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RESUMEN

Es conocido que las microalgas pueden cambiar su composicion proximal a lo largo de
su curva de crecimiento, lo que afecta la calidad nutricional a la hora de utilizarlas como
alimento. En el presente trabajo, un cultivo semicontinuo, en un fotobioreactor tubular
eliptico, y un cultivo batch de Isochrysis aff. galbana se realizaron para la comparacion
de la composicién proximal y el rendimiento productivo de la microalga cultivada en
ambos tipos de sistemas. Los experimentos se hicieron en 2 etapas, en la primera se
estudio la curva de crecimiento y se evaluaron parametros. Luego en la segunda etapa
se evalud la composicion proximal y energética. Respecto a la curva de crecimiento, se
encontrd que |. aff. galbana podia presentar varias fases de crecimiento exponencial en
el sistema semicontinuo al agregar medio de cultivo nuevamente, a diferencia del
sistema batch, y que ademas obtuvo una densidad celular y una produccion 4,5 veces
mayor que el segundo sistema de cultivo. Al evaluar la composicién proximal se obtuvo
gue el porcentaje de proteina en la fase exponencial fue significativamente mayor en la
microalga cultivada en el sistema batch, sin embargo, en la fase estacionaria disminuyd
a menos de un tercio mientras que en el sistema semicontinuo se mantuvo
relativamente constante, mientras que los lipidos tendieron a aumentar a partir de la
fase exponencial y los carbohidratos no variaron, lo que ocurrié en ambos sistemas de
cultivo. Para mejorar la productividad obtenida, se recomienda aumentar la velocidad
del flujo del sistema semicontinuo, iniciar los cultivos con la mitad de la luminosidad y
aumentar el volumen de cultivo en el FBR para equiparar la produccién del sistema

de cultivo batch en una sola cosecha.



ABSTRACT

It is known that algae can change their chemical composition, along its growth curve,
which affects the nutritional quality when used as food. In this paper, a semicontinuous
culture in a tubular photobioreactor elliptical and a batch culture of Isochrysis aff.
galbana were conducted to compare the proximate composition and production
performance of the microalgae grown in both types of systems. Experiments were done
in 2 stages, first, It was studied the growth curve and parameters were evaluated. Then,
in the second stage was assessed the proximate composition and energy. Regarding
the growth curve, it was found that I. aff. galbana could present various stages of
exponential growth in the semicontinuous system by adding culture medium again,
unlike the batch system, and also earned a production and a cell density 4,5 times
greater than the second culture system. In assessing proximate composition was
obtained that the percentage of protein in the exponential phase was significantly higher
in the microalgae grown in batch system, however, in the stationary phase decreased to
less than one third while in the semicontinuous system remained relatively constant,
whereas lipid tended to increase after the exponential phase and carbohydrates did not
change, which occurred in both culture systems. To improve the productivity gained, it is
recommended to increase the speed flow of the semicontinuous system, start the
cultures with half of the light and increase the volume of culture in the FBR to match

production in the batch culture system in a single harvest.



1. INTRODUCCION

1.1. EL USO DE LAS MICROALGAS COMO ALIMENTO

Los principales grupos de consumidores de microalgas son los moluscos filtradores
como almejas, ostras, mitilidos y ostiones; el zooplancton que forma parte de algunas
de las cadenas alimentarias en la acuicultura (Borowitzka, 1997; Abalde et al., 1995) y
larvas, juveniles tempranos de abalones, camarones peneideos y de peces que poseen
un tracto digestivo inmaduro al momento de eclosionar (Stottrup & Mcevoy, 2003;

Guillaume et. al., 2005).

En ciertos casos de larvas de peces y camarones, las microalgas podrian ser
totalmente reemplazadas por alimentos micro encapsulados u otros, pero a diferencia
de estos animales los moluscos filtradores dependen solo de microalgas, por lo que su
desarrollo esta muy afectado por la calidad de ésta (Laing & Millican, 1986), y asi como
por el tamafio de la célula (Yufera & lubian, 1990) y la biomasa producida. Persoone y
Claus (1980) identificaron como exitosas para el cultivo de moluscos bivalvos las
microalgas Isochrysis galbana, Isochrysis sp. (T.ISO), Pavlova lutheri, Tetraselmis
suecica, Pseudoisochrysis paradoxa, Chaetoceros calcitrans y Skeletonema costatum.

Sin embargo, el contenido proximal y de micronutrientes de las microalgas dependen de
muchos factores tales como la irradiancia (Rebolloso Fuentes et al., 2000), tasa
especifica de crecimiento (Fernandez et al.,, 1998; Otero & Fabregas, 1997),
composicion del medio de cultivo (Fabregas et al., 1985), pH y la etapa en la que se
realiza la cosecha (Brown et al., 1993), cambiando asi su valor nutricional por diferentes

causas (Enright et al., 1986a y Brown et al., 1997).



1.2. Curva de crecimiento de las microalgas

La fase de latencia, adaptacién o lag es la primera fase que suele presentarse (figura
la), donde la tasa de crecimiento exponencial es significativamente menor que en la
fase siguiente (exponencial), pudiendo deberse a un periodo de ajuste fisiologico a los
cambios en los nutrientes del medio o condiciones de cultivo. También, puede ocurrir si
el inoculo posee células no viables, provenientes de la fase estacionaria o cercanas a la
senescencia (Lee & Shen, 2004), debido a que la edad fisiologica de la célula afecta su

capacidad de multiplicacion (Becker, 1994).

M
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Figura 1: Fases de crecimiento de un cultivo microalgal cerrado. Donde las letras a, b,
c, d y e corresponden a la fase lag, crecimiento exponencial, crecimiento lineal,
estacionaria y senescencia, respectivamente (tomado de Becker, 1994).
Luego, se inicia una aceleracion del crecimiento para entrar a la fase de crecimiento
exponencial o fase logaritmica (figura 1b), ya que las células crecen y se dividen en
funcion exponencial del tiempo, en este periodo ningun nutriente ni la luz son factores

limitantes para la multiplicacion de las células (Lee & Shen, 2004; Becker, 1994).



Al final de la fase de crecimiento exponencial, las células se han multiplicado de tal
manera que comienzan a “hacerse sombra” unas a otras, limitando el acceso a la luz,
ademas la concentracion de algun nutriente disminuye pasando a ser un limitante del
crecimiento (Lee & Shen, 2004; Becker, 1994), una vez que esto ocurre, la tasa de
crecimiento empieza disminuir llegando a la fase de crecimiento lineal o desaceleracion
(figura 1c) dando paso a una etapa donde se comienzan a acumular desechos toxicos
de la propia célula y sumado a los factores anteriores, el cultivo alcanza su maxima
concentracion celular, estancandose en crecimiento en la fase estacionaria (Figurald).
Finalmente la viabilidad de las células disminuye y comienzan a morir liberando
sustancias inhibitorias del crecimiento al medio, lo que es causado por las condiciones
ambientales desfavorables, disminuyendo la concentracion celular en forma abrupta, lo

gue es llamado fase de muerte o senescencia (figura 1e).

Es conocido, que las microalgas pueden variar su composicion bioguimica dependiendo
de la fase de su ciclo de vida en que se encuentren debido a los grandes cambios
fisiologicos a las que estan sometidas (Enright et al., 1986a; Brown et al., 1997), por lo
gue un sistema de cultivo donde se puedan controlar independientemente estas
condiciones, seria ideal para modificar la composicion proximal de las microalgas, y asi
satisfacer de mejor manera las necesidades nutricionales de estados larvales, juveniles

tempranos y filtradores en general.



1.3. Definicion de los sistemas de cultivo

Las microalgas han sido cultivadas en diversas formas, ya sea como un florecimiento de
fitoplancton en lagunas artificiales, monocultivos en estanques de cemento, bolsas
plasticas o en complejos sistemas automatizados e incluso computarizados, llamados
fotobioreactores.

