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RESUMEN . Los cultivos de microalgas tienen que evaluarse para obtener
la müxima productividad y para asegurar constantemente su eficiencia y
buen estado, por lo que resulta muy importante obtener información deta-
llada que facilite una evaluación certera y rüpida del estado fisiológico del
cultivo. Debido a estas razones, en la biotecnología de las microalgas se han
desarrollado numerosos trabajos, en los áltimos a•os, con el fin de lograr la
evaluación y el control automatizados de los cultivos . En el presente traba-
jo se desarrolló un modelo matemütico para estimar la concentración de los
iones hidrógenocarbonato en cultivos de Arthrospira maxima a partir de
las mediciones de parümetros instrumentales [pH, temperatura y conducti-
vidad eléctrica (CE)], así como de la concentración de los iones carbonato
obtenida, a su vez, a partir de su correlación con la CE . Este modelo no
aparece reportado en la literatura . Se hace un anülisis de la influencia de
los errores en la medición sobre la respuesta del modelo . Los resultados
demostraron la factibilidad de su aplicación, lo cual resulta una gran venta-
ja, debido a la facilidad de la medición instrumental de estos parümetros, la
rapidez de obtención de los resultados y la disminución de los errores expe-
rimentales . Estos resultados permiten sentar las bases para el estableci-
miento de un método de evaluación automatizado para el control de estos
cultivos con equipos normalmente asequibles, sin necesidad de utilizar sen-
sores costosos . Este método pudiera ser aplicado en otros cultivos de
microalgas similares, por ejemplo Spirulina, luego de establecer las corre-
laciones específicas correspondientes, de acuerdo con el medio de cultivo
empleado .

ABSTRACT . Microalgae cultures must be continuously monitored to ob-
tain the maximum productivity and to constantly assure their efficiency
and conditions, being very important to obtain detailed information for a
quick evaluation of the physiological state of the culture . Due to these rea-
sons, in the last years, as in other fields, microalgal biotechnology research-
ers have developed different works with the aim of achieving an automated
monitoring and control method for the cultures. In this work, a mathemati-
cal model to estimate the concentrations of HCO3 in Arthrospira maxima
cultures, in function of the pH, temperature and electrical conductivity (EC)
measurements was developed . This model has not been previously reported .
A detailed analysis on the influence of the experimental errors over the
model response was made . The results demonstrated the possibility of ap-
plying this model, which is advantageous, because instrumental methods
are easier, faster and more accurate . The results could serve as a basis for
an automated monitoring method to control Arthrospira maxima cultures
using equipment commonly available, without the use of expensive sen-
sors. This method of control could be used in other similar microalgae cul-
tures, for example Spirulina, after determining the corresponding specific
correlations for the particular culture medium .
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INTRODUCCION
La tecnología de medición y con-

trol se vuelve cada día un factor müs
crucial en el desarrollo exitoso de un
proceso biotecnológico moderno,
debiendo tenerse en cuenta la eco-
nomía del proceso y el comporta-
miento fisiológico específico del or-
ganismo o célula que se cultivarü.'
La tendencia actual se dirige a lograr
una evaluación continua, con senso-
res en línea (mediante el empleo de
computadoras) de todas las variables
del bioproceso, para tener una visión
de su dinümica en toda su compleji-
dad y de las interrelaciones entre el
sistema biológico y su ambiente quí-
mico y físico .

