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RESUMEN

Las cianobacterias son organismos fototrofos oxigénicos que tienen la capacidad de
formar consorcios. Una estrategia que ha sido utilizada para mejorar la productividad
de cianobacterias y microalgas en fotobiorreactores es producirlas en cultivo semi-
continuo. En nuestro grupo de trabajo hemos estudiado un consorcio microbiano
(CM) fotosintético con capacidad de fijar nitrégeno, constituido principalmente por
cianobacterias, el cual tiene uso potencial como biofertilizante. El objetivo de este
estudio fue evaluar la capacidad de produccion de biomasa del CM en dos fotobio-
rreactores (FBR) de puente aéreo de cara plana (50 y 150 L) a la intemperie, en cul-
tivo por lote en ambos FBR y en cultivo semicontinuo en el FBR de mayor volumen.
La maxima concentracion de biomasa en cultivo por lote se obtuvo en el FBR de
150 L, con un valor de 600 mg/L, en comparacion a la biomasa obtenida en el FBR
de 50 L, la cual fue igual a 385 mg/L. La productividad de biomasa en los FBR de 50
y 150 L fue de 0.77 y 1.19 mg/L/h, respectivamente. El cultivo del CM en semicon-
tinuo se realizd por tres ciclos (7, 7 y 5 d cada uno, respectivamente). Se obtuvo un
aumento de la productividad de biomasa tras cada ciclo, con valores de 1.86, 1.94 y
2.94 mg/L/h. Asimismo, los valores maximos de actividad de nitrogenasa se obtuvieron
al final de cada ciclo, los cuales fueron de 4963, 5366 y 5689 nmol eteno/g peso seco/h,
respectivamente. Estos valores fueron superiores a los obtenidos en cultivo por lote. En
conclusion, es factible producir el CM en los FBR en cultivo por lote y semicontinuo
a la intemperie, sin afectar su capacidad de fijacion de nitrégeno.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are oxygenic phototrophic organisms that have the capacity to form
consortia. One strategy that has been used to improve the productivity of cyanobac-
teria and algae in photobioreactors is to produce them in semicontinuous cultures. In
our research group, a photosynthetic microbial consortium (MC) with nitrogen fixing
capacity was studied. It consists mainly of cyanobacteria and could potentially be
used as a biofertilizer. The aim of this study was to evaluate the capability to produce
biomass of MC in two flat-panel airlift photobioreactors (PBR) (50 y 150 L) in batch
culture, and in semicontinuous culture in a PBR with 150 L capacity, outdoors. The
maximum biomass concentration in batch culture was obtained in the PBR of 150 L,
with a value of 600 mg/L, in comparison with the biomass concentration obtained in
the PBR of 50 L, which was equal to 385 mg/L. The biomass productivity at the end of
the batch culture in both PBR (50 and 150 L) was 0.77 and 1.19 mg/L/h, respectively.
The semicontinuous culture of CM was operated during three cycles (7, 7 and 5 d,
respectively), attaining an increase in the biomass productivity following each cycle,
with values of 1.86, 1.94 and 2.94 mg/L/h, respectively. Similarly, the maximum values
of the nitrogenase activity were obtained at the end of each cycle with values of 4963,
5366 and 5689 nmol ethene/g dry weight/h, respectively. These were higher than the
values obtained in batch cultures. In conclusion, it was possible to produce the MC in
the PBR in batch and semicontinuous mode outdoors, without affecting the nitrogen

fixation capacity.