A pesar de esta gran variedad de sistemas de cultivos, estos se pueden clasificar en
dos principales grupos, el sistema cerrado o batch y el sistema continuo. Un sistema
cerrado es aquel que una vez puestos los elementos basicos: el agua, el inoculo
microalgal y el abono, estos no se renuevan, siendo finalmente cosechado al alcanzar
su concentraciéon maxima o al finalizar su fase exponencial (Vonshak, 2000).

En cambio el sistema continuo implica una constante dilucion del medio de cultivo, es
decir, se cosecha la microalga, se renueva el medio abonado en forma constante y la
periodicidad de dilucion puede variar de segundos a dias (Vonshak, 2000;(Lee & Shen,

2004).

1.4. Definicion y ventajas de un Fotobioreactor (FBR) para la produccién

microalgal en un Hatchery.

La constante necesidad de produccion de microalgas para la alimentacién de animales
como zooplancton, moluscos filtradores, larvas de crustaceos y algunas larvas de
peces, hacen que los costos de produccion sean relativamente altos, variando entre el
20 al 50% de los costos de operativos de un hatchery (Coutteau & Sorgeloos, 1992)
debido a que, en general, se utilizan sistemas de cultivo batch, implicando una gran

cantidad de ciclos de sembrado y limpieza. Sin embargo, estos costos de produccion
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pueden verse disminuidos mediante un sistema de cultivo continuo, reduciéndose los
requerimientos de mano de obra y a que se puede mantener por mucho mas tiempo un
mismo cultivo, disminuyendo asi los ciclos de limpieza y sembrado.

Un aumento en la produccion y la disminucion del volumen utilizado, son las principales
ventajas de un sistema de cultivo continuo, siendo el mejor ejemplo un fotobioreactor o
FBR. Un FBR se define como un sistema donde se pueden controlar la mayoria
factores ambientales como temperatura, luminosidad, pH, salinidad y cantidad de
nutrientes, ademas de evitar fuentes de contaminacion y mantener facilmente
monocultivos (Suh & Lee, 2003). Indiscriminadamente, puede manejarse como un
sistema de cultivo continuo (0 semicontinuo) o cerrado, dependiendo de las

necesidades del productor.

Un FBR puede ubicarse en el exterior de las dependencias de un hatchery o en el
interior, donde el primero es utilizado para produccién de grandes volumenes, pero aun
es afectado por las condiciones climéaticas no controladas, a diferencia de aquellos
ubicados en el interior de algun recinto, donde se puede controlar todos los factores que
afecten el crecimiento o la produccion de algin subproducto en particular que se quiera

obtener a partir de la microalga.

El término de FBR, ha sido tépico de varios autores: Lee (1986), Chaumont (1993),
Prokop & Erickson (1995), Torzillo (1997), Tredici & Chini Zittelli (1997), Pulz &
Scheibenbogen (1998) y Tredici (1999). Estos FBRs constan principalmente de un
recipiente de cultivo, el cual puede tener forma rectangular, cilindrica y/o tubular, donde

estos ultimos han sido destacados por varios autores (Chaumont et al., 1988; Tredici &



Materassi, 1992; Pulz, 1994; Borowitzka, 1996 y Hu & Richmond., 1996) ya que al
parecer tienen ventajas de produccién por sobre otros modelos. En especifico, un FBR
tubular helicoidal disefiado por Biotechna Ltd (the BiocoilTM — Robinson et al., 1988) ha
probado ser uno de los mas efectivos en términos de productividad en estudios de
laboratorio y escala piloto en exteriores en UK y Australia (Chrismadha & Borowitzka,
1994; Borowitzka, 1996; Watanabe & Hall, 1996) y ha sido utilizado para el cultivo de
microalgas como Tetraselmis, Isochrysis, Chaetoceros, Pavlova, Nannochloropsis,

Spirulina, Chlorella, entre otras.

En el presente estudio, se trabajara con |. aff galbana (clon T-ISO), la que sera
cultivada en 2 tipos de FBRs, continuo y cerrado (tipo batch), evaluando
comparativamente, las concentraciones alcanzadas y analizando su composicion

proximal y energética.



1.5. HIPOTESIS:

La produccion de la microalga |I. aff. galbana en un FBR semicontinuo genera
mayor biomasa y presenta una composicion proximal mas estable que la produccion de
la misma microalga en cultivo cerrado o batch, ya que el aporte periddico de medio de
cultivo del FBR semicontinuo permiten tener una mayor tasa de crecimiento y evitar la

variacion de composicion proximal que se da en un cultivo batch.
1.6. OBJETIVOS:
1.6.1. GENERAL:

Evaluar comparativamente el rendimiento productivo y los pardmetros biolégicos

de un FBR semicontinuo frente a cultivo batch.

1.6.2. ESPECIFICOS:
Determinar y comparar los parametros productivos de I. aff galbana cultivada en
sistema batch frente a un sistema semicontinuo.
Evaluar y comparar la composicion proximal y energética de 1. aff galbana

cultivada en sistema batch frente a un sistema semicontinuo.



2. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de esta tesis se llevé a cabo en las dependencias del HIM (Hatchery
de Invertebrados Marinos) en la Sede de Puerto Montt de la Universidad Austral de
Chile y bajo el apoyo del proyecto “DESARROLLO CIENTIFICO-TECNOLOGICO PARA
PRODUCCION INTENSIVA DE SEMILLA DE CHORITO (MYTILUS CHILENSIS)
MEJORADA GENETICAMENTE” INNOVA 07CN13-PPD240. La especie |. aff. galbana

(clon T-ISO) se obtuvo del cepario del HIM.

2.1. SISTEMAS DE CULTIVO

El desarrollo de los experimentos se realizé en 2 sistemas de cultivo:
2.1.1. FBR SEMICONTINUO: Consisti6¢ en un sistema de produccion intensiva al que se
le agregé medio de cultivo en igual proporcion al volumen cosechado de forma
periodica.
Esto se realizé en un sistema tubular eliptico de 7 |, cuyas caracteristicas no seran
descritas por ser resultado confidencial del proyecto INNOVA 07CN13-PPD240.
2.1.2. BATCH: El segundo sistema correspondi6 a cilindros de acrilico transparentes e
incoloros con una capacidad de 200 | con una llave de cosecha en la parte inferior,
donde solamente en el inicio se abond con nutrientes y fue cosechado una vez que
alcanzo la fase exponencial de crecimiento.
Ambos sistemas estuvieron sometidos a temperatura constante de 25°C, fotoperiodo 24

hrs luz y monitoreo diario del pH. La luminosidad maxima a la que se sometieron el
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sistema FBR y el batch fue de 4.000 y 2500 pmol m?s™ respectivamente, la que fue
medida en la superficie mas directa y frente a la fuente luminosa de cada sistema.
Los cultivos se iniciaron siempre con un inéculo de 3,5-10* células-ml™* de T-ISO en

todos los experimentos y sistemas.

Los experimentos realizados se dividieron en 2 etapas fundamentales,

Primera etapa: donde el FBR funciong, al igual que el sistema batch, como un
cultivo cerrado sin cosechas, para comparar la efectividad y rendimiento productivo de
ambos sistemas. Para esto se utilizé la siguiente metodologia: una vez alcanzada la
maxima tasa de crecimiento (1) por alguno de los cultivos, se les aboné medio Walne a
todos de igual forma. Esto se repitié hasta que al menos un cultivo no volviera a crecer.

Segunda etapa: En esta etapa se realizaron cosechas al alcanzar la maxima y,
entendiendo por cosecha retirar un determinado volumen del cultivo. Este volumen fue
de 4,5 L., lo que correspondié a 1/3 del volumen total del fotobioreactor. El volumen
cosechado fue restituido (con agua de mar abonada) en el sistema semicontinuo y no
en el cerrado, respetando asi su funcionamiento por definicion. El procedimiento de
cosecha se realiz6 hasta acabar con el volumen total de cosecha del sistema cerrado o

batch.