El anülisis convencional, en el
laboratorio, no puede cumplir con
estos objetivos, ya que los resulta-
dos se obtienen luego de cierto re-
traso . Ademüs, cuando se necesita
evaluar numerosas variables, en los
cortos intervalos de tiempo necesa-
rios para un anülisis exacto del bio-
proceso, los costos y el trabajo se
incrementan . 2

Los cultivos realizados en siste-
mas cerrados tales como los biorre-
actores, presentan condiciones müs
propicias para lograr la automatiza-
ción de la evaluación y el control . Se
conocen diferentes referencias al
respecto, relacionadas con el culti-
vo de células, 1,3 fermentaciones , 4-5
cultivos de microalgas' y otros . 7

Hoy día, dentro del desarrollo de
la biotecnología de las microalgas,
existe una tendencia creciente a lo-
grar la evaluación y el control auto-
matizado de los cultivos, ya que para
utilizar favorablemente las propie-
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dades de estos microorganismos se
requiere un control adecuado y con-
fiable de las principales variables del
proceso para obtener una biomasa
con las características deseadas .'

Diferentes laboratorios y grupos
de investigación realizan trabajos
encaminados a lograr el control au-
tomatizado de los cultivos de mi-
croalgas como Spirulina, s Duna-
liella 10 y otras," lo que permite des-
cribir el estado del bioproceso, en
detalle, en cualquier etapa de su de-
sarrollo, y realizar un registro müs
exacto del proceso, facilitando su
modelación, optimización y control .

En algunos casos en la automati-
zación de estos procesos, se utilizan
sensores muy especializados y cos-
tosos como los que se aplican en sis-
temas de inyección a flujo que apro-
vechan el efecto de campos enzimü-
ticos, para la evaluación simultünea
de componentes del medio de culti-
vo." Sin embargo, también se cono-
ce el empleo de sensores físico-quí-
micos tradicionales, para la medi-
ción y el control del ambiente físi-
co-químico que prevalece en el me-
dio, como ls acidez (pH), el oxígeno
disuelto (p0 2), el dióxido de carbono
disuelto (pCO2), el potencial redox'
y en este mismo sentido, el empleo
de la medición de la conductividad
eléctrica (CE) como indicador en la
evaluación de las principales varia-
bles de control de cultivos de la mi-
croalga Arthrospira, lo que permiti-
ría utilizar una celda de conductivi-
dad apropiada como sensor . 13 Sin
embargo, a diferencia de las otras
variables del proceso, no es posible
la estimación de la concentración de
iones hidrógenocarbonato (fuente de
carbono, en el medio de cultivo de
esta microalga) a través de su corre-
lación con la CE, por lo que resulta-
ría conveniente establecer la forma
de introducir esta importante varia-
ble dentro de la evaluación y el con-
trol automatizado de los cultivos de
Arthrospira .

En el presente trabajo se presen-
ta el desarrollo y aplicación de un
modelo matemütico, que involucra
las mediciones de CE, pH y tempe-
ratura, para la estimación de la con-
centración de iones hidrógenocarbo-
nato en cultivos de Arthrospira
maxima a escala de laboratorio y de
planta piloto. Ademüs, se realiza un
anülisis de la influencia de los erro-
res de la medición en la respuesta del
modelo. Los resultados pudieran ser-
vir como base para la aplicación de un
método de evaluación y control auto-
matizado de estos cultivos, mediante
equipos cománmente asequibles,

obviando el empleo de sensores cos-
tosos .

MATERIALES Y METODOS
La microalga utilizada fue la cia-

nobacteria Arthrospira maxima
(Colección de Microalgas del Centro
Nacional de Investigaciones Cientí-
ficas, Ciudad de La Habana) .

Experiencias de laboratorio
Los cultivos se realizaron en

cubetas plüsticas de 40 L y 15 cm de
profundidad. La agitación se realizó
mediante paletas acopladas a un
motor, a 15 r/min . La iluminación se
llevó a cabo con cuatro lümparas de
neón de 40 W cada una que fueron
situadas a 40 cm por encima de la su-
perficie del líquido . La temperatura
de los cultivos se equilibró con la
ambiente, la cual fue de 35 a 37 oC .

Se utilizó el medio de cultivo
Zarrouk,l' el cual fue inoculado con
250 mL de una suspensión concen-
trada de la microalga, con un conte-
nido de clorofila a de 13,77 mg/L .