INTRODUCCION

Las cianobacterias son organismos fotosintéticos
con requerimientos simples para su crecimiento (luz,
COy, N, P, K), las podemos encontrar distribuidas
en diversos ambientes acuaticos y terrestres (Tha-
juddin y Subramanian 2005). Tienen la capacidad
de producir compuestos con alto valor agregado para
diferentes areas de interés biotecnologico como son
alimentos, aditivos, pigmentos, dietas para acuacultu-
ra, metabolitos secundarios, o bien ser empleadas en
el tratamiento de aguas residuales. También han sido
ampliamente utilizadas por su capacidad de fijacion
de CO,, remocion de 6xido nitrico y su capacidad de
fijar nitrogeno (Carvalho et al. 2006). Esta ultima ca-
racteristica la poseen cianobacterias filamentosas que
tienen la aptitud de diferenciar células denominadas
heterocistos en las que se sintetiza y se lleva a cabo la
funcion del complejo enzimatico nitrogenasa (Singh
y Sharma 2012). Por esta cualidad su biomasa es
ampliamente utilizada como biofertilizante en paises
tropicales, de manera particular en cultivos de arroz
(Goyal 2002). Sin embargo, a pesar de su enorme
potencial, el nimero de aplicaciones que tienen las
cianobacterias a escala industrial aun es limitado,
por lo que es necesario desarrollar tecnologias de
produccion en fotobiorreactores a gran escala.

Una estrategia desarrollada para favorecer la
produccion de biomasa de cianobacterias a gran
escala y que sea economicamente factible es operar

los fotobiorreactores en régimen semicontinuo a la
intemperie. Sin embargo, el ciclo de luz no puede ser
controlado en esta condicion, lo que afecta su producti-
vidad (Chen etal. 2011). Este tipo de sistema de cultivo
(cultivo semicontinuo del tipo por lote secuencial o
lote repetido) ofrece ventajas tales como obtener una
proporcion elevada y constante de indculo y altas tasas
de crecimiento. Ademas de que se prolonga la opera-
cion de los reactores y con ello se reducen los costos
de operacion (Reichert et al. 2006). Por lo anterior,
diversos autores han evaluado diferentes disefios de
fotobiorreactores para asegurar el uso eficiente de la
luz a la intemperie en cultivo semicontinuo (Innok et
al. 2009). Por ejemplo, los disefios para la produccion
de Tetraselmis subcordiformis en un fotobiorreactor de
puente aéreo rectangular de 10.5 L (Zheng etal. 2011)
y Haematococcus pluvialis en un fotobiorreactor de
puente aéreo de cara plana de 17 L (Issarapayup et
al. 2009). Asimismo, Travieso et al. (2001) utiliza-
ron un sistema semicontinuo con diferentes tasas de
dilucion en un fotobiorreactor tubular helicoidal
de 20 L para la produccion de Spirulina platensis.
Los autores mencionados reportaron aumentos en la
productividad de biomasa de las microalgas utilizadas,
a través de un cultivo semicontinuo comparado con
un cultivo por lote.

Al existir pocos informes sobre el uso del cultivo
semicontinuo a la intemperie para la produccion de
cianobacterias y de microalgas, se requiere llevar a
cabo mayor cantidad de estudios cientificos con la fi-
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nalidad de determinar las condiciones mas adecuadas
para la produccion de biomasa microalgal, asi como
de otros productos de interés biotecnologico. Nuestro
grupo de trabajo aislé un consorcio microbiano foto-
sintético con uso potencial como biofertilizante por
su elevada capacidad para fijar nitrogeno. El siguiente
paso sera desarrollar tecnologias de produccion en
cultivo por lote y semicontinuo a la intemperie con
fotobiorreactores de diferente capacidad.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
produccién y capacidad de fijacion de nitrégeno de
un consorcio microbiano fotosintético en cultivo por
lote y semicontinuo en un fotobiorreactor de puente
aéreo de cara plana a la intemperie.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se utilizé un consorcio micro-
biano (CM) fotosintético, aislado de un campo arro-
cero ubicado en la comunidad de Alpuyeca, Estado
de Morelos, México (Reyna-Velarde et al. 2012). El
CM se propag6 en un medio mineral sin fuente de ni-
trogeno (BG11y) (0.023 g/L NaCl, 0.04 g/L K;HPO,.
3H,0, 0.075 g/L MgS0O,4. 7H,0, 0.036 g/L CaCl,.
2H,0, 0.006 g/L acido citrico, 0.006 g/L citrato fé-
rrico, 0.001 g/L EDTA, 0.02 g/L Na,COs3, 2.86 ug/L
H3BOy4, 1.81 pg/L MnCl,-4H,0, 0.222 pg/L
ZnS0O47H,0,0.391 pg/LLNa,MoO42H,0,0.079 pg/L
CuSO04-5H,0, 0.0494 ng/L Co(NO3),-6H,0) (Rippka
et al. 1979). La identificacion de los microorga-
nismos procariontes que integran al CM se llevo
a cabo en un estudio previo por el grupo de trabajo a
partir de técnicas de biologia molecular (secuen-
ciando un fragmento del gen 16S ADNr), ademas
de la identificaciéon morfologica de los organismos
eucariontes que lo integran mediante comparacion
con claves taxondémicas. La muestra utilizada para
la identificacion del CM fue tomada al final del
cultivo por lote realizado en un fotobiorreactor tipo
columna de burbuja de 11 L. A partir de este estudio
se lograron identificar a 21 microorganismos dife-
rentes que constituyen al CM, pertenecientes a los
géneros: Rhodobacter, Devosia, Pedomicrobium,
Aquaspirillum, Methylibium, Nannocystis, Flavobac-
terium, Aphanizomenon, Leptolyngbya, Anabaena,
Monoraphidium, Chlorella, Cyclotella, Melosira,
Cocconeis, Achnanthidium, Navicula, Fragilaria y
Nitzschia (Hernandez et al. 2016).

