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RESUMEN
Titulo: Evaluacion de un proceso fed-batch para la produccion de ficocianina (c-pc) de
grado industrial a partir de biomasa de Potamosiphon sp. *

Autor: Jefferson Eduardo Contreras Ropero **
Palabras claves: Cianobacterias, C-PC, Fed-Batch, Simulacién de procesos, SuperPro

Descripcion: Las cianobacterias de entornos acuéticos termales son una
alternativa prometedora para la sintesis de metabolitos industriales, como la
ficocianina (C-PC). Este estudio investiga el impacto de condiciones ambientales,
como el espectro luminico (incluyendo Rojo:Azul 3:1), intensidad luminica (50-200
pmol m-2 s-1), ciclo de luz (5-20 horas) y limitacion nutricional (No2, Po4), en la
produccion de C-PC por Potamosiphon sp. Los resultados destacan la influencia
significativa de la longitud de onda, fotoperiodo e intensidad luminica en la
produccion de C-PC, con mejores resultados bajo luz roja-azul (3:1), 283 pmol m-2
s-1 y hasta 17.8 horas de fotoperiodo. Se desarrolla un modelo matemético del
proceso y se simula una planta de produccion de C-PC, considerando aspectos
upstream y downstream, junto con la evaluacion de costos. Estos hallazgos resaltan
la importancia de las condiciones luminicas para la produccion de ficocianinas,
subrayando la necesidad de considerarlas para maximizar la produccion. La
simulacién y optimizacion de procesos emergen como herramientas clave para
mejorar la eficiencia y rentabilidad de la produccion, con implicaciones para

investigaciones futuras.

** Proyecto de investigacion de Maestria.
** Facultad de Ingenierias Fisico Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.
Maestria en Ingenieria Quimica. Director: Crisostomo Barajas Ferreira. Magister en
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ABSTRACT
Title: Assessment of a fed-batch process for industrial-grade ficocyanin (C-PC) production

from Potamosiphon sp. biomass *

Author: Jefferson Eduardo Contreras Ropero **

Key words: Cyanobacteria, C-PC, Fed-Batch, Process Simulation, SuperPro

Description: Cyanobacteria from thermal aquatic environments represent a promising
alternative for synthesizing industrial metabolites such as phycocyanin (C-PC). This study
investigates the impact of environmental conditions, including light spectrum (including
Red:Blue 3:1), light intensity (50-200 umol m-2 s-1), light cycle (5-20 hours), and nutrient
limitation (No2, Po4), on C-PC production by Potamosiphon sp. Results underscore the
significant influence of wavelength, photoperiod, and light intensity on C-PC production,
with optimal outcomes observed under red-blue light (3:1), 283 pmol m-2 s-1, and up to
17.8 hours of photoperiod. Growth kinetics were established, revealing that phosphate and
nitrates significantly influence C-PC and biomass production, respectively. A representative
mathematical model of the production process was developed. Finally, a C-PC production
plant was simulated, considering upstream and downstream aspects, with associated costs
evaluated. These findings demonstrate the pivotal role of applying diverse light spectra in
maximizing phycocyanin production via cyanobacteria. Process simulation and optimization
enhance production efficiency and profitability, with significant implications for future

endeavors.

* * Master's research project
**Faculty of Physical Chemical Engineering. School of Chemical Engineering.
Master’s in chemical engineering. Director: Crisostomo Barajas Ferreira. Master in chemical

engineering. Co-director: Andrés Fernando Barajas Solano. PhD in chemical engineering.

Tabla de contenido



1. Ta) oo [V oTox o] o AN 11

2. EStado del Arte ....cooiiiiiieie e 13
2.1. Produccion bibliogréfica y su evolucion en el tiempo..........cccccceeeeeee. 13
2.2. ANAlisiS BIDIOMELIICO. .......ceviiiiiiiiiiiiiii i 17
2.3. Factores fundamentales en la produccion ficocianinas........................ 20

3. Planteamiento del problema...........cooooiooooio 21

4. JUSHFICACION. .ooiiiiiieece e 24
4.1, HIPOLESIS ..ottt 25
4.2, ODJEtIVO gENETAI ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieii e 26
4.3. Objetivos SPECITICOS.....uuuiiii i e 26

5. Metas Alcances y delimitaCiones...........ccceeeiiieeiiiiiiiiieie e 26
5.1, META .ceeeii e 26
5.2. Alcance y delimitacCion ..........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiii e 26

L R ] o - Tor = | PSPPI 26
5.2.2. TeMPOTAL...uiiiiiiiii e 27
5.2.3. CONCEPLUAL .....uuiiiiiiiiiiii e 27
5.3. TIip0 de INVESHGACION .......ueiiiiieiiiiiiiiiiiie et 27
5.4. PODIACION Y MUESTIA. . ..uviiiiiiieiiiiiiiiieee e 27
5.4.1. PODIACION. ... 27
5.4.2. MUEBSIIA. ...ueiiii i 27

6. =1 (oo o] (oo = NSO 28

6.1, PrOtOCOIOS .....covviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee et 28
6.1.1. Microorganismo y condiciones de CUltiVO ...............coevvuiiiiieerninnnes 28

6.1.2. Cuantificacion de Biomasa (peso seco) (Moheimani et al. 2013). . 28

6.2. DisSeno experimental..........ccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 30
6.2.1. Evaluacion de variables [umMiniCas. .....co.uvveveeieie e, 30
6.2.2. Efecto del ciclo luz:oscuridad e intensidad ...........cooovvevieiiiiiiiinin. 31



6.2.3. Determinacion de constantes CINELICaAs. ..............uuvvuvmmvmmmmrirninnnnnnns 32
6.2.4. Establecimiento y Comprobacién de modelo matematico Batch. .. 35
6.2.5. Disefio y comprobacion del proceso Fed-Batch. ........................... 36

6.2.6. Simulacién una planta de produccion de ficocianina (C-PC) a partir

de cultivos de PotamosSiphon SP. ....uueiii i 36
7. ResUltadoS ¥ AISCUSION .......uuii i e e e 38
7.1. Primer disefio de eXPeriMentOS. ........cuuuiriiiiiiiiiieiiiiiiiiieeeeeee e 38
7.1.1. Produccion de DIOMASa. .........cueeiiiiaiiiiiiiiiiiieee e 38
7.1.2. Concentracion de C-PC...........coiiiiiiiiiiiiiiieee e 39
7.1.3. Pureza del extracto de C-PC .........cccoiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieees 40

7.2. Segundo disefio de eXPEeriMENtOS...........uuviviiiiiieiiiiiiiiiiiieeeeeee e 45
7.2.3. ProducCiOn de BIOMASA.........uuuriiieeiiiiiiiiiiiieeaeaeasaiiree e e e 45
7.2.4. Concentracion de C-PC...........ooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 47
7.2.5. Indice de pureza de C-PC .........cccoeeiieeieee et 50

7.3. Determinacion de parametros cinéticos de Cultivo ...............ccevvveeeeeenn.. 55
7.4. Establecimiento del modelo matematico Batch y Fed-Batch. ................. 60
7.4.1. Modelado BatCh .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiii 60
7.4.2. Modelado Fed-BatCh ... 64

7.5. Simulacién de planta de produccion de ficocianina (C-PC) a partir de

CUltivos de POtamOSIPNON SP.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeie bbb 72
7.5.1. ProCeS0 UPSIIEAIM ... cceviiiiiiiiieee et e et e e et e e e e eeees 72

7.5.2. ProCceS0 dOWNSIIEAM ......uuiiiiiiieie e e e ettt 72

7.5.3. Costode laplanta..........ccoooeeeiiiiiiiii e 73

8. CONCIUSIONES ...t nnnnne 77

9. RECOMENUACIONES. ......uuuiiiiiiiiiiii e 78

10. REFEIENCIAS ...ttt nnnnnnne 79

Lista de figura



Figura 1. (A) Division de la produccion bibliografica; (B)Tendencia de las investigaciones

realizadas y publicadas con relacién a las palabras claves seleccionadas y los afios comprendidos.

Figura 2. Ejes tematicos mas importantes estudiados en la produccién bibliogréafica

=LA T= 11742 1o £ 15

Figura 3. (A) Numero de Citaciones recibidas por documentos publicados durante los

Gltimos 20 afios y (B) paises con mayor numero de publicaciones. ...........cccceevvciveeiiciee e 16

Figura 4. Andlisis de co-ocurrencia de la informacién recolectada segun: (A) Grupos de

Palabras MAs iIMPOIANTES..........oiiiiiiiie e e e e e e e e e e s s s e e e e e e s e ssanbaareeeeeesasnsnraneeeeaeesannnnes 18
Figura 5. Tendencias de las investigaciones en el tiempo ........ccccoeeeiiiiiiiiieceiieececce e, 19

Figura 6. Ficobiliproteinas extraidas de Potamosiphon sp (A) y su composicién total (B).

Figura 7 Caodificacion de factores en funcién de: (a) concentracion de Biomasa; (b)

concentracion de C-PC; (c) indice de pureza de C-PC. .........cccovereeieeeeeeeeeeee e 43
Figura 8. Superficie de respuesta en funcion de Biomasa ............occveveiiieeeeiiiieeenniieennn 47
Figura 9. Superficie de respuesta en funcion de C-PC .........ccccciiiiiiiiiiiiiene e, 50
Figura 10. Superficie de respuesta en funcién del indice de pureza de C-PC................ 53
Figura 11. Superficie de respuesta en funcién del indice de pureza de C-PC................ 54

Figura 12. Evolucién de Biomasa y pigmentos en funcion de Concentracion de Sustratos

=TT B =101 o Lo OO PU R PPPPRPN 56

Figura 13. Grafico de Linealizacién y Ecuacion de Regresion Lineal de Monod NOs (a) y

=10 V(<) PO 57
Figura 14. Grafico de Rendimiento del Producto por Sustrato NOs (a) y PO4 (b)........... 57
Figura 15. Grafico de Rendimiento de biomasa por Sustrato NOz (a) y PO4 (b) ............ 58
Figura 13. Modelado vs Experimental Proceso BatCh..........cccoooeiiiiiiiiiiiiiiiieeceeececccece, 63

Figura 16. Modelado vs Experimental de Proceso Fed-Batch en funcién de: (a) Biomasa;
(o) IO = O AU 11 71 (oI (o SRR 70

Figura 17. Diagrama de la simulacién del proceso para la obtencion de C-PC liofilizado en

010] 1Y/ o T PP UT PP 74
Figura 18. Diagrama de la simulacién del proceso para la obtencion de C-PC liquido. . 75

Figura 19. Evolucion del valor de produccion para las dos alternativas (liquido y liofilizado)

en funcion del volumen del SIStEMAa A& CUILIVO ......u.viereeeeeeee ettt e et e e e e e 76



Lista de tablas



Tabla 1. Disefio de experimentos Intensidad de luz y tipo de luz en funcion de la

produccion de biomasa y fiCOCIANINGS. ..........coiiiiiiiiiiii e e 30

Tabla 2. Disefio de experimentos Fotoperiodo e Intensidad de luz en funcién de la

produccion de biomasa Y fICOCIANINGS. .......ccciiiiiiiiiiie i e e e e e e e e s e e raeeaean 32
Tabla 3 Contantes cinéticas de modelado............cocveiiiiiiiiiiiie e 35
Tabla 4. Andlisis ANOVA produccion de DiOMasa .........ccoceeeriiiiieieiiee e 38

Tabla 5. Estadisticos de ajuste para el modelo propuesto de produccion de biomasa. . 39

Tabla 6. Analisis ANOVA para la concentracion de C-PC .........ccccovcvivviveeeeiiiiciiieeeeeeen 39
Tabla 7. Estadisticos de ajuste sobre la concentracion de C-PC.........cccccceevvvviiiieeeeennnn. 40
Tabla 8. Andlisis ANOVA para el indice de pureza de C-PC .......ccccceeiiieeeiiiieeeiiiiiieeens 41
Tabla 9. Estadisticas de ajuste sobre el indice de pureza de C-PC ............coevcvvvveeeeennn. 41

Tabla 10. Condiciones obtenidas para mejorar la concentracion de biomasa, C-PC y

101 (=74 We (- Ot = O OO P PP PTPPPOP 44
Tabla 11. Analisis ANOVA sobre la produccion final de biomasa...........cccocvveeiiiieennnns 45
Tabla 12. Estadisticas de ajuste para la concentracion de biomasa .............cccccvveeeeennn. 46
Tabla 13. Andlisis ANOVA para la concentracion de C-PC ..........cooccivivieeeiiiniiiieeeeeeennn 48
Tabla 14. Estadisticas de ajuste para la concentracion de C-PC .........ccccccevvviiiviennennnn. 49
Tabla 15. Andlisis ANOVA para el indice de purezade C-PC .........cccooeeeveiiiiiiiiinneeeenn, 51
Tabla 16. Estadisticos de ajuste para el indice de pureza de C-PC .............coccvvvveeeeennn. 51

Tabla 17. Condiciones obtenidas para maximizar la concentracién de biomasa, C-PC y
101 (=Y4= W (- Ot = OO TPUPPPPTPPPR 53

Tabla 18. Constantes cinéticas en funcidn de SUSLratoS ............ccuvvveeerieeiiiiieiiieeeeeeeeeeienns 59

Tabla 19. Porcentaje de error entre los datos experimentales y los cuatro modelos

[SAVZ= 1L T= Vo (o 1= TR 71

Tabla 20. Estimacién del capital fijo para dos escenarios de produccién de C-PC utilizando

POtAMOSIPNON SP. ittt e et b e e e e e naeas 76

10



1. Introduccién

Las cianobacterias, son generalmente conocidas como algas verdes o azules. Dichos
organismos son procariotas Fotosintéticos, que hace mas de 3,5 millones de afios
reestructuraron toda la biosfera a como la conocemos actualmente. Las cianobacterias
fueron los primeros en realizar fotosintesis oxigénica (Romero et al., 2017). Las
Cianobacterias son organismos de gran interés ambiental y biotecnolégico debido a su
capacidad de asimilacion de nutrientes, bioconversion de moléculas contaminantes, alta
eficiencia fotosintética, consumo de CO,, produccion de oxigeno los cuales poseen
diferentes aplicaciones desde la produccion de biocombustibles y/o bioproductos

industriales hasta el tratamiento de aguas residuales (Kotoula et al. 2020; Silos Vega, 2021).

Hoy en dia las cianobacterias que habitan los ecosistemas acuaticos termales se presentan
como una alternativa interesante para diferentes procesos industriales. Puesto que poseen
una gran versatilidad metabdlica adquirida, debido al alto contenido de minerales presentes
en los cuerpos de aguas, cambios climéticos e irradiancias del habitat (A. Patel, Matsakas,
Rova, & Christakopoulos., 2019). Diversos investigadores han concluido que las
limitaciones principales de la produccion de estos organismos son: la productividad biomasa
y calidad de esta a un bajo costo, lo cual permitird la escalabilidad y viabilidad del proceso
(Assuncdo, et al., 2022).

El sistema fotosintético de las cianobacterias es un conjunto de fotosistemas compuesto
por el fotosistema | (FSI), Fotosistema (FSIl) y un ficobilisoma. Estos tres sistemas de
captacion de luz les confieren a los organismos antes mencionados la capacidad de
absorber diversos espectros de luz emitidos por las diferentes gamas de colores que van
desde 400 a 700 nm (Dobson et al., 2021; Santos-Merino et al., 2021). Los ficobilisomas
son un complejo proteico accesorio, cuya principal funcion es la captacion y conduccién de
luz hacia los centros activos de los diferentes fotosistemas presentes en las cianobacterias.
Estos compuestos proteicos estan conformados por ficobiliproteinas organizadas
estructuralmente con un centro de Aloficocianina (A-PC) y varillas céntricas de Ficocianinas
(C-PC) vy ficoeritrina (PE) (Adir et al.,, 2020; Liu et al., 2021)). Las ficobiliproteinas son
compuestos cromoforos altamente fluorescentes de interés industrial las cuales presentan
en su estructura grupos prostéticos tetrapirrolicos lineales. Estos pigmentos son de
importancia para la ciencia debido a sus propiedades terapeutas, como activos

antiinflamatorios, antioxidantes, anticancerigeno, antiviral entre otras. (W. Li et al., 2019;

11



Pagels et al., 2019). La C- ficocianina (o C-PC) es el compuesto pigmentario de color azul
mas abundantes en las ficobiliproteinas, dicho concentracion va a depender principalmente
de cada cepa, genero e incluso especie y su variacion con los parametros de estrés luminico
y nutrimental expuestos para su crecimiento. Afectando asi directamente el costo de directo

asociado a la produccién del pigmento.