En ambas etapas se verificaron los pardmetros productivos que se describen en la

seccion 2.2.
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2.2. DETERMINACION DE PARAMETROS PRODUCTIVOS EN AMBOS SISTEMAS

DE CULTIVO.
2.2.1. OBTENCION DE CONCENTRACIONES MICROALGALES

Diariamente, se midié a la misma hora la concentracion microalgal de ambos
sistemas de cultivo mediante la toma de muestras, siguiendo una rutina de
desinfeccion con alcohol y la utilizacibn de material esterilizado para evitar la
contaminacion de la muestra. El conteo se efectué en un contador y analizador de

particulas Coulter Z2 para finalmente registrar la concentracion diaria en cél-ml™.
2.2.2 VERIFICACION DE CALIDAD MICROALGAL

La calidad de los cultivos se observo diariamente utilizando el criterio para definir

la calidad microalgal descrito por Uriarte et al. (2001).
2.2.3. TASA ESPECIFICA DE CRECIMIENTO

Para la determinacion de la tasa especifica de crecimiento (u) se utilizo la
concentracion diaria registrada y posteriormente se ajustd una regresion exponencial en

la fase de crecimiento exponencial de cada cultivo.
La expresidn para calcular la tasa de crecimiento especifico fue la siguiente:
N = a_e(u-t)

Donde t es el tiempo en dias, a es una constante, | es la tasa especifica de crecimiento

y N es la concentracion celular en cualquier momento t.

12



1.1.1. TIEMPO DE DUPLICACION

El tiempo de duplicacién se obtuvo una vez conseguida i mediante la siguiente
formula:

TD=Ln() -p™*
Donde TD es el tiempo de duplicacion, Ln (2) es una constante y u es la tasa

especifica de crecimiento.

1.1.2. CONCENTRACION MAXIMA

Mediante el registro diario de las concentraciones en ambos sistemas de cultivo

se establecié la concentracion maxima alcanzada antes de iniciar la cosecha.

1.1.3. BIOMASA TOTAL COSECHADA

La biomasa final obtenida por ambos sistemas se obtuvo de la siguiente forma:
BTC: Vol, - [cél - ml™1],,5, - 0,03 - 107¢

Donde BTC es la biomasa total cosechada en miligramos; vol es el volumen (ml);
[cél - ml™1],,4, es la concentracion maxima de células por mililitro durante el cultivo y

0,03 es el peso de 1 millon de microalgas (T-1ISO) en miligramos.

2.3. OBTENCION DE LA COMPOSICION BIOQUIMICA PROXIMAL EN FBR
Y BATCH
Para determinar la composicion proximal y energética de las microalgas, se realizaron

muestreos en cada fase exponencial y estacionaria de ambos sistemas a partir de la

13



segunda etapa de los experimentos. Mediante estos muestreo se obtuvo la biomasa
microalgal necesaria mediante la centrifugacién del suspendido algal a 1500 RPM, por
20 minutos a 4°C, retirando el sobrenadante. En seguida el pellet de microalgas
obtenido se reservo a -5°C, para luego ser liofilizado por 48 hrs y vuelto a conservacion

en frio (-5°C) hasta su posterior procesamiento.

2.3.1. LIPIDOS

Los lipidos totales de la células microalgales fueron extraidos por el método de

Folch et. al. (1957) y evaluados gravimétricamente.

2.3.2. PROTEINAS

Las proteinas totales fueron determinadas por analizador elemental de marca

Leco, CHN 900, convirtiendo en nitrogeno la proteina (N- 6,25) (Kjeldahl).

2.3.3. CARBOHIDRATOS

Los carbohidratos solubles fueron cuantificados por el método de Dubois et. al.

(1956), modificado por Hellebust & Craige (1978).
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2.3.4. ENERGIA

La energia de la microalga T-ISO en ambos sistemas serd determinada por
calorimetria indirecta, es decir la adicion de las cantidades de energia bruta aportada
por cada uno de los componentes organicos (Guillaume et al., 2004), lo cual se

consigui6 de la siguiente forma:

Eiotal  Eproteica (9. proteina 23,7 kj g _1) + Eipidica (9. lipidos -39,5 kj ¢ _1) + &glucidica

(9. gltcidos - 17,2kjg ™)
2.3.5. CENIZA

Para la obtencion de la materia inorganica o ceniza de las microalgas, se filtraron
5 ml de suspensiéon algal de concentracion conocida, las que fueron calcinadas en
mufla 500C por 5 horas, enfriadas en desecador y finalmente pesadas en la Ultra micro

balanza Mettler Toledo XP2U.
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2.4. ANALISIS ESTADISTICO

A los parametros productivos 4, TD, BTC y concentracion maxima al igual que los

indices de composicion proximal se les realizé un analisis de varianza no paramétrico
de Kruskal-Wallis.

Para realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se utilizé el software
STATISTICA 8.0 y para el disefio de los graficos SigmaPlot 11.0
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3. RESULTADOS

3.1 COMPORTAMIENTO DE LA CURVA DE CRECIMIENTO Y

PARAMETROS DE PRODUCTIVIDAD

La fase Lag se observo solo en un 80% de los cultivos en fotobioreactor y en ningun

cultivo realizado en los sistemas batch (ver Anexo 4).

La fase exponencial para ambos sistemas de cultivo tuvo una duracién promedio de
3,9 + 0,6 dias, la cual se dio en forma repetida en los cultivos semicontinuos (FBR)
presentando en promedio 3 fases de crecimiento exponencial, mientras que el cultivo
batch solo 1 para todas sus réplicas. La tasa de crecimiento exponencial p y el tiempo
de duplicacién o generacion TD obtenidos en este periodo no presentaron diferencias

entre ambos sistemas de cultivo (p =0,5582 y 0,6242 respectivamente) (tabla 1).

En la fase exponencial del sistema FBR se pudo observar en diferentes intensidades el
decantamiento de las células, formando capas heterogéneas en la manguera de cultivo

(Anexo 3, a).

La fase estacionaria se alcanzé con un maximo de 4,09-10° + 0,75-10° cél-mI™ para el
cultivo batch mientras que la maxima concentracion celular alcanzada por el FBR fue
4,4 veces mayor que ésta (tabla 1). Luego, no se observé diferencia en el nimero de
dias que tardaron ambos tipos sistemas en alcanzar su maxima concentracion (p
=0,1039). Se pudo observar que la duracion de la fase estacionaria se mantuvo de 4 a

25 dias en el cultivo batch y en el FBR fue de 1 a 3 dias (figura 3, 4 y Anexo 4).
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La BTC (biomasa total cosechada) del FBR fue de 7,37 = 1,46 g en 13,5 L de cultivo,
mientras que el sistema batch produjo 19,4 + 2,51 g en 167 L del volumen cultivado. En
cuanto a la eficiencia, esta fue mayor en el sistema FBR, que presentd 546,0 £ 108,2
ug-mrt 6 bien 0,56 g-L*, (H (1, N= 9) =6,0 P=0,0143) y (H (1, N= 9) =6,0 P=0,0143),
siendo estas producciones alrededor de 4,4 veces mas que lo obtenido en el sistema de

cultivo batch (tabla 2).