Las condiciones de operacidon propuestas para
cada uno de los FBR, asi como su configuracion
fueron disefnadas con el propdsito de favorecer el
crecimiento y mantenimiento de cada uno de los

componentes que integran al CM a la intemperie, sin
afectar su capacidad de fijacion de nitrégeno.

Fotobiorreactores de puente aéreo de cara plana.
Para la produccion en lote del CM se utilizaron dos
fotobiorreactores (FBR) de puente aéreo de cara pla-
na de diferente volumen de operacién (50 y 150 L),
pero con las mismas relaciones geométricas, a los cuales
se les realiz6 previamente su caracterizacion hidrodi-
namica y de transferencia de masa (Hernandez 2015).

Para disminuir los costos de operacion, los FBR
y el medio de cultivo no se esterilizaron, ademas de
que se operaron a la intemperie, lo que implica un
ahorro de energia luminica. Los FBR se lavaron con
extran (Merck Millipore), agua destilada e hipoclo-
rito de sodio para su asepsia. El medio de cultivo se
preparo6 con agua destilada. Una vez inoculados los
FBR se sellaron de la parte superior con una tapa de
acrilico transparente y silicon, dejando tnicamente
una salida de aire para evitar su presurizacion.

Cultivo por lote y semicontinuo. Los experi-
mentos de produccion del CM a la intemperie se
realizaron durante los meses de mayo-junio de 2013,
que coincide con la primavera, en la Unidad Expe-
rimental de Cultivo de Algas (UECA) del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV) Unidad Zaca-
tenco, Ciudad de México (19°30'33"N 99°07'46"0).
El promedio de temperatura ambiente (temperatura
de bulbo seco) y luz registradas a lo largo de los ex-
perimentos fueron 27.9 + 4 °C (minima 23.5 £ 2 °C,
méxima 35 +2 °C) y 276 umol fotones/m?/s (minimo
de 31 umol fotones/m?/s, maximo de 789 pmol foto-
nes/m?/s), respectivamente. La presion barométrica
registrada en la ciudad fue de 784.4 mb (Estacion
meteorologica de la Escuela Nacional Preparatoria 9).

El inéculo inicial utilizado para la propagacion del
CM en el FBR de 50 L se obtuvo en dos fotobiorreac-
tores tipo columna de burbujas de 11 L a la intempe-
rie. La productividad de biomasa después de 14 d de
operacion en cultivo por lote en este fotobiorreactor
fue de 0.86 mg/L/h. Una vez culminada la cinética
por lote en el FBR de 50 L, la biomasa obtenida se
utilizé como indculo para el FBR de 150 L.

Las cinéticas de produccion en lote del CM se
llevaron a cabo en los dos FBR a la intemperie utili-
zando el medio mineral BG11 (Rippka et al. 1979),
un porcentaje de indculo del 33 % (v/v) y un flujo
de aire de 0.6 vvm. La duracién del cultivo por lote
en los FBR de 50y 150 L fue de 14 d.