El principal potencial de las ficocianinas es su uso como colorantes naturales, pero un
namero creciente de estudios ha demostrado las propiedades relacionadas con los
beneficios para la salud y la amplia aplicacion farmacéutica (W. Li et al., 2019; Pagels, et
al., 2019), ademas, las ficobiliproteinas son ampliamente utilizadas en pruebas de
laboratorio y ensayos inmunolégicos, debido a sus propiedades tales como alta
fluorescencia, buena estabilidad de almacenamiento a temperaturas entre 4 y 10°C, punto
isoeléctrico (IP) cercano a 4.65, lo que los hace facilmente enlazables a anticuerpos y otras
proteinas por técnicas convencionales sin cambiar sus caracteristicas espectrales, tienen
un alto coeficiente de absorbancia molar y emision, estabilidad oligomérica y alta foto-
estabilidad (Patel. et al., 2018; Hsieh-Lo et al., 2019; Zhang et al., 2021) Sin embargo, la
falta de informacion a profundidad de las moléculas que las componen y las técnicas de
cultivo para la mejora de estos son escasas. Actualmente y Durante los ultimos afios el
interés investigativo ha aumentado centrdndose en la problematica asociada a la
optimizacion en la produccién de compuestos quimicos de interés modificando condiciones
medio ambientales y nutricionales. Para que la implementacion de las cianobacterias en las
diferentes cadenas de productivas sea sostenible, se deben cumplir con dos criterios. En el
primero podemos encontrar la disminucién de los costos asociados a su produccién y por
ultimo y no menos importante es el aumento considerable del rendimiento productivo del
sistema. Sin embargo, el aumento de la productividad de los metabolitos de interés
dependera del tipo de cultivo, distribucién de los nutrientes dentro del mismo y los
parametros asociados a la luz, los cuales dan paso a la capacidad de adaptabilidad para la
optimizacion del aprovechamiento de los recursos disponibles, disminuyendo la pérdida de

Su poblacion.

En ese contexto La implementacion estrategias nutrimentales y ambientales para el
desarrollo y produccién de pigmentos fotosintéticos utilizando cianobacterias es una técnica
prometedora, puesto que, permitiria mitigar el impacto las emisiones de CO, y disminuir los
costos en la cadena de produccién, aumentado su productividad y haciendo el cultivo de

cianobacterias atractivo para la industria.
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2. Estado del Arte
2.1. Produccién bibliograficay su evolucién en el tiempo.

De acuerdo con una busqueda de literatura en la base de datos SCOPUS usando las
palabras claves TITLE-ABS-KEY (models AND kinetic) OR TITLE-ABS-KEY (growth AND
cell OR TITLE-ABS-KEY (mathematical AND models) AND TITLE-ABS-KEY
(phycocyanins) AND TITLE-ABS-KEY (cyanobacteria)) entre los afios 2000-2022. De
acuerdo con los pardmetros de busqueda fue posible encontrar 157 documentos, dentro de
estos documentos predominan los articulos de investigacion con un 95 % seguido del 5%

conferencias, y finalmente con un 3% revisiones (figura 1A).

La evolucién y el interés por los diferentes entes investigativos (Empresas, Entidades no
Gubernamentales e Investigadores) tiene una tendencia creciente en el tiempo, con picos
comprendidos en los afios 2020 y 2021, los cuales cuentan con 12 publicaciones cada uno
(Figura 1B). ademas, de los documentos analizados los ultimos 5 afios, los mas relevantes
y/o mas impacto han tenido en la ciencia dado sus citaciones podemos encontrar a Prates
et al., (2018) con su investigacion titulada Cultivo de espirulina bajo diferentes diodos
emisores de luz: Mejora del crecimiento celular y la produccién de ficocianinas, el cual
evalué la aplicacion de los LED como fuente de luz en Arthrospira (Spirulina) sp. En funcion
de los parametros de crecimiento celular; asi mismo otra investigacion titulada Efectos
diferenciales de concentraciones variables de fosforo, hierro y nitrégeno en cianobacterias
fijadoras de N ; estudiaron la respuesta de adaptacion de la cianobacteria mediante un
analisis bioinformatico de los regulones Pho, Fur y NtcA y su interaccion con las condiciones
variables de los nutrientes PO,y Fe (Fernandez-Juarez et al., 2020); También otro estudio
realizado por Ren et al., (2020) el cual investigo la capacidad de adaptacion de la
cianobacteria, pero esta vez asociados a los efectos de la radiacién UV y su relacion con el
fosforo inorganico. Y como estas investigaciones muchas mas donde la tematica general
del desarrollo de la investigacion gira en torno a los componentes ya antes dichos, los
cuales buscan optimizar, y profundizar el entendimiento del comportamiento del crecimiento
cianobacteria implementando estrategias ambientales y/o nutrimentales con la finalidad de

aumentar su produccion.
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Figura 1. (A) Division de la produccion bibliografica; (B)Tendencia de las investigaciones
realizadas y publicadas con relacion a las palabras claves seleccionadas y los afios

comprendidos.

La investigacion llevada a cabo entre los afios 2000 y 2022 ha explorado diversos ejes
tematicos, destacando especialmente la Bioquimica, que ha desempefiado un papel crucial
al profundizar en los procesos quimicos en organismos vivos. También tenemos la Genética
y la Biologia Molecular, las cuales han contribuido a descifrar el cédigo genético y los
mecanismos de expresion génica. Por otro lado, encontramos la Inmunologia y la
Microbiologia, siendo estas esenciales para comprender las respuestas inmunolégicas y
las interacciones microbianas. Asimismo, encontramos también la Ingenieria Quimica, la
cual ha facilitado la aplicacion practica de estos hallazgos, optimizando procesos

biotecnoldgicos. Finalmente, encontramos que las Ciencias Agricolas, Biol6gicas y
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Ambientales se han entrelazado para abordar cuestiones cruciales como la seguridad
alimentaria y la sostenibilidad ambiental. Estas tematicas, en conjunto, representan un 73%
del total acumulado y agremian el desarrollo multidisciplinario, el cual se refleja no solo en
la comprensién tedrica, sino también en la aplicacion practica de conocimientos. Destaca
la utilizacion de organismos vivos para obtener y mejorar bienes comunes. Desde la
ingenieria genética hasta practicas agricolas sostenibles, la investigacion ha buscado
activamente aprovechar el potencial de la vida para el beneficio de la sociedad, delineando
un panorama diverso que contribuye al avance cientifico y tecnolégico en la comprension y

mejora de la vida en diversas dimensiones (ver figura 3).
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Energy

athers
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Figura 2. Ejes tematicos mas importantes estudiados en la produccion bibliografica analizada

La produccién de pigmentos de origen natural utilizando cianobacterias ha emergido como
un area de gran interés cientifico en las ultimas dos décadas. Para entender un poco mas
el interés cientifico se realiz6 un analisis bibliométrico de los periodos antes mencionados
y las palabras acé citadas. Dicho analisis ha permitido trazar una linea temporal del
desarrollo de esta tematica y entender las tendencias en citaciones y la distribucién

geografica de la tematica en cuestion.

Para empezar, es importante sefialar que, durante las Gltimas dos décadas, la investigacion
sobre la produccion de pigmentos utilizando cianobacterias ha atraido constantemente la
atencion, como lo demuestra un promedio de 18 citas. Este promedio es significativo y
demuestra la relevancia del tema dentro de la comunidad cientifica. Sin embargo, en 2012
se registrd un pico de 580 citaciones, lo cual alcanza el 20 % total de las citaciones
realizadas en el periodo de 2002 — 2023. Este aumento destaca un aumento de interés y
reconocimiento durante ese afo, potencialmente debido a descubrimientos o avances

significativos en la produccién de pigmentos naturales con cianobacterias. ( ver Figura 4A).
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Al examinar la distribucion geogréfica de la investigacion, se revela que los principales
paises contribuyentes a este campo son India, China, Estados Unidos, Alemania y Brasil,
que en conjunto representan el 60% de la produccién bibliografica total. Estos paises no
solo han liderado en términos de cantidad de investigacién, sino que también han influido
en la direccién y la calidad de los estudios en esta area. La colaboracién internacional,
evidenciada por la diversidad de paises involucrados, destaca la naturaleza global vy
colaborativa de la investigacion en la produccion de pigmentos con cianobacterias ( ver
Figura 4B)..
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Figura 3. (A) Nimero de Citaciones recibidas por documentos publicados durante los ultimos 20

afios y (B) paises con mayor niimero de publicaciones.
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2.2. Analisis Bibliométrico

A partir de la informacién expuesta en la seccidén anterior, se realizé un analisis mediante
el uso del software VOSviewer, permitiendo la identificacion de patrones de co-ocurrencia
de palabras clave. Este enfoque reveld la existencia de 5 grupos distintos, cada uno
representado por colores diferentes y con las palabras "Ficocianina" y "Cianobacteria" como
ejes centrales. Estos grupos reflejan la diversidad y complejidad de la investigacién en torno

a la produccion de pigmentos cianobacterianos.

Los principales grupos identificados estan fuertemente vinculados al estudio de los diversos
componentes que influyen en el metabolismo durante la produccion de pigmentos
cianobacterianos. En particular, se destacan las ficobiliproteinas (azul) como elementos
clave en estos estudios. Estos pigmentos, fundamentales en el proceso biologico de las
cianobacterias, han sido objeto de una atencién significativa, reflejada en la agrupacion
temética en torno a su funcion y regulacién. Ademas, otros grupos identificados en el
andlisis abordan aspectos diferentes, pero igualmente relevantes en el ambito de la
investigacion en cianobacterias y pigmentos. Un conjunto se enfoca en modelos
matematicos predictivos del crecimiento biolégico (verde)), proporcionando herramientas
cruciales para entender y prever el comportamiento de las poblaciones de cianobacterias
en entornos especificos. Este enfoque matematico afiade una dimension predictiva valiosa

a la investigacion, contribuyendo a la planificacion y optimizacion de procesos.

Otro grupo relevante se centra en la funcion final de los pigmentos de origen cianobacterial.
Aqui, se exploran las aplicaciones practicas de estos pigmentos en diversos contextos,
desde la biotecnologia hasta la medicina (amarillo). La comprension de las funciones finales
de estos compuestos es esencial para maximizar su utilidad en aplicaciones industriales y

cientificas. (ver Figura 5)

En cuanto a la dinamica evolutiva de las investigaciones, se observa un fenémeno
interesante. El grupo dos, que inicialmente se centraba en estudios de la funcién y/o
implementacion de compuestos derivados de cianobacterias y su composicion quimica, ha
experimentado un aumento en su relevancia a lo largo del tiempo. Este cambio sugiere una
tendencia en la investigacion hacia la exploracion mas profunda y aplicada de los
compuestos producidos por cianobacterias, indicando una evolucion natural en el interés

cientifico. (ver Figura 6)
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2.3. Factores fundamentales en la produccién ficocianinas

La produccion de cianobacterias depende de diversas variables los cuales

alteraran la composicién final de la biomasa. dentro de los factores es posible resaltar, la
luz, dicha variable juega un papel crucial en la acumulacién de ciertos metabolitos Debido
a gue estos microorganismos requieren de una fuente luminica para poder llevar a cabo
diferentes procesos metabdlicos, (Schulze et al., 2014). Los pardmetros criticos mas
estudiados son tipo, intensidad, calidad y tiempo de exposicion a la luz (Pagels et al, 2019;
Gris et al., 2017). Asi mismo, las fuentes nutricionales de los macronutrientes como N/P
son variables importantes que favorecen el desarrollo de las cianobacterias y aumenta la
produccion de pigmentos de origen fotosintético existe una compresion limitada entre la
relacion de estos macronutrientes en funcién de la mejora de productividad del cultivo de
cianobacterias. Este grupo de microorganismos puede emplear amonio, urea, nitratos e
incluso nitrégeno gaseoso para su crecimiento (Pagels et al 2019). También, utiliza
nutrientes de diferentes fuentes de sales asociadas al fosforo (PO.) incorporando dichos
compuestos en su cadena tréfica (Puzorjov & McCormick, 2020; Klepacz-Smotka et al.,
2020). En las cianobacterias, el nitrégeno y el fosforo funcionan como un eslabén estructural
y intermediario en los diferentes procesos metabdlicos incluyendo la produccién de
ficobiliproteinas, por lo cual, la disponibilidad en el medio es un factor crucial para la
produccién de estos pigmentos (Lee., et al 2017) (Ramos, 2020).
La implementacion de estrategias nutrimentales como Fed-batch en la optimizacién de la
produccién de metabolitos de interés utilizando microorganismos, es una metodologia que
toma fuerza (Rio-Chanona et al., 2015; Ma et al., 2020). Dicha técnica consiste en
suministrar los nutrientes limitantes para el desarrollo de los organismos manteniendo su
fase exponencial o logaritmica de la curva de crecimiento (Manirafasha et al., 2018). Sin
embargo, para lograr el control de dicho proceso, es necesario predecir con exactitud el
comportamiento del microorganismo en funcién de los nutrientes limitantes y desarrollar
con éxito el control dinamico. Por otro lado, la obtencion del modelo matematico de reaccion
del reactor es un proceso que presenta dificultades, dado que encontrar un modelo
adecuado que permita predecir los datos experimentales con rangos de error bajo puede
ser desafiante, teniendo en cuenta las diferentes rutas metabdlicas que se pueden derivar
de los organismos estudiados (Carlozzi & Touloupakis, 2021; (Abeysiriwardana-Arachchige
& Nirmalakhandan, 2019).
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3. Planteamiento del problema

La biodiversidad colombiana se presenta como un promotor al desarrollo
sostenle del pais. Asi mismo es categorizado como oportunidad para el crecimiento
econdémico universal. Sin embargo, el poco conocimiento de los requerimientos
nutricionales para un crecimiento 6ptimo de estos organismos acompafiado de la alta
biodiversidad presente en Colombia genera brechas cientificas altas que no permiten
avanzar en pro del desarrollo industrial sostenible. Actualmente las sociedades en general
dirigen sus esfuerzos en la busqueda, desarrollo y comercializacién de productos derivados
a partir de Cianobacterias y microalgas, generando asi una tendencia cientifica en esta area
la cual ha permitido la formulacién de grandes y numerosas investigaciones, articulos
cientificos y patentes cada afio; sin embargo diferentes compafiias involucradas
inicialmente en la produccion de biomasa para biocombustibles han comenzado a cambiar
su vision de negocio hacia otros campos, principalmente porque este area requiere de un
aprovechamiento integral de toda la biomasa producida para generar una sostenibilidad

econdmica del proceso.

Colombia no es ajena a este escenario, durante los Ultimos afios la investigacion en este
campo ha estado enfocada fuertemente en la produccién de biocombustibles
(principalmente biodiesel); proyectos como “BIOPROSPECCION DE MICROALGAS
COLOMBIANAS PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL” financiado por MINAGRO-
ECOPETROL-UIS vy otras iniciativas apoyadas por COLCIENCIAS y Universidades a lo
largo de todo el pais han generado diversos productos cientificos, pero hasta ahora ningin
producto que pueda ser aprovechado por las empresas Colombianas. Recientemente el
enfoque de investigacion ha cambiado, evidencia de esto son proyectos con financiacion
internacional como “GREENBIOREFINERY” (Laboratorio Nacional de Energia e Geologia,
I.P. Universidad de Almeria, National Technological University Regional Faculty Buenos
Aires, Universidad de Antioquia, Cerveceria Union S.A y Mahou San Miguel. Monto total: €
394.727,00) y creacion y fortalecimiento de una red de transferencia de conocimiento y
tecnologia entre estados unidos y Colombia mediante el desarrollo de procesos de
biorrefineria para la obtencién de biocombustibles y productos de alto valor agregado a
partir de biomasa de microalgas. Entidades participantes: COLCIENCIAS, UIS, Dow
Chemical Company y Texas A&M University. Monto total: $COP: 587°747.688 COP).
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Las fuentes hidrotermales son ambientes inusuales, los cuales se encuentran distribuidos
alo largo de toda la corteza terrestre (Moro et al., 2010); el tipo y conformacidn fisicoquimica
de estas fuentes varia dependiendo de su cercania con volcanes y otros fendmenos
geotérmicos, ademas su composicion quimica difiere en funcién de la estructura y
composicion fisicoquimica del lecho rocoso por donde fluye el agua antes de salir a la
superficie y su tiempo de retencion (Reysenbach et al., 2001). El flujo de diferentes
nutrientes ha sido decisivo para la colonizacion de diferentes de microorganismos tanto
termo-tolerantes (35-60°C) como termofilicos (=70°C) (Finore et al., 2015).