En todos los experimentos realizados, en el FBR solo fue posible una cosecha, luego
de la cual los cultivos alcanzaban una concentracion menor a la que fueron cosechados

y decaian rapidamente hasta su muerte (figura 3).
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Figura 2: |. aff. galbana, sistema de cultivo semicontinuo FBR. Lineas de color naranjo,
verde, rojo, negra y celeste remarcan las diferentes fases exponenciales presentes a lo
largo del cultivo. Flechas moradas representan el abono a los cultivos en los dias 7y

13, y la flecha roja indica proceso de cosecha.
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Figura 3: I. aff. galbana, sistema de cultivo batch. Flecha roja y morada indican dia de

muestreo considerado como fase estacionaria temprana y tardia respectivamente.
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Tabla 1: I. aff. galbana. Pardmetros de productividad de la microalga cultivada en FBR y Batch. Presentando de izquierda

a derecha el volumen total del cultivo (ml), Concentracién méaxima del cultivo [max] (cél-mI™), El namero de dias en

alcanzar la concentracién maxima del cultivo, la maxima tasa de crecimiento exponencial p (dia™), el nimero de fases log

(exponenciales), el porcentaje de correlacion de p, la duracién de cada fase logaritmica (dias) y el tiempo de duplicacion

TD (dias). Valores promedio * error estandar.

Vol.
Sistema Cultivo
(ml)

[ max] N° dias para
(-10° cél-mI™) [max]

‘s Duracion
N° de Correlacion TD

fases log (%) f?g‘l?a'é;g (Dias)

FBR 13.500 18,2+1,61% 11,80+1,11°

Batch 167.000 4,09+0,37° 9,00+091% 0,64+0,01°

0,79+0,10% 3,00+0,55 93,1+2,69 3,8+0,37% 1,00+0,11%

1,00+0,00 97,4+0,75 4+ 0,00® 1,04+0,02°

Diferentes superindices indican diferencias significativas en los resultados (p < 0,05) Kruskal-Wallis (Anexo 2).
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Tabla 2: |. aff. galbana. Desempefio productivo de la microalga cultivada en FBR y
batch. Presentando de izquierda a derecha el volumen total del cultivo (ml), biomasa
total cosechada (BTC) (g) y la eficiencia en base al peso seco produccién por mililitro
(ug-mit) y produccién por litro (g-L™). Valores promedio + error estandar.

Eficiencia
Vol. - ‘s
Sistema  Cultivo BTC Produccwn_ or Producc|91n por
(ml) (9) ml (ug-ml™) L(g-L7)

FBR 13.500 7,37+1,46° 546,0+108,2° 0,55+0,11°

Batch  167.000 19,40+2,51% 122,9+224"° 0,12 +0,02°

Diferentes superindices indican diferencias significativas en los resultados (p < 0,05)
Kruskal-Wallis (Anexo 1).

3.2 Composicion proximal y energética en las diferentes fases de ambos
sistemas de cultivo.

En la primera fase exponencial (tabla 3a) de ambos sistemas se encontré que no hubo
diferencias en cuanto a la composicion de lipidos y carbohidratos. Donde si existieron
diferencias, fue en el porcentaje de proteina (H (1, N=9) =5,4 P=0,0201) y en el indice
proteina/energia (H (1, N=9) =5,4 P =0,0201), donde en ambos casos fue mayor en la
microalga producida en el batch. En la energia total no se pudo realizar andlisis

estadistico por falta de réplicas.

En la fase estacionaria de la curva de crecimiento (tabla 3b y figura 4), el sistema de
cultivo FBR obtuvo mayores porcentajes lipidos (H (1, N=11) =7,0 P=0,0082) y proteina

(H (1, N=11) =7,5 P=0,0062). En la cantidad carbohidratos no se observaron diferencias
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para la microalga cultivada en ambos sistemas. En cuanto a la energia total de las
células, ésta fue similar para el batch y FBR, pero el indice proteina/energia del cultivo

batch fue superado en 1,8 veces por los del fotobioreactor (H (1, N= 11) =75

P=0,0062).
50
a) M Froteina
3 Lipido

40 A a B Carbohidratos
= 30 A ‘E
2 =
# a0 =

10 4

0

log 1 log 2 est log est 1 est 2
FBR Batch

Figura 4: |. aff. galbana. Bioquimica proximal: proteina, lipido y carbohidratos en
porcentaje del peso seco de la microalga en: a) Sistema de cultivo FBR, la primera y
siguientes fases logaritmicas y estacionaria (log 1, log 2 y est respectivamente); b)
Sistema de cultivo batch, fase logaritmica y estacionarias temprana y tardia (log, est 1 y
est 2 respectivamente). Diferentes letras indican diferencias significativas en los

resultados (p < 0,05).

Por otro lado en la fase estacionaria del batch, temprana y tardia (Tabla 3c y figura 4),
los porcentajes de lipidos (H (1, N=13) =9,0 P=0,0027) y proteina (H (1, N=11) =7,5
P=0,0062) fueron superiores en la fase estacionaria tardia al igual que el indice
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proteina/energia (H (1, N= 11) =7,5 P=0,0062). Los carbohidratos tuvieron en promedio
37,9 + 6,8 % del peso seco de las células y la energia 13,2 + 2,9 Kj-g* sin diferencias

entre ambas etapas.

Respecto a las fases exponenciales del FBR, se observaron similares porcentajes de
lipidos, carbohidratos e indice proteina/energia (ver anexo 1) aunque las proteinas
aumentaron para la siguientes fases exponenciales (H (1, N=15) =4,1 P=0,0433).

Referente a la energia, no se realiz6 andlisis estadistico debido a la falta de réplicas.
Para el sistema FBR, la comparacion entre fases de cultivo arrojo que

El andlisis de ceniza solo se realizé en fase exponencial del FBR y en fase estacionaria
del sistema de cultivo batch, donde los valores obtenidos fueron 16,4 +5,7y 19,1 £4,1
% del peso seco de la microalga, no siendo esto suficiente para realizar analisis

estadistico.
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b)

d)

Tabla 3: I. aff. galbana (Clon T-Iso). Composicién bioquimica expresada en porcentaje de proteina, lipidos, carbohidratos y
cenizas del peso seco de la microalga, energia E° (Kj-g') e indice proteina/energia (mgProteina-Kj") en: a) Primera fase
exponencial de los sistemas FBR y batch; b) Primera fase estacionaria de los sistemas FBR y batch; ¢) Fases estacionarias
temprana y tardia del sistema de cultivo batch (muestras tomadas segun figura 4) y d) Primera y siguientes fases exponenciales

del sistema de cultivo FBR. Valores promedio + error estandar.

sistema % Proteina % lipidos % Carbohidratos % Ceniza  E (Kj-g™") E/P (mgProteina-Kj™)
FBR 7,5 iO,5b 15,5+1,1% 37,3+2,3% 16,4 +5,7 7,6* 8,7+0,72
Batch 29,7 +2,1* 19,8+2,9? 33,0 + 3,32 - 13,7+0,6 21,3+1,7°

Diferentes letras indican diferencias significativas en los resultados (p < 0,05). *: No existe réplica.

sistema % Proteina % lipidos % Carbohidratos % Ceniza E (Kj-g') E/P (mgProteina-Kj")
FBR 10,7+0,5° 22,3+0,6° 11,9 £0,2° - 13,1 0,62 8,3+0,5"
Batch 7,4+04% 10,0+0,8% 34,0 +£5,7% 19,1+25 14,9+0,7° 4,9 +0,4°

Diferentes letras indican diferencias significativas en los resultados (p < 0,05).

Estacionaria % Proteina % lipidos % Carbohidratos % Ceniza E (Kj-g')  E/P (mgProteina-Kj")
Temprana 7,4+0,4%* 10,0+0,8° 34,0 +5,72 - 14,9 +0,72 4,9 +0,4°
Tardia 18,6 +2,3° 18,3+1,3" 39,9+1,1° 19,1+26 11,6+27° 16,0 +0,7°

Diferentes letras indican diferencias significativas en los resultados (p < 0,05).