Con base en los resultados obtenidos en el cultivo
por lote a la intemperie donde el crecimiento del
CM no fue afectado por las condiciones ambientales
(luz y temperatura) y con la finalidad de aumentar la
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productividad de biomasa a gran escala, se llevo a
cabo la produccion del CM en cultivo semicontinuo
unicamente en el FBR de mayor volumen (150 L).

El cultivo semicontinuo del CM enel FBR de 150 L
inici6 con un cultivo por lote, del cual una vez alcan-
zada la concentracion maxima de biomasa, se retird
un 50 % de volumen del cultivo y se sustituyd por
medio fresco (BG11y), procedimiento que se realizd
dos veces mas. La duracion de cada ciclo de cultivo
se determinod con base en la maxima concentracion
de biomasa obtenida en la fase logaritmica de cre-
cimiento en cultivo por lote y fue igual a 600 mg/L.
Los ciclos de cultivo tuvieron una duracion de 7, 7
y 5 d cada uno.

Técnicas analiticas. Las muestras de 100 mL de
los FBR se tomaron por las mafanas. La tempera-
tura dentro del FBR se midi6 con un termémetro de
mercurio sumergido en la parte central del mismo en
ambas zonas (ascendente y descendente). La canti-
dad de luz incidente en ambas caras de cada FBR se
obtuvo con un radiometro Quantitherm (Light Meter
Thermometer) Hansatech Instruments LTD (QRTT1)
PE32 1JLUK. La temperatura y la luz se midieron
tres veces diariamente (mafnana, medio dia y tarde).

Peso seco de biomasa. Se determind por filtra-
cion de 15 mL de cultivo a través de membranas de
celulosa de 5 um de didmetro de poro (Millipore®)
previamente puestas a peso constante y se secaron
en horno a 70 °C durante 24 h (Tredici et al. 1991,
Dash y Mishra 1999).

Velocidad especifica de crecimiento. La veloci-
dad especifica maxima de crecimiento (i), obtenida
en la fase exponencial, se calculo de acuerdo con la
siguiente ecuacion (Issarapayup et al. 2009):

_ In(N,) —1n(Ny)
B tL—t

(1)

Donde N; y N; (mg/L) corresponden a la concen-
tracion de biomasa seca a los tiempos #; y #, (d7}).

Actividad de nitrogenasa (ensayo de reduccion
de acetileno). La actividad de nitrogenasa fue deter-
minada por el método propuesto por Venkataraman
(1981), modificando el tiempo de incubacion. Se
colocaron 10 mL de cultivo en botellas seroldgicas de
25 mL selladas herméticamente y se reemplaz6 1 mL
de aire del espacio vacio por 1 mL de acetileno. Las
botellas se incubaron durante 5 d a 21 + 2°C con una
intensidad luminosa de 80 umol fotones/m?/s y un
fotoperiodo (luz:oscuridad) de 12:12 h. Se evalué
la presencia de eteno con un cromatégrafo de gases
Varian CP3380 FID bajo las siguientes condiciones:

T columna = 60 °C, T inyector = 200 °C, T detector
=250 °C; columna: carbowax 1540/porapak Q 1/8”
x 6 ft; acarreador: N gas, 15 psi.

Contenido de clorofila a (Chl a). Se utilizé la
técnica de extraccion con metanol al 90 % descrita
por Azov (Olvera et al. 2003) y se tomaron lecturas
de absorbancia a 665 y 750 nm en un espectrofoto-
metro Genesys-10UV (Thermo Electron Corporation,
USA).