Dentro de los diferentes microorganismos que habitan estos ambientes se puede resaltar
la presencia de comunidades de cianobacterias y en algunos casos por microalgas
adaptadas a altas temperaturas (hasta 60°C) (Castenholz, 1969, Brock, 1978). Sin
embargo, a diferencia de las microalgas, las cianobacterias pueden adaptarse mejor a altas
temperaturas (hasta 75°C). Cabe resaltar que la presencia de microorganismos
fotosintéticos termo-tolerantes y extremofilos es una guia importante para entender la
biodiversidad bioquimica y estructural de los manantiales geotérmicos, ya que estos se
distribuyen a través de toda la corteza terrestre, permitiendo el flujo de nutrientes a través

de las aguas subterraneas durante miles de afios (Finore et al., 2015).

Las cianobacterias son un grupo de microorganismos fotosintéticos que han tenido un
interés significativo por parte de los cientificos con investigaciones de alto impacto, esto se
debe principalmente a la capacidad de producir una gran variedad de compuestos que son
utilizados en diferentes industrias como: farmacéuticas, alimentarias, ambientales,
petroquimicas, entre otras (Maroneze et al., 2016) que van desde proteinas, carbohidratos,
lipidos y sus derivados. Las ficobiliproteinas son pigmentos cromoéforos principalmente
producidos por cianobacterias, dichos pigmentos son los encargados de absorber la
energia luminica (Samsonoff & MacColl, 2001). Dentro de las ficobiliproteinas se pueden
distinguir 2 tipos: ficocianinas C (C-PC, R-PC y A-PC) y ficoeritrina (PE) (Dasgupta, 2015).
Estas proteinas son solubles en agua y posen un color azul (para ficocianinas) y rojo (para
ficoeritrina) brillante (ilter et al., 2018). La principal funcién de estos pigmentos es la
transferencia de energia hacia los centros de reaccién de la membrana de tilacoides (De
Marsac & Cohen-Bazire, 1977). Este grupo de proteinas son explotadas como colorantes
para la industria alimentaria (postres, gomas, gelatinas, helados) y farmacéutica

(delineadores, pintalabios y maquillaje), e incluso en el desarrollo de anticancerigenos
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(Fernandez-Rojas et al., 2014; Manirafasha et al., 2016; Martelli et al., 2014; Kim et al.,
2014; Kumar et al., 2014; Wu et al., 2016).

Uno de los principales factores para tener en cuenta es la cepa y su procedencia. Si bien
todas las cianobacterias producen de forma natural estos pigmentos. la produccién y
correcto desarrollo de estos va a depender del tipo de cultivo, la intensidad del luz,
fotoperiodo y disposicibn de nutrientes. Los cuales dan paso a la capacidad de
adaptabilidad para la optimizaciébn del aprovechamiento de los recursos disponibles y
disminuye la pérdida de su poblacion. Para la produccién de Cianobacterias a Gran escala
se han disefiado dos sistemas de produccion. los sistemas abiertos los cuales tienen como
ventaja su bajo costo econémico, teniendo un balance energético mas favorable, pero con
una facilidad més alta de contaminacion por diferentes factores, exponiendo dificultades de
mantener las cepas seleccionadas con una alta pureza, ademas requieren gran espacio de
tierra para su cultivo (Zittelli., et al 2013). Los sistemas cerrados conocidos como
fotobiorreactores (PBR; sus siglas en inglés) son menos propensos a contaminarse porque
controlan rigurosamente los factores abiéticos, bioldgicos, quimicos vy fisicos, los cuales
aumentaran el crecimiento de las cianobacterias. Sin embargo, dicho sistema presenta
deficiencia, debido a los altos costos operativos, suministro de luz deficiente sumados con
el alto riesgo de sobrecalentamiento y su acumulacion de oxigeno, dando paso a una
inhibicién (Solimeno et al.,, 2017). para que la produccién de masiva de biomasa o
metabolitos sea optima, es indispensable, los factores de luz como fotoperiodo, tipo de luz,
temperatura, concentracion de CO,, nutrientes y la distribucién correcta de los fotones en
el cultivo por la agitacién. Dichas variables juegan un papel importante en el
aprovechamiento energético, de tal forma que permitira concentraciones celulares mas
altas y posibilitara la obtencién de productos con un alto valor agregado (Perin et al., 2016
& Yen et al.,, 2014)

Este trabajo pretende demostrar la posibilidad de aumentar la produccion a escala
laboratorio de biomasa cianobacterial y ficocianinas mediante el entendimiento procesos y
técnicas nutrimentales implementado el modelado matematico y experimental. Teniendo en
cuenta lo anterior, el presente proyecto tiene como pregunta de investigacion: ¢ Es posible
disefiar un sistema fed-batch que permita la optimizacién de la producciéon de biomasa de
cianobacterias termotolerantes para la obtencion de ficocianinas como metabolitos de alto

valor agregado para la industria colombiana? Se espera que este proyecto permita
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aumentar significativamente el conocimiento en este campo cientifico y tecnoldgico a nivel

nacional e internacional.

4. Justificacion.

Durante los ultimos afios el laboratorio para la innovacién en Microalgas y
Cianobacterias INNOValgae de la Universidad Francisco de Paula Santander, en
cooperacion con la Universidad Industrial de Santander han aunado esfuerzos para mejorar
el conocimiento basico y aplicado en microalgas y cianobacterias de ambientes nacionales.
En el 2020, el laboratorio INNOValgae obtuvo la financiacion del proyecto “ALGALCOLOR:
BIO-PLATFORM FOR THE SUSTAINABLE PRODUCTION OF CYANOBACTERIAL-
BASED COLORS AND FINE CHEMICALS” financiado por NEWTON FUND
INSTITUTIONAL, por el cual se obtuvieron cepas Unicas aisladas de termales regionales
las cuales poseen caracteristicas Unicas para la produccién de diferentes ficobiliproteinas
(figura 6)en el cual se disefid el primer portafolio de cianobacterias promisorias en el
departamento de Norte de Santander. Dicho portafolio cuenta con 11 cianobacterias
pertenecientes a las clases Cyanophyceae: Nostoc sp, Leptolyngbya sp, Chroococus sp y
Potamosiphon sp con capacidad de producir concentraciones considerables de
ficobiliproteinas (especialmente Ficocianina) Hasta el momento, estas cepas han sido
evaluadas en condiciones basicas de cultivo (Temperatura 20-30°C, ciclo luz:oscuridad
12:12, medio de cultivo BG11 y 30 dias de cultivo) y no se conocen las condiciones
necesarias para la optimizacion en la produccion de ficocianinas. Sin embargo es necesario
profundizar en las técnicas adecuadas de cultivo que permitan un desarrollo 6ptimo de la

cianobacteria.

El valor comercial de la ficocianina esta directamente relacionado con su grado
de pureza, que puede variar entre una tasa minima que se considerara de grado alimenticio
(valor aproximado de 0.13 USD/mg) hasta el nivel mas alto de pureza (producto
considerado de grado analitico), donde el producto puede venderse hasta 25 USD/mg. Sin
embargo, optimizar la produccion, extraccion y purificacion de ficocianinas, asi como
desarrollar formulaciones mas estables, puede garantizar una aplicacion ain mas amplia
(Derner, 2006; Spolaore, et al., 2006; Eriksen, 2008).
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Figura 6. Ficobiliproteinas extraidas de Potamosiphon sp (A) y su composicion total (B).

Este proyecto propone desarrollar y contribuir a desarrollo sostenible de los
Santanderes, mediante la evaluacién de un sistema Fed-batch para la produccién
ficocianinas a partir de Cianobacterias termotolerantes. Obteniendo las condiciones de
operacion que maximicen la produccion de dichos metabolitos, validando el efecto de los
diferentes parametros de luz y su integracion con las estrategias de disefio nutricionales,
promoviendo la conservacion y uso sostenible de la biodiversidad natural como facilitador

de capacidades econdmicas verdes.
4.1. Hipotesis

Las interacciones del flujo nutricional y su integracién con los parametros
luminicos intervienen directamente en la eficiencia de la produccion de ficocianina (c-pc) de

grado industrial a partir de biomasa de Potamosiphon sp.
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4.2. Objetivo general

Evaluar un proceso fed-Batch para la produccion de ficocianina (C-PC) de grado
industrial a partir de biomasa de Potamosiphon sp.

4.3. Obijetivos especificos

4.3.1. Evaluar el efecto de la calidad de luz (longitud de onda, Fotoperiodo
e intensidad) en la produccion de biomasa y ficocianinas.

4.3.2. Determinar los parametros cinéticos de cultivo (Nitrégeno y fosforo)
en funcion de la produccion de biomasa y ficocianinas (C-PC).

4.3.3. Establecer el modelo matematico que permita modelar el crecimiento
de Potamosiphon sp. y la produccion de ficocianinas.

4.3.4. Simular una planta de produccién de ficocianina (C-PC) a partir de

cultivos de Potamosiphon sp.
5. Metas Alcances y delimitaciones
5.1. Meta

La meta del proyecto es disefiar un sistema Fed-batch con las mejores
condiciones nutricionales y ambientales que permitan la mejora en de la produccion de
biomasa Cianobacteria para la obtenciéon de pigmentos fotosintéticos como la Ficocianina
como metabolito de valor agregado para la industria colombiana, permitiendo el uso
sostenible de la biodiversidad natural de la regién de Norte de Santander como facilitador

de capacidades econdmicas verdes.

5.2. Alcancey delimitacion

5.2.1. Espacial.

La investigacion se llevara a cabo en la universidad Francisco de Paula
Santander, sede Campos Eliseos, Los Patios, el area metropolitana de su capital, Clcuta,

Norte de Santander.
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5.2.2. Temporal.

El presente trabajo de investigacion se desarrollar4 entre enero y diciembre,

correspondientes al periodo académico de los semestres 1y 2 del afio 2023.

5.2.3. Conceptual.

Este proyecto de investigacién tiene por conceptos fundamentales el de nutricién,
produccién, escalado y extraccion de pigmentos fotosintéticos cianobacteriales, asi como

analisis estadisticos de datos.
5.3. Tipo de investigacién

La investigacién que se desarrollara es de tipo experimental ya que se emplearan
metodologias de laboratorio para contrastar, seleccionar, producir y extraer cianobacterias
y sus metabolitos en cuestion; ademas del andlisis de la interaccion de las variaciones
nutricionales y las variables relacionadas con la luz como fuente de energia para la

produccion.

5.4. Poblacion y muestra.

5.4.1. Poblacion.

Para este proyecto la poblacion fue finita y accesible que corresponde a 1 cepa que
se caracteriz6 como Potamosiphon sp. la cual se encuentran conservadas en el banco de

cepas del Laboratorio de Investigacion INNOValgee sede campos eliseos.

5.4.2. Muestra.

Se realiz6 un muestreo censal, dado que no fue necesario limitar la muestra para

los procesos de produccion y extraccion.
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6. Metodologia

La metodologia implementada en el proyecto se encuentra dividida en dos
grandes apartados. la primera encontramos los protocolos disefiados para mantenimiento,
cuantificacibn y cosecha de cianobacterias. Asi mismo presenta metodologias
implementadas para la extraccion y cuantificacién de los metabolitos de interés industrial
(ficocianinas); por ultimo, tenemos las metodologias y analisis experimental disefiado para
el cumplimiento de cada objetivo. En este item encontraremos los disefios experimentales

y condiciones que seran tenidas en cuenta para la fase experimental del proceso.

6.1. Protocolos

6.1.1. Microorganismo y condiciones de cultivo

Para el mantenimiento, escalado y experimentacién, las cianobacterias seran
reactivadas en medio liguido BG11(Andersen et al., 2005) trasvasandolas de las cajas Petri
a tubos falcon de 15 mL, seguido a 50 mL y finalmente a reactores de 500 mL. Cada fase
del mantenimiento y escalado se llevara a cabo teniendo un volumen de trabajo de 60% un
fotoperiodo 12:12 con radiacion constante de 100 pymol m?2 s y agitados por inmersion e
inyeccion de aire (0.6 vvm) para los tubos y reactores respectivamente. Cada etapa tendra
un periodo de 20 dias, a la terminacion del tiempo se repetira el proceso manteniendo los

cultivos asépticos y dispuestos para el escalado o experimentacion.

6.1.2. Cuantificacion de Biomasa (peso seco) (Moheimani et al. 2013).

Para determinar la concentracion de biomasa, se implementara la técnica de peso
seco donde una vez finalizado la experimentacion se tomaran alicuotas entre 10-20 mL de
la produccién de cianobacterias, se filtraran utilizando filtros de microfibra de vidrio
Whatman GF/C (pre-combustionados) y secaran en el horno durante 24 horas a 60°C,
seguido de 2 horas en el desecador para alcanzar peso constante. una vez finalizado el
proceso de filtracion y secado se tomara el peso del filtro con biomasa para luego

determinar su concentracion con la siguiente ecuacion:

peso del filtro con biomasa(g) — peso del filtro (g) Ec.1
Volumen filtrado (L)

Concentraciéon de biomasa(g/L) =
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6.1.3. Extraccion y Cuantificacion de Ficocianinas

Para determinar la produccién de los pigmentos ficobiliproteicos presentes en
las cianobacterias se llevar4 a cabo una extraccion de los pigmentos, teniendo en
cuenta la metodologia detallada por Chen et al. (2016). Donde inmediatamente
después de obtener los filtros con biomasa y libres de humedad se suspendieran en 10
mL de solucién buffer fosfato al 0,15 M, pH 7,0 y alrededor de 2 gramos de perlas de
vidrio. las células seran destruidas mecanicamente empleando un vortex a 1500 rpm
Durante 30 minutos divididos en dos secciones de 15 minutos y dejando descansar la
muestra durante 2 minutos en bafio de hielo. Al completar el proceso, la muestra sera
almacenada a 4 °C durante 24 horas; la separacion y colecta de los pigmentos se
realizara sometiendo la muestra a un proceso de centrifugacién a 3400 rpm y °C
durante 15 minutos. Finalmente, el sobrenadante sera medido en un espectrofotdbmetro
a longitudes de onda de 620, 652 y 562 nm. El célculo de la concentracion de
ficocianinas se realizé empleando la ecuacion 2 descrita por Bennett & Bogobad.
(1973).

gy _ (0D 620 — (0,474 x 0D652)) Ec.2
C-pC (Z) = 5,34
A e (g) _ (0D 652~ (0,208 x 0D620)) Ec.3
- L) 5,09
gy _ (0D 562 — (2,41 x C—PC) — (0,849 x APC)) Ec.4
PE (Z) = 9,62
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6.2. Disefo experimental

6.2.1. Evaluacion de variables luminicas.

Se analizara el efecto de 4 colores de luces LED en la produccién de biomasa y
ficobiliproteinas en la cepa Potamosiphon sp. Para lograr lo anterior se empleara un disefio
de experimentos de optimizacion (disefio tipo Custom) utilizando una variable categorica
(color de LED), una variable numérica (intensidad de luz LED) y 5 bloques mediante el
software Design Expert® (version 13.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA) (tabla 1). la
cepa se cultivard en medio BG11 (Andersen et al., 2005) en reactores de 2000 mL con un
volumen de trabajo de 1600 mL. El medio se agitara mediante la inyeccion de aire a un flujo

de aproximadamente 180 mL.ie/min y se mantendra bajo las condiciones de iluminacion de

la tabla 1.
Tabla 1. Disefio de experimentos Intensidad de luz y tipo de luz en funcién de la
produccién de biomasa y ficocianinas.