Exponenciales % Proteina % lipidos % Carbohidratos % Ceniza E (Kj-g™') E/P (mgProteina-Kj")
Primera 75 +05* 155+1,1°% 34,9 +2,3° - 7,6* 9,9 +0,7%
Siguientes 17,2+2,7° 18,2+0,9° 24,8 +3,2° 16,4 £+0,1 140+18 12,3+1,8%

Diferentes letras indican diferencias significativas en los resultados (p < 0,05). *: No existe réplica.
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4. Discusion

4.1. Comportamiento de la curva de crecimiento y parametros de
productividad

La observacion de la fase de ajuste o lag, (en el tiempo de muestreo establecido) solo
en el sistema semicontinuo y no en el sistema cerrado, pudo deberse al mayor ajuste
fisiologico que probablemente las células de este cultivo tuvieron que pasar (Becker,
1994), ya que el FBR presentaba mayor luminosidad, 4.000 pmol m?s™, mientras que el
cultivo batch se sometié a 2500 pmol m?s™ muy similar a las condiciones de sus
in6culos. Berjeijk et al., (2010) declardé que un 25% de sus cultivos en FBR (de exterior)
mostraron fase lag, la que explicaron mediante un indice compuesto de la
irradiancia/densidad celular, cuando el resultado del indice era mayor a 1,5 se producia
fase lag o muerte del cultivo, aunque en algunos casos donde el indice fue menor a 1,5

éstos cultivos también colapsaron.

Luego en la fase exponencial, no se hallaron diferencias tanto para la tasa de
crecimiento exponencial © como para el tiempo de duplicacion debido a la gran

variabilidad de los datos obtenidos del sistema de FBR.

Otros autores, como Zhu et al. (1997) consiguieron tasas de crecimiento exponencial
(0,62 dia’), tiempo de duplicacién (1,1 dias) y nimero de dias en fase exponencial (4)
similares a los obtenidos en el cultivo batch en condiciones comparables (medio de
cultivo Walne y 30°C) aunque en un volumen mucho menor (0,8L). Varas (2000)

presenté un | un tanto menor (entre 0,38 y 0,55 dia™), aunque la duracién de su fase
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exponencial fue mayor (de 7 a 10 dias). Lo anterior se puede atribuir a una menor
temperatura (20°C) disminuyendo su tasa metabdlica, tal como lo demuestra Renaud et
al. (2002). Estos autores experimentaron con la temperatura del cultivo, indicando que
al cultivar con temperaturas mas altas, los cultivos aumentaban su p hasta llegar a una
temperatura limite para el crecimiento, donde los cultivos de T-ISO disminuian su p
(33°C) y luego el cultivo presentaba un p negativo hasta su muerte (35°C) por una

interrupcién en el metabolismo celular (Richmond, 1986).

También se comprobd que la dindmica de crecimiento de un FBR es diferente a la de
un cultivo batch ya que aun cuando se les adicion6 medio de cultivo a ambos sistemas,
s6lo el FBR volvid a retomar un crecimiento exponencial, ocurriendo esto hasta el
segundo abono del medio donde alcanzé su maxima densidad de cultivo
1,82:107+0,36-10" cél-ml™. Distinto ocurrié para el cultivo batch ya que presenté un
crecimiento muy bajo o nulo, interpretado como fase estacionaria, después de que se le

abonara con medio de cultivo.

La fase estacionaria fue diferente para ambos sistemas, ya que en el FBR solo se
mantuvo un par de dias, en cambio el sistema batch permanecio hasta 25 dias en esta
etapa. Varas (2000) y Pino (1999) también observaron una permanencia de la fase

estacionaria en sus cultivos batch al rededor de 10 hasta 20 dias.

Las cosechas realizadas de 4,5 L en el FBR al final de cada etapa exponencial, indican
gue al ejecutar alrededor de 8 cosechas se igualaria la producciéon del cultivo batch

considerando el volumen completo (167 L) y en la maxima densidad celular. Por lo
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tanto, si el fotobioreactor tuviera un volumen de 106 L, en una sola cosecha de 1/3 de

su volumen, se equipararia la produccion total del cultivo batch.

Respecto a las cosecha, la BTC fue mayor en el sistema batch debido al mayor
volumen, sin embargo se debe tener en cuenta las proporciones, el volumen
recolectado del FBR correspondio a un 8,1 % del volumen del batch y produjo el 38%
de su produccién, por lo que seria necesario 4,4 cilindros de 167 litros cada uno para

igualar la biomasa producida por el FBR.

La productividad alcanzada en sistema semicontinuo, aunque es bastante mayor que la
obtenida en el cultivo batch, fue menor a las logradas en sistemas de produccion
continua (o0 semicontinua) de autores como Molina-Grima et al. (1994) y Berjeijk et al.
(2010) para I. aff. galbana, los cuales estan descritos en la tabla en las tablas 4 y 5, no
obstante Bougaran et al. (2003) presenté una produccion 3 veces menor que la del
presente trabajo. Este ultimo, indica que la densidad celular de sus experimentos son
aguellas presentadas normalmente en produccion de I. aff. galbana en hatcheries de
pequeiio a mediano tamafio. Aun asi la variabilidad de respuestas productivas, sean
estas densidades celulares, tasa especifica de crecimiento o productividad, es muy

amplia incluso en condiciones similares (ver tabla 4 y 5).

Esta diferencia en la produccion puede deberse a la falta de homogeneizacién en el
FBR, evidenciado por la estratificaciéon formada en la manguera de cultivo, ya que la
velocidad del flujo al interior de la manguera no super6 los 1,6 cm-s™, siendo esta muy
baja para la densidad celular alcanzada. Richmond (2004a) indica que en cultivos de

altas concentraciones celulares y una velocidad de flujo muy bajo ocurre decantamiento
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de las células. En trabajos donde utilizan bombas de desplazamiento positivo (como
medio de homogenizacién) indicaron velocidades de 44 cm-s*y 30 cm-s™* (Berjeijk et
al. 2010 y Molina-Grima et al., 1994) y con airlift 14 cm-s™, sin indicar problemas de
estratificacion, superando ampliamente en ambos casos la velocidad de flujo empleada
en el presente trabajo, por lo que no es extrafia la precipitacion de las células

microalgales.

Durante los tres cultivos realizados para la segunda etapa de los experimentos solo se
logré una cosecha por cada uno, luego de esto los cultivos no lograban recuperarse en

su totalidad y caian.

Una de las razones del colapso de los cultivos pudiese ser la acumulacién de
inhibidores del crecimiento secretados por las mismas células. Este efecto se ha
reportado en cultivos que alcanzan altas y ultra-altas densidades celulares (Richmond
et al., 2003). El inhibidor del crecimiento para I. galbana fue identificado como &cido 1-
[hydroxil-dietil malonato]-isopropil dodecenoico (Cx2H3gO7) por el equipo de trabajo de
Yingying et al. (2008), el cual ademas de tener un efecto inhibidor del crecimiento,
disminuye la produccion de clorofila y proteina de manera progresiva al aumentar su
concentracion en el medio de cultivo para otras microalgas como Dunaliella salina,
Platymonas elliptica, Chlorella vulgaris Nitzschia closterium, Chaetoceros muelleri,
Chaetoceros gracilis, Nitzschia closterium minutissima, y Phaeodactylum tricornutum.
Richmond et al. (2003) indic6é un incremento extraordinario del compuesto inhibidor al
final de la fase exponencial de crecimiento, en un cultivo ultra denso, de

Nannochloropsis sp, el que siguid6 en aumento con la edad del cultivo hasta su
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senescencia. Sin embargo, este punto, en el que incrementa exponencialmente la

secrecion del compuesto inhibitorio es especie-especifico (Richmond, 2004b).

No obstante, otros factores pudieron haber ocasionado el quiebre luego de cada
cosecha. La cosecha realizada en cada cultivo, como antes se mencion6 fue de un 33%
del volumen, lo cual es el doble y el triple del volumen cosechado por otros autores para
cultivos semicontinuos (Briassoulis et al., 2010 y Brown et al., 1993) y aun mayor para
sistemas continuos. Asi en los cultivos, a menor volumen cosechado, disminuye el
shock del cambio de las condiciones en que se encontraban, como temperatura del
cultivo, pH y la luminosidad a la que estaban adaptadas las células (menor exposicion a

la luz debido al efecto sombra).