Contenido de nitratos y amonio. La cuanti-
ficacion de nitratos (NOj3") se llevo a cabo por el
método de brucina-acido sulfamico (APHA 1992) y
la determinacion de amonio (NH,") por el método
del fenato nimero132 C (APHA 1971).

pH. El valor de pH se midio6 en todas las muestras
con un potenciometro de laboratorio Orion 4129A
calibrado previamente con soluciones de buffer a pH
4,7y 9 a temperatura ambiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo por lote

Se detectd un perfil similar de produccion de
biomasa del CM en base seca durante el cultivo por
lote en los dos FBR (Fig. 1a). La fase de adaptacion
fue de aproximadamente 7 d y posteriormente inicid
la fase exponencial de crecimiento hasta alcanzar
la concentracion méxima de biomasa al dia 14 del
cultivo. Lo que probablemente indica la adaptacion
del cultivo a las condiciones hidrodindmicas dentro
de los FBR (tiempo de mezclado, fraccion de gas
retenido, Reynolds, etc.; Hernandez 2015), asi como
a la distribucidon de nutrientes y de luz. Asimismo,
los resultados anteriores indican que al conservar
la configuracidon geométrica de los FBR, es factible
escalar el proceso a un mayor volumen sin afectar
la produccion de biomasa, resultado que se refleja
en el aumento de la productividad de biomasa ob-
servado conforme se aumento la capacidad del FBR
(Cuadro I). Lo anterior sin verse afectado por las
condiciones ambientales presentadas a la intemperie
(luz y temperatura).

La temperatura promedio registrada en el interior
de los FBR de 50 y 150 L operando en lote fue de
24 £ 5°Cy 23 £4°C, respectivamente y el promedio
de luz incidente en cada FBR fue de 214 y 210 pmol
fotones/m?/s, respectivamente. Los parametros de
luz y de temperatura previamente mencionados, no
afectaron la produccion de biomasa del CM en lote,
lo que probablemente indica una adaptacion del CM
a las condiciones de operacion de los FBR, asi como a
las ambientales.
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Fig. 1. (a) Relacion de produccion de biomasa respecto a la
biomasa inicial (X/X) y (b) concentracion de clorofila
a (Chl a) del consorcio microbiano fotosintético respecto
al tiempo en los fotobiorreactores (FBR) de puente aéreo
de cara plana de 50 y 150 L en cultivo por lote

La adaptacion de cultivos de microalgas para su
produccion en FBR a la intemperie ha sido previa-
mente reportada por Richmond y Cheng-Wu (2001),
quienes llevaron a cabo la produccion de Nannochlo-
ropsis sp. en FBR de cara plana de 200 L. También
Slegers et al. (2011) estudiaron la produccion de

Phaeodactylum tricornutum y Thalassiosira pseu-
donana en FBR de cara plana de diferente tamafio
en diferentes regiones del mundo, lo que les permitid
encontrar las condiciones 6ptimas de luz, temperatura
y orientacion de los los mismos para su produccion.

A lo largo del cultivo por lote se cuantifico la
variacion del contenido de clorofila @ (Chl a) del CM
respecto al tiempo de incubacion en los FBR (Fig. 1b).
La medicion de este parametro es importante ya que
se considera una medida indirecta del contenido de
organismos fotosintéticos presentes en el cultivo
(Whitton y Potts 2000). Durante la cinética en cultivo
por lote se observé que la concentracion de clorofila
a se mantuvo practicamente constante los primeros
7 d de incubacién en ambos FBR, lo que sugiere que
se presentd una fase de adaptacion de los organismos
fotosintéticos presentes en el CM durante estos dias
(Fig. 1b). Posteriormente en el FBR de 150 L, el
contenido de clorofila @ aumentd de manera expo-
nencial hasta finalizar el experimento. En contraste,
en el FBR de 50 L a partir del dia 7 y hasta el dia
11 del cultivo por lote, se observé un aumento de
la concentracidon de Chl a respecto al tiempo, para
posteriormente disminuir del dia 12 al 14. Estos tiem-
pos coinciden con el cambio en el comportamiento
mostrado para la produccion de biomasa, lo que
indica probablemente el inicio de la desaceleracion
del crecimiento microbiano (Fig. 1a). Los perfiles de
clorofila a descritos anteriormente probablemente se
deban a la adaptacioén de cada microorganismo que
conforma al CM a las diferentes escalas e hidrodina-
mica de los FBR (Hernandez 2015), asi como a las
condiciones ambientales (luz y temperatura), ya que
los experimentos se hicieron a la intemperie.