Block Run Factor 1 A: Intensidad pmol m=2 s, Factor 2 B: Color
Block 1 1 125 Rojo:Azul_5:1
Block 1 2 200 Blanco
Block 1 3 125 Rojo:Azul_5:1
Block 1 4 200 Rojo:Azul_3:1
Block 1 5 125 Rojo:Azul_4:1
Block 1 6 50 Rojo:Azul_3:1
Block 1 7 200 Rojo:Azul_3:1
Block 1 8 50 Rojo:Azul_3:1
Block 2 9 162.5 Rojo:Azul_3:1
Block 2 10 87.5 Rojo:Azul_4:1
Block 2 11 200 Rojo:Azul_5:1
Block 2 12 125 Verde
Block 2 13 50 Blanco
Block 3 14 125 Rojo:Azul_3:1
Block 3 15 200 Verde
Block 3 16 162.5 Rojo:Azul_4:1
Block 3 17 192.5 Azul
Block 3 18 125 Rojo:Azul_3:1
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Block 4 19 200 Rojo:Azul_4:1

Block 4 20 50 Rojo:Azul_4:1
Block 4 21 125 Blanco
Block 4 22 59 Azul
Block 4 23 125 Blanco
Block 5 24 50 Rojo:Azul_5:1
Block 5 25 87,5 Rojo:Azul_3:1
Block 5 26 125 Azul
Block 5 27 50 Verde

Una vez cada 5 dias se tomara 5 mL de medio de cultivo, se centrifugara la
muestra a 3400 RPM durante 20 minutos, se retirara el sobrenadante y se re-suspendera
el pellet de biomasa en agua destilada. La cuantificacion de biomasa y las ficobiliproteinas

se realizara de acuerdo con la metodologia planteada anteriormente.

6.2.2. Efecto del ciclo luz:oscuridad e intensidad

Con base en los resultados obtenidos en la fase anterior, se construy6 un nuevo
disefio que incorpora la mejor fuente de luz LED para maximizar la sintesis de
ficobiliproteinas. Este disefio se centrara en analizar el impacto del ciclo luz:oscuridad y la
intensidad luminica, buscando optimizar la interaccién entre estas variables y su influencia
en la sintesis de Ficobiliproteinas fotosintéticas. Para llevar a cabo esta evaluacion, se
implementara un disefio de experimentos de optimizacion, especificamente un Disefio
Central Compuesto, que empleara dos variables numéricas: el ciclo de luz y la intensidad
luminica. Para el disefio experimental el nivel alfa se ha establecido en 1.41, se contd con
dos bloques incluyendo 6 puntos centrales en el disefio experimental. Este proceso se
llevara a cabo utilizando el software Design Expert 13 de StatEase, como se detalla en la
tabla 2.

Para el desarrollo del objetivo propuesto cada cepa se cultivd en un medio BG11 segun las
especificaciones de Andersen et al. (2005), utilizando reactores de 2000 mL con un volumen
de trabajo de 1600 mL. La agitacion del medio se realizar4 mediante la inyeccién de aire a
un flujo aproximado de 180 mL/minuto, manteniendo asi las condiciones de iluminacion

detalladas en la tabla 2.
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Finalmente, una vez cada 5 dias se tom6 5 mL de medio de cultivo, se centrifugara la
muestra a 3400 RPM durante 20 minutos, se retirara el sobrenadante y se re-suspendera
el pellet de biomasa en agua destilada. La cuantificacion de biomasa y las ficobiliproteinas
se realizara de acuerdo con la metodologia planteada anteriormente

Tabla 2. Disefio de experimentos Fotoperiodo e Intensidad de luz en funcién de

la produccion de biomasa y ficocianinas.

Factor A Factor B
Std Block Run Ciclo luz intensidad
(h) (umol m=2 s1)
7 Block 1 1 200 12,5
3 Block 1 2 50 20
4 Block 1 3 350 20
1 Block 1 4 50 5
6 Block 1 5 200 12,5
2 Block 1 6 350 5
5 Block 1 7 200 12,5
8 Block 2 8 -12.132 12,5
9 Block 2 11 412.132 12,5
10 Block 2 14 200 1,89
11 Block 2 9 200 23,1
12 Block 2 13 200 12,5
13 Block 2 10 200 12,5
14 Block 2 12 200 12,5

6.2.3. Determinacion de constantes cinéticas.

Para la obtencion de las constantes cada cinco dias se extraeran axénicamente
30 mL de medio cultivo y se concentrara la biomasa por medio de centrifugacion (3400 rpm
20 min). La biomasa recuperada sera deshidratara (50 <C, 12 h) y se pesara. El medio sin
células se filtrara y se utilizara para la determinacion de NOs (HI 93728-01, HANNA), PO4
(HI 93713-01, HANNA). A partir de los resultados de las concentraciones de biomasa y
produccion de ficocianinas, NOs, PO4 se describiran las constantes cinéticas por medio de

la linealizacion de la ecuacién monod :

_ Pmax *S Ec.5
Ks+s
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La ecuacion de Monod (Ec. 5) describe la relacion entre la velocidad especifica de
crecimiento () y la concentracion de sustrato ([S]). Para la determinacion de las constantes
de consumo y rendimiento de produccion, se dejé la ecuacién de monod expresada en las
variables de interés, en este caso, la velocidad especifica de crecimiento (u), como una

funcion de la concentracion de sustrato ([S]), asi mismo se invirtié la ecuacion de Monod
para aislar la velocidad especifica de crecimiento (/) en el denominador. Como resultado

para la determinacién de las constantes cinéticas se implementé la siguiente ecuacion:

1 1 K

— = =+ *

Ec. 6

Nl

u' p—max umax

Para la implementacion de la Ecuacion 6 se utilizé la ecuacién 7 la cual representa la tasa
especifica de crecimiento microbiano (u), donde X: es la biomasa final, X; es la biomasa
inicial, Tr es el tiempo final y T, es el tiempo inicial. La expresion Xi/X; refleja el factor de
crecimiento de la biomasa, indicando cuanto ha aumentado la poblacién cianobacteriana
en el intervalo de tiempo dado. El logaritmo natural de este factor, Ln (Xi/X), es proporcional
al tiempo de duplicacion de la poblacién. Dividiendo este logaritmo natural entre el intervalo
de tiempo T+—T,, obtenemos la tasa especifica de crecimiento, proporcionando una medida

cuantitativa de la velocidad de crecimiento microbiano en funcion del tiempo transcurrido.

_LN(X;/X)) Ec.7
H= At

Considerando la fase anterior se buscé la mejor opcién para recrear un biorreactor tipo Fed-
Batch a escala Laboratorio, por lo tanto, se emplearan modelos seleccionados Previamente
con los parametros cinéticos obtenidos, con la finalidad de simular la evolucion del
crecimiento cianobacterial y produccion de ficocianinas a través del tiempo y contrastar
dichos valores con los experimentales obtenidos. La cinética que mas se ajuste a
disminuyendo el porcentaje de error implementando minimos cuadrados como una
correlacion de datos mateméticos (ver Ecuacion 6). Para ellos se Cultivara la cepa en medio
BG11 (Andersen et al., 2005) en reactores de 30 L con un volumen de trabajo de 80% V/V.
El medio se agitard mediante la inyeccion de aire a un flujo de aproximadamente 180
mLare/min y condiciones 6ptimas anteriores cada 5 dias se retirar axenicamente 30 mL me
medio de cultivo y se medira Peso Seco, Ficocianinas, Nitratos, Fosfatos y Carbono

organico total. Cada experimentacion se realizara por triplicado.
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Ei — Ci)?
% de error = <E(17L)> Ec.6

Nt

En esta investigacion, se implementaron tres modelos mateméaticos ampliamente
utilizados para predecir el crecimiento microbiano en funcion de la concentracién de
sustrato: el Modelo Contois, el Modelo Moser y el Modelo Tessier. Cada uno de estos
modelos presenta formulaciones especificas que capturan distintos aspectos de las
interacciones entre sustrato y biomasa, permitiendo un analisis mas detallado del

comportamiento del crecimiento microbiano.

Modelo Contois: Este modelo se fundamenta en la premisa de que la tasa de
crecimiento especifico es proporcional a la concentracién de sustrato en exceso y la

concentracion de biomasa. La ecuacion utilizada es la Ec.7. donde

e U representa la tasa de crecimiento especifico.
e umax la tasa maxima de crecimiento.

e S la concentraciéon de sustrato.

e Ks la constante de saturacion.

e X la concentracion de biomasa.

oo Hmax*S Ec.7
Ks+S+X

Modelo Moser: Disefiado para situaciones de cultivos con sustrato limitante, el
Modelo Moser establece la relacion entre la tasa de crecimiento especifico y la
concentracion de sustrato. Su ecuacion es Ec.8. donde los términos mantienen sus

significados anteriores y se agrega el parametro

Hmax * S Ec.8

K+ S+ KX

Modelo Tessier: Considerado como una variante del modelo de crecimiento
exponencial o Monod, el Modelo Tessier incorpora un término adicional para representar la
influencia de la concentracion de sustrato. Su ecuacion es, donde los términos siguen
manteniéndose y X2 refleja la contribucién cuadratica de la biomasa, permitiendo una

adaptacion mas precisa a las complejidades del sistema.

34



p—max * S EC9

W K+ S+ K, * X2

La aplicacion de estos modelos nos permitié evaluar la idoneidad de cada uno para prever
el crecimiento microbiano en diferentes contextos, proporcionando asi una comprension

mas completa de las interacciones sustrato-biomasa en entornos especificos de cultivo.

6.2.4. Establecimiento y Comprobacién de modelo matematico
Batch.

Para el establecimiento del modelo se realiz6 un analisis bibliografico con la
finalidad de obtener el modelo mas adecuado que permita predecir el comportamiento de
la cianobacterias teniendo en cuenta que debe modelar el crecimiento en funcién de los
nutrientes limitantes dentro del cultivo. Para esto, a partir de los resultados de las etapas
anterior, se determinaran las contantes en funcion de la tasa de consumo de los nutrientes
seleccionados previamente (N/P) (ver tabla 3), posteriormente se modelara el
comportamiento de los metabolitos de interés (Biomasa y Ficocianinas) y su relacion con
los nutrientes implementando los modelos cinéticos mas adecuados; finalmente se realizara
una comprobacién de los mismo, donde la cepa se cultivara en medio BG11 (Andersen et
al., 2005) en reactores de 10 L con un volumen de trabajo de 8 L. El medio se agitara
mediante la inyeccion de aire a un flujo de aproximadamente 180 mLai/min y se mantendra
bajo las condiciones de iluminacién, tipo de luz, fotoperiodo e intensidad luminica mas
optimas del apartado anterior. Cada experimentacion se realizara por triplicado.

Tabla 3 Contantes cinéticas de modelado

Constantes Variables
Il Tasa de crecimiento especifica
Mmax Constante de transformacion de Nitrdgeno
Ywis Constante de transformacion de Fosforo
Y pis Constante de Produccion de Ficocianinas
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6.2.5. Disefio y comprobacion del proceso Fed-Batch.

Considerando la fase anterior se busco la mejor opcidn para recrear un biorreactor tipo Fed-
Batch a escala Laboratorio, por lo tanto, se emplearan modelos seleccionados Previamente
con los parametros cinéticos obtenidos, con la finalidad de simular la evolucion del
crecimiento cianobacterial y produccién de ficocianinas a través del tiempo y contrastar
dichos valores con los experimentales obtenidos. Para ellos se Cultivara la cepa en medio
BG11 (Andersen et al., 2005) en reactores de 30 L con un volumen de trabajo de 80% V/V.
El medio se agitara mediante la inyeccion de aire a un flujo de aproximadamente 180
mLaire/mMin y condiciones éptimas anteriores cada 5 dias se retirar axenicamente 30 mL me
medio de cultivo y se medira Peso Seco, Ficocianinas, Nitratos, Fosfatos y Carbono
orgéanico total. Cada experimentacion se realizard por triplicado.

6.2.6. Simulacién una planta de produccion de ficocianina (C-
PC) a partir de cultivos de Potamosiphon sp.

La simulacion de la planta de produccion de ficocianina mediante el uso de
cultivos de Potamosiphon sp se llevo a cabo utilizando el software SuperPro Designer®
v8.0, una herramienta reconocida por su capacidad para modelar procesos bioquimicos y
optimizar operaciones industriales. Este software, desarrollado por Intelligen, Inc., con sede
en Scotch Plains, Nueva Jersey, EE. UU., proporciond un entorno robusto para implementar

los parametros Gptimos derivados de la investigacion en curso.

En el proceso de escalado, se adopté una estrategia potencial, donde la produccion de
biomasa cianobacterial, alcanzada después del tiempo 6ptimo determinado en los cultivos
fed-batch, se transfirié a un sistema de mayor capacidad. Este nuevo sistema present6 una
capacidad diez veces mayor que el anterior, dando lugar a un aumento significativo en la
produccion. La implementacion de un tren de inoculacion permitio trabajar con volumenes
finales de 50, 100 y 200 m3, brindando flexibilidad operativa y adaptabilidad a diferentes
demandas de produccion. Para el cosechado de la biomasa cianobacterial, se opté por la
centrifugacion, una técnica ampliamente utilizada a nivel industrial debido a su eficiencia en
la separacién de solidos y liquidos. Este paso fue crucial para concentrar la biomasa y

facilitar las etapas posteriores del proceso.
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En el proceso de extraccion y secado, se siguieron los pardmetros éptimos establecidos
por Barajas-Solano (2022). La etapa de secado se llevé a cabo mediante deshidratacion a
una temperatura controlada de 40 °C durante un periodo de 30 horas, asegurando
condiciones ideales para preservar la calidad del producto final. La extraccion de las
ficocianinas, metabolito de interés, se realiz6 en un homogeneizador, comunmente
conocido como reactor de perlas. Este equipo funcioné con una relacion biomasa/solvente
de 0,26 y una proporcion perlas/biomasa de 14.9 durante 30 minutos, con una agitacion
constante a 1500 RPM. Posteriormente, se aplicé una cadena de frio de 24 horas a 16 °C
para la saturacion del producto. La etapa final del proceso implicé la centrifugacion del
material obtenido y la recoleccidon del sobrenadante para someterlo a un proceso de
purificacion con sulfato de amonio. Este método, reconocido por su eficacia en la
separacion de proteinas, permiti6 obtener un producto final de alta pureza. El
empaquetamiento y conservacion se llevaron a cabo segun las mejores practicas de la

industria, garantizando la estabilidad y calidad del producto a lo largo de su vida util.
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7. Resultados y discusion

7.1. Primer disefio de experimentos

7.1.1. Produccion de biomasa

El posible efecto de la calidad de la luz en la sintesis de biomasa y mdultiples
metabolitos en cianobacterias y microalgas incluye aspectos como la longitud de onda, el
fotoperiodo y la intensidad, se observé que dichas variables son significantes en el
crecimiento y produccion de ficocianina. Para el andlisis de la concentracion de biomasa el
analisis de varianza (ANOVA) realizado (tabla 8). El modelo que mas se ajusta a la
produccion de Biomasa es el modelo 2FI. Este modelo permite evaluar la interaccion entre
méaximo dos variables independientes. La eleccion de este modelo se justifica porque el
modelo propuesto es significativo estadisticamente, tanto para el F-value (96.06), como
para el p-value (p < 0.0001). En este caso, los factores intensidad (A), color (B) y la
interaccion entre las variables (AB) afectan significativamente el crecimiento celular (tabla
8). En general se considera que un F-value mayor a 1 y un p-value menor de 0.05 (95% de
confianza) son significativos y que las variables consideradas son relevantes en el contexto
de la investigacion (Ortiz-Moreno et al., 2020). Finalmente, el Lack of fit del modelo
demuestra que el “ruido” experimental es pequefio en comparacion con la “sefal” de los
datos.

Tabla 4. Analisis ANOVA produccion de biomasa

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value

Block 0,1780 4 0,0445

Model 1,09 11 0,0989 96,06 < 0,0001*
A-Intensidad 0,5346 1 0,5346 519,34 < 0,0001*
B-Color 0,4924 5 0,0985 95,66 < 0,0001*
AB 0,1449 5 0,0290 28,16 < 0,0001*
Residual 0,0113 11 0,0010

Lack of Fit 0,0061 6 0,0010 0,9718 0,5233**
Pure Error 0,0052 5 0,0010

Cor Total 1,28 26

* Significativo, ** No significativo

Por otro lado, la tabla 9 presenta los estadisticos de ajuste para el modelo propuesto para

la concentracion de biomasa bajo las dos variables seleccionadas. Las estadisticas de
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ajuste, como la desviacion estandar (0.0321) y el coeficiente de variacién (%CV) del 8.89%,
junto con los coeficientes de determinacion (R?, R2 ajustado, R2 predicho) cercanos al 1,
indican una calidad del ajuste del modelo. Lo cual permite Validar la prediccion de
posteriores resultados de Las variables dependientes y su interaccién con las
independientes como intensidad y color.