A pesar de que el sistema de cultivo FBR contemplaba las caracteristicas fisicas y de
iluminacion requeridas para obtener densidades celulares ultra-altas UHCD (ultra-high
cell density) (Richmond, 2004a): un camino luminoso angosto (1 a 2 cm) y una fuerte
iluminacién mayor a 2000 pmol-m?-s?, la produccién no superé los 0,5 g-L™, siendo

una UHCD definida arbitrariamente por sobre los 10 g-L™* (Hu et al., 1996).

Las otras 2 caracteristicas requeridas para concretar un cultivo de UHCD son la
remocion frecuente del inhibidor del crecimiento (explicado mas arriba) y un flujo

turbulento acorde a las caracteristicas de la microalga en cuestion.

Este ultimo se hace muy relevante antes de influir el factor inhibidor del crecimiento.
Richmond (2004a) indica que a partir de cierta concentracion celular (especie-
especifica) la productividad (por ejemplo gr-L'*-h) disminuye a medida que aumenta la

densidad de cultivo, esto debido a que cada célula recorre caminos mas largos en
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espacios oscuros antes de volver a recibir luz, el llamado efecto sombra, a lo que
muchos autores han indicado que un aumento de la agitacion o mezclado del cultivo lo
contrarresta, aumentando la tasa fotosintética y la productividad (Hu y Richmond, 1996;

Grobbelaar, 1994).
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Tabla 4: Condiciones de cultivo para l.aff. galbana. presentando de lIzquierda a derec8sha el Autor (es), la especie y cepa
utilizada, recipiente, volumen y medio de cultivo, Luminosidad aplicada el sistema de cultivo, forma de homogeneizar,
utilizacion de CO.y sistema de cultivo empleado.

luminosidad

. Recipiente volumen Medio 2 1 forma de .
Autor Especie cultivo cultivo (L) cultivo (“mgl Ir:x ) homogenizar CO, Sistema
tubular ,
Presente trabajo |. aff. galbana T-ISO helicoidal 14 Walne 4000 bombeo no .~ continuo
cilindro 167 2500 burbujeo no batch
Berieiik L. 2010 L. aff. aalb TS0 cilindro 50 ) 03 100 burbujeo Si batch
erjeljk etal, - ail. galbana - serpentin 200 ¢/ NaN Solar airlift *si  continuo
Lin et al., 2007 I. galbana CCMP botella cultivo 1.6 Walne 256 shake_r y S batch
1324 celular burbujeo
Bougaran et al., . agitado 120 . :
2003 I. aff. galbana T-ISO cilindro 2,2 walne 110 RPM *si continuo
Renaud et al., 2002 Isochrysis sp. T-ISO botella 1,5 F/2 80 burbujeo *si batch
Erlenmeyer
Varas, 2000 I. aff. galbana T-1ISO botellon 6 Walne N burbujeo no continuo
Abu-Rezq et al., , James et 3 shaker y .
1999 Isochrysis sp. frasco 0,1 al., 1986 4,5-5 107 lux burbujeo *Si batch
Fidalgo et al., 1998 |. aff. galbana T-ISO n n Izldallggoggt 115 burbujeo no batch
Zhu et al., 1997 I. galbana TK1 botella 0,8 Walne 200 burbujeo no batch
Molina Grimaet | . \hana ALI-4 Serpentin 50  ¢/NaNO3  Solar airlift *si continuo
al.,1994 horizontal
_ continuo
Brown et al., 1993 Isochrysis sp T-1SO. manga 85 fI2 100 burbujeo si batch

n: No hay informacién; *Si: introduccion de Co, solo para regular pH.
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Tabla 5: Continuacion tabla 4, presentando de Izquierda a derecha el Autor (es), la especie y cepa utilizada, el sistema de
cultivo, el inéculo en millones de cél-ml™, la(s) temperatura(s) de cultivo, la tasa de crecimiento exponencial (dia™), la
productividad (g-L™*) y la maxima densidad celular en millones de células (cél-ml™).

. . Inéculo o Tasa de crec. Produc. Max. densidad
Autor Especie  Sistema  jpecaimr) T(C) oyp (dia”)  (gL")  (10°%élmI”)
- |. aff. galbana T- _ continuo 0,64 0,56 18,3
Presente trabajo 1SO batch 0,35 25 0.79 0.12 41
i . aff. galbana T- ____batch 20 0,91 0,75** 25
Berjeijk etal., 2010 ISO continuo ° 15 0,39 2,58+ 86
. I. galbana -
Lin etal., 2007 CCMP 1324 batch n 20 1,3 0,45 15,0
Bougaran et al., 2003 . aff. g}glgana T- continuo 0,5 27 N 0,14 7a9
25 0,81 0,12* 5,78
Isochrvsi T 27 0,97 0,12* 4,97
Renaud et al., 2002 soc r{;g SP- 1" batch n 30 0,89 0,08* 3,55
33 0,68 0,02* 15
35 -0,04 0,01* 0,55
Varas, 2000 . aff. glglgana T continuo 0,5 20 0,34 a0,52 0,51* 14
19-21 0,12 0,12** 4
Abu-Rezq et al., 1999 Isochrysis sp. batch n 24-26 0,16 0,195** 6,5
29-31 0,13 0,12** 4
Fidalgo et al., 1998 & %g'ga”a - batch 2,5 18 0,78 0,75 25
15 0,34 0,56 18,7**
Zhu et al.,1997 l. galbana TK1 batch 6 30 0.62 052 17.3%
Molina Grima et I. galbana .
al. 1994 ALIl-4 continuo n 20 0,38 4,15 138,3**
Isochrysis sp T- continuo n 22 N 0,14* 4
Brown et al., 1993 IS0. batch n 22 N 0,23 7
n: No hay informacion; *: Calculado en base al peso seco de la microalga informado en el trabajo; **: Calculado 33

en base a un peso estandar de 30 pg-cel™.



4.2. COMPOSICION PROXIMAL Y ENERGETICA EN LAS DIFERENTES

FASES DE AMBOS SISTEMAS DE CULTIVO.

Las proteinas encontradas en la fase exponencial del sistema de cultivo FBR no
presentan precedentes en la literatura, siendo ésta un bajo porcentaje del peso seco de
las células (menos del 10% DW) aumentando levemente en las siguientes fases.
Sanchez et al. (2000) Obtuvo un 12% de proteina para T-iso, sin embargo utilizando un
medio de cultivo bajo en la fuente nitrogenada (Guillard, f/2). Lo ocurrido, se puede
atribuir a la alta mortalidad en que se incurri6 en un comienzo del cultivo (fase lag)

aumentando posiblemente la proporcion de ceniza y disminuyendo la proteina.

En cambio el sistema de cultivo batch presenté casi 30% de proteinas para luego
disminuir abruptamente en la fase estacionaria temprana a menos de la mitad y
finalmente aumentar levemente en la fase estacionaria tardia. Este ultimo cambio en la
proporcion de proteinas se podria atribuir a 2 procesos: el aumento del tamafio de la
célula con la edad del cultivo (Fidalgo et al., 1998 y Brown et al., 1993); y el cambio de
condiciones ambientales (cosechas diarias) facultando el consumo del nitrdgeno
disponible que no habia sido utilizado ya que la luz era el factor limitante, por lo que al
cosechar constantemente el cultivo se hizo mas permeable a luz permitiendo la mayor

sintesis de proteinas.

Zhu, Lee y Chao (1997) presentaron porcentajes de lipidos similares a los obtenidos
(18- 24% DW) para el FBR pero mayores que en el sistema batch de 10 al8% (DW)

aun que todavia dentro de los valores esperados por otros autores (10 a 28%) (Brown et
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al., 1993; Molina Grima et al., 1994). Asi, lipidos en el FBR tendieron a aumentar como
fuente de reserva a diferencia de los carbohidratos, ocurriendo lo opuesto en el cultivo
batch, no obstante esto dltimo no se logré6 comprobar por la gran variabilidad de los

datos obtenidos.