La importancia del CM utilizado en el presente
trabajo radica en su capacidad de fijar nitrégeno,
parametro que determina su posible aplicacion como
biofertilizante. Por lo que fue necesario analizar su
capacidad de fijacion de nitrogeno en los dos FBR y
determinar si el volumen de operacion del FBR afecta
esta capacidad. Los valores maximos de actividad
de nitrogenasa obtenidos al final del cultivo por lote

CUADRO L. PRODUCTIVIDAD, VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO, pH, ACTIVIDAD DE NITROGE-
NASA, LUZ INCIDENTE Y TEMPERATURA DEL CONSORCIO MICROBIANO FOTOSINTETICO EN
LOS FOTOBIORREACTORES DE PUENTE AEREO DE CARA PLANA DE 50 Y 150 L AL FINAL DEL

CULTIVO POR LOTE
FBR Productividad wh pH Actividad de nitrogenasa Luz incidente Temperatura
(mg/L/h) (nmol eteno/ g peso seco/h)  (umol fotones/m?/s)  interior (°C)
50L 0.77 £ 0.0682 0.005 7.32-9.61 3093 +113.1 214 24+5
150 L 1.19£0.0510 0.007 7.89 -9.64 4814 +183.8 210 23+4
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en cada uno de los FBR a la intemperie se muestran
en la cuadro I. La actividad maxima de nitrogenasa
obtenida en el FBR de 150 L fue aproximadamente
56 % superior a la alcanzada en el FBR de 50 L.
Asimismo, las actividades de nitrogenasa obtenidas
en este trabajo con el CM fueron superiores a lo re-
portado en la literatura para Anabaena variabilis Sao
(2678 nmol eteno/g peso seco/h) y Nostoc muscorum
DOH (2237 nmol eteno/g peso seco/h; Kannaiyan et
al. 1997, Kannaiyan 2002).

Existen diferentes parametros que pueden afectar
la actividad de nitrogenasa del cultivo, tal como la
cantidad de O,, N», NH;" y NOs™ en el medio, asi
como el pH y la temperatura (Brock et al. 2004). Por
lo que en el presente trabajo se estudi6 la variacion
de la concentracion de NOs;~ y NH4" en los dos FBR
durante el cultivo por lote. Conocer la variacion de
estos dos nutrientes es importante debido a que a
concentraciones elevadas (1240 mg/L de NO3™ y
18 mg/L de NH;") pueden inhibir el funcionamiento
del complejo enzimatico nitrogenasa, encargado de
llevar a cabo la fijacion biologica de nitrogeno (Al-
mony Boger 1988, Li et al. 2010). Las concentracio-
nes mas elevadas fueron 0.66 y 0.24 mg/L de nitratos
y 3.58 v 3.23 mg/L de amonio en los FBR de 50 y
150 L, respectivamente. Estas concentraciones son
inferiores a las reportadas por Almon y Boger (1988)
y Li et al. (2010) como inhibidoras del complejo
nitrogenasa, por lo que se puede asegurar que la en-
zima encargada del proceso de fijacion de nitrogeno
no fue afectada por la presencia y concentracion de
estos dos compuestos en el cultivo.

También se llevo a cabo el seguimiento del pH a
través del tiempo en los FBR. El pH del medio es un
parametro importante ya que cada uno de los orga-
nismos que conforman el CM funcionan de manera
adecuada a diferente pH. Ademas de que su variacion
a través del tiempo puede afectar parametros como
el funcionamiento de enzimas, crecimiento celular,
produccién de exopolisacaridos, etc. (Morales et al.
2002, Otero y Vicenzini 2004). El cuadro I muestra
el intervalo de pH registrado en cada FBR en cultivo
por lote. Estos valores permanecieron en el rango de
7-10 sin requerir ser controlados mediante la adicién
de sustancias amortiguadoras. Dicho rango resulta
adecuado para el crecimiento de cada uno de los or-
ganismos presentes en el CM como proteobacterias,
cianobacterias, flavobacterias, microalgas y diato-
meas (Eroglu et al. 2008, Roubeix y Lancelot 2008,
Chaudhary et al. 2012, Hadas et al. 2013, Silaban et
al. 2013, Hernandez 2015).