Tabla 5. Estadisticos de ajuste para el modelo propuesto de produccion de

biomasa.
Std. Dev. 0,0321 R? 0,9897
Mean 0,3611 Adjusted R2 0,9794
CV.% 8,89 Predicted R? 0,9219
Adeq Precision 35,1554

7.1.2. Concentracion de C-PC

En el caso de la concentracion de C-PC, el analisis de varianza (ANOVA) demuestra que
el modelo matematico que mas se ajusta es un 2Fl, lo que sugiere un disefio factorial de
dos factores independientes. Al igual que en la produccién de biomasa, los factores
intensidad (A), color (B) y la interaccién entre las variables (AB) afectan significativamente
la sintesis de C-PC (F-value 80.34; p-value p < 0.0001) (tabla 10). Estos resultados indican
que tanto la intensidad como el color tienen un impacto importante en las respuestas
observadas, lo cual se ajusta a los resultados reportados por Rizzo et al. (2015) y Contreras-
Ropero et al. (2022). La falta de significancia del Lack of Fit contribuye a la confianza en las
conclusiones del andlisis de ANOVA, respaldando la capacidad del modelo para explicar la
variabilidad presente en los datos. Asi mismo, valor del error puro revela una variabilidad
controlada, lo determina que el modelo aborda adecuadamente las fuentes principales de

variacion.

Tabla 6. Andlisis ANOVA para la concentraciéon de C-PC

Source Sum of Squares  df Mean Square  F-value P-value
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Block 9,07 4 2,27

Model 53,19 11 4,84 80,34 < 0,0001*
A-Intensidad 20,24 1 20,24 336,35 < 0,0001*
B-Color 26,16 5 523 86,91 < 0,0001*
AB 9,19 5 1,84 30,55 < 0,0001*
Residual 0,6621 11 0,0602

Lack of Fit 0,4238 6 0,0706 1,48 0,3414**
Pure Error 0,2383 5 0,0477

Cor Total 62,92 26

* Significativo, ** No significativo

En cuanto a las estadisticas de ajuste (tabla 11) estos valores, en conjunto, respaldan la
calidad del ajuste del modelo. Los coeficientes de determinacion (R2, R2 ajustado, R2
predicho) refuerzan la capacidad explicativa del modelo.

Tabla 7. Estadisticos de ajuste sobre la concentracion de C-PC

Std. Dev. 0.2453 R2 0,9877
Mean 2,60 Adjusted R? 0,9754
CV.% 9,43 Predicted R2 0,8489

Adeq Precision 31,5050

7.1.3. Pureza del extracto de C-PC

La pureza del C-PC extraido, el cual se determina a partir del indice de pureza de las
ficocianinas no solo impacta la calidad y eficacia de los productos finales, sino que también
tiene implicaciones directas en la seguridad del consumidor, la optimizacion de procesos
industriales y el cumplimiento de normativas, consolidandolo como un parametro esencial
en la cadena de produccion y aplicacion de estos valiosos pigmentos naturales (Felipe,
2006). El analisis de la ANOVA (tabla 12) demuestra que el modelo que méas se adecua al
comportamiento de los datos fue al modelo cuadratico. De igual forma, los factores
intensidad (A), color (B), intensidad elevado al cuadrado (A?) y la interaccién entre las
variables (AB) afectan significativamente la sintesis de C-PC (F-value 70.05; p-value p <
0.0001) (tabla 12).

Es fundamental destacar que, previo al analisis de varianza (ANOVA), se aplicé una
transformacion logaritmica natural a los datos del indice de Pureza. Esta decision se tom6

con el propésito de ajustar los valores a un modelo cuadratico de manera mas efectiva,
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considerando la posibilidad de relaciones no lineales entre las variables. Dicha
transformacion logaritmica se basa en la premisa de que este tipo de ajuste puede facilitar
la captura de patrones complejos y no lineales en los datos, lo cual es particularmente
relevante cuando se trabaja con modelos cuadraticos. La transformacion logaritmica puede
ayudar a estabilizar la varianza y mejorar la linealidad, lo que a su vez contribuye a una
interpretacion mas precisa de los efectos de las variables en el indice de Pureza. (Gardini
et al., 2021).
Tabla 8. Andlisis ANOVA para el indice de pureza de C-PC

Source Sum of Squares df Mean Square  F-value p-value

Block 0,9709 4 0,2427

Model 4,05 12 0,3376 70,05 < 0,0001*
A-Intensidad 1,76 1 1,76 365,11 < 0,0001*
B-Color 1,72 5 0,3438 71,34 < 0,0001*
AB 0,2314 5 0,0463 9,60 0,0014*
A2 0,3476 1 0,3476 72,14 < 0,0001*
Residual 0,0482 10 0,0048

Lack of Fit 0,0400 5 0,0080 4,89 0,0531**
Pure Error 0,0082 5 0,0016

Cor Total 507 26

* Significativo, ** No significativo

Los estadisticos de ajuste revelan la validez del modelo (tabla 13). La baja desviacion
estandar (0,0694) y el coeficiente de variacién (11.69%) indican consistencia y estabilidad
en las mediciones. Los coeficientes de determinacion, con un R2 de 0.9882 y un R2 Ajustado
de 0,9741, destacan la capacidad del modelo para explicar la variacion en la respuesta y
generalizar a nuevas observaciones. El R2 Predicho (83,35%) soporta la fiabilidad del
modelo en predicciones futuras. Asi mismo, la relacion sefial-ruido (Adequate Precision =
36.0006) sugiere que el modelo es robusto y puede utilizarse confiablemente en el disefio
experimental, fortaleciendo asi la credibilidad de los resultados obtenidos en el ANOVA 'y
proporcionando una base metodolégica soélida para la interpretacion de las relaciones entre

las variables estudiadas.

Tabla 9. Estadisticas de ajuste sobre el indice de pureza de C-PC

Std. Dev. 0,0694 R? 0,9882
Mean -0,5937 Adjusted R? 0,9741
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CV.% 11.69 Predicted R2 0,8335
Adeq Precision 36.0006

La representacion gréfica del comportamiento de los resultados se presenta de manera
clara en la Figura 7, donde se destaca la influencia de la relacion de luz roja a azul en 3:1
en diversos aspectos del proceso. Esta proporcion especifica emerge como un factor
determinante en la produccion de biomasa y ficocianinas, asi como en la pureza de los
pigmentos resultantes. Los hallazgos convergen con investigaciones recientes, como las
llevadas a cabo por Contreras-Ropero et al. (2022), cuyos resultados han proporcionado
una comprensién mas profunda de la interaccién entre la luz y el cultivo de cianobacterias.
Contreras-Ropero et al. (2022) determinaron que una combinacion precisa de LED rojo y
azul, con una intensidad de 80 ymol m2 s, incide de manera significativa en el desarrollo
de la biomasa, registrando un aumento de hasta el 200 % de su concentracién en
comparacion con condiciones de cultivo convencionales con lamparas fluorescentes.
Ademas, se evidencioé un incremento notable del 40 % en la produccién de ficocianinas,
compuestos pigmentarios cruciales, junto con un indice de pureza que supera el 20 % en

relacion a las cepas cultivadas bajo fuentes de luz convencionales.

Este fendmeno resalta la importancia del ajuste del flujo luminico en los cultivos de
cianobacterias subrayando la capacidad de las combinaciones especificas de luz para
desencadenar respuestas metabdlicas y bioquimicas particulares. La luz roja, en este
contexto, emerge como un promotor clave del crecimiento de la biomasa, mientras que las
longitudes de onda rojas y azules exhiben un papel fundamental en la concentracion y
produccion de ficobiliproteinas, esenciales para la fisiologia celular de las cianobacterias.
De acuerdo con Loreto et al. (2003) las caracteristicas inherentes de cada especie, al igual
que las condiciones del medio ambientales pueden modular las respuestas a las distintas
longitudes de onda. Este estudio permite determinar que las cianobacterias de diferentes
géneros y especies pueden exhibir respuestas variables a la luz roja y azul, lo que sugiere
la existencia de adaptaciones especificas a nivel genético que rigen las interacciones luz-

cianobacteria.
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Figura 7 Codificacion de factores en funcion de: (a) concentracion de Biomasa; (b) concentracion
de C-PC; (c) indice de pureza de C-PC.
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Finalmente, mediante la aplicacion de los criterios de deseabilidad, conseguimos identificar
una solucidn éptima que nos brinda la capacidad de determinar las variables mas eficientes,
aguellas que maximizan el rendimiento en biomasa, C-PC e indice de pureza. Estos criterios
de deseabilidad son ampliamente reconocidos y utilizados para evaluar y seleccionar la
mejor solucién o resultado entre diversas opciones. Su aplicacién puede variar segun el
problema o la situacidon especifica que se esté abordando; sin embargo, en términos
generales, buscan maximizar o minimizar ciertas variables, garantizar la factibilidad y
optimizar los resultados en funcion de costos o eficiencia. De acuerdo con los resultados
obtenidos en el software Design Expert se proponen las condiciones necesarias de tipo de
luz e intensidad que permitan maximizar las tres variables de respuestas estudiadas; lo
anterior se presenta en la tabla 14, donde de acuerdo con la solucidon numérica, las mejores
condiciones son luz LED Rojo Azul en una relacién 3:1 y una intensidad de 200 ymol m2 s-
1, Estos resultados son fundamentales para la creacién de un nuevo disefio de
experimentos que incorpora la mejor fuente de luz LED disponible, con el objetivo de
maximizar la sintesis de ficobiliproteinas, componentes esenciales en los procesos
biolégicos de las cianobacterias.

Tabla 10. Condiciones obtenidas para mejorar la concentracion de biomasa, C-

PC y pureza de C-PC.

Codigo Variable Unidad Valor
A Intensidad pmol m2st 200
B Color n/a Rojo:Azul 3_1
zZ! Biomasa g/L 0,88
Z? C-PC % plp 5,96
Z3 Pureza de C-PC Indice de pureza 0,96
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7.2. Segundo disefio de experimentos

Una vez identificada el mejor tipo de LEDs que maximiza la concentracion de
biomasa, C-PC y pureza de C-PC se plantea un nuevo disefio experimental que permitira
evaluar y ajustar el impacto del fotoperiodo en la maximizacion de las tres variables de
respuesta propuestas. Para lograr lo anterior se empled un disefio de dos factores y 3
niveles de tipo central compuesto (CCD) acoplado con superficie de respuesta, para un total
de 14 experimentos separados en 2 bloques. El cambio de un disefio tipo custom a un CCD
permitié hacer la transicion hacia modelos mas complejos como los cuadraticos; dado que,
Mientras que los modelos 2FI empleados en disefios que evaluan factores categoricos
discretos, la evaluacion de variables numericas continuas permite evaluar dinamicas mas
complejas, llevando a considerar efectos cuadraticos y otras formas de variabilidad no
contempladas en modelos méas simples. Entonces la migracion hacia modelos cuadraticos
se justifica por la necesidad de capturar estas complejidades emergentes y proporciona una
mayor flexibilidad para representar patrones sofisticados. Esta transicion no solo implica un
aumento en la sofisticacion estadistica, sino también una mejor capacidad para explicar la
variabilidad en los datos, permitiendo asi una interpretaciéon mas precisa de las relaciones
entre las variables y una toma de decisiones mas informada en el contexto de la

investigacion experimental.

7.2.3. Produccién de Biomasa

De acuerdo con la ANOVA para la produccion de biomasa (tabla 15) se puede
observar que el valor del F-value obtenido es de 237.68, por lo cual el modelo es
significativo; de igual forma, las variables intensidad (A), fotoperiodo (B), su interaccién y su
respuesta elevada al cuadrado (A, y B?) afectan el crecimiento del microorganimo (p <
0.0001).

Tabla 11. Analisis ANOVA sobre la produccion final de biomasa

45



Source Sum of Squares  df Mean Square  F-value p-value
Block 0,0018 1 0,0018

Model 1,13 5 0,2262 237,68 < 0,0001*
A-Intensity 0,2698 1 0,2698 283,47 < 0,0001*
B-Photoperiod  0,0450 1 0,0450 47,27 0,0002*
AB 0,0139 1 0,0139 14,63 0,0065*
A2 0,5666 1 0,5666 595,24 < 0,0001*
B2 0,2939 1 0,2939 308,76 < 0,0001*
Residual 0,0067 7 0,0010

Lack of Fit 0,0067 3 0,0022

Pure Error 0,0000 4 0,0000

Cor Total 1,14 13

* Significativo, ** No significativo

Los estadisticos de ajuste para la concentracion de biomasa (tabla 16) demuestran que el
modelo propuesto presenta un ajuste estadisticamente significativo

Tabla 12. Estadisticas de ajuste para la concentracién de biomasa

Std. Dev. 0,0309 R? 0,9941
Mean 0,5577 Adjusted R2 0,9900
CV.% 5,53 Predicted R2 0,9427

Adeq Precision 38,3466

La superficie de respuesta que describe el comportamiento de la produccién de biomasa
en relacién con la intensidad de luz y el fotoperiodo (Figura 9) en la cual se genera un cono
donde se encuentra una zona con maxima respuesta rodeada de menores valores. Lo
anterior sugiere que la respuesta de la biomasa a las variables experimentales sigue un
patrén especifico, siendo mas favorable en ciertos rangos de intensidad luminica y duracion
del fotoperiodo. La identificacion de estos 6ptimos se traduce en valores maximos situados
en un rango de 170 a 290 (umol m2 s?) de intensidad de luz y de 11 a 20 horas de luz como
variable de fotoperiodo, logrando una produccion maxima de 0,83 g/L de biomasa. Este
hallazgo es consistente con investigaciones previas que han subrayado la importancia de

la luz y el fotoperiodo en el crecimiento y la productividad de estos organismos
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fotosintéticos, respaldando la validez y relevancia de los resultados obtenidos (Junique et

al., 2021).
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Figura 8. Superficie de respuesta en funcién de Biomasa

7.2.4. Concentracion de C-PC

Para el caso de la concentracion de C-PC, la ANOVA (tabla 17) presenta un F-value
y un p-value significartivos (734.93, < 0.0001 respectivamente). Para lograr lo anterior, el
software recomendg realizar una transformacion de los datos mediante la ley de potencias.
La Transformacion de Potencia resulta ser una herramienta valiosa cuando se enfrenta a
datos que no cumplen con los supuestos de normalidad. Al ajustar el valor de Lambda, que
en este caso fue de 1.41, se sugiere que una transformacion de potencia con una leve
compresion hacia abajo es la 6ptima. Este proceso se vuelve especialmente Util cuando se
trabaja con datos que exhiben heterocedasticidad o distribuciones sesgadas (Pelea, 2018).
Por otro lado, al seleccionar la constante de 0 en la transformacion, se indica que no se ha
aplicado ningun desplazamiento a los datos, manteniendo asi su posicion relativa en la

escala. Este parametro es esencial al interpretar los resultados, ya que el desplazamiento
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puede afectar la interpretacion de los coeficientes y las comparaciones entre niveles de los
factores. Esto logra una distribucion méas simétrica y homogénea, mejorando la validez de

las inferencias realizadas mediante el modelo estadistico.

En cuanto a la implementacion de bloques en el disefio experimental, se observd que la
suma de cuadrados para los bloques fue nula, lo que indica la ausencia de efectos
significativos. Este resultado sugiere que la variabilidad observada en el estudio no se ve

influida de manera significativa por la variable de bloques.

Al analizar los valores de intensidad y fotoperiodo, se identificaron patrones y tendencias, y
se evidencié que tanto la intensidad como el fotoperiodo son términos significativos
(Alvarez, 2018).