Evaluación de los cultivos de labo-
ratorio

Diariamente se registraron la CE
(equipo ECCA-2, Centro Nacional de
Investigaciones Científicas), el pH
(potenciómetro MPH-4B Centro Na-
cional de Investigaciones Científi-
cas) y temperatura . La determina-
ción de la concentración de los iones
hidrógenocarbonato (HCO3), carbo-
nato (C03 2-), cloruro (Cl-), calcio
(Cal') y magnesio (Mg 2 ') (emplean-
do métodos volumétricos), así como
los de clorofila ay absorbancia a 750 nm
(fotocolorímetro digital Spekol mo-
delo 210), se realizaron por duplica-
do, segán los Métodos Normalizados
para el Anülisis de Aguas Potables y
Residuales . 15

A partir del sexto día, se mantu-
vo el pH en un intervalo adecuado
(9,3 a 9,7), 16 con el suministro conve-
niente de CO Z

Características del cultivador a es-
cala de planta piloto

Para llevar a cabo el cultivo in-
tensivo de esta especie, se dise•ó un
cultivador que presenta la forma de
carrousel, con una vista superior de
forma oval, un ürea de 16,3 m2 y un
volumen efectivo de 7 m3 de cultivo,
aunque en este estudio se emplea-
ron solamente 2 m 3 . Presentó ade-
müs, dos paletas hechas de acero ní-
quel con un sistema que permitía
que el cultivo en cuestión fuera mez-
clado con una velocidad de 80 r/min .
El inóculo tenía una concentración
de clorofila a de 5,409 mg/L. El me-

dio utilizado fue adicionado men-
sualmente al sistema durante el
transcurso del experimento .

Evaluación del cultivo a escala de
planta piloto

La evaluación del cultivo a esca-
la de planta piloto fue realizado en
dos cultivos diferentes durante un
total de 145 d . Se tomaron muestras
dos veces por semana para evaluar
los diferentes parümetros de control
del cultivo a nivel piloto . Los anüli-
sis se realizaron de la misma forma
que para los cultivos de laboratorio .

Procesamiento matemütico

Los datos experimentales fueron
procesados mediante el programa
EXCELI' y el paquete de programas de
procesamiento estadístico Statistica .18

RESULTADOS Y DISCUSION
Desarrollo de un modelo matemü-
tico para el cülculo de la concentra-
ción de los iones hidrógenocarbo-
nato a partir de las mediciones de
CE, pH y temperatura

Como se estableció anteriormen-
te,13 es posible estimar los principa-
les indicadores de los elementos
nutritivos necesarios para el control
del cultivo de Arthrospira maxima
mediante su correlación con la CE
Sin embargo, no ocurre así con la
concentración de los iones hidróge-
nocarbonato, probablemente uno de
los müs importantes, al constituir la
fuente de carbono para esta microal-
ga .

Por ello, resultaba una necesidad
contar con un método que permitie-
ra estimar las concentraciones de hi-
drógenocarbonato, a partir de la
medición de la CE, el pH y la tempe-
ratura, de modo que posibilitara in-
cluir este importante parümetro,
dentro de un posible control automa-
tizado a partir de la mediciones ins-
trumentales ya se•aladas .

Debido a esto, se desarrolló un
modelo empírico para hallar las con-
centraciones de los iones hidrógeno-
carbonato a partir de las mediciones
de pH, temperatura y CE, así como
de las concentraciones de los iones
carbonato obtenidas, a su vez, a par-
tir de su correlación con la CE. A con-
tinuación, se expone la deducción de
dicho modelo .

Considerando que laArthrospira
maxima es una cianobacteria o alga
verde-azul, autótrofa, es decir, que
utiliza como fuente de carbono CO Z
o NaHCO3 , se debe tener en cuenta
el equilibrio siguiente :

HCO3 (ac) , H* (ac) + C032- (ac)
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cuya constante de equilibrio estü
dada por :

KZ = (H+)(CO3 (1)
(HCO3

donde los paréntesis representan las
actividades, que se relacionan con las
concentraciones mediante los coefi-
cientes de actividad (v,) .