La manipulacion de la composicion proximal de las microalgas tiene una gran
importancia desde el punto de vista practico, debido a que varios animales acuaticos
pueden mejorar su potencial de crecimiento al manejar la composicién relativa entre
carbohidratos y proteinas (Farias & Uriarte, 2002; Brown et al., 1993). Ejemplo de ello
son las larvas de moluscos bivalvos requiriendo mayor cantidad proporcion de proteinas
para aumentar su tasa de crecimiento (Webb & Chu, 1983). Es por esto que se requiere
mantener una composicion proximal abundante en proteinas y esencialmente constante

en el tiempo.

Debido a que la fase logaritmica del batch donde es rica proteinas es muy corta (4
dias), para luego decaer rapidamente en menos de la mitad del porcentaje de
proteinas, se tendrian que utilizar varios batch de mediano a pequefio tamafio para
cosecharlos completamente en este corto periodo, o que ocuparia demasiado espacio
dentro de las instalaciones, tiempo en ciclos de limpieza y sembrado. En cambio el
sistema FBR, obtuvo una composicion en proteinas menor relativamente constante, lo
gue es conveniente para mantener una dieta de calidad estandar y a la vez disminuir en

gran medida el gasto de recursos requeridos por un batch.
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5. CONCLUSION

A partir de los resultados obtenidos se concluye que la hipotesis de trabajo es aceptada

ya que,

1°: el fotobioreactor presenta una mayor biomasa por unidad de volumen, siendo 4,5

veces mas productivo que el sistema batch vy,

2°: las microalgas cultivadas en el FBR presentan una composicion proximal mas
estable que la de un cultivo batch lo que permitira tener alimento de una misma calidad

nutricional en el tiempo.

3°: Sin embargo, se deben tener las siguientes consideraciones para el mejoramiento

del sistema actual:

a. Aumentar la velocidad del flujo en el sistema para mejorar la produccién y evitar
estratificacion de células. Esto, se puede lograr utilizando una manguera de
material con menor rugosidad, o bien aumentando el caudal del sistema
ensanchando el diametro de la manguera.

b. Iniciar los cultivos con la mitad de la luz empleada evitando o disminuyendo la
fase lag provocada por la fotoinhibicion de las células.

c. Reducir el volumen de cosecha, asi se disminuiria el impacto en el cultivo y
podria cosecharse diariamente.

d. Y por dltimo, para equiparar la biomasa producida en un cultivo batch del

presente trabajo, el FBR deberia aumentar su volumen a 106 L, asi en una sola
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cosecha del 33% de su volumen igualaria la produccién completa de un cultivo

batch de 200 I.
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Anexo 1: Analisis estadisticos

1. Comparacion proximal y energética en las fases de crecimiento a) exponencial,

b) estacionaria, c) estacionarias tempranas y tardia y d) exponenciales primera y

siguientes entre los sistemas de cultivo FBR y batch

a) Fase exponencial:

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; % lipidos
Independent (grouping) variable: sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 6) =,8571429 p =0,3545

Code Valid Sum of Ranks
FBR 102 2 5,00000
Batch 103 4 16,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; % proteina
Independent (grouping) variable: sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =5,400000 p =0,0201

Code Valid Sum of Ranks
FBR 102 3 6,00000
Batch 103 6 39,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; %carbohidratos
Independent (grouping) variable: sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=7) =0,000000 p =1,000

Code Valid Sum of
FBR 102 2 8,00000
Batch 103 5 20,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; E/P
Independent (grouping) variable: sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =5,400000 p =,0201

Code Valid Sum of
FBR 102 3 6,00000
Batch 103 6 39,00000

46



b) Fase Estacionaria

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; % lipidos
Independent (grouping)variable: sistema
Kruskal-Walllis test: H ( 1, N=11) =7,000 p =,0082

Code Valid Sum of Ranks
FBR 102 4 38,00000
Batch 103 7 28,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; % proteina
Independent (grouping) variable: sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=11) =7,5000 p =,0062

Code Valid Sum of Ranks
FBR 102 6 51,00000
Batch 103 5 15,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
%carbohidratos Independent (grouping)
variable: sistema

Kruskal-Wallis test: H( 1, N=4) =2,4000 p =,1213

Code Valid Sum of Ranks
FBR 102 2 3,00000
Batch 103 2 7,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Energia
Independent (grouping) variable: sistema
Kruskal-Wallis test: H( 1, N=4) =2,4000 p =,1213

Code Valid Sum of Ranks
FBR 102 2 3,000000
Batch 103 2 7,000000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; E/P
Independent (grouping) variable: sistema
Kruskal-Wallis test: H( 1, N=11) =7,5000 p =,0062

Code Valid Sum of Ranks
FBR 102 6 51,00000
Batch 103 15,00000

c) Fases estacionarias tempranas y tardias de batch

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; %lipidos
Independent (grouping) variable: Estacionaria
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=13) =9,00 p =,0027

Code Valid Sum of Ranks
1° lineal 101 7 28,00000
2° lineal 102 6 63,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; %proteina
Independent (grouping) variable: Estacionaria
Kruskal-Wallis test: H( 1, N=11) =7,50 p =,0062

Code Valid Sum of Ranks
1° lineal 101 5 15,00000
2° lineal 102 6 51,00000
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Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
%carbohidratos  Independent (grouping)
variable: Estacionaria

Kruskal-Wallis test: H(1, N= 6) =1,9281 p =,1649

Code Valid Sum of Ranks
1° lineal 101 2 4,00000
2° lineal 102 4 17,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Energia

Independent (grouping) variable: Estacionaria

Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=4) =,6000 p =,4386
Code Valid Sum of Ranks

103 2 6,000000
104 2 4,000000

1° estacionaria
2° estacionaria

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; E/P
Independent (grouping) variable: Estacionaria
Kruskal-Wallis test: H(1, N= 11) =7,500 p =,0062

Code Valid Sum of Ranks
1° estacionaria 103 5 15,00000
2° estacionaria 104 6 51,00000

d) Fases exponenciales primera y siguientes en el FBR

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; %lipidos
Independent (grouping) variable: fase log
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=11) =2,000 p =,1573

Code Valid Sum of Ranks
2° log 101 9 60,00000
1° log 102 2 6,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; %Proteina
Independent (grouping) variable: fase log
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=15) =4,083 p =,0433

Code Valid Sum of Ranks
2°log 101 12 110,0000
1° log 102 3 10,0000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks;
%carbohidratos

Independent (grouping) variable: fase log
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 14) =1,633 p =,2012

Code Valid Sum of Ranks
2° log 101 12 83,00000
1° log 102 2 22,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; E/P
Independent (grouping) variable: fase log
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=14) =0,000 p =1,000

Code Valid Sum of Ranks
2° log 101 12 90,00000
1° log 102 2 15,00000
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2. Comparacién proximal

y energética entre las

fases de crecimiento

exponenciales y estacionarias en a) sistema de cultivo FBR, y b) sistema de

cultivo batch.

a) Fase exponencial y estacionaria en el sistema de cultivo FBR.