Tabla 13. Andlisis ANOVA para la concentracién de C-PC

Source Sum of Squares  df Mean Square  F-value P-value
Block 0,3344 1 0,3344

Model 376,87 5 7537 734,93 < 0,0001*
A-Intensity 117,09 1 117,09 1141,68 < 0,0001*
B-Photoperiod 54,23 1 5423 528,79 < 0,0001*
AB 0,1293 1 0,1293 1.26 0,2986**
A2 126,71 1 126,71 1235,51 < 0,0001*
B2 94,31 1 9431 919,52 < 0,0001*
Residual 0,7179 7 0,1026

Lack of Fit 0,7179 3 0,2393

Pure Error 0,0000 4 0,0000

Cor Total 377,92 13

* Significativo, ** No significativo

Finalmente, al profundizar en las estadisticas de ajuste y las gréaficas vinculadas a los
coeficientes de determinacién, se consolidé el modelo en su capacidad para explicar la
variabilidad inherente a los datos. La precisa prediccion, expresada a través de Adeq
Precision con un valor de 69.770, destaca la eficacia del modelo cuadratico reducido en la
anticipacion de resultados. Este indicador de precision sefiala que la relacion sefial-ruido
es mas de 69 veces mayor, proporcionando una sélida confianza en la capacidad del

modelo para generalizar més alla de los datos utilizados en el estudio.

La coherencia entre el R2 ajustado y el R2 predicho refuerza la fiabilidad del modelo en

diferentes contextos, indicando que la capacidad explicativa del modelo se mantiene
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robusta. Este nivel de concordancia sugiere que el modelo no solo se ajusta bien a los datos
actuales, sino que también tiene un alto grado de generalizacion, lo que es crucial al
considerar su aplicabilidad en situaciones diversas.

Tabla 14. Estadisticas de ajuste para la concentracién de C-PC

Std. Dev. 0,3202 R? 0,9981
Mean 9,59 Adjusted R2 0,9967
CV.% 3,34 Predicted R? 0,9828

Adeq Precision 61,8423

La superficie de respuesta en funcién de la concentracion de C-PC (figura 10) revela
patrones significativos en la produccion de pigmentos en funcién de la intensidad de luz y
el fotoperiodo. En los valores maximos de la grafica, que oscilan entre 170 y 290 ymol m-
st y un fotoperiodo de 8 a 20 horas de luz, se observa una clara concavidad lo cual
establece la existencia de un posible 6ptimo global para la concentracion de C-PC. Este
comportamiento nos indica que a medida que nos acercamos a ciertos valores criticos de
intensidad luminica y duracién del fotoperiodo, la produccién de C-PC tiende a maximizarse,
lo que es crucial para definir las condiciones ideales que favoreceran la sintesis de este
compuesto. Estos resultados estdn en concordancia con diversas investigaciones, las
cuales han estudiado el impacto de la luz en la produccién de ficocianina en cianobacterias.
Uno de las Investigaciones reveld que diferentes intensidades de luz pueden estimular el
crecimiento y favorecer la sintesis de pigmentos especificos en Synechococcus sp.,
indicando que la manipulacion de cultivos para la produccién de biomasa enriquecida con
pigmentos debe considerar la calidad de la luz, la intensidad de la luz y el fotoperiodo
(Rosales-Loaiza et al., 2007). Po otro lado, otros autores que realizacion una investigacion
sobre la cianobacteria marina Oscillatoria sp. MOF-06 revel6 que la produccion de
ficocianina depende mas del pH que de otros factores como la eficiencia fotosintética, la

intensidad de la luz o la tasa fotosintética maxima (Fuenmayor et al., 2009).
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Figura 9. Superficie de respuesta en funciéon de C-PC

7.2.5. Indice de pureza de C-PC

El andlisis ANOVA la pureza de C-PC (tabla 19) determiné que la distribucion de los
datos se ajustaba de manera notable a un modelo cuadratico. Ademas, se destaco la
influencia de la implementacion de bloques en el disefio experimental, revelando una
contribucién aparentemente modesta pero potencialmente significativa en la variabilidad
total, con una suma de cuadrados de 0.0079 y 1 grado de libertad. Las representaciones
gréaficas asociadas con la intensidad (A) y el fotoperiodo (B) exhibieron patrones notables,
respaldados por valores F significativos de 103.28 y 81.15, respectivamente. La interaccion
AB entre la intensidad y el fotoperiodo surgié como un hallazgo destacado, sugiriendo que
la combinaciéon de ambas variables podria generar efectos sustanciales, mas alla de una
simple suma. La evaluacion de las graficas residuales y de falta de ajuste confirmé la
robustez del modelo cuadratico reducido al explicar la variabilidad observada y revel6 una
falta de ajuste insignificante. Por otro lado, la revision de las gréaficas residuales y de falta
de ajuste corroboré una vez mas que el modelo cuadratico proporciona una explicacion

adecuada para el comportamiento de las variables. Este andlisis refuerza la confianza en
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la capacidad del modelo para representar de manera efectiva la relacion entre las variables

estudiadas.

Tabla 15. Analisis ANOVA para el indice de pureza de C-PC
Source Sum of Squares df Mean Square  F-value P-value
Block 0,0079 1 0,0079
Model 1,77 4 0,4418 54,53 < 0,0001
A-Intensity 0,8367 1 0,8367 103,8 < 0,0001
B-Photoperiod  0,6574 1 0,6574 81,15 < 0,0001
A2 0,2382 10,2382 29,40 0,0006
B2 0,0499 1 0,0499 6,16 0,0380
Residual 0,0648 8 0,0081
Lack of Fit 0,0648 4 0,0162
Pure Error 0,0000 4  0,0000
Cor Total 1,84 13

* Significativo, ** No significativo

Finalmente, los estadisticos de ajuste (tabla 20) junto con los coeficientes de determinacion
(R2, R2 Ajustado, R2 Predicho), proporcionaron una vision integral de la calidad del modelo.
La desviacion estandar fue de 0.0900, la media de 0.7736 y el coeficiente de variacién
(%CV) de 11.63, revelando la consistencia y precisién del modelo. Los coeficientes de
determinacion mostraron un R2 de 0.9646, indicando que el 96.46% de la variabilidad total
es explicada por el modelo, y tanto el R2 Ajustado (0.9469) como el R2 Predicho (0.8020)
respaldan la capacidad explicativa del modelo. En conjunto, este analisis de ANOVA no
solo resalta la significancia estadistica del modelo sino también su capacidad para
proporcionar informacién valiosa y confiable sobre las complejidades subyacentes en el
fendmeno estudiado.

Tabla 16. Estadisticos de ajuste para el indice de pureza de C-PC

Std. Dev. 0,0900 R? 0,9646
Mean 0,7736 Adjusted R2 0,9469
CV.% 11,63 Predicted R2 0,8020

Adeq Precision 20,7073

La superficie de respuesta expone informacién sobre las condiciones 6ptimas para
maximizar el indice de pureza en el proceso bajo estudio. La Figura 11 representa la
interaccion entre la intensidad de luz y el fotoperiodo en relacion con el indice de pureza.

Dicha grafica muestra los niveles que son esenciales para comprender y optimizar el
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sistema. En primer lugar, la forma de la superficie de respuesta muestra una leve
inclinacion, indicando una relacién positiva entre la intensidad de luz, el fotoperiodo y el
indice de pureza. Esta inclinacidén sugiere que a medida que tanto la intensidad de luz como
el fotoperiodo aumentan, el indice de pureza también tiende a incrementarse. La relacion
positiva entre estas variables resalta la importancia de encontrar el equilibrio adecuado
entre la intensidad de luz y el fotoperiodo para maximizar la pureza total. Los valores
maximos de la intensidad de luz estan comprendidos entre 290 y 350 (umol m2 s?),
mientras que los fotoperiodos éptimos se encuentran en el rango de 17 a 20 horas de luz.
Estos valores representan los extremos altos de las variables independientes y son criticos
para alcanzar el punto mas alto en cuanto al indice de pureza. La importancia de estos
extremos se refleja en la consecucion del indice de pureza total de 1.208, indicando que
estas condiciones especificas generan la maxima calidad deseada en el producto final.
Dichos resultados estan en concordancia con Contreras-Ropero et al. (2022) donde logro
identificar que La pureza de las ficobiliproteinas puede verse afectada por los parametros
de luz utilizados durante el cultivo, lo que sugiere que el tipo de iluminacién utilizado puede
desempenfar un papel importante en la calidad de las ficobiliproteinas producidas. Por otro
lado, la optimizacion de dichos pigmentos también se ve influenciado por la optimizacion
del medio de cultivo, el cual afecta la acumulacion de las ficobiliproteinas. Un estudio
determino que la pureza de las ficobiliproteinas (PBPs) puede ser afectada por varios
factores, incluyendo la concentracion de micronutrientes en el medio de cultivo. Un estudio
encontrd que la reduccién de la concentracion de micronutrientes en un 50% resulté en un
aumento significativo en la produccién de C-PC, APC y PE, sin afectar la pureza de las
PBPs (Zuorro et al., 2021).
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Figura 10. Superficie de respuesta en funcion del indice de pureza de C-PC

De acuerdo con los resultados obtenidos en el software Design Expert se proponen las
condiciones necesarias intensidad y fotoperiodo que permitan maximizar las tres variables
de respuestas estudiadas; lo anterior se presenta en la tabla 21. Estas condiciones fueron
probadas para determinar la estabilidad del modelo propuesto. Para lograr lo anterior se
inocularon 10 nuevos reactores (original y 9 replicas) de acuerdo con las condiciones de luz
especificadas previamente.
Tabla 17. Condiciones obtenidas para maximizar la concentracion de biomasa,
C-PC y pureza de C-PC.

Codigo Variable Unidad Valor
A Intensidad pumol m?2 st 283
B Fotoperiodo h 17,8
Zt Biomasa g/L 0,83
Z? C-PC % p/p 6,82
Z3 Pureza de C-PC indice de pureza 1,20
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Los valores obtenidos para la concentracion de biomasa, C-PC y pureza de C-PC obtenidos
de las condiciones de la tabla 21 fueron analizados empleando un t-test de una muestra en
el software PRISM (Version 10.1.0). Los resultados (figura 12) demuestran que el modelo
propuesto es estable y que los datos se comportan como el esperado, por lo cual es posible
afirmar que la maximizacion de las condiciones de luz permite aumentar la concentraciéon
de biomasa (figura 12a), C-PC (figura 12b) y pureza de C-PC extraido (figura 12c). De igual
forma, el modelo de maximizacioén evidentemente permite obtener una mayor cantidad de
biomasa, C-PC y una alta pureza de C-PC; lo anterior confirma el gran impacto que posee
la seleccion correcta del tipo de iluminacion y sus factores secundarios (intensidad y ciclo
de luz:oscuridad) que son criticos para la saturacion luminica de moléculas fotosensibles

necesarias para la fotosintesis en cianobacterias.
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Figura 11. Superficie de respuesta en funcion del indice de pureza de C-PC
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7.3. Determinacidon de parametros cinéticos de cultivo

El andlisis de la interaccion entre el consumo de dos iones criticos (NOs y PO.) en la
produccién de biomasa y sintesis de C-PC en Potamosiphon sp. Estos parametros fueron
evaluados siguiendo los protocolos establecidos previamente para cuantificar la biomasa,
el pigmento y los iones, respectivamente durante 30 dias de cultivo. De acuerdo con los
resultados, el crecimiento muestra distintas fases, comenzando con una fase de latencia
durante los primeros 5 dias. Esta fase inicial representa el periodo de adaptacién de los
organismos al medio de cultivo ajustandose a las condiciones ambientales. La duracion de
la fase de latencia puede variar dependiendo de la cepa especifica de cianobacterias, asi
como de las condiciones ambientales en las que se cultivan (Giannuzzi, 2019).

Las fases exponencial y estacionaria son las dos Ultimas fases del crecimiento de las
cianobacterias. Durante la fase exponencial, los organismos crecen y se dividen
activamente a su velocidad maxima, representada por el parametro pmaxesta variable indica
la capacidad maxima de reproduccién de los microorganismos en un entorno particular
(Pedreira et al., 2022). Esta fase se caracteriza por un rapido aumento en el tamafio de la
poblacion y una alta tasa de asimilacion de sustrato, representada por el parametro U.
Controlar y ajustar la tasa de p permite mantener un equilibrio éptimo en la disponibilidad
de nutrientes, evitando tanto la escasez como el exceso, y asegurando un crecimiento
saludable y sostenible (Zavrel et al., 2019). Durante esta fase, también se establece la
concentracion 6ptima de sustrato para el crecimiento, representada por el parametro KS
(Johnson & Goody, 2011). Dicha variable permite prevenir la saturacién o la limitacién de
nutrientes, optimizando asi las condiciones para un crecimiento continuo y eficiente.
Finalmente, durante la fase estacionaria la tasa de crecimiento se ralentiza y finalmente se
detiene a medida que las bacterias alcanzan su capacidad de carga y se quedan sin
recursos disponibles (Baracho & Lombardi, 2023; Pedreira et al., 2022). Comprender las
caracteristicas de las fases exponencial y estacionaria es esencial para predecir y controlar
el crecimiento de cianobacterias, ya que puede afectar el rendimiento general y la calidad

del producto final.
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Figura 12. Evolucion de Biomasa y pigmentos en funcién de la Concentracion de

Sustratos en el Tiempo

Para el célculo de las constantes cinéticas se empled la linealizacién de la ecuacion de
Monod de acuerdo con la ecuacion 6, lo cual permitié obtener las constantes Ks, Yy Umax. La
Figura 14(a, y b) ilustra la aplicacién de la linealizacién de la ecuacién de Monod, donde la

inversa del sustrato se representa en funcion de la inversa de la tasa de crecimiento.

Y = 0.6345*X + 4.370 Y = 0.04437*X + 3.516
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Figura 13. Grafico de Linealizacién y Ecuacion de Regresién Lineal de Monod NO3 (@) y
POa4 (b)

Se calcularon las constantes del rendimiento del producto por sustrato (Yps), una métrica
clave en bioprocesos que refleja la eficiencia con la cual un microorganismo o célula
transforma un sustrato en un producto deseado. A medida que el valor de Yys aumenta, la
eficiencia del proceso de produccion también incrementa, indicando una mayor produccién
de producto por cada unidad de sustrato consumido. Esta métrica es esencial para evaluar
la economia y eficiencia del proceso, ya que un Yp;s mas alto implica una utilizacion méas
eficiente del sustrato, lo que puede traducirse en costos operativos mas bajos. La Figura
15a y 15b muestra la tasa de conversion de cada sustrato limitante utilizado, destacando
que Fosfatos alcanza la tasa de conversion mas alta (1,083) en comparacion con Nitratos
(0,033). Es relevante sefialar que, aunque la tasa de conversion es superior para Fosfatos,
la proporcion de nitratos en el medio de cultivo BG11 es 27 a 1 en comparacion con los
fosfatos y es importante reconocer que esta eficiencia no solo se debe a las caracteristicas
intrinsecas del sustrato, sino también a la relacion especifica de disponibilidad en el medio
de cultivo BG11
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Figura 14. Grafico de Rendimiento del Producto por Sustrato NOs (a) y PO4 (b)

De acuerdo con la figura 16a y 16b se puede observar que los valores de Yys (rendimiento
de biomasa por sustrato) presentan un comportamiento contrario a los Y s (rendimiento de
producto por sustrato) para nitratos y fosfatos. Mientras que en el caso de Yys los fosfatos
presentaron una tasa de conversion mas elevada que los nitratos, en Yys los resultados
fueron completamente opuestos, registrando valores de 0,7849 y 0,039 para nitratos y
fosfatos, respectivamente. Esta inversion en la relacion de rendimientos podria atribuirse a

la interaccion de diversos factores, incluyendo la demanda diferencial de energia y recursos
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por parte del microorganismo para la sintesis de biomasa y la produccion de productos
especificos. En el caso de los nitratos, la abundancia relativa puede haber dirigido una
mayor proporcién de recursos hacia la formacién de biomasa, resultando en un Yys superior
para nitratos. Esto es en concordancia con varios estudios que han demostrado la
importancia del nitrégeno en la produccién de biomasa en microalgas. Por ejemplo, en un
estudio realizado por Suérez-Quintana et al. (2021), se encontré6 que el nitrégeno
desempefia un papel crucial en la sintesis de proteinas y &cidos nucleicos, componentes
fundamentales para el crecimiento celular . Ademas, el nitrdgeno es un componente
esencial de la clorofila, la molécula responsable de la captura de energia luminosa en el
proceso de fotosintesis, lo que subraya ain mas su importancia en la produccion de
biomasa en microalgas. Asimismo, otro estudio realizado por Barajas-Solano et al. (2022)
encontré que el nitrégeno es esencial para la sintesis de proteinas y aminoacidos, que son
fundamentales para el crecimiento y desarrollo celular en microalgas. La menor
disponibilidad de fosfatos pudo haber limitado la sintesis de biomasa, pero favorecié una
mayor tasa de conversion a productos, dando lugar a un Yys mas elevado para fosfatos.
Este fenébmeno se debe a que la concentracion de fosfato de potasio (K:HPO.) puede
afectar la produccion de ficocianinas en cianobacterias. Se ha encontrado que una
concentracion 6ptima de fosfato de potasio puede promover la sintesis de ficocianinas en
ciertas cepas de cianobacterias; Ademas, la interaccion del fosfato de potasio con otros
componentes del medio de cultivo, como el nitrato de sodio (NaNO3) y los metales traza,

también puede influir en la produccién de ficocianinas (Zuorro et al., 2021).
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Figura 15. Grafico de Rendimiento de biomasa por Sustrato NOs (a) y PO4 (b)
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De acuerdo con las ecuaciones obtenidas a partir de las diferentes regresiones lineales se
establecieron las constantes cinéticas necesarias que permitan maximizar dos de las tres
variables de respuestas estudiadas (Biomasa y ficocianinas); lo anterior se presenta en la
tabla 22. Estas constantes seran probadas para la determinacion del modelo predictivo de
flujo de nutrientes dentro del proceso de produccion de biomasa y ficocianinas a partir de
Potamosiphon sp. Los valores destacan diferencias significativas entre ambos sustratos. La
velocidad maxima de crecimiento (Umax) €S mayor para fosfatos (0,284) que para nitratos
(0,229), indicando una mayor capacidad de crecimiento en estas condiciones especificas.
Asimismo, la constante de saturacion de sustrato (Ks) muestra una necesidad menor de
fosfatos (0,013) en comparacion con nitratos (0,145) para alcanzar la mitad de la velocidad
maxima de crecimiento. El rendimiento de biomasa por sustrato (Ys) €s considerablemente
mayor para nitratos (0,805) que para fosfatos (0,039), sefialando una mayor eficiencia en
la conversidn de nitratos en biomasa. En cuanto al rendimiento de producto por sustrato
(Yws), la diferencia es notable, con un valor de 0,033 para nitratos y 1,083 para fosfatos,
indicando una proporcién sustancialmente mayor de producto generado en relacion con la
cantidad de fosfato consumido.