Algunos de los parametros previamente men-
cionados fueron estudiados por Tsyngankov et al.

(1997), quienes encontraron las condiciones que
favorecian la actividad de Mo-nitrogenasa en 4Ana-
baena variabilis, las cuales fueron pH de 6.5 - 7,
temperatura de 27 - 40 °C y una intensidad de luz
de 421 pmol fotones/m?/s en un FBR de columna
de burbujas de 500 mL. Cianobacterias del género
Anabaena forman parte del CM en estudio y son de
las mas abundantes. Atin cuando en esta investigacion
las condiciones de pH, temperatura y luz en los dos
FBR a la intemperie fueron diferentes a las reportadas
por los autores anteriores, resultaron adecuadas para
el crecimiento del CM en el tipo y escala de FBR
estudiado, como lo demuestra el valor de fijacion de
nitrégeno. Nuestra experiencia indica que pudiera
deberse a la interaccion que existe entre los miembros
del CM, asi como al intercambio de metabolitos, lo
que favorece la regulacion y el crecimiento de cada
organismo presente (Paerl y Pinckney 1996).

Los resultados anteriores muestran que el FBR
de 150 L en cultivo por lote es el mas adecuado para
la produccion de biomasa y mantenimiento de la
actividad de nitrogenasa del CM.

Cultivo semicontinuo

Para mejorar la productividad de biomasa del CM
a gran escala, se llevo a cabo una cinética de produc-
cion de biomasa en cultivo semicontinuo empleando
el FBR de 150 L por tres ciclos. Se monitoreo la varia-
cion de la concentracion de biomasa en base seca a lo
largo del tiempo de incubacidn durante este régimen
de cultivo (Fig. 2). El sistema inici6é con un cultivo
por lote que operd durante 14 d hasta alcanzar una
concentracion de biomasa de 600 mg/L en base seca

800

700+

600+

500+

Peso seco (mg/L)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (d)

Fig. 2. Produccion de biomasa del consorcio microbiano foto-

sintético en el fotobiorreactor de puente aéreo de cara

plana de 150 L en cultivo: (a) por lote y (b) semicontinuo
por tres ciclos
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CUADRO II. PRODUCTIVIDAD, VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO, CLOROFILA a, pH, ACTIVIDAD DE
NITROGENASA, LUZ INCIDENTE Y TEMPERATURA DEL CONSORCIO MICROBIANO FOTOSINTETICO
EN EL FOTOBIORREACTOR DE PUENTE AEREO DE CARA PLANA DE 150 LAL FINAL DE CADA CICLO

EN CULTIVO SEMICONTINUO

Ciclo  Productividad wh Clorofila a pH

Actividad de nitrogenasa

Luz incidente Temperatura

(mg/L/h) (mg/L) (nmol eteno/ g peso seco/h) (umol fotones/ m?/s) interior (°C)
1 1.82+0.049 0.0035 59+0.103 7.7-9.5 4963 +10.89 271 19+2
2 1.75+0.194 0.0042 6.1+0.216 7.9-9.2 5366 + 11.53 182 18+3
3 2.82+0.119 0.0063 6.2+0.070 7.6-10 5689 + 15.85 244 23+4

(Fig. 2a). Posteriormente, se cambi6 al modo de culti-
vo semicontinuo con un recambio del 50 % (volumen
del cultivo por medio fresco) para los tres ciclos
(Fig. 2b). La productividad de biomasa en cada ciclo
(1°,2°y 3°) del cultivo semicontinuo fue de 1.82, 1.75
y 2.82 mg/L/h, respectivamente. Se observo un au-
mento en la velocidad especifica de crecimiento tras
cada ciclo de cultivo (Cuadro IT). Un comportamien-
to similar fue reportado previamente por Fabregas et
al. (1996), quienes concluyeron que algunas de las
ventajas de trabajar en un sistema semicontinuo son
mantener una cantidad de inoculo constante y una
alta velocidad especifica de crecimiento. Asimismo,
Henrard et al. (2011) aumentaron la produccion de
biomasa y la velocidad especifica de crecimiento
de Cyanobium sp. operando en cultivo semicontinuo
un FBR tubular vertical de 2 L, con una tasa de re-
cambio del 50 % por 10 ciclos.