Por otra parte, si se considera, por
definición, que :

(H* ) = 10-PH (2)
En forma similar ;

K3 = 10-K2

	

(3)
En el caso que se ocupa este tra-

bajo, es decir, el control de los prin-
cipales parümetros en el cultivo de
Arthrospira maxima, ya que las con-
centraciones de C032- se pueden cal-
cular a partir de las mediciones de
CE (por la fuerte correlación que
existe entre ambos parümetros), es
necesario, entonces, deducir una
ecuación que permita el cülculo de
la concentración de HCO3-, teniendo
en cuenta la concentración de C032-
estimada segán se explicó anteriormen-
te y el pH, la CE y la temperatura medi-
dos experimentalmente .

Teniendo en cuenta todo lo ante-
rior, de la ecuación (1) se tiene :

(HCO3) _ (H+)1 a&)

	

(4)

y poniendo esta expresión en fun-
ción de las concentraciones, el pH y
el pK2, se tiene :

vHc03 [HC03, _

10-pH vC0,3-[C03 ] (5)
	10-p K,

Por lo que la expresión para el
cülculo de la concentración de HCO3
serü :

[HC03, = VC03  [C03 J 10pK2-pH (6)V HCO3

Se debe tener en cuenta que los
coeficientes de actividad dependen
de la carga del ión (Z,), el diümetro
medio de éste (o diümetro eficaz) y
de la fuerza iónica (ú), segán la Ley
de Debye-H°ckel .19

Ademüs, la fuerza fónica depen-
derü de la mineralización del medio,
ya que, por definición, va a estar en
función de las cargas y las concen-
traciones molales de los iones pre-
sentes .

Sin embargo, es necesario se•a-
lar que la Ley de Debye-H°ckel es
aplicable a disoluciones diluidas, ya

que se hace la aproximación de su-
poner que el ión es una carga pun-
tual. Esto no causa un error consi-
derable en disoluciones diluidas,
pero a concentraciones del orden
O,Olmol/L el efecto ya es apreciable .
(Se debe tener en cuenta que, en el
caso específico de este trabajo, la
concentración de NaHCO3 y, a su
vez, del HCO3 es, aproximadamen-
te, 0,2 mol/L) .

Por otra parte, si se considera por
definición que :

pv. = -logv (7)
entonces

vi = 10-P,

	

(8)
De acuerdo con esto, en lugar de

la expresión (6), se puede escribir :

[HC0_]= [C03 ]
. lOPK2 px a (9)

donde a dependerü de la concentra-
ción de HCO3 y C032-, y por ende,
de la CE, pudiendo expresarse como :

a = a	(10)
(CE)"

Por lo que la expresión para el
cülculo de la concentración del
HCO3 quedarü como sigue :

pKz pH a
[HC03] _ [C032-]

. lo

	

(CE)" (11)

0 .15

	

log a
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HCO, analíticos (meq/L)

Aplicando logaritmo en la expre-
sión (10), se tiene :

log a = log a - n (CE) (12)

que resulta una expresión similar a
la ecuación de una línea recta (y = a
+ bx), por lo que utilizando regresión
lineal se obtendrün los valores de a
y n, a partir del intercepto y la pen-
diente, respectivamente .

De esta forma, experimentalmen-
te, se tienen los parümetros necesa-
rios para calcular [HCO3 ] a partir del
modelo propuesto, expresado en la
ecuación (11) . La figura 1 muestra un
ejemplo concreto de esto anterior .

Aplicación del modelo para el cül-
culo de las concentraciones de
HCO3 , a partir de los datos experi-
mentales

Aplicando el modelo desarrolla-
do se calcularon las concentraciones
de HC03 , las cuales fueron compa-
radas con aquellos resultados obte-
nidos analíticamente mediante la
prueba de Chi cuadrado (a = 0,05), .
No se encontraron diferencias signi-
ficativas entre ambos (ja : 12,28, p <
0,424) .