Tabla 18. Constantes cinéticas en funcién de sustratos

Constante Variable NO3 PO4
Mmax Velocidad méxima de crecimiento 0,229 0,284

Ks Constante de saturacion de sustrato 0,145 0,013

Yxis Rendimiento de biomasa por sustrato 0,805 0,039
Ypis Rendimiento de producto por sustrato 0,033 1,083
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7.4. Establecimiento del modelo matematico Batch y Fed-Batch.

7.4.1. Modelado Batch

El disefio y desarrollo de un modelo matematico del comportamiento de Potamosiphon sp
Permite entender y maximizar el crecimiento tanto de la biomasa y la produccion de
ficocianinas en reactores con sustrato limitante. Este tipo de modelado proporciona una
representacion cuantitativa de las complejas interacciones bioldgicas entre la biomasa, el
sustrato y el producto a lo largo del tiempo, permitiendo una comprension mas profunda de
los fendmenos involucrados. Para el desarrollo del modelo planteado de reactores de lotes
alimentados donde las condiciones experimentales varian durante los ciclos de
alimentacién, se desarroll6 un modelo que primero permito validar el potencial que tiene
para predecir las dinAmicas cambiantes que suceden dentro de un proceso por lotes. Para
lograr lo anterior se consideraron cuatro ecuaciones diferenciales que describen las tasas
de crecimiento de la biomasa y la sintesis de ficocianinas en funcién del sustrato, asi mismo
se integraron los datos experimentales en la calibracién del modelo lo cual fue esencial para

garantizar su validez y precision en la prediccién de los resultados.

7.4.1.1. Cinética y balances de masas en el modelo de lotes

El desarrollo se bas6 en 4 ecuaciones las cuales se encuentran dependientes cada una de
las variables propias desarrolladas por el mismo modelo. Dentro de las ecuaciones

encontramos:

7.4.1.2. Ecuacion de produccion de Biomasa

Indica que la tasa de cambio de biomasa esté influenciada por la concentracion de biomasa
y la velocidad especifica de crecimiento. Sin embargo, es crucial destacar que también se
incorpora un término de correccidén que representa la pérdida de biomasa, ya sea por
muerte celular u otros factores adversos. Por lo tanto, la tasa neta de cambio de biomasa
no solo se relaciona de manera directa con la concentracion de biomasa y la velocidad de
crecimiento, sino que también tiene en cuenta los efectos negativos de la pérdida celular.
A continuacion, presentamos la ecuacion de que permitira medir la evolucién de la biomasa

en el tiempo y dependiendo del sustrato (Ec. 8). Las variables implicadas son:

e RXes latasa de cambio de biomasa con respeto al tiempo.
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¢ ueslavelocidad especifica de crecimiento de las cianobacterias.
e X es la concentracion de biomasa.

o L es el factor de correccion por muerte celular

RX=(u=*X)—-L Ec.10
7.4.1.3. Ecuacion de Monod

La ecuacion de Monod, representada por la Ec. 5 antes descrita es fundamental
para comprender cédmo la velocidad especifica de crecimiento varia en funcion de la
concentracion de sustrato. Dicha ecuacion permite evidenciar cuando la concentracion de
sustrato se acerca a la constante de saturacion, la velocidad de crecimiento tiende a
aproximarse a la velocidad méaxima de crecimiento especifico. Este comportamiento indica

que el crecimiento del organismo en cuestion esta limitado por la disponibilidad de sustrato.

7.4.1.4. Ecuacion de consumo Sustrato

La Ecuacion de Tasa de Sustrato, representada por Ec. 11 es esencial para
comprender la dindmica entre la tasa de cambio de sustrato y la tasa de cambio de biomasa.
Este fendmeno refleja la interaccion entre el crecimiento de la biomasa y la disponibilidad
de sustrato. Conforme la biomasa se desarrolla, consume el sustrato disponible, lo que se

traduce en una disminucion de la tasa de cambio de sustrato. Las variables implicadas son:

o RS representa la tasa de cambio de sustrato con respecto al tiempo.
¢ RX es latasa de cambio de biomasa con respecto al tiempo.

e Y denota el rendimiento de biomasa con respecto al sustrato.

RS = —(RX/Y) Ec.11

7.4.1.5. Ecuacion de produccion C-PC

La Ecuacién de Tasa de Produccion de Producto, representada por la Ec. 12, Esta ecuacion
revela cémo la produccion de producto esta intrinsecamente vinculada a la velocidad
especifica de crecimiento y a la concentracién de biomasa. A medida que la biomasa

aumenta, la produccion de producto también experimenta un aumento, y este fenébmeno se
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ve influenciado por la constante de produccién de producto. En esta ecuacion las variables

involucradas son:

o RP representa la tasa de cambio de producto con respecto al tiempo.
o K1 es la constante de produccion de producto.
e U denota la velocidad especifica de crecimiento.

e X es la concentracion de biomasa.

RP=(K1*p) *X Ec.12

Como resultado de las evaluaciones previas, se ha obtenido el siguiente grafico que ilustra
el comportamiento proyectado por el modelo numérico para diversas variables
dependientes, tales como producto, sustrato y biomasa. En el mismo, se destacan tanto los
valores esperados como los reales, evidenciando un comportamiento caracterizado por tres
velocidades distintas tanto en términos de consumo como de produccién (biomasa y
producto (Wood et al., 2015).

La primera fase (adaptacion) se presenta en el intervalo comprendido entre el dia 5y el dia
10. En este periodo, se observa una pendiente menos pronunciada en los valores reales
frente a los esperados. La biomasa presenta tasas de cambio de 0,022 y 0,019 g/L*d?, el
sustrato exhibe 0,024 y 0,023 g/L*d!, mientras que la produccién de C-PC registra 8,6 * 10°
4y 8,9 * 10* g/L*d?, respectivamente. Los resultados obtenidos en este estudio son
consistentes con los resultados reportados por Rodrigues, M.S., et al. (2010) , en el cual
reportan la influencia de fuentes de nitrégeno en la cultivacion de A. platensis, se observo
un comportamiento similar en términos de adaptacion a las condiciones del entorno. La
segunda etapa correspondiente al crecimiento exponencial se manifiesta posteriormente a
la adaptacién. En este punto, se experimenta un cambio significativo en la razén de cambio,
con velocidades aumentadas para la biomasa (0,0583 y 0,066 g/L*d?), el sustrato (0,0712
y 0,0825 g/L*d?) y la produccién de C-PC (0,002 y 0,0025 g/L*d?) en los valores reales
frente a los esperados. Esta fase representa el periodo de maxima actividad metabdlica y
crecimiento acelerado, propio de un desarrollo biolégico saludable. (Ortez et al., 2022)
Estos resultados son consistentes con investigaciones similares realizadas en
cianobacterias y microalgas. Por ejemplo, en un estudio realizado por Alonso-Santos et al.

(2021) encontraron resultados similares en varias especies de cianobacterias en
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iluminacién continua y diferentes fuentes de carbono, donde también se observé un
comportamiento de crecimiento acelerado después de una fase inicial de adaptacion.
Finalmente, la tercera etapa marca la desaceleracion y eventual declive del organismo.
Todas las pendientes muestran una constante de decrecimiento, indicando una fase de
muerte y desaceleracion. La biomasa presenta tasas de -0,0052 y -0,008 g/L*d?, el sustrato
exhibe -0,00074 y -2x10-18 g/L*d?, y la produccién de C-PC registra -0,0007 y -0,0004 g
g/L*d'en los valores reales frente a los esperados, respectivamente. Estos indicadores
reflejan el fin natural del ciclo de vida bioldgico, caracterizado por un descenso gradual en
la actividad y la produccion (Rodrigues et al., 2010).
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Figura 13. Modelado vs Experimental Proceso Batch
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7.4.2. Modelado Fed-Batch

En el desarrollo del modelado comprender el balance de masa en un reactor
bioldgico es crucial a la hora de analizar la transformacion de biomasa, sustrato y producto
a lo largo del tiempo. Cuando se trabaja en un sistema por lotes alimentado (lote FED), es
fundamental considerar la dinamica temporal del proceso. Los ciclos de alimentacién en los
reactores de lotes introducen cambios sustanciales en las condiciones ambientales, lo que
implica la necesidad de modelos dinAmicos que puedan adaptarse a estas variaciones
(Gayen & Venkatesh, 2007). Asi mismo, es imprescindible tener en cuenta el factor del
volumen, dado que al agregar una fuente externa de nutrientes la cual va diluida en un fluido
afectara la concentracion final de los productos que aqui se generen (Kim et al., 2018). En
este sentido la implementacién de algoritmos numéricos eficientes, como métodos de
Runge-Kutta o algoritmos de diferencias finitas, facilita la simulacién precisa de la evolucion
temporal de estos organismos (Arias et al.,, 2019). Ademas, la validacion del modelo
mediante comparaciones con datos experimentales reales es esenciales para evaluar su

capacidad predictiva y ajustar los parametros en consecuencia.

7.4.2.1. Balances de masas en el modelo de lotes alimentado

El modelo de lotes alimentado representa una estrategia esencial en el analisis de balances
de masa en la ingenieria de procesos. En este enfoque se aborda el sistema considerando
la entrada de Nutrientes de manera periodica en lotes discretos (Gong, 2010) . Este método
ofrece una perspectiva detallada para comprender como la variabilidad en la alimentacién
de lotes influye en la distribucién y transformacion de los materiales a lo largo del proceso.
Este enfoque no solo permite una mayor precisién en la gestiébn de recursos, sino que
también facilita la identificacién de posibles cuellos de botella o areas de mejora en la

eficiencia del sistema (Pavlov & Vassilev, 2012).

7.4.2.2. Ecuacion de produccion de biomasa:

El balance de masa total se formula considerando la tasa de cambio del volumen respecto
al tiempo en funcion de la tasa de entrada de flujo (Maintinguer et al., 2013). Es fundamental

entender que este enfoque se basa en la conservacion de la masa, donde la variacion en
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el volumen del reactor esta directamente vinculada a la cantidad de materia que entra en el

sistema. (Ec. 13)

dv Ec.13
F
dt

7.4.2.3. Ecuacion de produccion de biomasa:

El balance de masas, en términos generales, se refiere a la conservacion de la cantidad de
material dentro de un sistema. En el caso de los reactores biolégicos, este principio se
aplica a la biomasa, una medida critica que representa la cantidad de material biolégico
presente (Xie et al., 2015). La ecuacién clave que determina el balance de biomasa en
reactores biol6gicos se expresa de acuerdo a la Ec 14. La ecuacion revela que el cambio
en el volumen del reactor esta directamente influenciado por la tasa de entrada de flujo.
Cuando hay una entrada de flujo al sistema, el volumen experimenta un aumento

proporcional a esta tasa de entrada.
Donde:

e Concentracion de Biomasa (X): Representa la cantidad de material biol6gico
presente en el reactor en un momento dado.

¢ Volumen del Reactor (V): Indica el espacio ocupado por el reactor bioldgico.)

¢ Tasa de Crecimiento de Biomasa (RX): Esta variable refleja la velocidad a la que la
biomasa se incrementa en el sistema biolégico.

e Tasa de correccion (L): la variable representa una taza de correccidon que se

fundamenta en las células muertas dentro del proceso.

d(v :
(dtx)zRX*V_L Ec.14

7.4.2.4. Ecuacion de consumo de sustrato:

Un balance de sustrato preciso es esencial para optimizar la eficiencia de los procesos

biol6gicos. Permite ajustar las condiciones operativas, como el flujo de alimentacion o el
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tiempo de retencién hidraulica, para lograr concentraciones de sustrato deseadas. Este
enfoque se basa en el principio de conservacion de la masa, donde la entrada y salida de
sustancias deben equilibrarse con los cambios internos en el sistema. Esta ecuacion
modela el equilibrio dindmico entre la entrada y salida de sustrato en un reactor biol6gico
(Ec 15). La tasa de cambio de la concentracion de sustrato es influenciada por dos fuerzas
principales: la aportacion de sustrato a través del flujo de alimentacion y la tasa de consumo
proporcional al volumen del reactor. Dicho balance tiene condiciones especificas, como,

por ejemplo:

. Si F-SF es mayor que RS-V, la concentracion de sustrato tiende a aumentar con el

tiempo, indicando que la entrada supera al consumo.

. Si RS-V supera a F-SF, la concentracion de sustrato disminuird, ya que el consumo
es mas alto que la entrada.

——=F.SF+RS*V

d(s) Ec.15
dt

e Concentracion de Sustrato (S): Es la cantidad de sustrato presente en el sistema en
un momento dado.

e Flujo de Alimentacion (F): Representa la velocidad a la que entra el sustrato en el
sistema a través del flujo de alimentacion.

e Concentracion de Sustrato en el Flujo (SF): Indica la concentracién del sustrato en
el flujo de alimentacion.

e Tasa de Consumo de Sustrato (RS): Define la velocidad a la que los
microorganismos consumen el sustrato. Es un parametro critico que impacta la
eficiencia del proceso biolégico.

o Volumen del Reactor (V): Representa el volumen total del reactor biolégico. La
multiplicacion de la tasa de consumo de sustrato por el volumen del reactor
proporciona la contribucién total de la tasa de consumo al cambio en la

concentracion de sustrato.
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7.4.2.5. Ecuacion de produccion de C-PC:

En el caso especifico de productos quimicos, el balance de masas se convierte en una
herramienta esencial para modelar la produccién y cambio de concentracion de productos
a lo largo del tiempo. Esta expresion matematica encapsula la esencia del proceso, donde
la tasa de cambio de la concentracion de productos es proporcional a la tasa de produccion
de productos multiplicada por el volumen del sistema.

d(Vp
(vp) RV Ec.16
dt

e Concentracion de Productos (VP): Representa la cantidad de productos quimicos
en el sistema por unidad de volumen

e Tasa de Produccion de Productos (RP): Indica la velocidad a la que se generan los
productos quimicos en el sistema.

¢ Volumen del Sistema (V): Es el espacio fisico ocupado por el sistema quimico. La
variacion en este volumen influye directamente en la tasa de cambio de la

concentracion de productos.