La productividad de biomasa del CM obtenida
en cultivo semicontinuo en el FBR de 150 L a la
intemperie fue aproximadamente dos veces superior
ala del cultivo por lote con el mismo FBR. Este com-
portamiento ha sido reportado por diversos autores,
quienes han estudiado la produccion de microalgas
en FBR de diferentes escalas y geometrias, operando
en cultivo semicontinuo, en el que lograron mejorar
la produccion de biomasa comparada con el cultivo
por lote (Fabregas et al. 1996, Travieso et al. 2001,
Reichert et al. 2006, Sun et al. 2009).

La temperatura promedio registrada en el interior
del FBR de 150 L durante el cultivo semicontinuo
fue de 20 £4°C y el promedio de luz incidente fue de
233 pmol fotones/m?/s. Estos valores fueron simi-
lares a los obtenidos en cultivo por lote en el mismo
FBR.

En el cuadro II se muestran los resultados de con-
centracion de Chl a obtenidos al final de cada ciclo
de cultivo, los cuales fueron de 5.9, 6.1 y 6.2 mg/L,
respectivamente. Con cada cambio de ciclo se incre-
mento el contenido de Chl a aproximadamente un 5 %,
lo que indica una adaptacion de los organismos foto-
sintéticos que conforman al CM a la escala del FBR

y a las condiciones de luz y temperatura registradas
a lo largo del cultivo semicontinuo (19 d).

La variacion de pH a lo largo del cultivo semiconti-
nuo en los diferentes ciclos se presenta en la cuadro I1.
Se observa que los valores fueron similares a los ob-
tenidos previamente en cultivo por lote en el mismo
FBR (150 L) y que son adecuados para el crecimiento
de los organismos que integran al CM.

Con la finalidad de detectar si los niveles de nitra-
to y amonio residuales podrian afectar la actividad de
nitrogenasa en el sistema de cultivo semicontinuo,
se determind la concentracion de estos compuestos
a lo largo de los ciclos estudiados. Se encontrd
que los maximos valores registrados fueron 0.79 y
3.2 mg/L, respectivamente. Los cuales no son
superiores a los mencionados por Almon y Boger
(1988) y Li et al. (2010) como inhibitorios del
funcionamiento de la enzima. Asimismo, se midio
la variacidn de la actividad de nitrogenasa del CM
en los tres ciclos y se encontrd que los valores
maximos al final de cada ciclo fueron 4963, 5366
y 5689 nmol eteno/g peso seco/h (Cuadro II). Di-
chos valores fueron superiores a lo obtenido en el
cultivo por lote en el mismo FBR y a lo reportado
en la literatura (Kannaiyan et al. 1997, Kannaiyan
2002). Los resultados muestran que al operar el
FBR de 150 L en cultivo semicontinuo se mejora
la produccion de biomasa sin afectar la fijacion de
nitrogeno del CM en estudio. Resultados semejantes
fueron obtenidos por Moreno et al. (2003), quienes
estudiaron la produccion de Anabaena sp. ATCC
33047 en un estanque a la intemperie en un régimen
semicontinuo. Estos autores demostraron que en el
intervalo de temperatura de 21 a 34 °C en verano
se favorece el crecimiento de la cianobacteria sin
afectar el proceso de fijacion de nitroégeno.

CONCLUSIONES

El cultivo semicontinuo favorece la produccion
de biomasa (600 mg/ L) y la fijacién de nitrégeno
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(4963-5689 nmol eteno/g peso seco/h) del CM en
un FBR de 150 L operando a la intemperie, lo que
asegura su produccion constante y su posible empleo
como biofertilizante.

Los resultados sugieren que el sistema semi-
continuo podria ser utilizado como una estrategia
prometedora para producir el CM a nivel comercial.
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