Se comprobó la similitud existen-
te entre los datos experimentales y
los obtenidos mediante el modelo, en
las experiencias de laboratorio (l g . 2) .

Los resultados demostraron la
factibilidad de la aplicación de este

log CE

Fig. 1 . Correlación del log CE y log a al aplicar el modelo desarrollado, a los datos de
laboratorio correspondientes a cultivos de Arthrospira maxima .

4

HCO3 modelo (meq/L)
Fig. 2. Comparación de las concentraciones de los iones hidrógenocarbonato deter-
minadas analíticamente y las estimadas mediante el modelo desarrollado .
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modelo para el cülculo de las concen-
traciones de HCO3- , en cultivos de
Arthrospira maxima a partir de las
mediciones de pH, CE y temperatu-
ra, lo cual resulta una gran ventaja,
debido a la facilidad de la medición
instrumental de estos parümetros y
la rapidez de obtención de los resul-
tados, así como la disminución de los
errores por utilización de las medi-
ciones volumétricas que, en líneas
generales, pueden alcanzar porcen-
tajes de error mayores que las
instrumentales .

Influencia de los errores de las me-
diciones en la respuesta del modelo

Las figuras 3, 4 y 5 muestran el
efecto de las variaciones de los dife-
rentes parümetros (pH, CE y concen-
tración de iones carbonato) involu-
crados en el modelo, sobre su res-
puesta, es decir, sobre las concentra-
ciones de HC03 resultantes .

La expresión de estos grüficos
estü dada por el papel que represen-
ta cada uno de esos parümetros en
el modelo . Es decir, que en este se
observa un comportamiento expo-
nencial para el pH y la CE (aunque
en este caso algo diferente del pH,
ya que la CE se encuentra en el de-
nominador del exponente) y un com-
portamiento lineal para la concentra-
ción de CO,' - , de acuerdo con la ecua-
ción (11) .

Por otra parte, al considerar la
influencia del error en las medicio-
nes sobre la respuesta del modelo,
se deben tener en cuenta los errores
experimentales inherentes a los
equipos utilizados (Tabla 1) .

Al analizar los valores que se pre-
sentan en la segunda columna de la
tabla anterior, hay que tener en cuen-
ta la precisión que se reporta por los
fabricantes21 para los equipos exis-
tentes en el mercado . Por ejemplo,
en un medidor de pH (digital, de la-
boratorio) la precisión estü entre 0,02
y 0,01 unidades; pudiendo estar al-
rededor de 0,05 en equipos digitales,
pero de menor precisión . Ademüs, en
equipos analógicos la precisión es
mucho menor, ya que la apreciación
es de sólo 0,1 unidades . De este anü-
lisis se deduce que sería recomenda-
ble utilizar equipos con un error de
0,05 unidades de pH o menor, para
que el error relativo de la concentra-
ción de HC03 estimada por el mo-
delo no sobrepase el 11 % .

De la misma forma, se estimó la
influencia de los errores en las me-
diciones de CE y de la concentración
de C032- sobre la respuesta del modelo .

Para las mediciones de CE, los
equipos existentes en el mercado

9,6
pH

Fig. 3 . Efecto de la variación del pH en la respuesta del modelo propuesto .
(CE: 23 000 ,uS/cm ; CO,'- : 125 meq/L) .
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Fig . 4. Efecto de la variación de la CE en la respuesta del modelo propuesto .
(pH: 9,58 ; CO,' -: 125 meq/L) .
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140

C0 3 '- ( meq/L)

Fig. 5. Efecto de la variación de la concentración de CO, 2- en la respuesta del modelo
(pH : 9,25 ; CE: 23 000 pS/cm) .