7.4.2.6. Tasa Nominal de Dilucion

La tasa nominal de dilucién es un parametro fundamental en el proceso. Este esta
representando la proporcion entre la tasa de alimentacién y el volumen del biorreactor.
Dicha ecuacion refleja la velocidad a la cual el contenido del biorreactor se diluye debido a
la adiciéon de nuevos componentes. Si D es alto, la dilucién es mas rapida, lo que puede
afectar la concentracion de biomasa y productos. Por otro lado, una tasa baja de dilucion
puede permitir la acumulacién de productos, pero también puede influir en la disponibilidad

de nutrientes.

La ecuacion se integra con el modelo cinético del proceso, donde las tasas de crecimiento
de la biomasa, consumo de sustrato, y produccion de producto estan interrelacionadas (Ec.
17). Esta integracion proporciona informacion valiosa sobre como ajustar la tasa de
alimentacién para optimizar la produccion de productos deseados y controlar la dinamica

del sistema.

67



F Ec.17
D=
|4

e Tasa Nominal de Dilucién (D): Representa la tasa nominal de dilucion en un
biorreactor, es decir, la velocidad a la cual el contenido del biorreactor se diluye
debido a la adicidn de nuevos sustratos y nutrientes.

e Tasa de Alimentacion (F): Representa la tasa de alimentacién de sustratos y
nutrientes al biorreactor en el proceso biotecnoldgico.

e Volumen del Biorreactor (V): Es el volumen del biorreactor, que es la cantidad total
de fluido o medio de cultivo presente en el sistema.

Las cinéticas se siguieron manteniendo las mismas formulas utilizadas para el proceso de

lotes los cuales comprenden las ecuaciones 10-12.

La representacion gréfica del comportamiento de la biomasa en funcion del tiempo
proporciona visualmente sobre la adecuaciéon de los modelos matematicos (Monod, 1949;
Contois, 1959; Moser, 1958; Tessier, 1953) en comparacion con los datos experimentales
tanto de Biomasa, sustrato y producto (Y. Wang & Witarsa, 2016). En el analisis de los
modelos en relacién con la biomasa, se puede observar la eficacia del Modelo Tessier en
prever con precision el crecimiento (figura 14a). Mientras que el Modelo Monod, el Modelo
Contois, Moser presentan desviaciones notables a medida que avanza el tiempo (Tabla 23).
La formulacién matematica mas integral de Tessier, que incorpora la competencia y la
limitacion de sustrato, demuestra una adaptacion mas ajustada a la complejidad del sistema
biolégico. En la evaluaciéon del porcentaje de error para el factor de Biomasa, se destaca
que el Modelo Tessier exhibe el valor mas bajo. Este resultado sugiere una capacidad
superior para prever con precision el crecimiento de la biomasa en comparacion con los
demas modelos. Esto no solo contribuye a una representacion grafica mas limitada del
comportamiento experimental de la biomasa, sino que también resalta la capacidad Unica
de Tessier para capturar las complejidades dinamicas presentes en el crecimiento de los

organismos a lo largo del tiempo.
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Figura 16. Modelado vs Experimental de Proceso Fed-Batch en funcion de: (a) Biomasa; (b) C-
PC, y Sustrato (c).

La visualizacién de los datos experimentales en comparacién con las predicciones de los
modelos es una herramienta util para evaluar la eficacia de los modelos matematicos en la
prediccion del crecimiento de la biomasa. Sin embargo, es importante considerar que la
eficacia de un modelo puede variar segun las condiciones especificas del sistema biolégico
estudiado. Por ejemplo, el Modelo Tessier se destaca por su capacidad para calcular con
precision el crecimiento de la biomasa, lo que sugiere una adaptaciéon mas ajustada a la
complejidad del sistema bioldgico (Xie et al., 2015). Asi mismo, La formulacion matematica
mas integral es Tessier, la cual incorpora la competencia y la limitacién de sustrato,
proporcionando una representacion mas precisa de la dinAmica del crecimiento de la
biomasa . Sin embargo, es importante tener en cuenta que la eficacia de un modelo puede
variar segun las condiciones especificas del sistema biol6gico estudiado, y es fundamental
considerar la aplicabilidad y generalizacion de los resultados. En cuanto a la dinamica del
sustrato, el Modelo Tessier ha demostrado una capacidad sobresaliente para modelar la
variacion en la concentracion con precision a lo largo del tiempo . Esta capacidad puede
atribuirse a la formulacién bien estructurada de Tessier, que permite una mejor comprension
de las interacciones dentro del sistema . Sin embargo, es importante considerar que la
capacidad de modelar la variacién en la concentracién del sustrato puede depender de la
disponibilidad de datos experimentales precisos y de la representatividad del modelo en
diferentes contextos (Y. Wang & Witarsa, 2016); Ademas, la capacidad del Modelo Tessier
para modelar la variaciébn en la concentracion de sustrato y C-PC con una precision
sobresaliente a lo largo del tiempo respalda su idoneidad para estos factores particulares .
Estos resultados sugieren que el Modelo Tessier permite una mejor comprension de las
interacciones dentro del sistema y una representacion mas precisa de la variacion en la

concentracion de sustrato y C-PC en comparacién con otros modelos.

Por otro lado, cuando se aborda la dindmica del sustrato, el Modelo Tessier no solo se
destaca por su capacidad para tasar los cambios, sino que también muestra la capacidad
de modelar la variacion en la concentracion con una precision sobresaliente a lo largo del
tiempo (Figura 14b). La formulacion bien estructurada de Tessier no solo permite una mejor
comprension de las interacciones dentro del sistema, sino que también se traduce
directamente en un porcentaje de error significativamente inferior en comparacion con otros

modelos (Tabla 23). Al analizar el porcentaje de error en el factor de Sustrato, nuevamente,
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el Modelo Tessier demuestra su superioridad con el valor mas bajo. Este resultado sugiere
que Tessier permite modelar la variacion en la concentracion de sustrato de manera mas
precisa. En contraste, el Modelo Contois presenta un porcentaje de error mas alto lo que
indica una mayor discrepancia en sus predicciones en comparacion con los datos
experimentales. Finalmente, en lo que respecta a la variacion en C-PC, nuevamente, el
Modelo Tessier se distingue al tener el porcentaje de error mas bajo (Tabla 23). Asi mismo,
el Modelo Tessier sigue destacandose al demostrar el porcentaje de error mas bajo. Este
resultado respalda la capacidad del Modelo Tessier para representar de manera precisa la
variacion en C-PC en comparacion con los otros modelos. Aunque los valores de porcentaje
de error para los demas modelos son bajos en este caso, la consistencia de Tessier en
presentar los errores mas minimos enfatiza su idoneidad para este factor particular.
Tabla 19. Porcentaje de error entre los datos experimentales y los cuatro

modelos evaluados.

Error (%)

Respuesta Monod Contois Moser Tessier

Biomasa 0,005436  0,053785 0,002689 0,001614
C-PC 11,994873 46,885991  0,876727  0,175665
NO3 0,006509 0,069290 0,000645 0,000061
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7.5. Simulacién de planta de produccion de ficocianina (C-PC) a partir de

cultivos de Potamosiphon sp.

Utilizando el software SuperPro Designer® software v8.0. (Intelligen, Inc., Scotch Plains,
NJ, USA), se llevé a cabo el proceso de simulacion, lo que permiti6 modelar tanto la
produccién de Potamosiphon sp como la produccién de C-PC en funcién del sustrato. El

proceso de modelacion se dividié en dos etapas distintas: Upstream y Downstream.

7.5.1. Proceso upstream

En la etapa de Upstream, se sigui6 el protocolo de escalado propuesto por Garcia-Martinez
et al. (2022). Este protocolo integral abarc6 varios pasos, tales como la preparacion del
medio de cultivo, la adaptacion, escalado y produccion de biomasa en reactores. Mediante
este proceso el sistema pudo alcanzar una capacidad final de 500 m? por lote. Para lograr
un crecimiento 6ptimo, la fase de crecimiento tuvo lugar en un total de 4 reactores,
compuestos por 3 fotobiorreactores tipo tubular y un biorreactor tipo raceway (Figura 15y
16). Los tiempos de residencia en estos reactores se fijaron en 20 dias siendo esto el tiempo
en el que alcanza la tasa mas alta de crecimiento con una concentracion final de 1,25 g/L.
Al operar estos reactores en paralelo, se asegura una produccion constante de biomasa.
Para iniciar el proceso de crecimiento, cada reactor fue inoculado con una concentracion
del 10% (v/v) de Cianobacterias, excepto los reactores finales los cuales recibieron un
in6culo del 20% (v/v). en esta fase se implementa las cinéticas previamente establecidas
en objetivos anteriores, donde son dependientes del sustrato limitante una vez culminado
el periodo calculado de 20 dias, alcanzando asi una tasa maxima de duplicacion de biomasa
de 1.2.

7.5.2. Proceso downstream

El proceso de Downstream se divide en tres etapas fundamentales. La primera etapa
consiste en la extraccion de las ficocianinas, siguiendo la metodologia de investigacion
desarrollada por Barajas-Solano (2022). Después del proceso de produccion de
Potamosiphon sp., se lleva a cabo la cosecha del producto para obtener un concentrado.
Este concentrado se somete a la destruccion celular mediante un reactor de perlas,
considerando parametros criticos como la relacion biomasa/perlas del 14.9% (p/v) y la
relacion biomasa/tampén del 0.26% (p/v). Estos valores se determinaron como los mas
efectivos para la extraccion de las proteinas de interés, como C-PC. En la siguiente etapa

de purificacién, se sigui6 el protocolo establecido por Brido et al. (2020). Después de la
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extraccion de C-PC, se lleva a cabo un proceso de ultrafiltracién y diafiltracion. La
ultrafiltracion se realiza bajo una presion de 150 kPa (1.5 bar) y a una temperatura de 20
°C + 1 °C. Finalmente, el proceso de diafiltracién se lleva a cabo en tres ciclos, utilizando
una membrana de 0,2 um, lo cual permite la maxima recuperacion de C-PC en el retentado
y permeado, asi como la separacion eficiente de ambas moléculas, reduciendo las pérdidas
hasta un 3% (Balti et al., 2021). Finalmente, para la etapa de secado y disposicion final del
producto se plantearon dos rutas importantes, la primera tenemos el secado por
congelacion, este permite preservar en hasta un 30 % mas de C-PC en comparacion a otros
tipos de secados convencionales, dicho proceso se llevd a cabo durante 24 h a -80°C.
(Giroy et al., 2017). No obstante, En términos de economia, el secado por congelacion
puede resultar mas costoso debido a su naturaleza. Es debido a esto que se establece una
ruta donde se almacena directamente el producto en ampollas 100 mL/u para su

comercializacion.

7.5.3. Costo de la planta

El éxito de cualquier instalacién productiva se encuentra intrinsecamente ligado a sus
costos de produccién, comunmente denominados como DFC (Costos Directos de
Fabricacion). Estos costos engloban todos los gastos necesarios para asegurar el
funcionamiento eficiente y el cumplimiento de las pautas de procesamiento en cada sistema
involucrado. Por consiguiente, el DFC desempefia un papel crucial en la evaluacion de la
viabilidad técnica y econdmica de todo el proceso. Dentro del ambito de los DFC, se
identifican tres componentes clave: los costos directos (TPDC), que engloban la
adquisicion, equipamiento y funcionalidad de la planta; los costos indirectos (TPIC), que
abarcan variables relacionadas con la construccion; y finalmente, el FCPB, encargado de
garantizar la seguridad y la calidad de los proyectos. La Tabla 24 detalla cada uno de los
items mencionados, teniendo en cuenta cada proceso y las necesidades especificas de los
eguipos planteados en la simulaciéon. Ademas, se evidencia que el costo aumenta entre
productos, siendo el proceso de liofilizado el de mayor costo, debido al volumen que debe
procesar al final del sistema de produccién y a la demanda de energia y consumibles que

requiere este equipo (Guroy et al., 2017).
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Tabla 20. Estimacion del capital fijo para dos escenarios de produccion de C-PC

utilizando Potamosiphon sp.

Estimacion de capital fijo Polvo liofilizado  Viales liquidos
Coste directo total de la planta (tpdc) (coste fisico) 367,639 171,577
Coste indirecto total de la planta (tpic) 65,895 57,894
Coste total de la planta (tpc = tpdc + tpic) 433,534 229,471
Honorarios e imprevistos del contratista (cfc) 9,078 7,680
Coste fijo directo del capital (cfd = tpc + cfc) 442,612 237,151

Las simulaciones han demostrado ser un método muy eficaz para optimizar y modelar rutas
especificas dentro de procesos industriales. Estas técnicas se basan en el calculo del
balance de masa para cada seccién del sistema con el fin de predecir el comportamiento
deseado del proceso (Petrides et al., 2014). Asi mismo, es posible ver la influencia de la
capacidad instalada de produccién vs el costo de producto tiene una relacion inversamente
proporcional, esto se debe a que el tamafio del sistema juega un papel crucial a la hora de
determinar la rentabilidad de los productos elaborados a partir de organismos fotosintéticos
(Ruiz et al. 2016). La Figura 17 proporciona una descripcién general del costo por Mg de
producto procesado. Se evidencia como a medida que aumenta la capacidad instalada de
produccién disminuye los costos alcanzando valores de 0.26 USD/mg de C-PC de la linea
de viales frente a 0.56 USD/mg del producto liofilizado, todo esto con un indice de pureza
de 2.66 (Balti et al., 2021).

150
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Figura 19. Evolucion del valor de produccién para las dos alternativas (liquido y liofilizado) en

funcién del volumen del sistema de cultivo
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8. Conclusiones

Se Confirmo que la produccion de biomasa, C-PC y la pureza de las
proteinas fotosintéticas se ven directamente afectadas por los pardmetros
luminicos, como la longitud de onda, el fotoperiodo y la intensidad
luminica. La combinacion precisa de luz Roja Azul 3_1, junto con una
intensidad de 283 umol m-2 s-1 y un fotoperiodo de hasta 17.8 horas,
resulta crucial para maximizar la  produccién, superando
significativamente los rendimientos obtenidos con luz verde hasta en
cuatro veces.

Se evidencié que el fosfato ejerce una mayor influencia en la produccion
de C-PC, con una relacion de 1,083 g/g, mientras que los nitratos tienen
un mayor impacto en la biomasa, con un rendimiento de 0,805 g/g. Esta
relacién entre los nutrientes y la produccién resalta la importancia de una
adecuada gestion nutricional para obtener rendimientos 6ptimos.

La creacion de un modelo matematico representativo para la produccion
de biomasa y C-PC en funcion del sustrato limitante se revel6 como una
contribucién esencial. Asimismo, la simulacién de la planta de produccion
de C-PC permiti6 identificar costos minimos en volimenes mas altos de
produccion, subrayando la relevancia de considerar el tamafio del sistema
para garantizar la rentabilidad del proceso. Estas herramientas son
cruciales para planificar estrategias de cultivo eficientes y optimizar los

recursos utilizados en la produccion de C-PC.
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9. Recomendaciones.

Los datos recopilados ofrecen un panorama prometedor para la obtencién
de ficocianinas de grado industrial a partir de Potamosiphon sp. Se sugiere
explorar mas a fondo el potencial de esta especie y sus condiciones de
cultivo para optimizar la produccion de ficocianinas y mejorar la viabilidad

comercial del proceso.

Ademas del costo de la planta, es fundamental realizar un andlisis
econdmico integral que considere no solo los costos de produccion, sino
también los precios de mercado, la demanda del producto, los costos de
comercializacion y distribucion, entre otros factores. Esto proporcionara
una vision mas completa de la rentabilidad y viabilidad econémica del

proceso de produccion de ficocianinas.

Es importante tener en cuenta que el analisis de la simulacion debe
contextualizarse en el entorno especifico donde se llevara a cabo la
produccién. Si bien se ha realizado un andlisis en Clcuta, es hecesario
adaptar estos resultados a otras ubicaciones geogréaficas para
comprender mejor su aplicabilidad y hacer proyecciones mas precisas en

diferentes contextos regionales o internacionales.

Ademaés de considerar el costo actual en Cucuta, se recomienda explorar
otras regiones o mercados potenciales donde el producto pueda tener una
mayor demanda o un precio mas favorable. Esto puede implicar investigar
las tendencias del mercado global, identificar nichos especificos o
establecer asociaciones estratégicas para la comercializacion del

producto a nivel nacional e internacional.
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