Multiple Comparisons p values (2-tailed);

% lipidos

Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H(2, N= 15) =7,4625 p =,0240

Fase log1 Fase log2 Fase est
Fase log1 0,757678 0,035463
Faselog2  ,757678 0,097162
Fase est 0,035463 0,097162

Multiple Comparisons p values (2-tailed);
%proteina

Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=21) =5,484 p =,0644

Fase log1 Faselog2 Fase est
Fase log1 0,059371 0,188082
Fase log2  0,059371 1,000000
Fase est 0,188082  1,000000

Multiple Comparisons p values (2-tailed);
%carbohidratos

Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H(2, N=17) =3,654 p =,1608

Fase log1 Faselog2 Fase est
Fase log1 0,977256 0,179801
Fase log2 0,977256 0,405437
Fase est 0,179801  0,405437

Multiple Comparisons p values (2-tailed);
energia

Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H(2, N=7) =2,250 p =,3247

Fase log1 Faselog2 Fase est
Fase log1 0,441897  0,557630
Faselog2 (441897 1,000000
Fase est 0,557630 1,000000

Multiple Comparisons p values (2-tailed); E/P
Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H(2, N=21) =1,012 p =,6026

Fase log1 Faselog2 Fase est
Fase log1 1,000000 1,000000
Fase log2 1 000000 1,000000
Fase est 1,000000 1,000000
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b) Fase exponencial y estacionaria en el sistema de cultivo batch.

Multiple Comparisons p values (2-tailed); %lipidos
Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H(2, N=17) =11,92 p =,0026

Faselog Fase estl Fase est2 Faselog Faseestl Fase est2
Fase log 0,000508 0,118775
Fase log 0053423 1,000000 || £ oot 6 000508 ’ 0’216202
Fase est1 0,053423 0,003309 E 2 ' '
Fase est2  1,000000 0,003309 aseest? 0,118775 0,216202

Multiple Comparisons p values (2-tailed);
%proteina

Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H(2, N=17) =14,23 p =,0008

Multiple Comparisons p values (2-tailed) ;
%Carbohidratos

Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H(2, N=11) =2,318 p =,3138

Fase log Fase est1 Fase est2
Fase log 1,000000  0,532590
Fase est1 1,000000 0,669052
Faseest2 (532500 0,669052

Multiple Comparisons p values (2-tailed);
energia

Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=6) =1,142 p =,5647

Fase log Fase est1 Fase est2
Fase log 1,000000  1,000000
Faseest! 1 000000 0,855148
Fase est2

1,000000 0,855148

Multiple Comparisons p values (2-tailed); E/P
Independent (grouping) variable: Fase
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=17) =13,7778 p =,0010

Fase log Fase estl Fase est2
Fase log 0,000631 0,155813
Fase est1 0,000631 0,191562
Fase est2 0,155813 0,191562
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3. Comparacién de los parametros productivos entre los sistemas de cultivo FBR y

batch

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Max [cél/ml]
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =6,000 p =,0143

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 101 5 35,00000
Batch 102 4 10,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Dias |
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H (1, N=9) =,3428 p =,5582

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 101 5 23,00000
Batch 102 4 22,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; p
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =,2400 p =,6242

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 101 5 27,00000
Batch 102 4 18,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Dias MG
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H (1, N=9) =2,645 p =,1039

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 101 5 31,50000
Batch 102 4 13,50000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; TD
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =,2400 p =,6242

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 101 5 23,00000
Batch 102 4 22,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; ugDwW/ml
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =6,000 p =,0143

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 101 5 35,00000
Batch 102 4 10,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; DW/L (gr)
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =6,000 p =,0143

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 1 5 35,00000
Batch 2 4 10,00000

Kruskal-Wallis ANOVA by Ranks; Biomasa total
Independent (grouping) variable: Sistema
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=9) =6,000 p =,0143

Sistema Code Valid Sum of Ranks
FBR 1 5 15,00000
Batch 2 4 30,00000

51



Anexo 2: Tabla de datos.

Tabla a: | aff. galbana. Pardmetros productivos en ambos sistemas de cultivo (FBR y batch)indicando de izquierda a derecha:
Sistema de cultivo; la fecha de inoculacion; volumen de cultivo; nimero de dias que tardo en alcanzar la maxima concentracion
celular; la tasa especifica de crecimiento, el porcentaje de correlacion; el nimero de dias que durd la fase exponencial; el
numero de fases exponenciales obtenidas; el tiempo de duplicacion en dias; Las cantidad de células en una cosecha y total en
millones de células; y luego en gramos; y finalmente la productividad en: microgramos por mililitro y gramos por litro obtenidos.

(Millones de

Sistema Fecha 'O . N°dias . n°de células) (gramos) DW/vol
Cultivo [ max] para M Correl. N°dias Fases TD
(ml) (cél/ml) [max] (Dia-1) (%) fase exp. log (Dias) cosecha Total cosecha Total pg/ml gr/L

FBR 280111 13.500 14.075.000 10 0,54 87,7 4 2 1,29 63.338 190.013 1,90 5,70 422,3 0,42
FBR 280111 13.500 18.200.000 11 0,82 86,7 4 2 0,85 81.900 245.700 2,46 7,37 546,0 0,55
FBR 220311 13.500 20.287.500 10 0,99 92,8 3 3 0,98 91.294 273.881 2,74 8,22 608,6 0,61
FBR 220311 13.500 23.000.000 12 0,99 99,6 3 3 0,70 103.500 310.500 3,11 9,32 690,0 0,69
FBR 130411 13.500 15.437.500 16 0,59 98,8 5 5 1,18 69.469 208.406 2,08 6,25 463,1 0,46
Promedio 18.200.000 11,80 0,79 93,1 3,80 3,00 1,00 81.900 245.700 2,46 7,37 546,0 0,55
Error estandar 1.613.144 1,11 0,10 2,69 0,37 0,55 0,11 7.259 21.777 0,22 0,65 48,39 0,05
Batch 280111 167.000 3.620.000 8 0,63 96,4 4 1 1,11 16.290 604.540 0,49 18,14 108,6 0,11
Batch 280111 167.000 3.300.000 7 0,63 96,2 4 1 1,09 14.850 551.100 0,45 16,53 99,0 0,10
Batch 220311 167.000 4.675.000 10 0,67 97,8 4 1 1,03 21.038 698.498 0,63 20,95 140,3 0,13
Batch 220311 167.000 4.787.500 11 0,63 99,4 4 1 1,10 21544 732.742 0,65 21,98 143,6 0,13
Promedio 4.095.625 9,00 0,64 97,4 4 1,00 1,08 18.430 646.720 0,55 19,40 122,8 0,12
Error estandar 373.453 0,91 0,01 0,75 0,00 0,00 0,02 1.680 41.836 0,05 1,26 11,20 0,01
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Anexo 3: Figuras

Figura a: I. aff. galbana, sistema de cultivo semicontinuo FBR. Imagen de la manguera

de cultivo con franja de decantamiento celular en la parte basal de esta y acercamiento.
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Figura b: Isochrysis aff. galbana, imagen de 3 células , visto en microscopio con objetivo

de 40x.
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Anexo 4

Curvas de crecimiento en sistema de cultivo FBR y batch de la primera y segunda
etapa de los experimentos. Figuras a y b corresponden a experimentos de la primera
etapa; ¢, dy e ala segunda etapa.
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Figura a: |. aff. galbana, curva de crecimiento de la microalga cultivada en sistema FBR.
Fecha de inoculacién 28/01/2011. Las barras superiores indican desviacion estandar y las
inferiores error estandar.
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Figura b: I. aff. galbana, curva de crecimiento de la microalga cultivada en sistema batch.
Fecha de inoculacién 28/01/2011. Las barras superiores indican desviacion estandar y las
inferiores error estandar.
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Figura c: |. aff. galbana, curva de crecimiento de la microalga cultivada en sistema FBR.
Fecha de inoculacién14/04/2011. Las barras superiores indican desviacion estandar y las
inferiores error estandar.
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Figura d: I. aff. galbana, curva de crecimiento de la microalga cultivada en sistema FBR.

Fecha de inoculacién 22/03/2011. Las barras superiores indican desviacion estandar y las
inferiores error estandar.
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Figura e: |. aff. galbana, curva de crecimiento de la microalga cultivada en sistema batch.

Fecha de inoculacién22/03/2011. Las barras superiores indican desviacion estandar y las
inferiores error estandar.
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