Tabla 1. Efecto de los errores de las mediciones del pH, la CE y la concentración
de los iones carbonato sobre la respuesta del modelo .

pueden tener una precisión desde
2 % (portütiles, de bolsillo), hasta

¿ (1,0 a 0,5)% (de laboratorio) . 21 En
cuanto a las mediciones de la con-
centración de C03 2- por métodos vo-
lumétricos, se ha determinado que
la adición de una gota del reactivo
utilizado en la valoración causa un error
en la medición de 2,5 meq C0 32-/L, te-
niendo en cuenta la concentración de
este reactivo en el medio de cultivo .

150 160

Se pudo observar que los errores
provocados en la respuesta del mo-
delo estün en el mismo orden que los
errores en las mediciones experi-
mentales de CE y de la concentra-
ción de C0 32- (Tabla 2), mientras que
no ocurre igual con el pH, ya que los
errores que se producen en el mode-
lo en ese caso, son aproximadamen-
te, 20 veces mayores que los errores
experimentales que los producen .
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Parümetro Error
en la medición

Error relativo
de la medición

Error relativo
en la respuesta
del modelo

(%)

pH
0,05
0,1

0,5
1,0

11
21

CE (ús/cm)
500

1000
2,2
5,0

2,6
5,0

Iones carbonato (meq/L)
2

5
2,4

4,0

1,7

4,0



Es decir, que de los tres parüme-
tros involucrados en el modelo (no
se tiene en cuenta la temperatura,
cuya influencia en él es a través del
plC2 , y el valor de éste se puede con-
siderar constante en el intervalo de
trabajo) es, evidentemente, el pH el
de mayor influencia en los errores
de la respuesta del modelo. Este he-
cho resalta la importancia de la pre-
cisión en su medición, para el em-
pleo de dicho modelo en el control
del cultivo de Arthrospira maxima,
siendo recomendable utilizar equi-
pos con una precisión adecuada para
lograr resultados confiables .

Este método de control puede ser
utilizado en los cultivos de especies
de microalgas similares del género
Spirulina, previa determinación de
las correlaciones específicas corres-
pondientes al medio de cultivo .

Los fundamentos de este méto-
do sirven de base para la aplicación
de sistemas de control automatiza-
do en el cultivo de otros tipos de
microalgas, lo cual pudiera ser obje-
to de otros estudios futuros .

CONCLUSIONES

Se desarrolló un modelo matemü-
tico para estimar las concentracio-
nes de iones hidrógenocarbonato a
partir de las mediciones de pH, tem-
peratura y CE, así como de las con-
centraciones de iones carbonato ob-
tenidas, a su vez, a partir de su co-
rrelación con la CE . No se conocen
reportes acerca de un modelo simi-
lar al descrito .

De los tres parümetros involucra-
dos en el modelo, el pH es el de ma-
yor influencia en los errores de la
respuesta de éste . Este hecho resal-
ta la importancia de la precisión en
la medición de este parümetro, para
el empleo de dicho modelo en el con-
trol del cultivo de Arthrospira maxi-
ma, siendo recomendable utilizar
equipos con una precisión adecua-
da para lograr resultados confiables .

Se demostró la factibilidad de la
aplicación del modelo desarrollado
para la estimación de las concentra-

ciones de HCO 3 - , en cultivos de
Arthrospira maxima a partir de las
mediciones de pH, CE y temperatu-
ra, lo cual resulta una gran ventaja,
debido a la facilidad de la medición
instrumental de estos parümetros y
a la rapidez de obtención de los re-
sultados, así como a la disminución
de los errores por utilización de la
medición volumétrica que, en líneas
generales, puede alcanzar porcenta-
jes de error mayores que las medi-
ciones instrumentales .

Este método de evaluación pue-
de ser utilizado en los cultivos de
otras especies de microalgas simila-
res, por ejemplo Spirulina, previa
determinación de las correlaciones
específicas correspondientes al me-
dio de cultivo .
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