pH es mayor o igual a 8.5, se activa el relevador (HIGH); en
caso contrario, se desactiva, permitiendo mantener el pH dentro del rango

deseado.

void PH() {
for (inti = 0; i< 10; i++) buffi] = analogRead(SensorPin);

for (inti=0;i<9;i++){
for (intj=i+1;j<10; j++){
if (buffi] > buffj]) {
temp = bufli]; buffi] = buffj]; buffj] = temp;
}
}
}

avgValue = 0;
for (inti=2;i<8; i++) avgValue += buffiJ;
float volt = (float)avgValue * 5.0/ 1024/ 6;

// Calibracion - Cambia estos valores si tus buffers cambian
float V7 = 3.180; // Voltaje medido con buffer pH 7

float V10 = 2.670; // Voltaje medido con buffer pH 10
floatm = (10.0- 7.0) / (V10 - V7); // pendiente

floatb=7.0-m *V7; // interseccion

// Calibracion lineal con datos de pH 7 y pH 10

ph_act=m * volt + b;

// Control de la valvula
digitalWrite(relay, ph_act >= 8.5? HIGH : LOW);
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La funcion TEMPERATURA() utiliza la libreria DallasTemperature
para obtener la temperatura desde dos sensores DS18B20 conectados al
mismo bus OneWire. Primero se solicita la actualizacién de las mediciones y
luego se recuperan las temperaturas en °C para cada sensor, identificados
como indice O y 1.
void TEMPERATURA() {

sensorDS18B20.requestTemperatures();

temp1 = sensorDS18B20.getTempCBylIndex(0);
temp2 = sensorDS18B20.getTempCBylIndex(1);

}

La funcién LUZ() lee el valor analdgico del sensor de luz (LDR) y aplica
una ecuacién de calibracidén lineal para expresar la sefial en unidades
aproximadas de iluminancia (lux). Este valor se utiliza tanto para visualizacion
como para registro de datos.
void LUZ() {

LDR_var = analogRead(LDR_pin);

LDR var=-0.7348 * LDR_var + 430.6;
}

La funcibon MOSTRAR_LCD() actualiza la pantalla LCD con las
variables mas importantes del sistema. En la segunda linea se muestra el pH,
en la tercera las temperaturas de los dos sensores DS18B20 (T1y T2), y en

la cuarta linea la intensidad luminosa en lux.

Se incluye una condicion para detectar lecturas de error de los
sensores de temperatura (por ejemplo, —127 °C) y sustituirlas por un valor
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marcador (—999) en la visualizacion.

void MOSTRAR_LCD() {
Icd.setCursor(0, 1);
Icd.print("pH: "); lcd.print(ph_act); lcd.print(" ");

Icd.setCursor(0, 2);

led.print("T1: "), led.print(temp1 1= -127.00 ? temp1 : -999); lcd.print("C ");

Icd.setCursor(10, 2);
led.print("T2: "), led.print(temp2 != -127.00 ? temp2 : -999); Icd.print("C");

Icd.setCursor(0, 3);
led.print("Lux: "); lcd.print(LDR_var); Icd.print(" ");
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